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“Toda a nossa ciéncia, comparada com a
realidade, ¢ primitiva e infantil - e, no
entanto, ¢ a coisa mais preciosa que

temos”. (Albert Einstein)

“Existem muitas hipoteses em ciéncia que estdao
erradas. Isso € perfeitamente aceitavel,
clas sdo a abertura para achar as que

estao certas”. (Carl Sagan)
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RESUMO

A metformina (Met) é descrita como um sensibilizador da insulina,
levando a reducado na resisténcia e uma significativa diminuicdo de seus
niveis no jejum. Embora o alvo molecular da Met ainda ndo esteja
totalmente descrito, acredita-se que este farmaco age inibindo o complexo |
da cadeia respiratdria mitocondrial, resultado em um aumento da razéo
celular de AMP/ATP. Alguns estudos vém demonstrando que a Met é capaz
de atravessar a barreira hematoencefalica, sendo capaz de modular o
sistema nervoso central (SNC). Entretanto os efeitos desse farmaco no SNC
ainda sao pouco estudados. A Met no cérebro desempenha fungbes, como:
regulacdo do apetite, fosforilacdo da AMPK, modulacdo da expressdo de
neuropeptideos, inibicdo do complexo | da cadeia respiratéria. Em nosso
trabalho administramos intracerebroventricularmente (i.c.v) Met nas doses
de 50 e 100ug durante sete dias em camundongos, e observamos uma
brusca diminuicdo no peso, consumo alimentar, temperatura e
sobrevivéncia, bem como na quantidade das gorduras epididimais e
mesentéricas. A Met i.c.v foi capaz de aumentar a sensibilidade periférica a
glicose e a insulina, aumentou a producao basal de H,O, em preparacfes
mitocondriais de hipocampo e hipotalamo. Em culturas neuronais
observamos uma diminui¢cdo da viabilidade mitocondrial apds o tratamento
com Met e um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Em resumo nossos dados apontam um efeito neurotéxico da Met
guando utilizada em altas doses diretamente no SNC, resultando em
hipotermia, hipoglicemia, alteracao da fungéo mitocondrial com um impacto

deletério na sobrevivéncia de camundongos.



ABSTRACT

Metformin is an insulin-sensitizer, leading to decrease in insulin
resistance and in fasting insulin levels. The precise molecular target of
metformin (Met) is unknown; however, some reports showed the inhibition of
complex | on mitochondrial electron transport chain as a possible target,
resulting in an increase of the cellular AMP / ATP. Some studies have shown
that Met is able of crossing the blood brain barrier, modulating central nervous
system (CNS) function. However the toxicity of this drug in the CNS has been
less explored. In brain Met is proposed to regulate appetite, phosphorylation of
AMPK, expression of neuropeptides and inhibits of complex | of the
mitochondrial respiratory chain. In our work Met were injected
intracerebroventricular (i.c.v) at doses 50 and 100ug in mice for seven days. We
observed a decrease in body weight, food intake, visceral and epididymal fat
content, corporal temperature and survival rate. Metformin was also able to
increase peripheral sensitivity to insulin and glucose. The basal production of
H202 in mitochondrial preparations hippocampus and hypothalamus was
increased by metformin. Similarly, in neuronal cultures there was decreased
mitochondrial viability after treatment with metformin and increased production
of reactive oxygen species (ROS). In summary, our data indicate that high
doses of metformin directly have neurotoxic effects to the CNS, expressed by
hypothermia, hypoglycemia, disrupting mitochondrial function and decreasing

survival rate.



LISTA DE ABREVIATURAS

AMPK: Proteina cinase AMP ativada

AgRP: Proteina relacionada ao gene agoulti

DM: Diabetes Mellitus

GLP-1: Peptideo semelhante ao glucagon 1

GLUT-1: Transportador de glicose 1

IR: Receptor de insulina

|.C.V: Intracerebroventricular

NPY: Neuropeptideo Y

POMC: Pr6-6pio melanocortina

ROS: Espécies reativas de oxigénio

SNC: Sistema Nervoso Central

STATS3: Sinal de transducéo e ativacao da transcricdo 3

TAG: Triacilglicerol

TNFa: Fator de necrose tumoral alfa



1. INTRODUCAO
1.1 Fatores ambientais e o Sistema Nervoso Central (SNC)
1.1.1 Obesidade, Diabetes e o Sistema Nervoso Central.

A obesidade € uma doenca crbnica, multifatorial que cresce
rapidamente na sociedade ocidental sendo considerada uma sindrome do
século XXI (Arner 2003). Fatores ambientais, como dieta e o sedentarismo,
e fatores genéticos, contribuem para o desenvolvimento desta doenca
(Bains, Wells et al. 2004). A obesidade afeta negativamente o
funcionamento dos tecidos periféricos, principalmente muscular e adiposo, e
do Sistema Nervoso Central (SNC) (Stranahan, Norman et al. 2008).

O tecido adiposo € o principal reservatério energético do organismo.
Os adipdcitos séo as Unicas células especializadas no armazenamento de
lipideos na forma de triacilglicerol (TAG) em seu citoplasma, sem que isso
seja nocivo para sua integridade funcional. Essas células possuem todas as
enzimas e proteinas reguladoras necessarias para sintetizar acidos graxos
(lipogénese) e estocar TAG em periodos em que a oferta de energia é
abundante, e para mobiliza-los pela lipdlise quando ha déficit calorico. A
regulacdo da lipogénese e lipdlise ocorrem por meio da oferta de nutrientes
e sinais aferentes provenientes dos sistemas nervoso e enddcrino (Ahima
and Flier 2000).

O sistema nervoso autbnomo tem controle direto sobre o tecido
adiposo através de seus componentes simpatico e parassimpatico. A
inervacao simpatica relaciona-se principalmente com as ac¢0es catabolicas,

tais como a lipdlise mediada pelos receptores [(-adrenérgicos (Penicaud,



Cousin et al. 2000), por outro lado, o0 sistema nervoso parassimpatico esta
envolvido na execucao dos efeitos anabolicos sobre os depdsitos adiposos,
como captacado de glicose e de acidos graxos estimulada pela insulina
(Kreier, Fliers et al. 2002). O adipédcito visceral é metabolicamente mais
ativo que o subcutédneo, possui alta atividade lipolitica provocando a
liberacdo de grande quantidade de acidos graxos livres e € o principal
responsavel pelos problemas associados com a obesidade (Calle and
Kaaks 2004).

O tecido adiposo além da funcdo de armazenamento também age
como um orgao enddécrino podendo influenciar a fisiologia de outros tecidos
(Rajala and Scherer 2003). Ele libera diversas proteinas na corrente
sanguinea conhecidas como adipocinas que exercem diferentes func¢des no
organismo incluindo a regulacdo da homeostasia energética e a resposta a
horménios. As moléculas mais estudadas sdo os peptideos hormonais
como leptina, adiponectina e resistina e citocinas inflamatorias, como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) (Scherer 2006).

Em individuos obesos a intolerancia a glicose, resisténcia periférica a
insulina, hipertensédo, dislipidemias e aterosclerose estdo frequentemente
presentes como comorbidades. O conjunto destes fatores € denominado
sindrome metabdlica (SM) e a sua prevaléncia é de 30 % na populacdo
adulta entre 20 e 60 anos (Antunes, Levandovski et al. 2010). Varios
estudos demonstram que o0 consumo exagerado de dietas ricas em
carboidratos simples (hiperpalatavel) e/ou rica em gorduras saturadas
(hiperlipidica) é capaz de provocar o aparecimento da SM, além de provocar

alteragcbes comportamentais associadas a doencgas neuropsiquiatricas



(Mattson 2010). Na maior parte dos individuos, a SM evolui para o diabetes
mellitus (DM) tipo Il e /ou para doencas cardiovasculares.

O DM é o mais grave disturbio metabolico que acomete os seres
humanos, sendo considerado um grupo de doencas relacionadas,
caracterizadas por hiperglicemia, como resultado de um defeito na secrec¢ao
e/ou acdo da insulina. O DM tipo | € caracterizado por uma destruicao
autoimune das células [ pancredticas, levando a uma deficiéncia na
producdo de insulina, ja o DM tipo Il & caracterizado por resisténcia e
relativa (ao invés de absoluta) deficiéncia na sinalizacdo de insulina. Ambas
as formas estdo associadas com complicacbes em longo prazo, que afetam
os olhos, rins, coracdo, vasos sanguineos os nervos e 0 cérebro (Gispen
and Biessels 2000). Estudos clinicos e experimentais demonstram
claramente que o DM esta associado a déficits cognitivos devido a prejuizos
em mecanismos celulares e moleculares ligados a plasticidade sinaptica
(Figura 1) (Cameron and Cotter 1994) que acabam favorecendo o

desenvolvimento de doengas neurodegenerativas (Craft and Watson 2004).
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Figura 1: A encefalopatia diabética € uma patogénese néo totalmente elucidada, que pode ser dividida em trés
componentes principais: i) efeitos neurotéxicos da hiperglicemia, incluindo aumento do estresse oxidativo e
distirbios na homeostase do Ca?+; ii) alteragc6es vasculares; iii) alterag6es neurotréficas e neuromodulatérias

relacionadas com os niveis de insulina e de seu receptor (IR) no cérebro. (Cameron and Cotter 1994)

1.2 Insulina e o Sistema Nervoso Central

O cérebro é protegido de muitas substancias presentes no sangue
através de uma barreira fisica composta por células especializadas,
denominada barreira hematoencefalica. Esta barreira transporta
seletivamente tanto substancias do sangue para o SNC quanto
inversamente, além de facilitar o aparecimento de doencas neuroldgicas,
quando sua integridade esta alterada (Neuwelt, Bauer et al. 2011). Desta
maneira, varias substancias como hormdénios ou farmacos, por exemplo,
presentes no sistema periférico, podem atravessar a barreira
hematoencefélica e atuar como neuromoduladores, influenciando
positivamente ou negativamente varias funcdes cerebrais (Neuwelt, Bauer
et al. 2011).

Inicialmente acreditava-se que o cérebro era insensivel a insulina,
entretanto, no inicio da década de 60, foi descoberto que este 6rgdo
apresenta receptores de insulina (IR), sendo desta maneira, sensivel aos
seus efeitos. A insulina exerce importantes funcdes no cérebro, que
envolvem regulagdo do metabolismo energético, assim como efeitos troficos
e neuromodulatérios importantes para o desenvolvimento e sobrevivéncia
de células neurais (Park 2001). Alguns estudos ja demonstraram que o IR
estd presente em todas as regides do cérebro, principalmente nos

neurénios do hipocampo, cortex cerebral e amigdala. Neste sentido, ja foi



observado em diferentes modelos animais que a interrupcédo ou alteracéo
na sinalizacdo cerebral da insulina causa prejuizo cognitivo e morte
neuronal (Lannert and Hoyer 1998).

Alguns autores propdem que a reducédo do transporte de insulina em
toda a barreira hematoencefalica e, consequentemente, a reducédo de sua
sinalizacao cerebral, pode levar a uma resisténcia cerebral aos efeitos da
insulina com efeitos devastadores para a funcéo cerebral (Steen, Terry et al.
2005; Hoyer and Lannert 2007).

Apesar de ndo se saber ao certo se a resisténcia periférica a insulina
se reflete necessariamente em resisténcia cerebral, prevenir ou corrigir
anormalidades periféricas tem demonstrado ser benéfico em reduzir os
prejuizos na funcdo cerebral, principalmente relacionados a funcéo
cognitiva. Curiosamente, quando a insulina € administrada perifericamente
em doses que nao alteram consideravelmente a glicemia, algumas
disfuncbes cognitivas em pacientes com doenca de Alzheimer (DA) sao
revertidas (Neumann, Rojo et al. 2008). Quando se utiliza a insulina
intracerebral em modelos animais na maioria das vezes esse horménio
causa uma melhora na fungéo cognitiva (Babri, Badie et al. 2007).

A insulina age ativando, tanto perifericamente como centralmente, vias
de sinalizac&o intracelular. Estudos apontam também que a insulina exerce
um efeito neuroprotetor e neuromodulador (Frolich, Blum-Degen et al.
1998). Outro importante aspecto é que aléem de modular o sistema nervoso
central, a insulina age no sistema nervoso periférico, simpatico e

parassimpatico, controlando o metabolismo, consumo alimentar e também a



termorregulacdo (Arruda, Milanski et al. 2011; Florant and Healy 2012;

Guenther, Bruder et al. 2012).

1.3 Tratamentos para o Diabetes Mellitus

Vérios agentes antidiabéticos surgiram no mercado nas Ultimas décadas,
expandindo as op¢des terapéuticas para o controle glicémico em individuos
com diabetes mellitus e as suas complicacdes. Os farmacos mais prescritos
sdo os secretagogos e/ou sensibilizadores de insulina (Nicholson and Hall
2011).

Os secretagogos estimulam o pancreas a secretar insulina resultando na
reducdo da producédo de glicose hepatica e melhora na absorcao de glicose
pelos musculos. H& duas classes de secretagogos: sulfoniluréias e nao-
sulfoniluréias (Luna, Hughes et al. 1999).

Os sensibilizadores melhoram a ac¢do da insulina através de uma
variedade de mecanismos, podem agir inibindo a gliconeogénese e a
glicdlise, inibindo a absorcédo hepatica de glicose ou amentando a captacéo
de glicose nos tecidos periféricos. Existem trés categorias de
sensibilizadores: biguanidas, tiazolidinonas e inibidores da glicosidase
(Nicholson and Hall 2011).

Os inibidores da glicosidase agem no intestino inibindo a enzima
glicosidase retardando a absor¢céo de carboidratos, os mais comuns sao

acarbose, miglitol e voglibose. Os seus efeitos colaterais sado inchacos,

colicas abdominais, flatuléncia e diarreia (Fonseca and Kulkarni 2008).



As tiazolidinonas aumentam a sensibilidade a insulina através do
aumento da eficiéncia dos transportadores de glicose. As duas tiazolidinonas
disponiveis sdo a roziglitazona e a pioglitazona. As tiazolidinonas possuem
um efeito positivo sobre os lipidios, diminuindo os triglicerideos e a
lipoproteina de alta densidade. O principal efeito colateral desta classe é
ganho de peso corporal (Fonseca, Rosenstock et al. 2000).

As biguanidas agem inibindo a gliconeogénese hepatica e em menor
extensdo a glicogendlise, aumentando a sensibilidade a insulina. A
metformina € a Unica biguanida disponivel, sendo muito utilizado para o
tratamento do diabetes tipo Il. Esta droga € capaz de reduzir os niveis de
glicose no sangue tanto no jejum quanto no periodo poés-prandial. Os
principais efeitos colaterais da metformina séo: cdlicas abdominais, nauseas,
diarreia, perda de peso e em casos mais extremos acidose lactica (Stumvoll,

Haring et al. 2007).

1.3.1 Metformina: Mecanismo de agéo

A metformina (1,1 dimetilbiguanida) da classe das biguanidas € uma das
drogas antidiabéticas orais mais prescritas no mundo e deve manter essa
posicdo apesar de inumeros antidiabéticos orais que vém sendo
introduzidos no tratamento da resisténcia a insulina e do diabetes mellitus
tipo Il (Bailey and Turner 1996; Wysowski, Armstrong et al. 2003;
Esteghamati, Noshad et al. 2013)

A metformina € um derivado da guanidina, o composto ativo

hipoglicemiante da Galega officinalis. Essa erva medicinal foi usada por
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séculos na Europa como tratamento para o diabetes. Mais tarde descobriu-
se 0 composto quimico responsavel pelo efeito hipoglicemiante da planta,
denominado galegina (Bailey and Day 1989). Em 1957 foi publicada a
primeira descricao cientifica da metformina (Ungar, Freedman et al. 1957).
Em 1979, na Franca, entrou em uso clinico pela primeira vez, e foi aprovada
pelos Estados Unidos somente em 1994 (Nightingale 1994). Quase 60 anos
depois da primeira publicacdo o0 mecanismo exato de acdo da metformina
ainda nao esta completamente esclarecido. Ensaios clinicos recentes
sugerem que a metformina possui eficacia clinica ndo apenas para o
diabetes, podendo ser benéfico para outros distirbios, como, nefropatia
diabética, doencas cardiovasculares, ovario policistico, e prevencdo e/ou
tratamento para o cancer (Viollet, Guigas et al. 2012). Sendo assim, vém
crescendo o numero de estudos clinicos e experimentais envolvendo a
metformina, visando elucidar seu mecanismo de acao, a fim de explorar

seus potenciais alvos farmacolégicos.

1.3.2 Metformina: Metabolismo periférico

Esta droga € descrita como um sensibilizador da insulina, levando a
reducdo na resisténcia a insulina e uma significativa diminuicdo de seus
niveis no jejum. As propriedades glicoregulatérias da metformina sao
atribuidas principalmente pela reducédo da producdo da glicose hepatica e
um aumento na captacao da glicose pelos tecidos periféricos (Lv, Wen et al.

2012).
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O aumento na sensibilidade a insulina pelo tratamento com metformina &
em parte atribuido ao aumento da expressdo do IR e da atividade da
tirosina cinase (Gunton, Delhanty et al. 2003). Esses efeitos estimulam a
cascata de fosforilacdo de proteinas sinalizadoras que regulam, por
exemplo, o metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, transporte de
metabalitos e proliferacdo celular (Singh, Gupta et al. 2012).

A partir da década de 60 surgiram varios estudos clinicos e em modelos
animais, e hoje, acredita-se, que a funcao primaria da metformina é diminuir
a producao da glicose hepética (Cusi, Consoli et al. 1996), principalmente
através da inibicdo da gliconeogénese (Hundal, Krssak et al. 2000; Natali
and Ferrannini 2006). Sabe-se, também, que a metformina aumenta os
niveis plasméaticos de GLP-1 (glucagon-like peptide-1), uma incretina, que €
produzida pelo pancreas e intestino que atua regulando o metabolismo da
glicose (Maida, Lamont et al. 2011).

Aléem destes efeitos tem se observado um efeito modulador da
metformina em mitocéndrias. Sabe-se que esta droga age inibindo o
complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial (EI-Mir, Nogueira et al. 2000)
(Figura 2), resultando em um aumento na razdo celular de AMP/ATP,
causando a ativacao da AMPK (proteina cinase AMP ativada) (Zhou, Myers
et al. 2001). A AMPK coordena a atividade de diversas vias metabdlicas que
agem para restaurar a energia e o equilibrio celular. Por exemplo, ela
aumenta a translocacdo de GLUT 1 para a membrana promovendo a
captacao de glicose (Fryer, Foufelle et al. 2002) e fosforila a fosfofrutocinase
2 ativando a via glicolitica (Marsin, Bertrand et al. 2000). Por outro lado,

AMPK estimulada por metformina fosforila proteinas como, TSC2 e Raptor
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(proteina alvo de rapamicina em mamiferos 2 — mTOR) inibindo a sintese
proteica e fosforila a acetii COA carboxilase, resultando na inibicdo da
sintese lipidica, suprimindo desta maneira as vias que consomem energia

(Winder, Wilson et al. 1997).

Metformin

LKB1 :
I v
AMP <——arp

Figura 2: A metforminainibe o complexo | da cadeia de transporte
de elétrons, levando a ativagdo da AMPK, através do aumento da
razdo AMP/ATP. (EI-Mir, Nogueira et al. 2000)

1.3.3 Metformina: Acéo cerebral

Os efeitos da metformina no cérebro ndo foram totalmente
elucidados, entretanto o interesse sobre os mecanismos de acdo desta
droga no sistema nervoso central cresceu nos ultimos anos, tendo em vista,
0 seu potencial farmacoldgico sobre a resisténcia cerebral a insulina, que
exerce um papel critico, tanto no metabolismo periférico quanto no
metabolismo central (Gupta, Bisht et al. 2011).

Alguns estudos vém demonstrando que a metformina é capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica, sendo capaz de modular atividades

do sistema nervoso central. Quando esta droga € administrada por
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gavagem em ratos, 0s niveis maximos de metformina atingem o cérebro 6
horas apds a administracdo, sendo detectada, no estriado, hipocampo,
cortex, hipotalamo, glandula pituitaria, bulbo olfativo e cerebelo (Labuzek,
Suchy et al. 2010). Em um trabalho com cultura hipotalamica primaria a
metformina causou uma diminuicdo de pAMPK, alterando o balanco
energético destas células (Chau-Van, Gamba et al. 2007). A metformina no
cérebro desempenha funcbes, como: regulacdo do apetite, fosforilacdo da
AMPK, modulacdo da expresséo de neuropeptideos, inibicdo do complexo |
da cadeia respiratéria, entre outros, ainda ndo descobertos.

Dados recentes sugerem que a metformina também possui um
perfil anorexigénico, modulando proteinas hipotalamicas importantes ligadas
ao controle do apetite. Foi demonstrado que a metformina induz anorexia
via acao direta no hipotalamo através do aumentando da fosforilacdo da
STAT3 (sinal de transducdo e ativacdo da transcricdo 3),
consequentemente causando diminuicdo do apetite (Lee, Choi et al. 2012).
Uma subpopulacdo de neurdnios hipotalamicos co-expressam AgRP
(proteina relacionada ao agouti), NPY (neuropeptideo Y) e POMC (pré-6pio
— melanocortina) estes peptideos sdo modulados por sinais periféricos
hormonais, tais como, insulina, leptina e grelina e sdo elementos chave do
controle metabdlico (Gropp, Shanabrough et al. 2005). A aplicacéo
intracerebroventricular de metformina induz anorexia em ratos via
modulacdo destes neurdnios hipotalamicos (Lee, Choi et al. 2012). A
metformina além de modular o consumo alimentar, também é capaz de
promover a inibicdo transitoria na respiragdo mitocondrial via complexo |

(Owen, Doran et al. 2000; Brunmair, Staniek et al. 2004).
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A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) esta
envolvida em inumeros processos celulares tanto fisiolégicos como
patolégicos. Classicamente, dois locais de producdo de ROS séo
reconhecidos na cadeia respiratoria, o complexo | e Ill (Larsen, Rabol et al.
2012).

Em condicdes fisioldgicas normais as mitocondrias sdo organelas
essenciais para a producdo de energia (Ricquier and Bouillaud 2000), os
subprodutos das cadeias respiratorias, (ROS) (Wang, Wang et al. 2010)
possuem efeitos fisioldgicos e sinalizadores para as células, entretanto se
ndo depurados corretamente podem causar danos as ceélulas. A
desregulacdo na producdo de ROS pode levar a varias condicbes
patolégicas no cérebro (Onyango, Lu et al. 2010). A metformina exerce um
efeito inibitério na producdo de ROS através da inibicdo do complexo |,
bloqueando o fluxo reverso de elétrons entre os complexos | e Ill da cadeia
respiratoria (Batandier, Guigas et al. 2006; Kane, Anderson et al. 2010).

Estudos anteriores demonstraram uma correlacdo entre disfuncéo
mitocondrial e doencas neurodegenerativas (Moreira, Santos et al. 2007). A
metformina por modular a funcdo mitocondrial pode alterar o metabolismo
fisioldgico da mitocondria e as consequéncias desta modulacdo estdo sendo
investigadas em modelos animais, com o objetivo de elucidar, os
mecanismos de acao e suas implicacdes farmacoldgicas.

A metformina foi originalmente prescrita para o tratamento do
diabetes tipo Il, mas ha interesse neste farmaco para o tratamento de outras
doencas, devido aos seus efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes, e sua

capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, bem como modular
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a sensibilidade a insulina no sistema nervoso periférico e central. Uma
possivel estratégia para otimizar a funcdo cerebral via modulacdo por
metformina e minimizar os efeitos metabdlicos periféricos seria a utilizacéo
de administracao direta cérebro.

Mesmo considerando as potencialidades farmacoldgicas da
metformina como um agente neuroprotetor poucos trabalhos até hoje
estudaram os efeitos da administracdo central de metformina e as suas
implicacbes na fisiologia cerebral. Uma importante questdo ainda nao
determinada € se a metformina seria capaz de aumentar a sinalizacao de
insulina no cérebro assim como ela faz no sistema periférico. Essa questao
ainda nédo foi abordada por outros estudos e parece ser promissora em

termos de estratégia terapéutica para evitar a resisténcia cerebral a insulina.

1.4 Sistema Nervoso Autdbnomo: Termorregulagcéo

O sistema nervoso autbnomo e endocrino atuam no controle
homeostatico, equilibrio hidrico, controle glicémico e temperatura corporal. A
termorregulacdo é realizada por um sistema de controle fisiolégico, que
consiste em termorreceptores centrais e periféricos, um sistema de
conducédo aferente, o controle central de integracdo dos impulsos térmicos
(hipotadlamo) e um sistema de respostas eferentes levando a respostas

compensatorias (Richard, Monge-Roffarello et al. 2012).

No hipotalamo situa-se o sistema de controle central, que regula a
temperatura do corpo ao integrar 0os impulsos térmicos provenientes de

quase todos os tecidos do organismo e nao apenas em relacdo a
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temperatura central do organismo, o que é considerado como temperatura
corporal média. Quando o impulso integrado excede ou fica abaixo da faixa
limiar de temperatura, ocorrem respostas termorreguladoras autonémicas,

gue mantém a temperatura do corpo em valor adequado (Szekely 2000).

No hipotalamo anterior € feita a integracdo das informacgfes aferentes
térmicas, enquanto que no hipotalamo posterior iniciam-se as respostas
efetoras. Na area pré-Optica do hipotalamo existem neurdnios sensiveis e
ndo sensiveis a temperatura, sendo que o0s primeiros podem ser
classificados em neurbnios sensiveis ao calor e neurbnios sensiveis ao frio,

estes ultimos predominantes (Szekely 2000).

A hipotermia ocorre nos mamiferos quando a temperatura central (TC)
do organismo cai abaixo de 35°C, de modo que a TC corresponde a
temperatura do coracdo, pulmao, encéfalo e Orgdos esplénicos, ja4 a
temperatura periférica (TP) corresponde a pele e aos musculos. Quando a
soma entre a retencao e a producédo de calor for menor que os fatores que
predispéem ao frio, o ser humano se torna hipotérmico, e pode ser
classificada em hipotermia acidental (primaria) e secundaria (Douglas CR;
2000). A hipotermia acidental ou primaria é definida como decorrente da
reducdo espontadnea da temperatura central, pode estar associada com
disfuncbes organicas agudas ou doencas crénicas agudizadas. A hipotermia
secundaria se caracteriza por disfuncbes ou lesbes do centro termo
regulador, causadas por doencas organicas ou uso de substancias com

acao no sistema nervoso central (Simon, Pierau et al. 1986).
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Estudos demonstraram que a hipotermia e a diminuicdo do peso
corporal podem servir como marcadores de morte em modelos animais
submetidos a doencas infeciosas (Trammell and Toth 2011). A regulacdo da
temperatura também é relacionada com a homeostase energética, esta
regulacdo € modulada através do nervo vago. Hipotermia e hipometabolismo
sdo observados em estudos experimentais envolvendo camundongos
submetidos ao jejum. InUmeras substancias presentes nos cérebro estéao
envolvidas no controle do consumo alimentar e metabolismo energético,
alguns sendo anabdlicos (aumento do consumo alimentar e conservacao de
energia, hipometabolismo e hipotermia) e catabdlicos (diminuicdo do
consumo alimentar, gasto energético, hipermetabolismo e liberacdo de
calor). Estes incluem neurotransmissores como, norepinefrina, dopamina,
serotonina, acetilcolina; aminoacidos, como, glutamato, acido gama-

aminobutirico (GABA) e varios outros peptideos (Szekely 2000).

A termogénese induzida pela dieta é caracterizada pelo aumento na
producdo de calor a partir do metabolismo dos substratos energéticos. O
bloqueio dos receptores B adrenérgicos pode inibir o efeito térmico apdés
uma refeicdo rica em carboidratos e a redugdo da atividade nervosa
simpatica ap0s a administracdo central de clonidina, um agonista dos
receptores a adrenérgicos, também é capaz de reduzir a termogénese
induzida pela dieta, sugerindo que a resposta termogénica apds 0 consumo

alimentar envolve circuitos de regulacéo cerebrais.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da administracdo intracerebroventricular (i.c.v) de
metformina durante sete dias em camundongos, na sensibilidade periférica

a insulina, taxa de sobrevivéncia e na producao mitocondrial de ROS.

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Auvaliar o efeito anorexigeno da Met i.c.v em relagéo:
o Peso corporal
o Consumo alimentar
o Avaliar a quantidade de gordura epididimal e mesentérica;

e Avaliar os efeitos da metformina sobre o metabolismo da glicose;

e Avaliar o efeito do tratamento na homeostasia da temperatura
corporal;

e Taxa de sobrevivéncia,;

e Investigar a capacidade mitocondrial de geracdo de ROS (ex vivo)
em hipocampo e hipotalamo;

e Avaliar especificamente o impacto da metformina na capacidade
mitocondrial de geracdo de ROS (in vitro) em cultura cortical de
neuroénio;

e Investigar se a metformina afeta a viabilidade neuronal;

e Avaliar o perfil redox e neurotoxico da metformina em amostras

de cérebro e sangue pelos seguintes parametros: glutationa
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peroxidase, superoxido dismutase, TBARS, S100B e RAGE em

amostras de cérebro e sangue;
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Abstract

Metformin is an insulin-sensitizer, leading to decrease in insulin resistance and
in fasting insulin levels. The precise molecular target of metformin is unknown;
however, some reports showed the inhibition of complex | on mitochondrial
electron transport chain as a possible target, resulting in an increase of the
cellular AMP / ATP. Some studies have shown that metformin is able of
crossing the blood brain barrier, modulating central nervous system (CNS)
function. However the toxicity of this drug in the CNS has been less explored.
Within brain metformin is proposed to regulate appetite, phosphorylation of
AMPK, expression of neuropeptides and inhibits of complex | of the
mitochondrial respiratory chain. In our work metformin were injected
intracerebroventricular (i.c.v) at high doses (50 and 100ug) in mice for seven
days. We observed a decrease in body weight, food intake, visceral and
epididymal fat content, corporal temperature and survival rate. Metformin was
also able to increase peripheral sensitivity to insulin and glucose. The basal
production of H202 in mitochondrial preparations hippocampus and
hypothalamus was increased by metformin. Similarly, in neuronal cultures there
was decreased mitochondrial viability after treatment with metformin and
increased production of reactive oxygen species (ROS). In summary, our data
indicate that a high dose of metformin directly has neurotoxic effects to the
CNS, expressed by hypothermia, hypoglycemia, disrupting mitochondrial

function and decreasing survival rate.
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Introduction

Diabetes mellitus is a chronic disease impacting patients and society.
The estimate of worldwide prevalence of diabetes in 2007 was about 246 million
people with type 2 diabetes mellitus (T2DM) representing between 85-95% of
the patients (Poolsup, Suksomboon et al. 2012). Prevention and
pharmacological management of type 2 diabetes (T2D) has become a major
public health challenge around the world (Viollet, Guigas et al. 2012). Metformin
(1,1-dimethylbiguanide), a biguanide derivative, is the most widely prescribed
drug to treat hyperglycemia in T2D patients being usually prescribed together
with lifestyle modification (i.e. diet, weight control, and physical activity)(Adler,

Shaw et al. 2009; Nathan, Buse et al. 2009).

Metformin is an insulin-sensitizer, leading to reduction in peripheral
insulin resistance and a significant decrease in plasma fasting insulin levels
(Viollet, Guigas et al. 2012). The improvement in insulin sensitivity by metformin
could be ascribed to its positive effects on insulin receptor expression and
tyrosine kinase activity (Gunton, Delhanty et al. 2003). Moreover, a growing
body of evidence from clinical studies and animal models suggests that
metformin primarily decreases hepatic glucose production (Cusi, Consoli et al.
1996; Hundal, Krssak et al. 2000; Natali and Ferrannini 2006). Although the
precise molecular target of metformin is unknown evidence suggests the
inhibition of complex | of mitochondrial electron transport chain as a preferential
target (EI-Mir, Nogueira et al. 2000). In the last two decades insulin was
recognized as a neuromodulatory and neurotropic factor (Laurin, Verreault et al.
2001; Park, Jang et al. 2005) affecting fundamental brain functions as cognition,
neurotransmission and neuronal survival (Reagan 2007). In contrast, impaired
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brain insulin signaling (Park 2001) or hiperactivation of insulin receptor
sensitivity (Muller, Gnoatto et al. 2011) is related to neurodegeneration and
impaired cognitive function (Rewers, Zaccaro et al. 2004; Grunblatt, Salkovic-
Petrisic et al. 2007). Thus, it seems that brain insulin signaling should be finely

controlled.

Once inject peripherally metformin can cross the blood-brain barrier and
is distributed to all brain areas (Wilcock, Wyre et al. 1991; Labuzek, Suchy et al.
2010). It is possible that drugs that affect peripheral insulin sensitivity also
achieve similar effects on brain facilitating insulin neurotrophic and
neuromodulatory functions. Although some benefits have been already
described there are concerns regarding mid to long-term brain exposition to

insulin sensitizers that needs to be elucidated.

In the present study, we aimed to investigate the effects of
intracerebroventricular administration (i.c.v) of metformin on peripheral and
central physiological outcomes linked with metabolism and mitochondrial ROS

production.

Material and Methods

Animals and drugs

Male CF1 mice (40 — 50 g), 2 months old, were obtained from
Foundation for Health Science Research (FEPPS, Porto Alegre/RS, Brazil).
Animals were placed into a controlled temperature room (22 °C) under a 12 h

light/12 h dark cycle (lights on at 7 am) and had free access to food and water.
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A total of thirty mice (n=30) were randomly engaged into one of these groups:
control (Vehicle = 10), metformin 50 ug (Met 50 = 10) and metformin 100 ug
(Met 100 = 10). All experiments were in agreement with the Committee on the
Care and Use of Experimental Animal Resources, UFRGS, Brazil. Chloridrate
of metformin (EMS S/A) was dissolved in saline (NaCl, 0.9%) at a concentration

of 50ug and 100ug.

Treatment and surgical procedure

Animals were anesthetized by an i.p injection of ketamine (Cetamin,
Schering-Plough Coopers, Brazil, 100mg/kg body weight) and xylazine
(Coopazine, Syntec, Brazil, 10mg/kg body weight). A 27-gauge, 7mm guide
cannula was placed 1 mm posterior to the bregma, 1 mm right from the midline
and 1 mm above the lateral brain ventricle. Through a 2-mm hole made at the
cranial bone, the cannula was implanted 1.5mm ventral to the superior surface
of the skull and fixed with jeweler’s acrylic cement (Schmidt, Avila et al. 2005).
On the third day post-surgery the mice already displayed normal food intake
and water consumption as well as spontaneous locomotion; they were thus
considered ready for in vivo experiments. Animals received a daily
intracerebroventricular (i.c.v) infusion of metformin (Met 50ug or Met 100ug) or

saline (NacCl, 0.9%) over 7 consecutive days.

Body mass parameters, blood sampling and survival rate

The body weight and food intake was measured daily during seven
consecutive days. The body temperature was measured at first, second, fourth,
sixth and seventh days of administration. The animals were sacrificed by

decapitation. Blood was collected and centrifuged at 10,000 x g/10 min to obtain
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serum samples. Serum was stored at —20°C until the day of analysis.
Hippocampus and hypothalamus were dissected to prepare homogenates. Fat
tissues from mesenteric and epididymal regions were dissected and weighted
as previously described (Parekh, Petro et al. 1998). The survival rate was

evaluated during the treatment.
Glucose tolerance test (GTT) and Insulin sensitivity test (IST)

An intraperitoneal injection of glucose (2 mg/g body weight) was
performed in 12 h fasted mice 24 h after the last i.c.v metformin injection. The
blood was collected by a small puncture on tail immediately before (O min), 30,
60, and 120 minutes after the injection (Muller, Tort et al. 2010). At each time,
glucose was measured by a glucosimeter (AccuChek Active, Roche

Diagnostics®, USA).

An intraperitoneal injection of insulin (LU/Kg) was performed in 12 h
fasted mice 24 h after the last i.c.v metformin injection. The blood was collected
by a small puncture on tail immediately before (0 min), 30, 60, and 120 minutes
after the injection (Berleze, Muller et al. 2009). At each time, glucose was

measured by a glucosimeter (AccuChek Active, Roche Diagnostics®, USA).
ROS production

The mitochondrial release of H,O, was assessed by the Amplex Red
oxidation method. The total homogenate from hippocampus and hypothalamus
(0.1 mg protein/ml) were incubated in the standard respiration buffer
supplemented with 10 uM Amplex Red and 2 units/mL horseradish peroxidase
in polarized and depolarized buffers. The fluorescence was monitored at

excitation (563 nm) and emission wavelengths (587 nm) in Spectra Max M5
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microplate reader (Molecular Devices) (Muller, Zimmer et al. 2012). Each
experiment was repeated at least three times with hippocampal and
hypothalamus preparations. The maximal rate (100%) of mitochondrial H,O,
formation in depolarized state was assumed to be the difference between the
rate of H,O, formation in the absence and in the presence of succinate up to 30
min. ADP was used as control to mitochondrial function by inhibition of ROS

production.

Neuronal Cortex Cultures, Neuronal viability and ROS production

Cortices from 16-day-old Wistar rat embryos were dissected and 150.000
cells/well were plaque in neurobasal medium plus B27 supplement (Brewer,
Torricelli et al. 1993). After 7 days of culture, the neurobasal medium was
replaced by RPMI 1640 medium without B27, which contains glucose 10 mM.
To investigate the effects of metformin in neuronal mitochondrial viability,
neurons were supplemented with metformin at doses of 0.5mM, 1mM, 2mM,
4mM and 10mM for 60 min. Neuronal viability assay was performed by the
colorimetric [3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyl tetrazolium bromide] (MTT,
Sigma) method. After the treatment neurons were incubated with 0.5 mg/ml of
MTT, followed by incubation at 37°C for 45 min. The formazan product
generated during the incubation was solubilized in dimethyl sulfoxide and
measured at 560 and 630 nm. Results are expressed as a percentage of control
(Moreira, Knorr et al. 2010). To investigate the effects of metformin in ROS
production, neurons were supplemented with metformin at doses of 1 mM, 4
mM and 10mM for 60 min. After that cells were incubated with 2uM CM-

H2DCFDA for 40 minutes at 37°C with 4% CO, The cells were examined under
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a Nikon Eclipse TE300 epifluorescence microscope at a fixed exposure time

(da-Silva, Gomez-Puyou et al. 2004).

Thiobarbituric acid reactive species (TBARS)

This is widely adopted as a method for the measurement of lipid redox
states, as previously described (Draper and Hadley 1990)but adapted to
microplate. The samples (around 200 ug of protein) were mixed with 50 pL of
50% TCA and 100 pL of 0.82% thiobarbituric acid and were then heated in a dry
bath for 45 min. The level of TBARS was determined by measuring the
absorbance of each sample at 532 nm. The concentration of TBARS in the
samples was then determined from a calibration curve using 1,1,3,3-
tetramethoxypropane (which had been subjected to the same treatment as the
supernatants) as a standard. Results are expressed as nanomoles of TBARS

per milligram of protein.
Superoxide dismutase assay

Superoxide dismutase (SOD) activity was evaluated by quantifying the
inhibition superoxide-dependent autoxidation of epinephrine, verifying the
absorbance of the samples at 480 nm (Boveris 1984). In a plate with 96 wells,
we added tissues homogenates (30 uL), 150 uL of 50 mM glycine buffer pH
10.2, and 10 uL of 10 uM catalase. In the auto-oxidation wells were added 180
uL of 50 mM glycine buffer pH 10.2 and 10 uL of 10 uM catalase. The reaction
was initiated by adding 10 uL of 60 mM epinephrine. The absorbance was taken
at 480 nm, being recorded for 10 min, at 32 °C. Units of SOD activity was

defined as the amount of enzyme required to decrease in 50% the oxidation of
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epinephrine by superoxide. The specific activity was expressed in units per mg

of protein.
Glutathione peroxidase (GPx) activity

GPx activity was measured according to(Wendel 1981) using tert-butyl-
hydroperoxide as substrate. The enzyme activity was determined by monitoring
the NADPH disappearance at 340 nm in a medium containing 100 mM
potassium phosphate buffer/1 mM ethylenediamine tetra acetic acid, pH 7.2, 2
mM GSH, 0.15 U/mL glutathione reductase, 0.4 mMazide, 0.5 mMtert-butyl-
hydroperoxide, 0.1 mM NADPH. One GPx unit (U) is defined as 1 pmol of
NADPH consumed per minute. The specific activity was calculated as U/mg

protein.

S100B and RAGE ELISA assay

S100B serum levels were measured with sandwich-ELISA, using a
commercial kit according to the manufacturer instructions (Sangtec®100 ELISA,
DiaSorin, Inc., Stillwater, USA) (Oses, Leke et al. 2004). RAGE hippocampus
levels were measured with sandwich-ELISA, using a commercial kit according
to the manufacturer instructions (DuoSet ELISA Development, R&D Systems,

Inc., USA) (Liu, Xing et al. 2012).

Statistical Analysis

The data was represented as mean + S.E.M. The line graphs were
analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) with repeated measures
followed by Bonferroni post-hoc. The column bar graphs were analyzed using

one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni post-hoc. P
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values < 0.05 was considered statistically different. Cumulative survival

probability was plotted on a Kaplan—Meier.

Results

Metformin affected food intake and body weight, temperature and

survival rate

The food intake was decreased by Met 50ug and Met 100ug from second
to seventh day of administration (Figure 1 A; * Met 100 < vehicle, # Met 50<
vehicle p < 0.05). The vehicle group had normal food intake over seven days
(Figure 1 A). The administration intracerebroventricular (i.c.v) of Met 50ug
decreased body weight from third to seventh day (Figure 1 B; # Met 50ug<
vehicle, p < 0.05). Met 100ug decreased the body weight from second to
seventh day (Figure 1 B;* Met 100ug< vehicle, p < 0.05). The body weight
remains normal vehicle group (Figure 1 B). Met 50ug decreased body
temperature from fourth to seventh day of treatment (Figure 1 C; # Met 50ug<
vehicle; p < 0.05) while Met 100ug decreased the body temperature from
second to seventh day (Figure 1 C;* Met 100ug < vehicle; & Met 100ug < Met
50ug < vehicle p < 0.05). The vehicle group showed normal body temperature
over seven days (FIG 1C). The survival rate curve showed that in Met 50ug
group animals start to die at third day of administration and in the seventh day
only 60% of animals survive (Figure 1 D). In Met 100ug, animals start to die at
first day of administration and in the last day only 40% of animals survive

(Figure 1 D).
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Fat pads

Met 50 and 100ug decreased epididymal (Figure 2 A; * Met 100ug and
50ug< vehicle; p < 0.05) and mesenteric fat pads (Figure 2 B; * Met 100ug and
50ug< vehicle; p <0.05) when compared to vehicle group. Moreover, mesenteric
fat pad in Met 100ug was lower compared to Met 50ug (# Figure 2 B, Met
100ug < met 50ug; p < 0.05)

GTT and IST

Baseline (time 0) glucose level of Met 100ug was decreased compared
to vehicle and Met 50ug (Figure 3 A; * Met 100ug < vehicle and Met 50ug; p <
0.05). After glucose injection Met 100 group had lower glucose levels compared
to others groups at 30, 60 and 120 min (Figure 3 A; * Met 100ug < vehicle and
Met 50ug; p < 0.05). In the ITT, Met 100ug group showed a lower glucose level
compared the vehicle and Met 50ug. At 30, 60 and 120 min after insulin
injection Met 50ug and Met 100ug groups showed a lower glucose level when
compared to vehicle group. Moreover, Met 100ug showed lower glucose
compared to Met 50ug (Figure 3 B; * Met 50ug < vehicle; & Met 100ug < met
50ug; p < 0.05)

Metformin i.c.v 100ug disturbs the mitochondrial H,O, production

on hippocampus and hypothalamus

Hippocampus and hypothalamus homogenates were responsive to
succinate, an activator of mitochondrial H,O, production. ADP decreased H,0,
production in vehicle and Met 50ug (Figure 4 A and B; * H,O, production
succinate > H,O, production baseline; p < 0.05). Met 100ug showed increased

in the H,O, production at basal level (Figure 4 A and B # H,O, production
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without substrate Met 100ug > Met 50ug and vehicle; p < 0.05). Succinate did

not stimulate H,O, production over basal levels (Figure 4 A and B).

MTT and ROS production in neurons

Neuronal mitochondrial viability was measured by MTT colorimetric assay.
Metformin was added to the culture at doses: 0.5mM-10mM for 60 min. The
mitochondrial viability decreased in a dose dependent manner (Figure 5 A *
vehicle > treated groups; p < 0.05). The ROS production in neurons was
measured by fluorescent probe CM-H2DCFDA. Met was added to the culture at
doses: 1, 4 and 10mM for 60min. The ROS production increased in Met groups
in a dose dependent manner. (Figure 5 B * vehicle < Met 1, 4 and 10mM; p <

0.05)

Oxidative stress parameters and neuroinflammatory parameters

Glutathione peroxidase, superoxide dismutase and TBARS were measured
in blood, hippocampus and hypothalamus. There were no significant differences
between groups. There was no difference in RAGE in hippocampus between
groups. Glial response to Met i.c.v. administration was evaluated through
S100B levels in hippocampus and serum. Also, there was no difference

between groups (Table 1).
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Discussion

The present work showed that seven days of Met (50-100ug) i.c.v
impairs the capacity of mice in regulates body temperature, decreased the body
weight and caused death. In addition, Met greatly alter glucose homeostasis,

decreased fat pads and disturbs brain mitochondrial function.

Drugs designed to increase the peripheral insulin sensitivity may
potentially exert similar effects on brain; however there are few studies
evaluating this assumption using metformin direct on brain. Improving brain
insulin  sensitivity might be a feasible strategy to prevent or treat
neurodegenerative disorders that course with brain insulin resistance. It has
been shown that up to 24 h Met has dose dependent anorexic effects
decreasing food intake and optimizing energy production via regulation of
hypothalamic circuits (Lv, Wen et al. 2012). Indeed, Met i.c.v. 24h increased
phosphorylation of STAT3, a hypothalamic protein involved in satiety response
(Lee, Choi et al. 2012). We showed that seven days of i.c.v administration
decreased food intake which paralleled with decreased body weight and fats.
This reinforces the proposed role of metformin on control of food intake and
energy expenditure by modulating AgRP neurons (Gropp, Shanabrough et al.

2005).

The proposed effects of Met on adipose tissue are associated to
inhibition of lipogenesis and stimulation of lipolysis (Luna and Feinglos 2001).
We achieved a decreased epididymal and mesenteric fat pads that seems to be
caused by Met. However, these findings could be secondary to decreased food

intake and impaired thermoregulation, which increased fat oxidation. These
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settings of results suggest that administration at lower doses of Met i.c.v may be
promising strategy for experimental studies of obesity and diabetes (Petersen,
Andersen et al. 2001). The impact of Met in hypothalamus the main brain
regulatory center of feeding behavior and caloric expenditure as well as on fat

pads deserves further attention.

Another aspect involving intracerebral injections of Met is the influence
on peripheral sympathetic nerve activity (Petersen and DiBona 1996; Petersen,
Andersen et al. 2001). Here, we postulate that Met-induced hypothermia was
due to impair sympathetic nerve activity, which can be considered the primary
alteration associated with increased mortality rate. It was demonstrated that the
integrity of sympathetic nerve response is necessary to maintain an adequate
inflammatory response and thermoregulatory functions (Whitaker, Sulzer et al.
2010; Trammell and Toth 2011). Also, at higher doses tested here Met affects
the mechanisms involved in the regulation of glucose homeostasis resulting in

hypoglycemia and impaired insulin sensitivity.

One well determined molecular target of Met is the complex | of the
mitochondrial electron transfer chain. Met inhibits complex | thus decreasing
oxidative respiration (EI-Mir, Nogueira et al. 2000) and increasing ROS
production. In hippocampus and hypothalamus, i.c.v Met 100ug disrupted the
mitochondrial response to the substrate ADP while the administration on
neuronal cultures similarly increased ROS production and decreased
mitochondrial viability. This rises that together with impaired thermoregulation,
mitochondrial hypofunction is the basis behind energy homeostasis and

neurotoxicity.
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In conclusion we showed that direct administration of Met on brain over
seven days causes severe hypothermia, hypoglycemia and disturbs
mitochondrial function/viability which parallel with increased mortality rate in

mice.
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Legend to figures:

Figurel. Effects of i.c.v. metformin administration on food intake,
body weight, body temperature and survival rate. A) The treatment
with metformin decreased food intake, # Met 50ug < vehicle and * Met
100ug < vehicle from second day on until seventh day; B) Met 50ug
decreased body weight: # Met 50 < vehicle from third day on until
seventh day. Met 100ug decreased body weight: * Met 100 < vehicle
from second day on until seventh day. & Met 100ug < Met 50ug < vehicle
on seventh day. C) Body temperature: The rectal body temperature was
measured during Met i.c.v administration. # Met 50ug < vehicle on fourth
day, * Met 100ug <vehicle on the first day on until seventh and & Met
100ug < Met 50ug < vehicle; one-way analysis of variance (ANOVA) with
repeated measures followed by Bonferroni post-hoc, p<0.05. D) Survival:
Metformin decreased survival, in Met 50ug 40 % of de mice died and in
Met 100ug 60 % died. Cumulative survival probability was plotted on a

Kaplan—Meier; p<0,05.

Figure 2: Epididymal and mesenteric fat pads. A) The treatment with
metformin decreased epididymal fat pad, * Met 100ug and Met 50ug <
vehicle; one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni
post-hoc, p<0.05. B) The treatment with metformin decreased mesenteric
fat pad, * Met 100ug and Met 50ug < vehicle; # Met 100ug < Met 50ug;
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni post-hoc,

p<0.05.
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Figure 3: Glucose tolerance test (GTT) and Insulin sensitivity test
(IST). A) The treatment with metformin altered the glucose tolerance test.
At baseline (time 0) * Met 100ug < Met 50ug and vehicle. After glucose
injection * Met 100ug < Met 50ug and vehicle on until the 120 minutes. #
Met 50ug < vehicle at time (120 minutes); one-way analysis of variance
(ANOVA) with repeated measures followed by Bonferroni post-hoc,
p<0.05. B) The treatment with metformin altered the insulin sensitivity
test. At baseline (time 0) and thirty minutes * Met 100ug < vehicle, at 120
minutes # Met 100ug < Met 50ug < vehicle; one-way analysis of variance
(ANOVA) with repeated measures followed by Bonferroni post-hoc,

p<0.05.

Figure 4: The treatment with metformin increased H,O, production in
hippocampus and hypothalamus at the highest dose: 100ug. A) H,0,
production in hippocampus, * H,O, production succinate > H,O, production
baseline in Met 50ug and vehicle groups, # H,O, production baseline in
Met 100ug > H,0O, production baseline in Met 50ug and vehicle groups;
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni post-hoc,
p<0.05. B) H,0O, production in hypothalamus, * H,O, production succinate
> H,0, production baseline in Met 50ug and vehicle groups, # H,0;
production baseline in Met 100ug > H,O, production baseline in Met
50ug and vehicle groups; one-way analysis of variance (ANOVA)

followed by Bonferroni post-hoc, p<0.05.

Figure 5: Neuronal mitochondrial viability by MTT assay and ROS
production in neurons. A) MTT, the viability was altered by treatment
with metformin in dose-dependent manner, F (5,18) = 168.135 (dose-
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effect), p=0.0001. R squared= 0.973 (linear regression), * Vehicle >
others groups. B) Quantification of green fluorescence microscopy
images (% of control). The ROS production in neurons was measured by
fluorescent probe CM-H2DCFDA. Met increased the ROS production in
dose-dependent manner, F (3,12)= 11.472 (dose-effect), p=0.001. R

squared= 0.677 (linear regression), * Vehicle < Met 1, 4 and 10mM.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Representative Images of figure 5 B

A) CO

C) Met 4mM

Table 1. Vehicle Met 50ug Met 100ug
Glutathioneperoxidase U GPx/mg protein
Hippocampus 27+1.5 35+3.7 33+3.9
Hypothalamus 48 +9.8 37+79 44 +3.1
Serum 34+7.1 25+8.2 37+8.3
SuperoxideDismutase U SOD/mgprotein
Hippocampus 11+0.5 10+0.2 11+1.2
Hypothalamus 11+£0.2 10+ 0.6 12+1.5
Serum 5.0+£0.7 6.0+0.5 6.0+1.0
TBARS nmol TBARS/ mg protein
Hippocampus 0.03 £0.00 0.03+0.01 0.03 £0.00
Hypothalamus 0.03+0.01 0.02 £ 0.00 0.04 +0.02
Serum 0.01+0.00 0.01+£0.00 0.02 £0.00
$ 1006 ng/mg
Hippocampus 1.8+0.5 1.9+0.2 1.6+0.1
Serum 6+0.1 6+0.2 0.5+0.03
RAGE pg/mg
Hippocampus 12+1.7 13+1.3 9.0+1.4
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1. DISCUSSAO

A obesidade é considerada uma epidemia mundial, sendo responsavel
por uma série de doencgas relacionadas, de alto impacto na sociedade. O
excesso de peso predispde o organismo a uma série de doencas, como o
diabetes mellitus tipo Il. A metformina € um antidiabético oral da classe das
biguanidas, que é amplamente utilizada no Brasil e nos Estados Unidos
para o tratamento do diabetes, devido aos seus efeitos benéficos sobre os
niveis de glicose e lipideos no plasma, e diminuicdo do peso corporal
(Komori, Yoshida et al. 2004).

Neste trabalho, através da administracdo i.c.v, avaliamos os efeitos da
metformina no sistema nervoso periférico e central. Esta droga é utilizada
por via oral e atravessa a barreira hematoencefalica podendo desempenhar
funcbes importantes neste oOrgdo. H& poucos estudos envolvendo
metformina e cérebro, portanto, uma investigacdo sobre o mecanismo de
acdo da droga e suas funcdes cerebrais é relevante, sabendo que existe
uma correlagd@o entre resisténcia a insulina e doencas cerebrais (De Felice
2013).

Em nosso estudo verificamos que a administracéo i.c.v. de metformina
prejudicou drasticamente a sobrevivéncia dos animais em ambas as doses
utilizadas (50 e 100ug). Além disso, diminuiu 0 peso, consumo alimentar e
a temperatura corporal, estes resultados podem estar relacionados com o
efeito central da metformina sobre o cérebro e uma possivel interacéo entre
sistema nervoso central e periférico. A administragéo intracerebroventricular

aguda de metformina é capaz de diminuir a pressao arterial e a atividade do
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nervo simpatico renal, sugerindo que esta droga pode inibir a atividade do
nervo simpatico periférico através da estimulacdo do sistema nervoso
central e esta inibicdo simpéatica resulta no aumento da variabilidade da
atividade nervosa eferente (Andersen, Haugan et al. 1997; Broman,
Kallskog et al. 1998; Petersen, Andersen et al. 2001). Os nervos aferentes
enviam informacdes sobre a termorregulacéo para o hipotdlamo que produz
uma resposta enviada ao sistema periférico pelos nervos eferentes.

Observamos em nosso trabalho uma queda na temperatura corporal ja
no segundo dia de tratamento, no sétimo dia a temperatura média do grupo
Met 50 foi, 34°C e do grupo Met 100, 32°C enquanto que o0 grupo controle
manteve a temperatura média inicial de 37°C. Esta desregulacdo no
controle da temperatura observada nos animais tratados com metformina
pode estar relacionada com a inibicdo do nervo simpatico eferente e
consequentemente com o aumento da mortalidade.

Denis Richard et al 2012, mostraram que ativacdo da termogénese no
tecido adiposo marrom € controlada estritamente pelo sistema nervoso
simpatico. O tecido adiposo marrom € inervado pelos neurénios pos-
ganglionares dos nervos eferentes, estes neurdnios liberam noradrenalina
cuja agao dos receptores 3 adrenérgicos leva a quebra dos triglicerideos em
acidos graxos estimulando a termogénese. A atividade do sistema nervoso
simpético no tecido adiposo marrom € controlada pelos centros cerebrais
autbnomos, incluindo hipotadlamo e tronco cerebral, que sdo regides que
participam da termogénese induzida pelo frio e no balanco da regulacéo

energeética (Richard, Monge-Roffarello et al. 2012).
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Esta desregulacdo na temperatura corporal, observada em nosso
trabalho, é um fator relevante e estad associado ao aumento da mortalidade
em doencas infeciosas (Trammell and Toth 2011). Observamos um
aumento na mortalidade dos animais tratados com metformina, de 40 % na
dose de 50ug e de 60% na maior dose, 100ug.

Outro aspecto relacionado com os efeitos no sistema nervoso central da
metformina € a regulacdo do apetite. Estudos mostram que a metformina
administrada por via oral em ratos obesos diabéticos suprime o apetite
(Huupponen, Ojala-Karlsson et al. 1992; Rouru, Huupponen et al. 1992;
Paolisso, Amato et al. 1998; Ashwell and McMurtry 2003). O mecanismo de
inducdo da anorexia via metformina ainda ndo esta totalmente esclarecido,
mas acredita-se que é devido ao aumento da sensibilidade a insulina,
afetando o equilibrio energético do corpo e as necessidades caldricas
resultando na diminuicdo da ingesta alimentar (Lv, Wen et al. 2012). A
AMPK é um sensor metabdlico de energia, quando os niveis celulares de
AMP aumentam, esta proteina é ativada por fosforilacdo. O aumento da
pPAMPK no musculo esquelético aumenta a producao de energia, enquanto
gue no hipotadlamo este aumento age diminuindo o apetite (Lee, Choi et al.
2012). A metformina também é capaz de modular a ingesta alimentar
através do aumento nos niveis de GLP-1 no plasma. Peptideo 1 semelhante
ao glucagon (GLP-1) é uma incretina liberada pelas células L do intestino
apos o consumo alimentar e esta relacionada a saciedade e inibicdo da
ingesta alimentar (Yasuda, Inoue et al. 2004).

Os resultados de Wen-Shanet al 2012, mostraram que a metformina

atravessa a barreira hematoencefalica e modula a regulagdo do consumo
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alimentar no hipotdlamo através da inibicdo do neuropeptideo Y (NPY) e
proteina relacionada ao Agouti (AgRP). NPY e AgRP sédo neuropeptideos
que estimulam o consumo alimentar. Portanto, inUmeros estudos ja
demostraram que a metformina modula o controle alimentar, através de
varios mecanismos propostos, envolvendo o controle entre sistema nervoso
central e periférico.

E crescente o numero de estudos que investigam os potenciais alvos
farmacoldgicos deste farmaco, os mecanismos de acdo e seus efeitos
adversos. A revisdo de Viollet, B. et al 2012, aponta 0s mecanismos
celulares e moleculares da metformina descobertos até agora, € 0 seu
potencial para o tratamento do cancer, sindrome do ovario policistico,
diabetes gestacional e controle do ciclo circadiano, indicando que este
farmaco atua em varios sistemas.

Os efeitos da metformina sobre o metabolismo da insulina e glicose e o
controle do consumo alimentar estdo sendo bem investigados nos ultimos
anos, devido a importancia desta droga no tratamento de doencas que
afetam o metabolismo da glicose e a resisténcia a insulina (Vella, Buetow et
al. 2010; Poolsup, Suksomboon et al. 2012)

Observamos uma diminuicdo nos niveis de glicose sanguineos e um
aumento na sensibilidade a insulina, em ambas as doses (50ug e 100ug),
nos testes de tolerdncia a glicose e sensibilidade a insulina,
respectivamente. Nosso trabalho demonstrou que a administracéo i.c.v de
metformina €& capaz de modular o sistema nervoso central e
consequentemente alterar parametros metabdlicos periféricos. Além disso,

0 nosso tratamento diminuiu a ingesta alimentar e o peso corporal. O
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aumento da sensibilidade a insulina € devido aos seus efeitos positivos
sobre a expressao do receptor de insulina e a atividade da tirosina cinase.
No entanto, ensaios clinicos e estudos em modelos animais sugerem que a
funcdo primaria da metformina é diminuir a producdo de glicose hepatica
através da inibicdo da gliconeogénese e consequentemente, aumentar a
sensibilidade a insulina (Vella, Buetow et al. 2010; Petrie, Adler et al. 2011;
Vella, Buetow et al. 2011; Viollet, Guigas et al. 2012).

Outro efeito deste farmaco € diminuir a lipogénese e estimular a lipélise
(Luna and Feinglos 2001). Observamos em nosso trabalho, que o
tratamento com metformina nas doses de 50 e 100ug foi capaz de diminuir
a gordura mesentérica e epididimal. A diminuicdo da gordura visceral
contribui com a diminuicdo da atividade simpatica (Dulloo and Young 1991).
A administracdo i.c.v de metformina em doses que nao alterem parametros
vitais como peso corporal, temperatura e sobrevivéncia e ndo causem
excitotoxicidade como descrito neste trabalho (Petersen, Andersen et al.
2001), podem ser utilizados como modelos de estudo, para elucidar
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da obesidade e a integracéo

entre sistema nervoso central e periférico.

O alvo molecular preciso da metformina, ainda ndo é totalmente
conhecido, mas estudos indicam que esta droga age inibindo o complexo |
da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, bloqueando a respiracdo
oxidativa, resultando no aumento da razéo celular de AMP/ATP, ativando a
AMPK, que atua coordenando vias metabdlicas e de crescimento, que

juntas agem para restaurar o equilibrio energético [37, 108, 109].
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Aléem das alteracbes periféricas a metformina também foi capaz de
modular a funcdo mitocondrial no cérebro. Observamos um aumento na
producdo basal de H,O, nos animais tratados com a maior dose de
metformina (100ug), quando comparado ao grupo controle e ao grupo
metformina 50ug. Quando adicionamos succinato um substrato energético
para a mitocondria ha um aumento producdo de H,O, devido ao fluxo
reverso de elétrons entre os complexos | e Ill. No grupo Met 100 succinato
nao aumentou a producdo de ROS e tampouco a adicdo de ADP provocou
alteracdo na respiracdo mitocondrial apontando um possivel efeito deletério
do tratamento nesta dose causado pela metformina na funcdo mitocondrial.

Sabendo que a metformina modula a fun¢cdo mitocondrial e que 0 NO0sso
tratamento i.c.v aumentou a producdo basal de H,O, na maior dose
utilizada, analisamos também o efeito in vitro desta droga em cultura
primaria de neurdénios. A viabilidade das mitocéndrias neuronais foram
afetadas pelo tratamento com metformina, de forma dose dependente.
Observamos uma razdo inversamente proporcional, entre dose e
viabilidade, quanto maior a dose menor a viabilidade neuronal, indicando
que altas doses induzem uma excitotoxicidade neuronal (Petersen,
Andersen et al. 2001). A producdo de ROS também foi alterada nas culturas
neuronais tratadas com metformina. Utilizamos trés doses 1mM, 4mM e
10mM, e todas as doses aumentaram a producdo de ROS neuronal,
corroborando com os dados realizados em amostras de hipocampo e
hipotalamo sobre a producao de H,O,.

Em resumo nossos dados apontam um efeito neurotéxico da metformina

quando utilizada em altas doses diretamente no SNC, causando hipotermia,
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hipoglicemia afetando a funcdo e a viabilidade mitocondrial tendo como

resultado um aumento na mortalidade dos camundongos.
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Perspectivas:

e Avaliar os efeitos da metformina sobre a atividade das enzimas
envolvidas na cascata de sinalizacdo da insulina: IR, PI3K, AKT,
GSK;

e Avaliar os efeitos da metformina sobre a atividade das enzimas
associadas ao metabolismo: AMPK, pAMPK, STAT3, pSTATS3,
FoxO1, SIRT1, POMC,;

e Avaliar os efeitos da administracdo i.c.v de metformina sobre
metabolismo energético cerebral,

e Avaliar a funcionalidade e integridade mitocondrial,

e Investigar o efeito deste protocolo de administracdo i.c.v. de

metformina em animais tratados com uma dieta hiperlipidica;
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