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Resumo: Recentes estudos realizados em ratos e humanos diabéticos mostraram que o tratamento com metformina
promove uma expressiva redugdo na glicemia devido a elevagido na captagdo muscular de glicose mesmo na auséncia
da insulina. Ha evidéncias da relagdo entre a metformina, a enzima hexoquinase, o sistema de captagdo de glicose ¢ a
sintese de glicogénio. O objetivo deste estudo foi avaliar o contetido de glicogénio dos musculos séleo e gastrocnémio
de ratos tratados com microdoses de metformina durante 15 dias (1,6 pg.mL" e 3,2 pg.mL™). Os resultados mostraram
que a metformina na concentragdo 1,6 pg.mL" ndo interferiu no contetdo muscular de glicogénio, no entanto,
promoveu elevagio de 78% nas reservas de glicogénio na concentragio de 3,2 ug.mL"', sem promover alteragio na
glicemia e lactatemia. Assim, este estudo sugere que a microdose de metformina na concentragio de 3,2 ug.mL™' eleva
o contetido muscular de glicogénio e pode melhorar o desempenho fisico e/ou modificar o periodo de exaustdo.
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Microdose of metformin enhances glycogen reserves in rat skeletal muscle

Abstract: Recently, studies in diabetic rats and humans have shown that metformin treatment promotes a reduction of
glycaemia by enhancing glucose uptake even in the absence of insulin. There is evidence of a relationship between
metformin, hexoquinase activity, glucose uptake, and glycogen synthesis. The purpose of this study was to evaluate
the muscle glycogen reserves of rats treated with microdoses of metformin for 15 days (1.6 pg.ml™ or 3.2pg.ml™). Our
study showed that a 1.6 pg.ml ' dose of metformin does not have an effect on glycogen synthesis, but a 3.2 pg.ml ' of
metformin increases the muscle glycogen reserves by 78% (p<0.05). We did not observe a hypoglycemic or a
hiperlactemic effect. We concluded that a micro dose of metformin (3.2ug.ml™") increases glycogen content and could
enhance exercise performance and changes in exhaustion period.

Keywords: Metformin, glycogen, muscle, performance.

Introducio
A homeostasia energética das fibras musculares ¢ mantida

as custas das interagdes metabdlicas entre as vias que
coordenam a captacdo e o metabolismo de diferentes
substratos energéticos destacando-se os acidos graxos livres e
a glicose, que sdo substratos preferencialmente
metabolizados.

Com relagdo a captacao de glicose, ¢ sabido que as fibras
musculares apresentam isoformas de transportadores de
glicose do tipo GLUT 1, responsaveis pela captagdo basal e
GLUT 4, cuja populacdo ¢ variavel dependendo da acdo da
insulina, da atividade metabdlica tecidual ou ainda da
atividade contratil (LAWRENCE; ROACH, 1997).

Dentro de um perfil endocrino, a insulina promove a
translocagdo do GLUT 4 de compartimentos tabulo-
vesiculares citosolicos até a membrana, elevando com isso a
magnitude da captagdo de glicose que pode ser oxidada e
liberada na forma de lactato, alanina ou piruvato ou
direcionada a sintese de glicogénio (HUNDAL et al., 1992,
HUNDAL; INZUCCHI, 2003). No que tange as reservas de
glicogénio, sabe-se que sdo extremamente importantes, pois
apresentam relagoes diretas com a capacidade aerdbica ou de
“endurance” do organismo, de forma que, alteragdes no perfil
enzimatico e/ou nestas reservas sdo responsaveis pela redugéo
na eficiéncia muscular, bem como o desenvolvimento do
estado de fadiga ou exaustdo (SNYDER, 1998).
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Dentre as substancias utilizadas no tratamento de
diabéticos ndo dependentes de insulina, a biguanida
metformina destaca-se por exercer agdo anti-hiperglicemiante
representada pela redugdo na glicogendlise hepatica
concomitante a elevagdo na captacdo de glicose por tecidos
periféricos e formagdo de reservas de glicogénio
especialmente no tecido muscular (MEUILLET et al., 1997,
1999; HARDIE, 2003; VAGUE, 2003).

Recentes estudos realizados em fibras musculares isoladas
constataram que a citocalasina B, substancia bloqueadora do
transporte de glicose, inibiu a captacdo de 2-deoxiglicose e 3-
O-metilglicose induzida pela metformina sendo verificado
que na presenca de ciclohexamida, inibidor de sintese
protéica, a captacdo de glicose transcorreu normalmente
revelando que a metformina ndo eleva a expressdo génica dos
transportadores, mas promove translocagdo destes, de
reservatorios citosélicos em diregdo a membrana elevando
com isso a captacdo da glicose (WULFFELE et al., 2004.;
HENRY, 2003; BELL, 2004).

Por décadas a metformina tem sido administrada a
diabéticos na dose de 12 mg/Kg peso, No entanto,
recentemente observamos que microdoses de metformina
modifica o perfil metabolico de eritrécitos de ratos normais e
diabéticos modificando sua capacidade de reservar glicogénio
(SILVA, 1997). Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
avaliar se microdoses de metformina alteram o padrdo das
reservas hepaticas e musculares de glicogénio.

Material e métodos
Utilizamos ratos adultos machos Wistar obtidos do
biotério da UNIMEP, Piracicaba, SP, os quais foram
distribuidos em grupos experimentais sendo mantidos em
gaiolas coletivas contendo 4 ratos cada.

Tabela 1. Distribuigdo dos animais em grupos experimentais.

GRUPO N¢ de animais

Controle 12
Metformina 1,6pg.ml™” 12
Metformina 3,2 ng.ml’ 12

Tratamento e amostragem

Os grupos tratados com metformina receberam a droga
diluida na agua para beber, na concentragdo final de 1,6 ou
32 pgml' durante 15 dias. Esta concentragio foi
administrada apoiada em estudos que demonstraram que ratos
ingerem 10-11 ml de dgua/dia, sendo corrigida diariamente de
acordo com a ingesta (SOARES et al.,1993). Apds o periodo,
os ratos foram anestesiados com pentobarbital sodico (50
mg/Kg) e o sangue coletado da veia porta sendo prontamente
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centrifugado e o plasma isolado. Amostras do figado e dos
musculos soleo e gastrocnémio foram isoladas e retiradas para
avaliagdo bioquimica do contetido de glicogénio segundo Lo
et al (1970).

Para a determinagdo da concentragdo plasmatica de
glicose e lactato foram utilizados métodos enzimaticos
colorimétricos (SIGMA diagnosticos).

Teste de tolerancia a glicose

Para realizacdo do teste de tolerdncia a glicose, via
intravenosa, os ratos foram anestesiados com pentobarbital
sodico (40 mg/Kg de peso, i.p). Apods a anestesia, foi
realizada uma incisdo e localizada a veia femural. Com o
auxilio de seringas utilizadas para injetar insulina, uma
amostra de sangue (0,3ml) foi coletada para determinagdo da
glicemia inicial (tempo zero). Em seguida, foi administrada
uma sobrecarga de glicose (1g/Kg de peso) e outras amostras
foram coletadas aos cinco, dez, quinze, trinta, quarenta e
cinco e sessenta minutos apds a sobrecarga de glicose. As
amostras de sangue foram centrifugadas para determinagdo da
glicemia e lactatemia. A analise das areas sob a curva foi
realizada no software Origin.

Analise Estatistica
A avaliagdo estatistica foi feita através de Analise de
Variéncia seguida do teste de Tukey. Em todos os célculos foi
fixado o nivel critico em p<0,05 (5%). Na comparagdo das
curvas do teste de tolerancia a glicose utilizamos o método
proposto por Tai (1994).

Resultados

A figura | mostra a acdo da metformina sobre o contetido
hepatico de glicogénio em que se pode observar que a
biguanida na concentragdo de 1,6 pg.ml” promoveu elevagio
de 41% no conteudo dos hepatocitos (2,07 £ 0,02 mg/100mg
controle x 2,93 £ 0,01 mg/100mg tratado) enquanto na
presenca de 3,2 pg.ml” o contetido de glicogénio foi elevado
em 91% (2,07 £ 0,02 mg/100mg controle x 3,95 +
0,01mg/100mg tratado, p<0,05).

Apds observar modificagdo no conteudo hepatico de
glicogénio, passamos a avaliar as reservas musculares de
glicogénio. Pode-se observar nas figuras 2 e 3 que a
metformina na concentragio de 1,6 pg.ml”’ ndo promoveu
modificagdes nas reservas musculares de glicogénio, uma vez
que, o grupo tratado ndo difere do controle. Por outro lado, a
biguanida na concentragio de 3,2 pg.ml’ promoveu uma
significativa elevacdo nas reservas glicogénicas atingindo
78% mno soleo (0,20 £ 0,01 mg/100mg controle x 0,36

mg/100mg £ 0,03 tratado) e 83% no gastrocnémio (0,35 *
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0,02 mg/100mg controle x 0,64 + 0,04 mg/100mg tratado).
Estes resultados mostram que na concentragio de 3,2ug.ml” a
biguanida foi efetiva em estimular a sintese de glicogénio
tanto nos misculos brancos quanto nos vermelhos.

Frente a observag¢do de aumento no contetudo tecidual de
glicogénio na presenca de microdoses de metformina
questionou-se a existéncia de alteragcdes na glicemia. Neste
sentido, a figura 4 mostra que ndo houve hipoglicemia frente
as concentragdes estudadas. Outro efeito merecedor de
destaque esta vinculado & formacgdo de acido lactico, fato
observado na presenca de outras biguanidas, como por
exemplo, a fenformina. Neste sentido, a figura 5 mostra que o
tratamento ndo promoveu hiperlactatemia, refor¢ando a
viabilidade do tratamento por ndo induzir acidose.

Uma vez observada a ag¢do metabodlica, avaliamos se
haveria altera¢des na massa muscular, sendo escolhido para o
estudo, o musculo sdleo. Na figura 6 pode-se observar que
nio houve mudangas no peso, descartando que a metformina
possa ter desencadeado um possivel efeito anabolico dentro
do periodo observado.

Frente a agdo das microdoses sobre o metabolismo
tecidual realizamos um teste de tolerdncia a glicose nas
mesmas condi¢des experimentais. Na figura 7 pode-se
observar que metformina na concentragio 1,6pg.ml”’ nio
alterou a taxa de captacdo de glicose. No entanto, na
concentragio de 3,2 pg.ml” houve elevagio de 18% na taxa
de captagdo de glicose passando de 22,231mg/dl/70min no
grupo controle para 18,142mg/dl/70min no grupo tratado.
Estes resultados reforcam que metformina altera a constante
de captacdo de glicose pelos tecidos periféricos, principais
sitios de acdo das biguanidas o que imprime a substancia a
caracteristica anti-hiperglicemiante.
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Figura 1. Concentragdo hepatica de glicogénio (mg/100mg) de ratos
controle e tratados com metformina 1,6 pg/ml e 3,2 pg/ml. Os
valores correspondem a média + epm, n=6, *p<0,05 comparado ao
controle.
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Figura 2. Concentragdo de glicogénio (mg/100mg) no musculo séleo
de ratos controle e tratados com metformina 1,6 pg/ml e 3,2 pg/ml.
Os valores correspondem a média + epm, n=6, *p<0,05 comparado
ao controle.
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Figura 3. Concentragdo de glicogénio (mg/100mg) nos musculos
gastrocnémio de ratos controle e tratados com metformina 1,6 pg/ml
e 3,2 pg/ml. Os valores correspondem a média + epm, n=6, *p<0,05

comparado ao controle.
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Figura 4. Concentracdo plasmatica de glicose (mg/dl) de ratos
controle e tratados com metformina 1,6 pg/ml e 3,2 pg/ml. Os
valores correspondem a média + epm, n=6, *p<0,05 comparado ao
controle.
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Figura 5. Concentragdo plasmatica de lactato (mmol/l) de ratos
controle e tratados com metformina 1,6 pg/ml e 3,2 pg/ml. Os
valores correspondem a média + epm, n=6,* p<0,05 comparado ao
controle.
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Figura 6. Peso tecidual (mg) do musculo séleo normal ou tratados
com metformina 1,6 pg/ml e 3,2 pg/ml. Os valores correspondem a
média = epm, n=6, *p<0,05 comparado ao controle.
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Figura 7. Teste de tolerancia a glicose em ratos controle e tratados
com metformina 1,6 pgml”’ e 3,2 pgml’. Os tempos —10 ¢ —5
representam o periodo que antecedeu o inicio do experimento. Os
valores correspondem as médias + epm, n= 6.
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Discussao

Diminui¢do da resisténcia a atividade fisica tem sido
mostrada quando as reservas de glicogénio sdo depletadas,
deflagrando o processo de fadiga (HERMANSEN et al.,
1967; SNYDER, 1998).

Neste trabalho observamos que a biguanida mesmo
quando administrada em microdoses elevou o contetido
hepatico de glicogénio e se fundamenta na capacidade que a
biguanida tem em ativar as vias pos-receptor da insulina,
elevagdo na afinidade da insulina ao receptor, elevagdo na
captacdo de glicose e elevacdo na atividade da enzima
glicogénio sintetase (FANTUS; BRUSSEAU, 1986;
GOODYEAR et al.,, 1991; DEFRONZO,1999, HUNDAL;
INZUCCHLI, 2003).

Observamos que a metformina na concentragdo de 1,6
pg.ml”! ndo modificou o conteudo muscular de glicogénio. No
entanto, na concentragio de 3,2 pg.ml” promoveu elevagio
nas reservas, sendo sugestiva a existéncia de uma correlagdo
entre esta microdose administrada e sensibilidade de ativagdo
das vias pos-receptor da insulina, melhorando o perfil
energético da fibra (KARLSON; SALTIN, 1971; RAPIN et
al., 1991).

Uma vez que ha modificagdes no perfil metabdlico,
avaliamos modifica¢des na massa tecidual do misculo séleo e
verificamos que ndao ha efeito anabdlico, possivelmente
porque a acdo da biguanida estd vinculada as vias
sinalizadoras da insulina que coordenam o metabolismo
tecidual da glicose (WIERNSPERGER; BAILEY,1999).

A utilizagdo sistematica das biguanidas no tratamento de
diabéticos tem merecido cuidados especiais, uma vez que ja
foi observada elevagdo nas concentragdes plasmaticas de
acido lactico gerando efeitos colaterais nos pacientes
(WIERNSPERGER; BAILEY, 1999; LALAU; RACE, 2000,
SALPETER et al., 2003). Neste sentido, nosso trabalho
mostra que ndo ha hiperlactemia frente a administragdo de
microdoses. Estas observagdes nos levam a descartar uma
possivel agdo toxica desencadeada pelo tratamento.

Como a principal agdo anti-hiperglicemiante da
metformina se fundamenta na elevagdo da captagdo periférica
de glicose, realizamos um teste de tolerancia a glicose (GTT)
em ratos normais ¢ em tratados com metformina (1,6 ¢ 3,2
pg.ml™). A figura 7 mostra que o tratamento com metformina
3,2 pg.ml” induziu um aumento na velocidade de reducio da
glicemia, visto que a area sob a curva foi de 18.142 mg/dl/70
min, enquanto na condi¢do controle a area foi de 22.231
mg/dl/70 min, sugerindo que a biguanida altera o

Motriz, Rio Claro, v.10, n.2, p.73-78, mai./ago. 2004



Microdoses de metformina e glicogénio

comportamento secretorio das células B pancreaticas frente a
uma sobrecarga de glicose e indiretamente pode modificar a
captacgdo tecidual da hexose (GUMA et al., 1995; LORD et
al., 1985).

Quanto a modificagdo da resposta das células beta,
observa-se que ndo ha hipoglicemia, pois ndo existe diferenca
entre o grupo controle e o tratado. Possivelmente, a
explicacdo seja o fato da agcdo da metformina ser diretamente
proporcional a elevagdo da glicemia justificando sua eficacia
no tratamento do diabetes mellitus.

Conclusao

Sabendo-se que o desempenho de atletas tem relacdes
diretas com o contetdo de glicogénio, nosso estudo mostra
que a administragdo de microdoses da biguanida foi efetiva
em promover aumento no conteido tecidual de glicogénio
sem promover efeito toxico. No entanto, se fazem necessarios
maiores estudos para verificarmos ha um efeito ergogénico
ligado a metformina.
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0,02 mg/100mg controle x 0,64 + 0,04 mg/100mg tratado).
Estes resultados mostram que na concentragio de 3,2ug.ml” a
biguanida foi efetiva em estimular a sintese de glicogénio
tanto nos misculos brancos quanto nos vermelhos.

Frente a observag¢do de aumento no contetudo tecidual de
glicogénio na presenca de microdoses de metformina
questionou-se a existéncia de alteragcdes na glicemia. Neste
sentido, a figura 4 mostra que ndo houve hipoglicemia frente
as concentragdes estudadas. Outro efeito merecedor de
destaque esta vinculado & formacgdo de acido lactico, fato
observado na presenca de outras biguanidas, como por
exemplo, a fenformina. Neste sentido, a figura 5 mostra que o
tratamento ndo promoveu hiperlactatemia, refor¢ando a
viabilidade do tratamento por ndo induzir acidose.

Uma vez observada a ag¢do metabodlica, avaliamos se
haveria altera¢des na massa muscular, sendo escolhido para o
estudo, o musculo sdleo. Na figura 6 pode-se observar que
nio houve mudangas no peso, descartando que a metformina
possa ter desencadeado um possivel efeito anabolico dentro
do periodo observado.

Frente a agdo das microdoses sobre o metabolismo
tecidual realizamos um teste de tolerdncia a glicose nas
mesmas condi¢des experimentais. Na figura 7 pode-se
observar que metformina na concentragio 1,6pg.ml”’ nio
alterou a taxa de captacdo de glicose. No entanto, na
concentragio de 3,2 pg.ml” houve elevagio de 18% na taxa
de captagdo de glicose passando de 22,231mg/dl/70min no
grupo controle para 18,142mg/dl/70min no grupo tratado.
Estes resultados reforcam que metformina altera a constante
de captacdo de glicose pelos tecidos periféricos, principais
sitios de acdo das biguanidas o que imprime a substancia a
caracteristica anti-hiperglicemiante.
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Figura 1. Concentragdo hepatica de glicogénio (mg/100mg) de ratos
controle e tratados com metformina 1,6 pg/ml e 3,2 pg/ml. Os
valores correspondem a média + epm, n=6, *p<0,05 comparado ao
controle.
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Figura 2. Concentragdo de glicogénio (mg/100mg) no musculo séleo
de ratos controle e tratados com metformina 1,6 pg/ml e 3,2 pg/ml.
Os valores correspondem a média + epm, n=6, *p<0,05 comparado
ao controle.
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Figura 3. Concentragdo de glicogénio (mg/100mg) nos musculos
gastrocnémio de ratos controle e tratados com metformina 1,6 pg/ml
e 3,2 pg/ml. Os valores correspondem a média + epm, n=6, *p<0,05

comparado ao controle.
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Figura 4. Concentracdo plasmatica de glicose (mg/dl) de ratos
controle e tratados com metformina 1,6 pg/ml e 3,2 pg/ml. Os
valores correspondem a média + epm, n=6, *p<0,05 comparado ao
controle.
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Microdoses de metformina e glicogénio
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Figura 5. Concentragdo plasmatica de lactato (mmol/l) de ratos
controle e tratados com metformina 1,6 pg/ml e 3,2 pg/ml. Os
valores correspondem a média + epm, n=6,* p<0,05 comparado ao
controle.
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Figura 6. Peso tecidual (mg) do musculo séleo normal ou tratados
com metformina 1,6 pg/ml e 3,2 pg/ml. Os valores correspondem a
média = epm, n=6, *p<0,05 comparado ao controle.
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Figura 7. Teste de tolerancia a glicose em ratos controle e tratados
com metformina 1,6 pgml”’ e 3,2 pgml’. Os tempos —10 ¢ —5
representam o periodo que antecedeu o inicio do experimento. Os
valores correspondem as médias + epm, n= 6.
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Discussao

Diminui¢do da resisténcia a atividade fisica tem sido
mostrada quando as reservas de glicogénio sdo depletadas,
deflagrando o processo de fadiga (HERMANSEN et al.,
1967; SNYDER, 1998).

Neste trabalho observamos que a biguanida mesmo
quando administrada em microdoses elevou o contetido
hepatico de glicogénio e se fundamenta na capacidade que a
biguanida tem em ativar as vias pos-receptor da insulina,
elevagdo na afinidade da insulina ao receptor, elevagdo na
captacdo de glicose e elevacdo na atividade da enzima
glicogénio sintetase (FANTUS; BRUSSEAU, 1986;
GOODYEAR et al.,, 1991; DEFRONZO,1999, HUNDAL;
INZUCCHLI, 2003).

Observamos que a metformina na concentragdo de 1,6
pg.ml”! ndo modificou o conteudo muscular de glicogénio. No
entanto, na concentragio de 3,2 pg.ml” promoveu elevagio
nas reservas, sendo sugestiva a existéncia de uma correlagdo
entre esta microdose administrada e sensibilidade de ativagdo
das vias pos-receptor da insulina, melhorando o perfil
energético da fibra (KARLSON; SALTIN, 1971; RAPIN et
al., 1991).

Uma vez que ha modificagdes no perfil metabdlico,
avaliamos modifica¢des na massa tecidual do misculo séleo e
verificamos que ndao ha efeito anabdlico, possivelmente
porque a acdo da biguanida estd vinculada as vias
sinalizadoras da insulina que coordenam o metabolismo
tecidual da glicose (WIERNSPERGER; BAILEY,1999).

A utilizagdo sistematica das biguanidas no tratamento de
diabéticos tem merecido cuidados especiais, uma vez que ja
foi observada elevagdo nas concentragdes plasmaticas de
acido lactico gerando efeitos colaterais nos pacientes
(WIERNSPERGER; BAILEY, 1999; LALAU; RACE, 2000,
SALPETER et al., 2003). Neste sentido, nosso trabalho
mostra que ndo ha hiperlactemia frente a administragdo de
microdoses. Estas observagdes nos levam a descartar uma
possivel agdo toxica desencadeada pelo tratamento.

Como a principal agdo anti-hiperglicemiante da
metformina se fundamenta na elevagdo da captagdo periférica
de glicose, realizamos um teste de tolerancia a glicose (GTT)
em ratos normais ¢ em tratados com metformina (1,6 ¢ 3,2
pg.ml™). A figura 7 mostra que o tratamento com metformina
3,2 pg.ml” induziu um aumento na velocidade de reducio da
glicemia, visto que a area sob a curva foi de 18.142 mg/dl/70
min, enquanto na condi¢do controle a area foi de 22.231
mg/dl/70  min, sugerindo que a biguanida altera o
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