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Resumo 

A metformina é um anti-hiperglicémico oral amplamente utilizado na terapêutica 

farmacológica da Diabetes Mellitus tipo 2. Esta biguanida diminui a libertação de glicose 

hepática e aumenta a sua captação nos tecidos periféricos (tecido adiposo e músculo 

esquelético). A diarreia é um dos sintomas gastrointestinais associados ao tratamento com 

metformina. Além disso, a diabetes tipo 2 é também responsável pela ocorrência destes 

sintomas per se. A diarreia diabética é, então, uma das consequências da neuropatia 

autonómica diabética que perturba o controlo e a função dos órgãos do tracto gastrointestinal, 

como o intestino. Contudo, a diarreia provocada pela metformina é independente da 

influência da doença. 

Neste sentido, para perceber os mecanismos farmacológicos associados à diarreia 

desencadeada pela metformina, pretendia-se caracterizar a resposta contráctil de segmentos de 

íleo de rato à metformina, através de estudos funcionais de contracção isométrica. Para tal, 

investigou-se a possível interferência do fármaco na componente neuronal, bem como nas 

componentes colinérgicas, nitrérgicas, histaminérgicas e serotoninérgicas. Para além disso, 

comparou-se o efeito contráctil da metformina no ileo isolado de ratos Wistar (controlo) com 

o observado no íleo isolado de ratos Goto-Kakizaki (GK), um modelo animal de Diabetes 

Mellitus tipo 2. As preparações biológicas de íleo foram colocadas em banhos de órgãos de 15 

ml, ligadas a transdutores de força e mantidas a 37ºC, em solução fisiológica de Krebs-

Henseleit arejada com carbogénio e sob a tensão basal de 29,4 mN. Inicialmente, os 

segmentos intestinais foram submetidos a acetilcolina exógena (100 µM) para obter 

directamente a contracção máxima do músculo liso do íleo e, desta forma, permitir a 

comparação dos resultados de experiências diferentes. Posteriormente, foram realizadas duas 

curvas não cumulativas frequência eléctrica-resposta e concentração-resposta à metformina 

(6-36 M). A primeira curva correspondeu à curva controlo onde a resposta contráctil do 

órgão à estimulação eléctrica de campo e/ou à metformina foi testada na ausência de qualquer 

composto, enquanto que na segunda curva, 15 minutos antes de cada estimulação/dose, foram 

adicionados os seguintes compostos: metformina (36 µM); hexametónio (300 µM), um 

antagonista dos receptores nicotínicos; tetrodotoxina (1 µM), uma neurotoxina bloqueadora 

dos canais de sódio sensíveis à voltagem; atropina (10 µM), antagonista não selectivo dos 

receptores muscarínicos; N
G
-nitro-L-arginina (250 µM), um inibidor da sintase do monóxido 

de azoto; mepiramina (1 µM), um antagonista/agonista inverso dos receptores histamínicos do 

tipo H1; metiotepina (1 µM), um antagonista não selectivo dos receptores 5-HT1, 5-HT2, 5-
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HT5, 5-HT6 e 5-HT7; SB 224289 (1 µM), um antagonista selectivo dos receptores 5-HT1B; 

ritanserina (1 µM), um antagonista não selectivo dos receptores 5-HT2; cetanserina (1 µM), 

um antagonista selectivo dos receptores 5-HT2A/2C; MDL 72222 (1 µM), um antagonista dos 

receptores 5-HT3; e reserpina (100 µM), um inibidor do transportador vesicular de 

monoaminas. Em todas as experiências foram utilizados segmentos controlo, aos quais se 

adicionaram apenas os solventes apropriados para cada composto. Relativamente às curvas 

frequência eléctrica-resposta, os segmentos foram sujeitos à estimulação eléctrica de campo a 

frequências crescentes de 1, 2, 4, 8 e 16 Hz (100 V de intensidade, 5 ms de largura do pulso) 

com o objectivo de activar intrinsecamente a componente nervosa do íleo. No entanto, nos 

estudos realizados em animais GK apenas foram efectuadas curvas concentração-resposta à 

metformina na ausência e na presença de ritanserina (1 µM). Paralelamente, foram executadas 

curvas concentração-resposta à 5-hidroxitriptamina (0,1-60 M) nos dois grupos de animais, 

controlo e diabéticos, na presença e na ausência de cetanserina (1 µM) ou ritanserina (1 µM). 

Para complementar o presente trabalho, foram realizados estudos histoquímicos e 

imunohistoquímicos com o intuito de determinar a micro-anatomia dos segmentos de íleo e a 

localização celular dos receptores serotoninérgicos dos subtipos 5-HT1B, 5-HT1D e 5-HT2A.  

A metformina, testada em concentrações terapêuticas (6-36 M), induziu contracções 

dependentes da concentração nos segmentos de íleo isolado de rato (Emáx of 12.20 ± 0.80 mN, 

n=48; pEC50 of 4.89 ± 0.03, n=47). A metformina (36 M) não alterou significativamente a 

resposta contráctil dos segmentos à estimulação eléctrica de campo, o que sugere um 

mecanismo de acção não neuronal. Estes resultados foram confirmados pela ausência de 

alterações na curva concentração-resposta da metformina na presença de hexametónio e 

tetrodotoxina, excluindo o envolvimento da componente nervosa autonómica colinérgica e 

não colinérgica. Para além disso, as curvas concentração-resposta da metformina não foram 

alteradas significativamente na presença de atropina ou de N
G
-nitro-L-arginina, excluindo o 

envolvimento de receptores muscarínicos ou a inibição da produção de monóxido de azoto. A 

mepiramina, um antagonista/agonista inverso dos receptores H1, alterou significativamente a 

contracção induzida pela metformina. 

Relativamente aos receptores serotoninérgicos, a cetanserina, o SB 224289 e o MDL 

72222 não alteraram a contracção induzida pela metformina, o que sugere que os receptores 

5-HT2A/2C, 5-HT1B e 5-HT3 não estão a mediar a resposta contráctil. Tanto a metiotepina como 

a ritanserina reduziram substancialmente a contracção intestinal induzida pela metformina, o 

que comprova o envolvimento de receptores serotoninérgicos presentes nas células das 

camadas de músculo liso, nomeadamente, os receptores 5-HT2B. Os efeitos da cetanserina e 
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da ritanserina na curva concentração-resposta à metformina também foram observados em 

curvas concentração-resposta à 5-hidroxitriptamina. A acção pós-sináptica da 5-HT não 

pareceu alterada sob influência da doença, uma vez que o efeito da ritanserina em ratos GK 

foi semelhante ao observado em ratos Wistar. Contudo, no modelo animal diabético, a 

redução da resposta contráctil à metformina pela ritanserina apenas se revelou significativa na 

última dose da curva concentração-resposta. 

A reserpina alterou significativamente a contracção intestinal induzida pela 

metformina em ratos Wistar, sugerindo que o fármaco induz a libertação de 5-

hidroxitriptamina a partir das células enterocromafins presentes na mucosa intestinal. 

Adicionalmente, os estudos imunohistoquímicos revelaram a presença de receptores 5-HT2A 

não nas camadas musculares mas nas células ganglionares do plexo mientérico, para além de 

perturbações morfológicas motivadas pela diabetes tipo 2 nos ratos GK. 

Em conclusão, os resultados obtidos permitem reforçar a relação entre a incidência de 

diarreia e a terapêutica com metformina, graças ao seu perfil farmacológico de contracção 

intestinal que é mediado principalmente por uma forte componente serotoninérgica. 
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Abstract 

Metformin is an oral antihyperglycemic agent widely used in the treatment of type 2 

Diabetes Mellitus. This biguanide decreases hepatic glucose output and increases cell glucose 

uptake in peripheral tissues (adipose tissue and skeletal muscle). Diarrhea is one of the 

gastrointestinal side effects commonly reported with metformin treatment. In addition, type 2 

diabetes is also responsible for the occurrence of these symptoms per se. Diabetic diarrhea is 

then a consequence of diabetic autonomic neuropathy which impairs control and functioning 

of gastrointestinal organs such as the intestine. However, metformin-induced diarrhea is 

independent of the pathological status. 

To understand the pharmacological mechanisms associated with the metformin-

induced diarrhea, we intended to characterize the contractile response of rat isolated ileum 

segments to metformin, through functional studies of isometric contraction. Therefore, we 

investigated the possible drug effect in the neuronal, cholinergic, nitrergic, histaminergic and 

serotonergic ileum components. Thus, we compared the contractile effect of metformin on 

control Wistar rats with that of Goto-Kakizaki (GK) rats, an animal model of type 2 

diabetes. The ileum segments were suspended in 15 ml organ baths, attached to force 

transducers and maintained at 37°C in aerated Krebs-Henseleit solution at a basal tension of 

29.4 mN. Initially, preparations were submitted to exogenous 100 µM acetylcholine to 

directly obtain the ileum smooth muscle maximal contraction in order to compare the results 

from different experiments. Two non-cumulative electrical frequency-response and 

concentration-response curves to metformin (6-36 M) were performed. The first curve 

corresponds to the control curve, where the contractile response to electrical field stimulation 

and/or metformin was tested in the absence of any compound, while in the second curve, the 

following compounds were added 15 min before each dose of metformin or electrical 

stimulation frequency: metformin (36 M); hexamethonium (300 M), a nicotinic receptor 

antagonist, tetrodotoxin (1 M), a selective blocker of Na
+
 voltage-sensitive channels which 

inhibits impulses propagation in neuron excitable membranes; atropine (10 M), a non-

selective muscarinic receptor antagonist; N
G
-nitro-L-arginine (250 M), a nitric oxide 

synthase inhibitor; mepyramine (1 M), a histamine H1 receptor inverse agonist/antagonist; 

methiothepin (1 M), a non-selective antagonist of the 5-HT1, 5-HT2, 5-HT5, 5-HT6 and 5-

HT7 receptors; SB 224289 (1 M), a selective 5-HT1B receptor antagonist; ritanserin (1 M), 

a non-selective 5-HT2 receptor antagonist; ketanserin (1 M), a selective 5 -HT2A/2C receptor 
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antagonist; MDL 72222 (1 M), a 5-HT3 receptor antagonist and reserpine (100 M), a 

vesicular monoamine transporter inhibitor. In each assay, control segments were used with the 

appropriate solvent of each drug. Frequency-response curves were obtained through electrical 

field stimulation (1, 2, 4, 8 and 16 Hz, 100 V, 5 msec pulse width) in order to activate 

intrinsic ileum nerves. However, only concentration-response curves to metformin in the 

presence and in the absence of ritanserin (1 M) were performed in GK rat functional studies. 

Concentration-response curves to 5-hidroxytryptamine (0.1-60 M) in the presence and in the 

absence of ketanserin (1 M) or ritanserin (1 M) were also performed in both groups of 

diabetic and control animals. Histochemical and immunohistochemical studies were carried 

out in order to determine the micro-anatomy and the cellular localization of 5-HT1B, 5-HT1D 

and 5-HT2A receptors.  

Metformin, used in therapeutic concentrations (6-36 M), caused concentration-

dependent contractions of rat isolated ileum segments (Emax of 12.20 ± 0.80 mN, n=48; pEC50 

of 4.89 ± 0.03, n=47). Metformin (36 µM) did not significantly change the rat ileum 

frequency-dependent contractile response to electrical field stimulation suggesting a non-

neuronal mechanism of action. This was confirmed by the unchanged concentration-response 

curve to metformin in the presence of hexamethonium and tetrodotoxin, excluding the 

involvement of autonomic cholinergic and non-cholinergic nerves. Moreover, the metformin 

concentration-response curves were not significantly altered by atropine nor by N
G
-nitro-L-

arginine, excluding the involvement of muscarinic receptors or the inhibition of nitric oxide 

production alone. Mepyramine, a H1 histaminic receptor antagonist/inverse agonist, did 

significantly change the metformin-induced contraction.  

Concerning the serotonergic receptors, ketanserin, SB 224289 and MDL 72222 did not 

changed the metformin-induced contraction, which means that 5-HT2A/2C, 5-HT1B and 5-HT3 

receptors do not mediate the contractile response. Methiothepin and ritanserin almost 

abolished the metformin-induced intestinal contraction, which proves the involvement of 

serotonergic receptors present on the smooth muscle cells layers, namely 5-HT2B receptors. 

The effects of ketanserin and ritanserin on the metformin concentration-response curve were 

also observed on the 5-hidroxytryptamine concentration-response curve. The 5-HT post-

synaptic action did not seem impaired under the influence of the disease, since the effect of 

ritanserin in GK rats was similar to that of Wistar rats. However, in the diabetic animal model, 

the ritanserin reduction of the metformin-induced intestinal contraction only became 

significant at the last metformin dose of the concentration-response curve.  
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Reserpine significantly changed the metformin-induced contraction in Wistar rats, 

indicating that metformin triggers 5-hidroxytryptamine release from enterochromaffin cells of 

the rat intestinal mucosa.  Furthermore the immunohistochemical studies did not reveal the 

presence of 5-HT2A receptors in the smooth muscle layers but in the myenteric plexus 

ganglionic cells, in addition to morphological disturbances driven by type 2 diabetes in GK 

rats.  

In conclusion, our experiments allowed us to reinforce the gastrointestinal side effects 

associated with metformin treatment since it induces intestinal contraction mainly by 

serotoninergic ways. 
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1.1. Diabetes Mellitus tipo 2 

1.1.1. Caracterização geral 

A Diabetes Mellitus é uma doença crónica, que atinge ambos os sexos e raças, sendo 

mais frequente em idades mais avançadas. A diabetes é um distúrbio metabólico caracterizado 

pela diminuição/supressão da secreção pancreática da insulina e/ou resistência à acção da 

mesma. Dado que a insulina é uma hormona que regula os níveis de glicose, estas alterações 

provocam não só um aumento de glicose no sangue (hiperglicemia), mas também 

perturbações no metabolismo de hidratos de carbono, lípidos e proteínas. Esta disfunção tem 

consequências agudas e crónicas ao longo da evolução da diabetes, incluindo a perda de 

funcionalidade de órgãos e problemas vasculares. 

De acordo com a classificação de 1999 da Organização Mundial de Saúde (World 

Health Organization, WHO, 1999), existem vários tipos de diabetes, sendo os mais frequentes 

a Diabetes Mellitus tipo 1 (DT1) e a Diabetes Mellitus tipo 2 (DT2). Os indivíduos com DT1 

são incapazes de produzir insulina, tendo a hormona que ser reposta via exógena no 

organismo, consoante os níveis de glicose sanguíneos. Na maioria dos casos, a supressão da 

síntese de insulina é motivada por uma reacção auto-imune de ataque às células β 

pancreáticas, resultando na sua destruição. Consequentemente, é fulcral uma terapia com 

insulina para a sobrevivência do indivíduo.  

A DT2 representa 90-95% dos casos diabéticos (Goldstein, 2007). Segundo dados 

disponibilizados pela WHO (2003), estimam-se que cerca de 350 milhões de pessoas terão 

DT2 em 2030. Em Portugal, a prevalência da diabetes tem vindo a aumentar. O Estudo da 

Prevalência de Diabetes em Portugal – PREVADIAB (2009) – foi desenvolvido pela 

Sociedade Portuguesa de Diabetologia, através do seu Observatório Nacional de Diabetes e 

em conjunto com diversas entidades. Este estudo permitiu concluir que a prevalência actual 

da DT2 em Portugal é de 11,7%, e que 5,1% dos diabéticos não se encontram diagnosticados 

(395.134 dos portugueses entre os 20 e os 79 anos), ocorrendo também um aumento da 

prevalência em idades pediátricas. A predisposição ao desenvolvimento da doença resulta de 

uma combinação de factores genético-sociais (Zimmet et al., 2001). O aumento da idade da 

população, uma dieta inadequada altamente calórica e uma menor actividade física, devido a 

um estilo de vida mais sedentário, acarretam complicações como a obesidade e doenças 

cardiovasculares que estão associadas à resistência à acção da insulina em tecidos periféricos 

e posteriormente ao desenvolvimento da DT2 (Wyatt et al., 2006; Cefalu, 2008). No entanto, 

vários estudos demonstram a modificação do estilo de vida, nomeadamente a perda de peso e 
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o exercício físico, como um mecanismo preventivo da DT2, uma vez que melhora tanto a 

sensibilidade à insulina, como a função das células β pancreáticas (Earnest, 2008; Kunihiko et 

al., 2009; Ramachandran et al., 2006) 

Nos indivíduos com DT2, a acção e secreção deficientes da insulina devem-se 

essencialmente à resistência à insulina (RI), isto é, à diminuição da sensibilidade à insulina 

dos tecidos alvo. Num estado insulino-resistente, os níveis de glicose e insulina plasmáticos 

são elevados uma vez que a acção da insulina produzida não é eficaz ao ponto de normalizar 

os níveis de glicose no sangue (hiperglicemia). A RI deve-se, em grande parte, a anomalias 

nas vias de transdução de sinal da hormona nos tecidos alvo – músculo, fígado e tecido 

adiposo. A diminuição da secreção de insulina resulta de um processo de glicotoxicidade 

prolongada em que as células , face à glicémia elevada e constante, deixam de responder à 

hiperglicemia após uma refeição (estado pós-prandial).  Por isso, a secreção da hormona pelas 

células β pancreáticas continua numa tentativa de reposição dos níveis basais de glicose, 

atingindo-se um estado de hiperinsulinemia. Ao fim de um certo tempo, as células β atingem 

a exaustão e perdem a sua funcionalidade. Consequentemente, numa fase mais avançada da 

doença, o pâncreas deixa de ser capaz de sintetizar insulina, sendo que o doente diabético 

depende de insulina exógena para regular os níveis de glicose. A DT2 é pois uma doença 

progressiva caracterizada pelo declínio gradual da funcionalidade das células β até à sua 

exaustão, culminando com a necessidade terapêutica de insulina (Lin e Sun, 2010; Prasanth et 

al., 2009).  

Actualmente o diagnóstico da patologia é feito segundo a WHO (1999), através do 

teste de tolerância à glicose oral que quantifica a concentração de glicose plasmática em jejum 

e/ou 2 horas após ingestão de 75 g de glicose. Uma vez determinados os níveis de glicose, há 

que compará-los relativamente a valores estipulados segundo os quais é possível diagnosticar 

a doença. Note-se que para além do estado dito normal e diabético, são referidos valores que 

reflectem perturbações na homeostasia da glicose, isto é, os termos anomalia da tolerância à 

glicose (ATG) e anomalia da glicose em jejum (AGJ). Estes dizem respeito a um estado 

metabólico intermédio entre o início e o estabelecimento propriamente dito da DT2 e 

implicam, respectivamente, anomalias na regulação da glicose após uma refeição (estado pós-

prandial) e em jejum. É de realçar que a ATG e a AGJ estão associadas ao risco não só do 

desenvolvimento da Diabetes Mellitus, mas também de doenças cardiovasculares. Por estes 

motivos, é importante uma atenção especial aos doentes cujos resultados se encontrem dentro 

destes limites.  
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1.1.2. Mecanismos moleculares associados à Diabetes Mellitus tipo 2 

A insulina é uma hormona sintetizada pelo pâncreas, mais concretamente pelas células 

β dos ilhéus de Langerhans, na forma de pré-pró-insulina que migra para o complexo de Golgi 

onde é clivada a insulina e péptido C. A principal função da insulina é o controlo do 

metabolismo da glicose, regulando a sua entrada nos tecidos alvo (fígado, músculo 

esquelético e tecido adiposo) após a mobilização de transportadores de glicose (GLUT – 

glucose transporters) para a membrana celular. Para além disso, a insulina inibe a 

glicogenólise, promovendo o armazenamento de glicogénio no fígado e no músculo. A nível 

lipídico, a insulina promove a síntese hepática de ácidos gordos e a síntese de triglicerídeos 

nos adipócitos. A insulina é então libertada na corrente sanguínea, ligando-se a receptores 

proteicos específicos localizados em membranas celulares dos tecidos alvo. Na sua 

constituição, o receptor de insulina é do tipo tirosina-cinase e tem duas subunidades α e duas 

subunidades β ligadas por pontes dissulfito. Ao ligar-se ao receptor, o domínio com 

actividade tirosina-cinase é activado ocorrendo a fosforilação do substrato do receptor de 

insulina que, por sua vez, irá desencadear cascatas de sinalização com diferentes respostas 

celulares. A resposta de maior relevância na acção da insulina é a mobilização de 

transportadores de glicose para a membrana celular. Estes encontram-se em vesículas 

citoplasmáticas que se fundem com a membrana, expondo o transportador e facilitando o 

transporte passivo de glicose para a célula. Nos hepatócitos, o transporte de glicose é feito 

através do GLUT-2, enquanto os GLUT-4 e GLUT-1 desempenham essa função no músculo 

esquelético e no tecido adiposo. Uma vez no meio intracelular, a glicose tem vários destinos, 

consoante a especialização e as necessidades celulares, podendo ser armazenada sob a forma 

de glicogénio (glicogénese), sendo oxidada a piruvato (glicólise) com posterior entrada no 

ciclo do ácido cítrico, ou dando origem a pentoses fosfatadas (via das pentoses fosfato) 

(Nelson e Cox, 2008).  

Os níveis de glicose plasmática são controlados pela insulina pelo que, quando estes 

são elevados, por exemplo, após uma refeição, a secreção da hormona é estimulada. Sendo 

assim, num indivíduo saudável, a concentração de glicose decrescerá uma vez que o seu 

uptake celular é promovido pela acção insulinémica, o que proporciona homeostasia 

glicémica. No caso da DT2, a RI altera o processo metabólico da glicose. Sabe-se que esta é 

uma anomalia que se desenvolve durante um longo período de tempo que antecipa o 

diagnóstico da doença propriamente dita. A RI é um estado patológico no qual os tecidos de 

actuação da mesma (tecido adiposo, músculo e fígado) não respondem normalmente aos 

níveis de insulina circulante, estando também associada a uma ampla variedade de estados 
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patológicos, nomeadamente, obesidade, hipertensão, infecção crónica e doenças 

cardiovasculares. A nível molecular, a RI é consequência de anomalias nas vias de transdução 

de sinal da hormona e por isso a sua acção não é eficaz pois, apesar de se ligar ao receptor, a 

resposta biológica não é a que seria esperada. Como tal, o decréscimo da acção da insulina é 

acompanhado pelo aumento dos níveis de glicose, ou seja, pela hiperglicemia. Neste ponto, 

poder-se-á dizer que se desenrola um ciclo vicioso, uma vez que ao detectar concentrações 

glicémicas anormais, o organismo tenta normalizar esses valores estimulando a capacidade 

secretora das células β, instalando-se uma hiperinsulinemia como mecanismo compensatório. 

Como a acção da insulina não é capaz de garantir o equilíbrio glicémico, a secreção da mesma 

é contínua e, com a evolução temporal, o exagero poderá conduzir à dessensibilização dos 

receptores insulínicos e à exaustão das células β (Lin e Sun, 2010; Prasanth et al., 2009)  

Como foi referido anteriormente, a RI também afecta o tecido adiposo uma vez que 

este é resistente ao efeito anti-lipolítico da insulina, o que tem como consequência a libertação 

de níveis excessivos de ácidos gordos livres (AGL) para a corrente sanguínea. Para além de 

AGL, os adipócitos libertam também hormonas como a leptina e a adiponectina e citoquinas 

como o factor de necrose tumoral alfa e a resistina (adipocitoquinas) que agravam o estado 

insulino-resistente do indivíduo (Mlinar et al., 2007; Kershaw et al., 2004). Os níveis 

elevados de AGL estimulam a gliconeogénese hepática, induzem a RI (pois inibem o sistema 

de transdução de sinal da insulina) e diminuem a clearance de glicose periférica, graças à sua 

interferência no metabolismo da glicose e na acção da insulina. Assim se percebe de que 

modo se pode descrever a RI como um estado patológico, no qual o tecido adiposo tem um 

papel essencial no desenvolvimento de inflamação graças às biomoléculas por ele libertadas. 

Ao entrarem na circulação sanguínea, estas substâncias podem contribuir para a inflamação 

hepática e para a RI em tecidos periféricos como o músculo esquelético (Prasanth et al., 

2009). No fígado, os AGL actuam como substrato para a síntese de triglicerídeos e LDL (Low 

Density Lipoprotein) o que contribui para a dislipidemia que, por sua vez, está na base de 

complicações como a aterosclerose, a obesidade e doenças cardiovasculares (Grundy et al., 

2004).  

A toxicidade desencadeada pelos níveis elevados de glicose e de AGL afecta 

negativamente a função das células β pancreáticas através de vários mecanismos como: 

alterações nas vias metabólicas, aumento do cálcio intracelular, efeitos na bomba de K
+
-ATP 

e geração de espécies reactivas de oxigénio (Porte et al., 2001; Tushuizen et al., 2007). Para 

além disso, os AGL circulantes e os defeitos no metabolismo lipídico, motivados pela doença, 

culminam na deposição lipídica pancreática (McGarry et al., 1999). Com a progressão da 
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doença, o contínuo estímulo para a produção de insulina culmina na exaustão das células β, 

isto é, na perda de massa celular por apoptose, sendo que o decréscimo de células β leva à 

perda de funcionalidade das restantes. Deste modo, o pâncreas não é capaz de produzir 

insulina suficiente, sendo necessária uma terapia de insulina diária.   

1.1.3. Terapêutica farmacológica associada à Diabetes Mellitus tipo 2 

O design da estratégia terapêutica deve ter em conta a melhoria do controlo glicémico 

e das complicações diabéticas já referidas. Um bom controlo glicémico oferece ao doente 

maior protecção contra a maioria dos danos que a doença pode provocar no organismo, sendo 

que este deve ser monitorizado para evitar episódios de hipoglicemia (Reimann et al., 2009). 

A selecção dos medicamentos deve ser feita tendo em conta o perfil clínico do indivíduo, não 

devendo ser posto de parte os cuidados alimentares e o exercício físico recomendados a 

doentes diabéticos. É importante referir que este controlo glicémico tem de ser adequado ao 

estilo de vida e circunstâncias diárias de forma a evitar crises de hipoglicemia, sobretudo com 

antidiabéticos orais insulinosecretores (Gillies et al., 2007). Por outro lado, os fármacos de 

terapia antidiabética têm também de ser capazes de preservar o funcionamento das células ß 

pancreáticas pois, a longo prazo, o insucesso terapêutico, que se traduz no não controlo 

glicémico, pode ter como consequência a perda significativa da função destas células do 

pâncreas (Valdez, 2008). Além disso, alguns dos fármacos utilizados na prática clínica têm a 

capacidade de influenciar o peso corporal, diminuindo-o e de alterar os níveis de lípidos 

presentes no plasma sanguíneo, sendo por isso uma mais valia para indivíduos com risco de 

doenças cardiovasculares (Asche e Nelson, 2008). As biguanidas (metformina), as 

sulfonilureias, as tiazolidinedionas e os inibidores de α-glucosidase são exemplos de algumas 

classes de fármacos antidiabéticos (DeFronzo, 1999). Actualmente os tradicionalmente 

denominados antidiabéticos orais mais utilizados subdividem-se em sensibilizadores da 

insulina e insulinosecretores. Do primeiro grupo temos a classe das biguanidas (metformina) e 

as glitazonas (pioglitazona). Do segundo grupo temos as sulfonilureias de segunda geração 

(glibenclamida, glipizida, gliclazida), as meglitinidas (nateglinida) e as incretinas (GLP-1 – 

glucagon-like peptide-1 e glucose-dependent insulinotropic peptide), nomeadamente os 

inibidores da dipeptidil-peptidase-4 (sitagliptina), enzima metabolizadora das incretinas e os 

agonistas do GLP-1 (exenatida) (Katzung, 2006). Estes fármacos podem ser utilizados em 

monoterapia, em terapia de combinação entre eles ou com a insulina. Embora seja uma 

terapêutica não farmacológica, o exercício físico apresenta benefícios no perfil do doente 
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diabético, uma vez que previne e melhora muitos dos mecanismos descompensados na DT2 

graças às suas propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes (Teixeira-Lemos et al., 2011). 

1.2. Metformina 

1.2.1. Caracterização geral 

A metformina é um fármaco antidiabético oral da classe das biguanidas, com efeito 

anti-hiperglicémico. Na década de 1970, a fenformina, percursor da metformina, foi retirada 

do mercado devido à sua associação com a acidose láctica (Misbin, 1977). A metformina foi 

aprovada em 1995 pela FDA (Food and Drug Administration), tornando-se o segundo 

fármaco hipoglicemiante oral mais prescrito na Europa, onde é usado isoladamente em cerca 

de 40% dos doentes a quem é prescrito e em combinação com uma sulfonilureia em cerca de 

60%. No mercado, os nomes comerciais actualmente disponíveis são: Risidon® 850 mg e 

1000 mg, Stagid® 700 mg e o Glucophage® 500 mg, para além dos inúmeros genéricos de 

diferentes dosagens e de formas farmacêuticas em que se associa com sulfonilureias e 

glitazonas. (Bailey e Turner, 1996; Prontuário Terapêutico, 2009 a e b).  

As biguanidas têm a capacidade de reduzir o output de glicose hepática, aumentar o 

uptake de glicose nas células do músculo esquelético e diminuir a absorção de glicose no 

intestino (Johnson et al., 1993; Hundal et al., 2000). A metformina altera o perfil lipídico do 

doente diabético, tendo um efeito favorável no seu metabolismo, já que reduz os níveis de 

colesterol total, colesterol LDL e triglicerídeos. De facto, verifica-se inclusive uma 

redução/manutenção de peso em doentes sujeitos ao tratamento com metformina (Golay, 

2008; Despres, 2003). A eficácia da metformina é evidenciada pela redução do risco de 

qualquer complicação associada à DT2, nomeadamente da ocorrência de enfarte do 

miocárdio, diminuição da mortalidade associada à doença ou da mortalidade global (United 

Kingdom Prospective Diabetes Study, 1998). Assim, a metformina está indicada em 

diabéticos obesos como fármaco de primeira linha. Este fármaco utiliza ainda os níveis de 

insulina endógena para o controlo dos níveis plasmáticos de glicose, isto é, não estimula a 

secreção da hormona, evitando assim episódios de hipoglicémia (Wright et al., 2006). 

A metformina pode ser prescrita em monoterapia (DeFronzo, 1999) ou em 

combinação com outros antidiabéticos orais ou insulina. A dose inicial é de 500 mg ou 850 

mg, 2 a 3 vezes por dia, durante ou após as refeições, devendo ser aumentada gradualmente 

até um máximo de 3 g i.d. (Brunton et al., 2007). Após 10 a 15 dias, a dose deverá ser 
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ajustada com base nos valores da glicémia, sendo que o aumento gradual da dose pode 

melhorar a tolerabilidade gastrointestinal (GI) (Prontuário Terapêutico, 2009 a e b). Garber e 

seus colaboradores (1997) avaliaram a eficácia e segurança de várias dosagens de metformina 

(500 mg, 1000 mg, 1500 mg, 2000 mg e 2500 mg), tendo concluído que a actividade anti-

hiperglicémica deste fármaco é dependente da dose diária, sendo que são necessárias doses 

mais elevadas num estado mais avançado da doença, de modo a se alcançar a eficácia máxima 

da metformina. Porém, quando comparados com um grupo placebo, os doentes demonstraram 

boa tolerância ao medicamento, sem diferenças significativas na incidência de efeitos 

adversos, excepto para distúrbios digestivos e em doses superiores a 500 mg (Garber et al., 

1997). A absorção da metformina é levada a cabo de forma gradual no tracto GI, acumulando-

se no intestino delgado onde o processo de absorção decorre lentamente, através de um 

mecanismo activo, saturável e dependente da dose (Bailey et al., 2008; Proctor et al., 2008). 

No lúmen intestinal, a metformina encontra-se no estado protonado, isto é, com carga 

positiva. Deste modo, o transporte do fármaco é levado a cabo por intermédio de 

transportadores membranares. Apesar do seu mecanismo de transporte não estar ainda 

esclarecido, são vários os estudos que demonstram que esta utiliza os transportadores 

orgânicos catiónicos no fígado, nos rins e no intestino (Kimura et al., 2005; Wang et al., 

2002; Zhou et al., 2007). Após absorção, a concentração plasmática máxima é atingida num 

período de tempo de aproximadamente 2,5 horas, a biodisponibilidade absoluta de um 

comprimido de 500 mg ou 850 mg varia entre 50-60%, sendo que a fracção não absorvida é 

recuperada inalterada (não metabolizada) nas fezes em cerca de 20-30% e aproximadamente 

90% da metformina absorvida é excretada na urina e eliminada pelos rins via secreção 

tubular, sem ser metabolizada (Tucker et al., 1981; Scheen, 1996; Vidon et al., 1988). Assim, 

a função renal deve ser rigorosamente avaliada antes e durante o tratamento com metformina. 

As complicações renais poderão levar à retenção da biguanida nos tecidos, aumentando o 

risco de desenvolvimento de acidose láctica que pode ser fatal. O álcool, meios de contraste 

iodados e outros fármacos como glucocorticóides, agonistas beta-2 adrenérgicos, diuréticos e 

inibidores da enzima de conversão da angiotensina não devem ser associados ao tratamento, 

uma vez que interferem com a actividade farmacológica, agravando os efeitos adversos a que 

a metformina está associada (Houwerzijl et al., 2000; Jain et al., 2008; Tewari et al., 2007; 

Thomsen e Morcos, 1999; Gudmundsdottir et al., 2006). 
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1.2.2. Mecanismo de acção da metformina 

As acções metabólicas da metformina a nível do fígado, do intestino, do tecido 

muscular esquelético e do tecido adiposo traduzem-se no efeito anti-hiperglicémico associado 

a este fármaco. No músculo esquelético, a metformina aumenta o uptake celular de glicose e 

promove a formação de glicogénio. No fígado, a inibição de processos metabólicos como a 

gliconeogénese e a glicogenólise possibilitam a redução do output de glicose hepática. No 

tecido adiposo, para além de promover o transporte de glicose para os adipócitos, a 

metformina estimula a oxidação de ácidos gordos o que permite a melhoria do perfil lipídico 

global do doente diabético (figura 1.1.). Deste modo, a metformina amplifica e reforça a 

acção da insulina nos tecidos periféricos. Contudo, a informação disponível na literatura 

consultada não esclarece totalmente os processos bioquímicas associados ao mecanismo de 

acção da metformina. Deste modo, serão descritos alguns desses processos que nos pareceram 

mais relevantes para compreender a acção do fármaco em estudo. 

 

Figura 1.1. Mecanismo de acção da metformina. 
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1.2.2.1. Mecanismo de acção da metformina a nível hepático 

A metformina diminui o output de glicose hepática, reduzindo a taxa de 

gliconeogénese e inibindo a glicogenólise. A gliconeogénese é inibida através da diminuição 

da disponibilidade dos vários precursores e enzimas que participam neste processo 

metabólico. Radziuk e seus colaboradores (1997), num estudo efectuado com fígado de rato 

perfundido, concluíram que a taxa de gliconeogénese hepática é reduzida pela metformina 

através da inibição do uptake hepático de lactato, um percursor desta via metabólica. Outros 

investigadores relacionaram a inibição da gliconeogénese com a inibição da actividade das 

enzimas piruvato carboxilase e fosfoenolpiruvato carboxilase (que participam nas vias da 

gliconeogénese), através da conversão do piruvato a alanina (Large et al., 1999). Alguns 

estudos revelaram ainda que, a nível hepático, a metformina interfere com a cadeia 

respiratória da mitocôndria, nomeadamente através da inibição do transporte de electrões pelo 

complexo 1, por oxidação de substratos respiratórios como o glutamato. O modo como o 

fármaco actua na respiração celular não é claro, mas é sugerido o aumento da permeabilidade 

mitocondrial ao cálcio, que, por sua vez, interfere na regulação da abertura do poro transitório 

de permeabilidade provocando um desequilíbrio no estado redox da mitocôndria. Estas 

perturbações induzem alterações na conformação proteica dos complexos respiratórios, 

afectando todo o processo da respiração celular (Carvalho et al., 2008; Davidoff et al., 1978; 

Owen et al., 2000). Deste modo, a perturbação nas vias metabólicas referidas pode inibir a 

gliconeogénese e induzir a utilização de glicose nos tecidos periféricos. Por outro lado, a 

metformina melhora o perfil lipídico diabético, diminuindo os níveis de AGL circulantes, 

contrariando assim o efeito estimulante que estes exercem na produção hepática de glicose 

(Despres, 2003; Bailey e Turner, 1996). A inibição da degradação do glicogénio em 

monómeros de glicose também está associada ao mecanismo hepático da metformina. A 

hormona que regula a glicogenólise é o glucagon, pelo que a metformina tem um efeito 

inibitório na acção da mesma. Contudo, o fármaco não actua directamente nos níveis 

plasmáticos de glucagon e não interfere com a ligação do mesmo a receptores presentes nas 

membranas celulares dos hepatócitos (Alengrin et al., 1987). No entanto, estes estudos não 

demonstram o alvo efectivo da metformina, sendo que o efeito anti-gliconeogénico que esta 

exerce resulta de perturbações indirectas na coordenação das vias metabólicas. Em suma, 

apesar da literatura disponível não esclarecer de forma consistente os mecanismos 

bioquímicos subjacentes à acção da metformina a nível hepático, esta favorece e reforça a 

acção da insulina em detrimento da acção do glucagon, promovendo assim a redução da 

produção de glicose hepática. 
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1.2.2.2. Mecanismo de acção da metformina no músculo esquelético 

No músculo esquelético, a metformina induz aumento da captação de glicose e a sua 

acumulação sob a forma de glicogénio. O uptake celular de glicose é um processo organizado 

em duas fases: inicialmente ocorre o recrutamento das vesículas de transportadores de glicose 

para a membrana e posteriormente a estimulação da sua actividade intrínseca (Baly e Horuk, 

1987; Czech et al., 1992). O fármaco estimula a actividade tirosina-cinase dos próprios 

receptores de insulina, permitindo a translocação das vesículas de transportadores de glicose 

GLUT-1 e GLUT-4 para a membrana plasmática, isto é, promove o transporte de glicose para 

o interior da célula do músculo esquelético (Kozka e Holman, 1993; Fischer et al., 1995). 

Sarabia e colaboradores (1992) observaram o aumento do uptake de glicose aquando da 

adição de metformina a culturas de miotubos humanos (células do processo de diferenciação 

do músculo esquelético) que expressavam GLUT-1 e GLUT-4. No entanto, pensa-se que o 

alvo da metformina será o transporte e não propriamente a fosforilação dos receptores de 

insulina (Rapin et al., 1991; Yoa et al., 1993). Yoa e seus colaboradores (1993) testaram a 

influência da metformina no transporte de glicose em eritrócitos – células que contêm 

transportadores GLUT-1 e são incapazes de sintetizar proteínas, uma vez que não possuem 

núcleo – evidenciando assim a interferência da metformina apenas em relação ao aumento da 

capacidade de transporte em meio hiperglicémico. A acção da metformina não está 

directamente relacionada com o aumento da expressão dos transportadores, já que não se 

observam alterações nos níveis de RNA (ribonucleic acid), mensageiro por influência do 

fármaco (Rouru et al., 1995, Handberg et al., 1993). Porém, o aumento do processo de 

translocação dos transportadores para a membrana plasmática, também pode explicar o 

aumento do uptake de glicose associado à metformina. Contudo, a literatura não é consistente. 

Estudos in vitro demonstram o aumento da translocação de transportadores GLUT-1 e/ou 

GLUT-4 (Matthaei et al., 1991; Sarabia et al., 1992; Hundal et al., 1992), enquanto que 

outros investigadores não observam qualquer alteração na quantidade dos mesmos expressos à 

superfície membranar, após tratamento de animais/células com o fármaco em estudo (Rouru 

et al., 1995; Handberg et al., 1993). Propõe-se ainda uma outra explicação para o efeito 

sensibilizador à insulina por parte da metformina: a interferência com a actividade dos 

transportadores GLUT-1 e GLUT-4, aumentando assim a sua capacidade de transporte. 

Detaille e seus colaboradores (1998 e 1999) concluíram que, sob determinadas condições, o 

fármaco modula a actividade intrínseca de transportadores de glicose, um efeito que pode 

ocorrer a baixas concentrações de insulina. Por outro lado, as biguanidas comportam-se como 

compostos catiónicos a pH fisiológico, pelo que não atravessam as membranas de forma 

http://endo.endojournals.org/search?author1=Y+Fischer&sortspec=date&submit=Submit
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passiva, acumulando-se preferencialmente à superfície celular. Em concentrações 

terapêuticas, a metformina actua ao nível da membrana plasmática, modificando o seu estado 

físico e afectando a função dos receptores de insulina e dos transportadores de glicose. A 

metformina tem assim a capacidade de alterar a conformação de proteínas membranares, 

favorecendo as suas funções, nomeadamente: a autofosforilação e a actividade tirosina cinase 

dos receptores de insulina e a actividade intrínseca dos transportadores de glicose 

(Wiernsperger, 1999). Para além do transporte, foram realizados vários estudos (in vivo e in 

vitro) que relacionam o envolvimento da metformina na acumulação de glicose no músculo 

sob a forma de glicogénio, isto é, na glicogénese (Komori et al., 1998; Reddi e Jyothirmayi, 

1992). Alguns autores defendem que este processo pode ser regulado pela activação da sintase 

do glicogénio, tendo verificado o aumento da forma activa da enzima (Detaille, 1998; Reddi e 

Jyothirmayi, 1992; Damsbo et al., 1990). No entanto, em alguns desses estudos, esse aumento 

não é significativo. Além disso, a controvérsia persiste uma vez que a activação da AMPK 

(adenosine monophosphate-activated protein kinase) no músculo inibe a sintase do 

glicogénio, como será descrito posteriormente (Carling e Hardie, 1989). O aumento da 

quantidade de glicogénio no músculo esquelético pode estar associado ao que acontece 

fisiologicamente neste tecido, ou seja, a glicose captada é acumulada sob a forma de 

glicogénio, e não directamente ao efeito da metformina. O mecanismo anti-hiperglicémico da 

metformina deve-se não só ao estímulo da captação celular de glicose em tecidos periféricos, 

mas também à diminuição da absorção intestinal de glicose.  

1.2.2.3. A metformina e a actividade da AMPK  

A AMPK pertence a um grupo de enzimas sensíveis ao ambiente energético 

intracelular, isto é, ao rácio ATP/ADP. As situações de stress metabólico, induzem a 

activação desta enzima, que irá actuar no sentido de repor os níveis de ATP celulares, 

inibindo os processos anabólicos e acelerando o catabolismo. A AMPK é reconhecida como 

uma das enzimas com maior impacto na regulação de vias metabólicas, uma vez que inibe a 

síntese de glicogénio, a gliconeogénese e a síntese de lípidos, activando outros processos 

como o uptake de glicose, a glicólise e a oxidação de ácidos gordos (Hardie et al., 2006; 

Misra e Chakrabarti, 2007). A actividade da AMPK também está associada à inibição da 

síntese proteica e da expressão genética em alguns dos tecidos em que está presente (Horman 

et al., 2002; Lochhead et al., 2000). 

A interferência da metformina em diferentes vias metabólicas perturba o ambiente 

energético das células dos vários tecidos em que actua, o que tem por consequência a 
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activação da AMPK. Actualmente, são vários os estudos que o comprovam, não só em 

hepatócitos como no músculo esquelético (Winder, 2001; Zang et al., 2004; Zhou et al., 

2001). No músculo, a metformina aumenta a actividade da AMPK, estimulando o uptake 

celular de glicose através da translocação de transportadores GLUT-4 para a membrana 

plasmática e podendo, a longo prazo, aumentar a sua expressão (Musi et al., 2002; Holmes et 

al., 1999; Jessen et al., 2003). Contudo, não são conhecidas as vias de sinalização que se 

sucedem entre a activação da AMPK e a inserção dos transportadores de glicose na 

membrana, pelo que a literatura sugere que esta activa cascatas de sinalização semelhantes às 

dos receptores de insulina (Sarabia et al., 1992; Jessen et al., 2003). No fígado, a AMPK 

participa, essencialmente, na regulação da síntese de lípidos, fosforilando e inibindo a acetil-

CoA carboxilase que catalisa a transferência de um grupo carboxílico para a acetil-CoA dando 

origem à malonil-CoA. Assim, a AMPK diminui a concentração de malonil-CoA – um 

substrato precursor da síntese de ácidos gordos e um forte inibidor da -oxidação 

mitocondrial. Consequentemente, a metformina diminui a lipogénese hepática, aumentando a 

oxidação de ácidos gordos (Viollet et al., 2006; Henin et al., 1995). 

1.2.2.4. Impacto da metformina no perfil lipídico diabético 

Conforme já foi referido previamente, a metformina tem um papel benéfico na 

dislipidemia associada à DT2. Neste contexto, são vários os estudos que evidenciam a 

redução dos níveis de AGL, colesterol total, colesterol LDL e triglicerídeos associados à toma 

de metformina, essencialmente por diminuição da lipogénese hepática (Golay, 2008; Despres, 

2003; Nagi et al., 1993; Wu et al., 1990; DeFronzo e Goodman, 1995; Rains, 1989). No 

entanto, pensa-se que o efeito anti-dislipidémico da meformina se traduz também na inibição 

da lipólise no tecido adiposo e redução da libertação de AGL a partir dos adipócitos (Del 

Prato et al., 1995; Abbasi et al., 1998 e 1997). Contudo, a redução de AGL pode não ser um 

resultado directo da acção da metformina, mas sim uma consequência da melhoria do controlo 

glicémico associado ao fármaco (Shulman et al., 1980; Abbasi et al., 1998). O fígado e o 

músculo esquelético são tecidos sensíveis aos níveis de AGL e, como tal, a redução dos 

mesmos contribui para a inibição da gliconeogénese e para a melhoria do uptake de glicose 

muscular (Clore et al., 1991; Sindelar et al., 1997; Cleasby et al., 2004). Por outro lado, 

apesar de não ter um efeito directo na função das células  pancreáticas, a metformina pode 

melhorar a secreção de insulina, uma vez que limita a exposição prolongada das mesmas a 

AGL e à hiperglicemia. (Patanè et al., 2000, Boden et al., 2002). O impacto do fármaco no 
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metabolismo lipídico está directamente relacionado com a manutenção/redução de peso e à 

redução do risco cardiovascular (United Kingdom Prospective Diabetes Study, 1998; Golay, 

2008). Em conclusão, no tecido adiposo, a metformina inibe a lipólise, enquanto que no 

fígado suprime a lipogénese e estimula a -oxidação, afectando favoravelmente o perfil 

lipídico.  

1.2.2.5. Cardioprotecção associada à metformina 

Pelo efeito benéfico da metformina no controlo glicémico, na resistência dos tecidos 

periféricos à insulina e no metabolismo lipídico, este fármaco diminui a predisposição do 

doente diabético para o desenvolvimento de complicações cardiovasculares como a 

aterosclerose, hipertensão e a disfunção endotelial, reduzindo inclusive em 36% a ocorrência 

de enfarte do miocárdio (United Kingdom Prospective Diabetes Study, 1998). Neste sentido, 

estudos efectuados em animais hipertensos revelaram que a acção da metformina se traduz no 

abrandamento do ritmo cardíaco, através de um efeito parassimpático inibitório (Muntzel et 

al., 1999), e na redução da pressão arterial (Bhalla et al., 1996; Morgan et al., 1992). Por 

outro lado, o tratamento de ratos diabéticos com metformina corrige as anomalias associadas 

à cardiomiopatia diabética uma vez que promove a remoção de cálcio intracelular dos 

cardiomócitos, permitindo o seu relaxamento (Ren et al., 1999). Outros estudos demonstraram 

ainda que a metformina participa em mecanismos de coagulação, pois reduz os níveis do 

inibidor-1 do activador do plasminogénio, aumentando a actividade da enzima plasmina e 

portanto a degradação da rede de fibrina que agrega o coágulo (Grant et al., 1991). Também 

se observaram melhorias ao nível da disfunção endotelial (Matsumoto et al., 2008; Sena et al., 

2011) e da ocorrência e recuperação do enfarte do miocárdio em animais controlo e animais 

diabéticos (Legtenberg et al., 2002; Charlon et al., 1988). Deste modo, tendo em conta a 

influência vantajosa da metformina nas complicações anteriormente referidas, o fármaco 

parece revelar mecanismos de protecção a nível cardiovascular.  

O efeito cardioprotector da metformina está associado ao aumento da produção de 

monóxido de azoto (NO) e naturalmente à sintase do NO (NOS) (Kawabata e Ishikawa, 2003; 

Sartoretto et al., 2005; Calvert et al., 2008). A nível cardiovascular, o NO produzido pelo 

endotélio regula processos como a pressão arterial e o tónus vascular (devido à sua acção 

vasorelaxante), a inibição da agregação plaquetária e da adesão de leucócitos, a prevenção da 

proliferação do músculo liso e a inflamação (Naseem, 2005; Moncada et al., 1991). A enzima 

NOS catalisa a conversão da arginina em NO e apresenta três isoformas – a NOS endotelial 

(eNOS), expressa no endotélio vascular; a NOS neuronal (nNOS), expressa em neurónios; e a 
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NOS indutível (iNOS), encontrada numa grande variedade de tecidos (Alderton et al., 2001). 

O NO é um gás altamente reactivo que penetra com facilidade as células dos tecidos 

circundantes, atravessando as membranas celulares de forma passiva e actuando em tecidos 

alvo como o músculo liso vascular (Cersosimo e DeFronzo, 2006, Moncada et al., 1991).  

A literatura consultada demonstra que a fosforilação reversível catalisada pela AMPK 

activa cascatas de sinalização cujo efeito final se reflecte na regulação da actividade da eNOS 

(Morrow et al., 2003; Chen et al., 1999). Assim, uma vez que a metformina também activa a 

AMPK noutros tecidos, como o músculo esquelético e o fígado, presume-se que este 

mecanismo se repita a nível cardiovascular. Neste sentido, Calvert e seus colaboradores 

(2008) estudaram os efeitos cardioprotectores da terapêutica com metformina num modelo 

animal de isquémia do miocárdio e observaram a redução do dano isquémico tanto em 

animais diabéticos, como em animais controlo. Verificaram ainda que o fármaco aumentou a 

actividade da AMPK e a fosforilação da eNOS. Davis e seus colaboradores (2006), 

analisaram a exposição de culturas de células endoteliais da artéria aorta à metformina, tendo 

demonstrado a diminuição da sobrexpressão de moléculas de adesão e da apoptose endotelial. 

Para além de corroborarem os resultados do estudo anterior, estudaram também possíveis 

cascatas de sinalização que envolvem a activação da eNOS, tendo concluído que a AMPK 

activa a eNOS ao promover a fosforilação e a consequente associação da proteína hsp90 (heat 

shock protein 90) com eNOS, formando um complexo de três enzimas que facilita a 

fosforilação da eNOS. Relativamente à expressão da eNOS, poder-se-ia considerar a 

influência do fármaco nos níveis de RNA mensageiro da enzima. No entanto, a nível 

cardiovascular, não são detectadas alterações nos níveis de expressão das três isoformas da 

NOS pelo que se depreende que o fármaco estimula, preferencialmente, a sua actividade 

enzimática (Sartoretto et al., 2005). Em conclusão, a nível cardiovascular, a metformina tem a 

capacidade de activar a AMPK, desencadeando vias de sinalização que culminam na 

activação da eNOS. Desta forma, a metformina aumenta a biodisponibilidade do NO que 

exerce um efeito protector a nível cardiovascular. 
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1.3. Efeitos adversos associados à metformina 

Como qualquer fármaco, a metformina está associada a efeitos secundários e reacções 

adversas sendo contra-indicada em doentes com insuficiência renal, hepática, cardíaca ou 

respiratória, ceto-acidose ou pré-coma diabéticos ou com hipersensibilidade ao fármaco ou 

qualquer um dos excipientes. Os efeitos adversos mais comuns são sintomas gastrointestinais, 

nomeadamente paladar metálico, anorexia, náuseas, desconforto abdominal e diarreia (Garber 

et al., 1997; Campbell et al., 1996; Raju et al., 2000). Geralmente, estes são moderados, 

dependentes da dose e reversíveis com a diminuição da mesma ou com a suspensão do 

tratamento. A toma do medicamento após as refeições ou formulações de libertação 

prolongada diminuem a gravidade e a ocorrência destes sintomas (Nathan et al., 2006; Feher 

et al., 2007; Blonde et al., 2004; Howlett et al., 2004; Blonde et al., 2004). A metformina 

também está associada a efeitos adversos metabólicos, tais como a redução da absorção da 

vitamina B12 e a acidose láctica que merece especial atenção já que pode ser fatal.  

Na maioria dos doentes que tomam metformina, verifica-se que cerca de 10-30% 

apresentam redução da absorção intestinal de vitamina B12 (Tomkin et al., 1971 e 1973). 

Pensa-se que este facto pode ser devido ao aumento da flora intestinal em doentes diabéticos 

ou à interferência da metformina com o metabolismo intestinal do cálcio, já que a absorção da 

vitamina B12 é um processo dependente desse metal (Caspary et al., 1977; Schafer, 1976). 

Bauman e seus colaboradores, concluiram que a redução da absorção da vitamina se deve ao 

efeito inibitório do fármaco no metabolismo do cálcio e que suplementos de cálcio podem 

ajudar a reverter este efeito (Bauman et al., 2000). 

A acidose láctica é um processo que se deve à acumulação de lactato, resultante da 

desidrogenação do piruvato pela enzima lactato desidrogenase no fígado e no músculo. Vários 

case-reports documentaram a ocorrência de acidose láctica associada à metformina. 

(Houwerzijl et al., 2000; Silvestre et al., 2007; McGuinness e Talbert, 1993). No entanto, 

Salpeter e colaboradores (2003), analisaram estudos relativos à terapêutica com metformina, 

entre 1966 e 2005, não tendo verificado casos fatais associados à acidose láctica, nem 

diferenças entre os níveis de lactato de grupos placebo e grupos tratados com o fármaco. 

Assim, concluíram que não existem evidências significativas que comprovem a associação da 

metformina com o risco de desenvolvimento de acidose láctica. A incidência deste processo é 

maior no caso da fenformina (precursor da metformina) e, como tal, a sua comercialização foi 

interrompida (McGuinness e Talbert, 1993). A excreção da fenformina é prolongada uma vez 

que exige conjugação e desactivação no fígado enquanto que a metformina é rapidamente 

excretada pelos rins na forma inalterada pelo que a probabilidade da acumulação tecidular da 
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metformina é menor (Lalau et al., 1995). O mecanismo pelo qual as biguanidas desencadeiam 

acidose láctica não está totalmente esclarecido. A metformina interfere indirectamente com a 

actividade de enzimas que participam nas vias metabólicas e com a respiração celular, 

podendo assim predispor a célula ao metabolismo anaeróbio. Assim, o piruvato é convertido a 

lactato por fermentação, sendo que, quando a razão lactato/piruvato aumenta, o excesso 

celular de lactato é escoado para o sangue, observando-se níveis exagerados de lactato no 

mesmo e a consequente redução o seu pH (Nelson e Cox, 2008). A acidose láctica associada à 

metformina resulta de uma conjugação de factores que proporcionam a produção anaeróbia de 

lactato, a sua eliminação hepática ineficaz e a acumulação de metformina nos rins (Lalau et 

al., 2010). Na maioria dos casos, este processo metabólico ocorre em indivíduos com factores 

de pré-disposição clínicos que facilitam a acumulação de lactato, como é o caso de hipoxia, 

complicações renais e hepáticas, complicações cardiovasculares e respiratórias, a idade 

avançada e a utilização concomitante com outros medicamentos (ex.: IECAs, AINEs, 

diuréticos tiazídicos) (Pongwecharak et al., 2009; Silvestre et al., 2007). Em suma, a acidose 

láctica é uma das complicações mais graves associada às biguanidas mas não está 

significativamente relacionada com a metformina, excepto quando o perfil clínico do doente 

diabético o predispõe. 

1.3.1. Diarreia diabética e não diabetica 

A DT2 está associada a sintomas gastrointestinais como náuseas, vómitos, dor 

abdominal, gastroparésia, obstipação, incontinência fecal, dando-se maior relevância à 

diarreia por ser um dos sintomas mais comuns e de maior prevalência (Shakil et al., 2008; 

Bytzer et al., 2001b; Quan et al., 2008; Lysy et al., 1999; Miller, 1983). Bytzer e seus 

colaboradores (2001a) avaliaram a prevalência de sintomas GI associados à diabetes num 

grupo controlo (n=8185) e num grupo de doentes diabéticos (n=423), dos quais 94,8% com 

DT2, e verificaram que os 21 sintomas GI considerados foram significativamente mais 

frequentes no grupo diabético. Um outro estudo prospectivo, realizado pelo mesmo grupo de 

investigadores, teve como objectivo estudar a associação entre a prevalência de sintomas GI e 

os fármacos utilizados na terapêutica da DT2. Assim, concluíram que a maioria dos sintomas 

não seria motivada pela acção de fármacos, mas sim pela própria doença. Contudo, 

verificaram excepções relativas à terapêutica com metformina e com sulfonilureias, sendo que 

a metformina estava significativamente associada à diarreia crónica e à incontinência fecal e 

as sulfonilureias apenas à dor abdominal (Bytzer et al., 2001 b). Desta forma, há que fazer a 

distinção entre dois termos: “diarreia diabética” que é motivada pela doença per se; e 
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“diarreia não diabética” que tem origem na terapêutica com antidiabéticos orais. Lysy e seus 

colaboradores (1999), concluíram que a frequência da diarreia diabética é maior em doentes 

com DT1, enquanto que a maior causa de diarreia não diabética é a terapêutica com 

metformina.  

A definição exacta de diarreia é difícil, devido às consideráveis variações nos hábitos 

intestinais normais. Um aumento da massa fecal, da frequência das evacuações e/ou da fluidez 

das fezes é percebido como diarreia pela maioria dos doentes. A diarreia é sempre 

acompanhada de dor, sensação de urgência, desconforto perianal e incontinência. Geralmente 

considera-se um episódio diarreico quando ocorre pelo menos uma evacuação de fezes 

líquidas ou pelo menos quatro evacuações com fezes de consistência mole, por dia. A diarreia 

pode ser motivada por factores diferentes, classificando-se em vários tipos, de acordo com o 

mecanismo que a desencadeia. A diarreia secretora caracteriza-se a pelo aumento da secreção 

e diminuição da absorção intestinais, culminando no transporte de iões cloreto para o lúmen 

intestinal. Para manter a electronegatividade, iões de sódio atravessam a parede GI, fazendo-

se acompanhar por moléculas de água para manter a isotonicidade. A diarreia osmótica ocorre 

quando os solutos intraluminais (como os açucares) não são absorvidos, aumentando as forças 

osmóticas e provocando o movimento de água por osmose, seguido do movimento de iões 

para o lúmen do intestino. A diarreia também pode ocorrer devido à inflamação da mucosa 

intestinal, condição esta que estimula a secreção intestinal, culminando na eliminação de fezes 

purulentas e sanguinulentas. A ocorrência de diarreia também está associada ao aumento da 

motilidade intestinal resultante de perturbações do controlo neuronal das substâncias que 

medeiam a contracção da parede GI, como, por exemplo, a serotonina. Contudo, o aumento da 

motilidade intestinal pode desencadear diarreia secretora, uma vez que a diminuição do tempo 

de contacto entre o conteúdo intestinal e a mucosa reduz o processo de absorção, estimulando 

a secreção de água e iões. Já a diminuição da motilidade está associada à diarreia osmótica 

devido ao prolongamento do contacto entre o conteúdo e a parede intestinais. (Kumar et al., 

2005; Guandalini e Vaziri 2011). 

A diarreia diabética deve-se essencialmente a alterações na motilidade GI como 

consequência da neuropatia diabética. A neuropatia diabética está associada tanto à DT1 

como à DT2, caracterizando-se por um distúrbio do sistema nervoso autónomo que afecta a 

função motora, sensorial e reflexa dos sistemas cardiovascular, urogenital e GI. Esta é 

acompanhada por alterações morfológicas como a desmielinização e a degeneração nervosas, 

afectando a função de órgãos inervados pelo sistema nervoso autónomo, como é o caso do 

sistema GI, em que a neuropatia diabética se manifesta através de anomalias na secreção e 
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motilidade intestinais (Clarke et al., 1979; Edwards et al., 2008). Desta forma, a diarreia está 

relacionada com a hiperactividade de neurónios secretores/motores excitatórios que inervam a 

parede GI e estimulam a secreção de água e electrólitos, dando origem às fezes líquidas e 

aquosas (Wood, 2007). A incidência da diarreia em doentes diabéticos pode assim resultar de 

uma conjugação de factores neuronais que favorecem a actividade parassimpática em 

detrimento da actividade simpática, da insuficiência pancreática e da diminuição da absorção 

de sais biliares (Shakil et al., 2008). A diarreia diabética tanto pode ser de natureza osmótica 

ou secretora, geralmente severa, com cerca de 10 ou mais episódios por dia que podem 

ocorrer a qualquer momento, sendo mais frequentes durante a noite ou em outro estado de 

repouso, o que está associado com a incontinência anal. Este tipo de diarreia episódica 

aparece intermitentemente intercalada por períodos que podem variar entre dias a meses em 

que a motilidade intestinal permanece normal, podendo mesmo ocorrer prisão de ventre (Lysy 

et al., 1999; Schiller et al., 1982; Edwards et al., 2008).  

A explicação farmacológica e bioquímica relativamente aos mecanismos subjacentes à 

diarreia não diabética, isto é, à diarreia desencadeada exclusivamente pela metformina, não é 

ainda conhecida. Seguidamente, apresentar-se-ão algumas propostas que pensámos serem 

relevantes para tentar perceber quais os mecanismos que fazem da diarreia, a principal 

manifestação GI da metformina. 

A diarreia pode resultar de uma conjugação de factores que culminam no reforço da 

actividade parassimpática intestinal. A inervação simpática dos órgãos abdominais, incluindo 

o intestino, é feita a partir das fibras nervosas que partem do gânglio celíaco. O bloqueio do 

plexo celíaco é uma técnica cirúrgica utilizada para o alívio da dor abdominal com origem nas 

vísceras (Raj, 2001, Erdine et al., 2005). O bloqueio simpático está associado ao aumento do 

peristaltismo intestinal e, por isso, muitos dos doentes desenvolvem diarreia crónica (Chan, 

1996). Como referido anteriormente, os doentes diabéticos exibem um perfil muito variado de 

sintomas gastrointestinais provocados tanto pela doença per se, como pela metformina. A 

DT2 está também associada à degeneração das fibras nervosas que alteram o funcionamento 

nervoso autonómico, favorecendo a motilidade e secreção intestinais. Assim, tendo em conta 

o exemplo do bloqueio celíaco, a diarreia provocada pela metformina pode ser o resultado do 

reforço da actividade parassimpática por parte do fármaco ou do reforço da acção estimulante 

de neurotransmissores que participem na motilidade e secreção intestinais. Esta hipótese é 

sustentada pelo facto de alguns estudos demonstrarem a inibição simpática da metformina em 

outros sistemas biológicos que não o GI. Petersen e seus colaboradores (1996), concluíram 

que a metformina, actuando por intermédio do sistema nervoso central (SNC), exerce um 
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efeito inibitório simpático que se revelou no decréscimo da pressão arterial, do ritmo cardíaco 

e da actividade nervosa simpática eferente renal. Por outro lado, numa colaboração com 

outros autores, Petersen e colaboradores, (1997), propuseram que doses elevadas de 

metformina interrompem a neurotransmissão ganglionar em nervos renais, sendo que estes 

dados contribuem para o reforço da hipótese por nós colocada. 

Por outro lado, um dos mecanismos hipoglicemiantes da metformina é o atraso na 

absorção intestinal de glicose (Bailey, 1995). Os estudos realizados neste âmbito comprovam 

que a acumulação de metformina no intestino tem um efeito inibitório na absorção de glicose 

(Ikeda et al., 2000) e que o mesmo é dependente da dose, sendo que o fármaco interfere com 

os transportadores de glicose intestinais (Wilcock e Bailey, 1991). Sakar e colaboradores 

(2010) demonstraram que a metformina reduz rapidamente o número de dois transportadores 

de glicose: SGLT-1 (Na
+
-dependent glucose transporter-1) e GLUT-2 nas membranas 

plasmáticas dos enterócitos, via activação da AMPK. Assim, a redução da absorção de glicose 

permite que esta se acumule no lúmen intestinal. Ora, a glicose é açucar que induz o 

deslocamento de água por osmose através das células epiteliais da mucosa intestinal e, desse 

modo, a metformina pode desencadear diarreia osmótica. 

O objectivo deste estudo pretende esclarecer a acção do fármaco a nível intestinal. 

Para o tentar compreender, convém perceber o controlo do sistema GI, nomeadamente a 

influência que o sistema nervoso entérico exerce sobre o funcionamento do mesmo. Podem 

então colocar-se as seguintes questões: qual a influência que a metformina tem a nível GI? 

Terá um efeito directo na motilidade e secreção intestinais? Poderá induzir a libertação de 

substâncias activas no intestino que potenciem os mecanismos subjacentes à diarreia? Poderá 

favorecer a inervação parassimpática através de um bloqueio das vias neuronais simpáticas?  
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1.4. O sistema gastrointestinal 

1.4.1. Estrutura da parede intestinal 

A parede intestinal contém estruturas especializadas que aumentam a superfície de 

contacto do intestino, nomeadamente, as vilosidades (dobras que se estendem para o lúmen) e 

as microvilosidades (projecções apicais da membrana celular das células epiteliais). É ainda 

organizada em quatro camadas – a mucosa, a submucosa, a camada muscular e a serosa – 

como demonstra a figura 1.2. A mucosa é constituída pelo epitélio, uma camada simples de 

células epiteliais alternadas com células exócrinas e endócrinas que secretam muco para o 

lúmen e libertam hormonas para a corrente sanguínea, respectivamente. No intestino delgado, 

a secreção intestinal é um processo que se deve ao movimento de iões e água das células 

epiteliais para o lúmen: células epiteliais secretam iões como o sódio, o cloreto e o 

bicarbonato ocorrendo o movimeto de água por osmose. No epitélio surgem ainda 

invaginações formando glândulas exócrinas que secretam enzimas, água, iões e muco para o 

lúmen. Sob o epitélio encontra-se a lâmina própria, por onde passam pequenos vasos 

sanguíneos, fibras nervosas e vasos linfáticos. A mucosa é ainda constituída pela muscularis 

mucosa que consiste numa fina camada de músculo liso separando a mucosa da camada 

seguinte. A submucosa contém uma rede de células nervosas, o plexo submucoso (ou plexo 

de Miessner), juntamente com vasos sanguíneos e linfáticos de maior envergadura que se 

projectam para as camadas adjacentes. A actividade contráctil do tracto GI é desempenhada 

pela camada muscular que, por sua vez, contém dois tipos de camadas compostas por células 

musculares lisas: a camada circular, cuja contracção permite o estreitamento do lúmen e a 

camada longitudinal, cuja contracção leva ao encurtamento do tubo GI. Entre as duas camadas 

musculares encontra-se outra rede nervosa, o plexo mientérico (ou plexo de Auerbach). A 

serosa rodeia a superfície exterior do tracto GI e está anexada ao mesentério que suporta o 

tracto GI na cavidade abdominal (Vander et al., 2003; Noback et al., 2005). 
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Figura 1.2. Estrutura e inervação da parede gastrointestinal (adaptado de Noback et al., 2005). 

1.4.2. Contracção do músculo liso intestinal 

As células do músculo liso das camadas da parede intestinal apresentam morfologia 

fusiforme, são mononucleadas e comportam-se de forma unitária. Cada célula apresenta três 

tipos de filamentos: os filamentos espessos de miosina, os filamentos finos de actina e os 

filamentos intermédios que não participam directamente na contracção, mas fazem parte do 

citosqueleto, permitindo a transmissão da força contráctil a toda a célula. Contrariamente ao 

músculo esquelético, os miofilamentos não estão agrupados em sarcómeros e não se 

organizam em miofibrilhas, sendo essa a razão pela qual o músculo liso não apresenta aspecto 

estriado. Assim, os filamentos de actina estão ligados aos corpos densos que se encontram 

distribuídos no sarcoplasma e no sarcolema e cuja coesão é mantida pelos filamentos 

intermédios de desmina. Além de áreas densas, o sarcolema apresenta ainda cavéolas, 

invaginações membranares que contém estruturas especializadas para as demais funções 

celulares como proteínas, lípidos e depósitos de cálcio. As células do músculo liso estão 

unidas por gap junctions e por desmossomas: as gap junctions asseguram a passagem de 

moléculas e de correntes iónicas envolvidas na geração dos potenciais de acção, facilitando a 

condução eléctrica directa entre várias células; os desmossomas, para além de contribuírem 

para a adesão intercelular, permitem a transmissão da força de contracção desenvolvida por 

uma célula para a célula seguinte. Assim, as células de músculo liso intestinal comportam-se 
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como um grupo que está interligado e, por isso, funciona eléctrica e mecanicamente como 

uma unidade, constituindo um sincício funcional (Sherwood, 2008). 

A motilidade intestinal refere-se a contracções musculares que propulsionam o 

conteúdo luminal, sendo gerada pelo músculo liso da parede do tracto GI. Na origem do 

processo de contracção do músculo liso, podem estar um dos seguintes mecanismos: 

activação mecânica dos miofilamentos; activação de receptores por acção de hormonas ou 

neurotransmissores como a acetilcolina (ACh – acetylcholine); alteração do potencial de 

membrana por influência da activação de canais iónicos ou por propagação de potenciais de 

acção; acção das células intersticiais de Cajal (CIC). A actividade contráctil do músculo liso é 

iniciada pela elevação da concentração de Ca
2+

 intracelular. A maioria do Ca
2+

 

sarcoplasmático provém do influxo do ião do espaço extracelular para a célula, através de 

canais iónicos de cálcio (associados a receptores ou sensíveis à voltagem) presentes na 

membrana celular. No entanto, a célula também utiliza recursos intracelulares de cálcio, 

através da libertação do mesmo a partir do retículo sarcoplasmático (Sherwood, 2008). Este 

último mecanismo envolve vias de transdução de sinal em resposta a um estímulo 

neurohumoral externo (figura 1.3.). Após a ligação da hormona ou do neurotransmissor, a 

fosfolipase C é activada, catalisando a conversão do lípido membranar PIP2 

(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) em dois segundos mensageiros: IP3 (inositol 

trisphosphate) e o diacilglicerol (DAG). A interacção do IP3 com receptores específicos 

presentes no retículo sarcoplasmático desencadeia a libertação de cálcio do seu interior para o 

citoplasma. O DAG, juntamente com o cálcio, activa a proteína cinase C cuja função é 

fosforilar outras proteínas que também intervêm na regulação do processo de contracção. 

Contudo, a contracção depende do estado de fosforilação da cadeia leve de miosina. O 

aumento da concentração intracelular de Ca
2+

 permite a formação do complexo Ca
2+

-

calmodulina que, por sua vez, activa a MLCK (myosin light chain kinase). A MLCK catalisa 

a transferência de um grupo fosfato do ATP para a miosina, estabelecendo-se assim pontes 

cruzadas entre a actina e a miosina. A acção da MLCK também estimula a actividade Mg
2+

-

ATPase das cabeças de miosina ocorrendo hidrólise de ATP. A energia libertada durante esta 

reacção é necessária para que os filamentos deslizem um sobre o outro, levando ao 

encurtamento das células musculares lisas, isto é, à contracção. 

O relaxamento das células de músculo liso ocorre graças à terminação do estímulo ou 

pela acção directa de substâncias que inibem o mecanismo contráctil. Este processo requer 

diminuição da concentração de Ca
2+

 do meio intracelular, quer pelo sequestro do mesmo para 

o interior do retículo sarcoplasmático, quer pelo efluxo do ião para o meio extracelular. Em 

http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphatidylinositol_4,5-bisphosphate
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ambas as membranas sarcoplásmica e celular existem Ca
2+

/Mg
2+

-ATPases, sendo que, na 

membrana plasmática, os trocadores antiporte Na
+
/Ca

2+
 também contribuem para a remoção 

do Ca
2+

 do citoplasma. Como consequência, o Ca
2+

 desliga-se da calmodulina e a MLCK 

permanece inactiva. Por sua vez, a miosina fosfatase é activada catalizando a desfosforilação 

das cadeias leves de miosina, o que promove o relaxamento das células de músculo liso 

(Webb, 2003). 

 

Figura 1.3. Vias de sinalização celular do mecanismo de contracção do músculo liso 

(adaptado de Morelli et al., 2006). 

O músculo liso do intestino apresenta dois tipos de contracções – tónicas e fásicas. O 

relaxamento resulta da remoção do estímulo contráctil ou da acção de substâncias relaxantes. 

O tónus é a capacidade de manutenção de um estado de contracção prolongado. O tónus 

existe devido ao potencial de repouso das células musculares lisas que varia entre -40 a -80 

mV. Alguns dos canais iónicos sensíveis à voltagem, presentes no sarcolema, estão abertos a 

este potencial, permitindo a entrada passiva de iões como o Ca
2+

 e, portanto, a contracção 

moderada e contínua do músculo. Por outro lado, a tonicidade também pode ser regulada pela 

estimulação nervosa contínua de baixa intensidade ou por factores hormonais. As contracções 

fásicas rítmicas originam os movimentos propulsivos do conteúdo luminal e são reguladas por 

ondas lentas. As ondas lentas são originadas pela função pacemaker das CIC e representam os 

ritmos eléctricos basais do intestino (Čamborová et al., 2003). Uma onda lenta consiste na 

seguinte sequência: despolarização rápida, repolarização parcial, plateau prolongado e 

repolarização completa. Em alguns casos, quando se atinge o limiar, são impostos potenciais 

spike no plateau da onda lenta. Estes são potenciais muito curtos que intensificam a amplitude 

do plateau, podendo vir a dar origem a contracções fásicas intestinais, mediante influência 
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neurohumoral (Hansen, 2003). Na origem da ritmicidade das contracções intestinais estão as 

CIC que formam uma rede tri-dimensional de células dispostas de forma adjacente e por entre 

as camadas circular e longitudinal de músculo liso e pelos plexos mientérico e submucoso 

(Hirst e Edwards, 2004). As CIC são espontaneamente activas a valores de potencial mais 

baixos (mais positivos) do que as células musculares lisas. A esse potencial, os canais de 

cálcio sensíveis à voltagem criam pequenas correntes de influxo. No entanto, tem de ocorrer 

despolarização das CIC para a activação das correntes pacemaker. O facto de as CIC estarem 

electricamente acopladas entre si e às células musculares, facilita a potenciação da corrente e, 

portanto, a origem da onda lenta. Os dois tipos de células estão associadas por gap junctions, 

formando canais intercelulares que possibilitam a transferência de corrente eléctrica e, desta 

forma, é gerada a contracção do músculo liso (Li et al., 1993; Čamborová et al., 2003). 

Assim, a ritmicidade da contracção da parede GI é levada a cabo pela progressão da onda 

lenta originada nas zonas onde se concentram as CIC. Esta propaga-se em todas as direcções, 

estendendo-se às células vizinhas das camadas de músculo liso, provocando contracção e 

consequentemente o peristaltismo que permite o movimento do conteúdo intestinal (Huizinga 

e Lammers, 2009). 

1.4.3. Regulação da motilidade intestinal 

A regulação da motilidade e secreção intestinais é levada a cabo pela acção de 

neurotransmissores e de hormonas. A regulação hormonal é feita por substâncias como a 

insulina, a neurotensina, a colecistoquinina, a secretina, a gastrina, as incretinas, a motilina e a 

serotonina. Algumas são libertadas a partir das células endócrinas da mucosa GI após uma 

refeição ou em resposta a um estímulo mecânico/químico do conteúdo GI, interagindo, por 

exemplo, com receptores presentes em células neuronais e células musculares lisas, regulando 

assim a motilidade intestinal (Ahlman e Nilsson, 2001).  

A regulação neuronal depende da inervação extrínseca, simpática e parassimpática, e 

da inervação intrínseca que constitui o sistema nervoso entérico (SNE). A inervação 

autonómica extrínseca estabelece o vínculo entre o SNC e o tracto GI: as vias parassimpáticas 

favorecem a actividade do órgão por acção da ACh, enquanto que as vias simpáticas 

contribuem para a redução da mesma por acção da noradrenalina. O SNE controla a 

actividade GI através de reflexos locais que são desencadeados por factores como a distensão 

local da parede intestinal, a distensão da mucosa e a composição química do conteúdo 

intestinal. Este é considerado quase como um “minibrain”, uma vez que exerce a sua função 

de um modo quase independente da influência do SNC. A musculatura (camadas circular e 
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longitudinal), o epitélio da mucosa intestinal (células epiteliais e células cromafins) as CIC e a 

vasculatura são sistemas efectores do SNE. Assim, o comportamento global do órgão reflecte 

a actividade neuronal integrada destes sistemas. A sinalização química do SNE é exercida 

pela acção de neurotransmissores e neuropeptídeos de acção excitatória (ACh, serotonina e 

substância P) e inibitória (noradrenalina, polipeptídeo intestinal vasoactivo (VIP – vasoactive 

intestinal polipeptide), neuropeptídeo Y e o NO). O ATP pode actuar tanto como transmissor 

de acção inibitória como excitatória, consoante o tipo e a localização dos receptores em que 

actua. Estes mediadores podem actuar tanto em neurónios, como nas restantes células que 

fazem parte da constituição da parede GI, modulando a sua actividade. A inervação intrínseca 

do intestino é composta por neurónios aferentes primários intrínsecos (IPANs – intrinsic 

primary afferent neurons), interneurónios e neurónios motores. Estes estão agrupados em dois 

plexos nervosos: o plexo mientérico, que coordena a actividade do músculo liso, e o plexo 

submucoso, que regula a secreção da mucosa e o fluxo sanguíneo. Os IPANs são 

referenciados como os neurónios de maior relevância para o início da resposta fisiológica à 

digestão estabelecendo sinapses com neurónios motores através de interneurónios. A sua 

activação constitui o início de um circuito neuronal cujo efeito final se traduz na coordenação 

da motilidade e secreção intestinais. Os IPANs estabelecem sinapses com interneurónios, 

maioritariamente colinérgicos, ascendentes e descendentes. Por sua vez, estes interneurónios 

interagem com neurónios motores que inervam as células de músculo liso, mediando a sua 

contracção/relaxamento. Na junção de difusão neuromuscular, os neurónios motores libertam 

ACh e substância P como neurotransmissores de acção excitatória e NO, ATP e VIP de acção 

inibitória. O sistema nervoso entérico também dispõe de mecanismos neuronais que 

controlam a actividade das CIC, assim como das células secretoras (neurónios 

secretomotores) presentes na mucosa regulando a ritmicidade e a secreção intestinal de 

fluidos e electrólitos (Costa et al., 2000; Benarroch, 2007; Wood et al., 1999; Bertrand, 2003; 

Hirst e Edwards, 2004). Contudo, o conhecimento geral do funcionamento intestinal não é 

ainda percebido de forma consistente devido à complexidade dos mecanismos de acção das 

substâncias que medeiam a componente hormonal, neuronal, muscular e secretora. 

 A acetilcolina é um neurotransmissor de grande importância a nível 

gastrointestinal: i) é o principal mediador parassimpático; ii) as vias neuronais entéricas são 

maioritariamente colinérgicas; iii) é o principal transmissor excitatório da contracção das 

células musculares lisas. As fibras nervosas parassimpáticas que inervam o sistema GI partem 

de ramificações do SNC, nomeadamente do nervo vago e dos nervos pélvicos. Estas fibras 

nervosas, que não são mais que neurónios pré-ganglionares parassimpáticos, estendem-se a 



Capítulo 1 

Introdução 

34 

 

gânglios terminais onde estabelecem sinapse com neurónios pós-ganglionares na parede dos 

órgãos efectores (Olsson e Holmgren, 2001). A ACh é armazenada em vesículas sinápticas e, 

após o potencial de acção, é libertada a partir dos terminais nervosos, sendo posteriormente 

degradada pela acetilcolinesterase, uma enzima abundante na fenda sináptica que permite a 

terminação rápida da acção da mesma. A nível intestinal, a ACh desempenha funções como a 

regulação do transporte iónico em células epiteliais e o controlo directo da motilidade 

intestinal (Hirota e McKay, 2006). Na junção de difusão, as moléculas de ACh activam 

receptores muscarínicos M2 e M3 nas células musculares lisas que medeiam a contracção 

(Tobin et al., 2009). Os receptores nicotínicos, para além de terem uma localização 

ganglionar, estão descritos em neurónios colinérgicos e não colinérgicos, interneurónios e em 

neurónios motores dos plexos mientérico e submucoso. Assim, estão envolvidos na 

modelação das vias neuronais que controlam a actividade GI cujo efeito net se traduz na 

libertação de ACh dos neurónios motores e deste modo na motilidade intestinal (Mandl e 

Kiss, 2007; Olsson e Holmgren, 2001).  

No sistema GI, também é de considerar a histamina pelas funções distintas que 

desempenha: secreção gástrica de ácido clorídrico, imunomodulação, contracção do músculo 

liso, vasodilatação e controlo epitelial e endotelial. A maioria da histamina provém de 

grânulos existentes nos mastócitos (células do sistema imunitário) e nas células 

enterocromafins-like (EC-like) presentes no estômago. No entanto, uma pequena componente 

histaminérgica tem origem neuronal, nomeadamente, no SNC e SNE. Nos neurónios, a 

histamina é transportada através do transportador VMAT (vesicular monoamine transporter) 

para o interior de vesículas, enquanto que nos mastócitos e nas células EC-like é armazenada 

em grânulos. Após a sua libertação, a terminação da resposta à histamina é feita pela 

histamina metiltransferase no SNC e pela MAO (monoaminoxidase) e pela diamina oxidase 

nos tecidos periféricos (Haas et al., 2008). Apesar da principal função da histamina, no tracto 

GI, ser a regulação da secreção gástrica, a acção da mesma também tem vindo a ser associada 

a sintomas gastrointestinais como a diarreia (Wood 2006). Giovanni e seus colaboradores 

(2004) observaram que a libertação de histamina a partir dos mastócitos de doentes com 

Síndrome do Intestino Irritável é maior quando comparada com indivíduos normais. A 

histamina não é sintetizada por neurónios entéricos e, por isso, não é considerada como um 

neurotransmissor no intestino, tendo origem essencialmente dos mastócitos (Nemeth et al., 

1984). A histamina contribui de um modo directo para a motilidade intestinal através de 

receptores H1 localizados nas células de músculo liso da parede intestinal, provocando a sua 

contracção (Bertaccini et al., 1992, Sander et al., 2006). Por outro lado, esta actua em 
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receptores localizados em neurónios entéricos do plexo mientérico e submucoso estimulando 

a libertação de neurotransmissores como a ACh e, simultaneamente, em receptores pré-

sinápticos inibitórios que bloqueiam a inervação simpática do intestino, favorecendo a 

actividade nervosa parassimpática e assim contribuindo para a ocorrência de diarreia (Liu et 

al., 2000; Frieling et al., 1993; Tamura et al., 1988; Wood, 2007).   

1.4.3.1. A serotonina no sistema gastrointestinal 

A actividade gastrointestinal tem uma importante componente serotoninérgica. A 

serotonina (5-hidroxitriptamina – 5-HT) é um neurotransmissor utilizado por vários sistemas 

neuronais do cérebro e do intestino. Contudo, dos neurónios constituintes do SNE, apenas 

uma pequena quantidade contém 5-HT. A maioria são colinérgicos, sendo que a 5-HT actua 

essencialmente como modulador da actividade neuronal, influenciando a contracção do 

músculo liso de um modo indirecto, apesar de estarem descritos receptores de 5-HT no 

músculo liso (Gershon e Tack, 2007; Hansen, 2003). A libertação de 5-HT a partir das células 

enterocromafins (EC) parece ser o estímulo de maior relevância para o processo da motilidade 

e secreção intestinais. As EC constituem a maior população de células endócrinas no tracto 

GI, localizando-se no epitélio da mucosa intestinal e projectando as suas porções apicais para 

o lúmen. O citoplasma das células EC está repleto de grânulos que armazenam produtos de 

secreção destas células, sendo que cerca de 90% da 5-HT intestinal tem origem nestas células 

(Nilsson et al., 1987). A síntese de 5-HT ocorre no citoplasma e é posteriormente transportada 

para o interior de grânulos através do VMAT. A estimulação das células EC permite a 

translocação dos grânulos para a membrana celular, ocorrendo a libertação do seu conteúdo 

por exocitose. A 5-HT secretada é projectada para o lúmen intestinal, tendo como alvo 

primário os IPANs que activarão outros circuitos neuronais que iniciam reflexos peristálticos 

e a actividade secretora do intestino. A terminação da acção da 5-HT é feita pelo reuptake da 

mesma para o interior das células EC e dos neurónios ou por degradação enzimática levada a 

cabo pela acção da MAO (Gershon 1999; Gershon e Tack, 2007). A acção da 5-HT é mediada 

por receptores serotoninérgicos. Actualmente estão descritos 7 tipos de receptores com 

diferentes subtipos e localização celular que variam consoante a espécie. São receptores 

metabotrópicos com 7 domínios transmembranares acoplados à proteína G, à excepção dos 

receptores 5-HT3, que formam um canal iónico pentamérico. A tabela I sumariza e descreve a 

classificação dos receptores da 5-HT expressos em rato, ratinho e humano. Estes estão 

classificados de acordo com características genéticas, estruturais, mecanismos de transdução e 

perfil farmacológico, tendo como referência os dados disponibilizados pela IUPHAR 
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(International Union of Pharmacology). Uma vez que este estudo incide sobre o efeito da 

metformina a nível intestinal, dar-se-á relevância aos receptores da 5-HT descritos no tracto 

GI, nomeadamente aos receptores 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT4 e 5-HT7, presentes nas células de 

músculo liso, e aos receptores neuronais 5-HT1A, 5-HT3 e 5-HT4 que regulam a actividade GI 

uma vez que modulam a neurotransmissão (Hoyer et al., 1994; Barnes et al., 2011; Andrade 

et al., 2011; Lummis et al., 2010). 

Tabela I. Classificação e caracterização dos receptores de 5-hidroxitriptamina. 

Tipo de 

receptor 

Subtipo de 

receptor 
Via de transdução, distribuição e função 

5-HT1 

5-HT1A 

Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gi/Go, inibindo a adenil 

ciclase;  

Distribuição tecidular: SNC; plexo mientérico; músculo liso vascular; macrófagos; rins; 

Função: hiperpolarização neuronal; autorreceptor a nível central; heterroreceptor no plexo 

mientérico; inibição da libertação de neurotransmissores; contracção do músculo liso vascular; 

antinocicepção; comportamento e aprendizagem; actividade locomotora; estimulação da 

capacidade fagocítica. 

5-HT1B 

Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gi/Go, inibindo a adenil 

ciclase;  

Distribuição tecidular: SNC; neurónios autonómicos; músculo liso vascular; endotélio 

vascular; timo, linfócitos; baço; 

Função: autorreceptor/heterroreceptor; inibição da libertação de neurotransmissores; 

contracção do músculo liso vascular. 

5-HT1D 

Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gi/Go, inibindo a adenil 

ciclase; 

Distribuição tecidular: SNC; neurónios autonómicos; músculo liso vascular;   

Função: autorreceptor/heterroreceptor; inibição da libertação de neurotransmissores; 

contracção do músculo liso vascular. 

5-HT1E 

Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gi/Go, inibindo a adenil 

ciclase; 

Distribuição tecidular: SNC; 

Função: desconhecida. 

5-HT1F 

Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gi/Go, inibindo a adenil 

ciclase; 

Distribuição tecidular: SNC; útero; mesentério; coração; timo; linfócitos; baço; 

Função: desconhecida. 

5-HT2 

5-HT2A 

Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gq/G11, estimulando a 

fosfolipase C;  

Distribuição tecidular: SNC e sistema nervoso periférico (SNP); endotélio vascular; músculo 

liso vascular; músculo liso dos brônquios, bexiga e intestino delgado; plaquetas; 

Função: contracção do músculo liso; agregação plaquetária; potenciação da dor inflamatória 

periférica. 

5-HT2B 

Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gq/G11, estimulando a 

fosfolipase C; 

Distribuição tecidular: SNC; endotélio vascular; músculo liso vascular; músculo liso do útero, 

fundus do estômago, intestino delgado, intestino grosso, pulmões; traqueia, coração, rins, 

fígado, ovários; músculo esquelético; testículos; placenta; próstata; pâncreas; 

Função: contracção do músculo liso vascular; regulação da diferenciação e proliferação do 

coração adulto e em desenvolvimento. 
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5-HT2C 

Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gq/G11, estimulando a 

fosfolipase C;  

Distribuição tecidular: SNC; 

Função: analgesia; ansiedade; hiperlocomoção; redução do consumo de comida; regulação do 

sono; regulação da resposta ao stress. 

5-HT3 

 

Via de transdução: Receptor ionotrópico, com permeabilidade a iões monovalentes (Na+ e K+) e Ca2+, 

contribuindo para o aumento da [Ca2+]i e consequentemente para a despolarização do neurónio; 

Distribuição tecidular: SNC e SNP; neurónios entéricos; 

Função: modulação da actividade e transmissão neuronal; excitação simpática e parassimpática; controlo de 

reflexos a nível cardiovascular, respiratório, urinário e gastrointestinal. 

5-HT4 

 

Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gs, estimulando a adenil ciclase; 

Distribuição tecidular: SNC; músculo liso do esófago, do intestino delgado e do intestino grosso; músculo 

cardíaco; neurónios entéricos; neurónios respiratórios;  

Função: relaxamento/contracção do músculo liso; aumento do ritmo cardíaco; modulação da transmissão 

neuronal; plasticidade sináptica; aprendizagem e memória; estímulo do consumo de comida. 

5-HT5 
Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gq/G11, estimulando a fosfolipase C; 

Distribuição tecidular: SNC; 

Função: ainda não totalmente definida; modulação do comportamento e possível controlo do ritmo cardíaco. 

5-HT6 

 

Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gs, estimulando a adenil ciclase; 

Distribuição tecidular: SNC; timo, linfócitos, baço; 

Função: aprendizagem e memória; modulação da transmissão colinérgica e dopaminérgica. 

5-HT7 

Via de transdução: Receptor metabotrópico acoplado a proteína Gs, estimulando a adenil ciclase; 

Distribuição tecidular: SNC; coração; músculo liso vascular; músculo liso do intestino delgado e intestino 

grosso; timo; linfócitos; baço; 

Função: relaxamento do músculo liso; nocicepção; antinocicepção; regulação do ritmo cardíaco; hipotermia; 

hipotensão; aprendizagem e memória. 

Apesar de ainda não oficialmente aceite pela IUPHAR, tem vindo a ser sugerida a 

existência de um outro subtipo de receptor, o 5-HT1P. Este é encontrado exclusivamente a 

nível periférico, no sistema nervoso entérico, participando no controlo da actividade intestinal 

já que a sua activação permite a despolarização lenta de neurónios do plexo mientérico e 

submucoso (Barnes et al., 2011). Pan e Gershon (2000) identificaram a presença de receptores 

5-HT1P em IPANs do intestino delgado de cobaias, enquanto que outros autores os 

identificaram em intestino delgado (Branchek et al., 1988) e cólon de rato (Grider et al., 

1996). Contudo, alguns autores sugerem que o receptor 5-HT1P pode, na verdade, ser o 

receptor 5-HT7. Apesar de estar maioritariamente expresso no SNC, o RNA mensageiro do 

receptor 5-HT7 também é encontrado no íleo e cólon de humanos, mediando o relaxamento do 

músculo liso (Bard, et al., 1993; Jasper et al., 1997).  

Os receptores 5-HT1A dos terminais colinérgicos do plexo mientérico comportam-se 

como heterorreceptores somatodendríticos. Assim, o seu efeito traduz-se na diminuição da 

libertação de ACh e na redução da actividade intestinal, conforme observado em intestino de 

cobaias e de rato (Dietrich e Kilbinger, 1996; Kirchgessner et al., 1996 e 1993; Foong et al., 

2009). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dietrich%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kilbinger%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Foong%20JP%22%5BAuthor%5D
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A actividade dos receptores 5-HT2A/2B reflecte-se na contracção gástrica e intestinal, 

uma vez que estão descritos nas células de músculo liso da parede do tracto GI (Andrade et 

al., 2011). Baxter e colaboradores (1994) identificaram os receptores 5-HT2B como os 

mediadores da contracção do músculo liso longitudinal da região do fundus de estômago de 

rato em resposta à 5-HT. Por outro lado, Komada e Yano (2007) observaram a intervenção 

dos receptores 5-HT2A/2B na resposta contráctil do músculo liso circular de estômago de rato à 

5-HT, pelo que acrescentam ainda a presença de ambos nas várias regiões gástricas. A nível 

intestinal, experiências em ratinhos knockout para o receptor 5-HT2A revelaram a ausência de 

contracção do músculo liso do cólon em resposta à 5-HT (Fiorica-Howells et al., 2002). Mais 

ainda, estudos funcionais de contracção de músculo liso longitudinal demonstraram o 

envolvimento de receptores 5-HT2A, em íleo de rato e 5-HT2B, em intestino delgado e cólon 

humanos, na resposta contráctil à 5-HT (Briejer et al., 1997; Borman e Burleig, 1995, Borman 

et al., 2002).  

Os receptores 5-HT3 estão descritos apenas a nível neuronal, tanto no SNC como em 

neurónios sensoriais, neurónios pré e pós-ganglionares autonómicos e em neurónios do SNE. 

Ao contrário dos restantes tipos de receptores, estes são um canal iónico pentamérico nos 

quais a ligação da 5-HT permite o influxo de Na
+
 e Ca

2+
 e o efluxo de K

+
, com consequente 

despolarização do neurónio. Assim, a sua principal função é a modulação da libertação de 

vários neurotransmissores a partir dos terminais nervosos (Lummis et al., 2011). Bertrand e 

colaboradores (2000), através de estudos em preparações de íleo de cobaia, revelaram que os 

terminais dos IPANs do plexo mientérico são activados via receptores 5-HT3. Para além disso, 

os receptores 5-HT3 estão presentes em várias regiões do intestino delgado e do intestino 

grosso de rato e humano e estão localizados em neurónios dos plexos mientérico e 

submucoso, em neurónios que inervam as CIC e as células epiteliais das criptas intestinais 

(Niesler et al., 2003; Michel et al., 2005; Glatzle et al., 2002). Deste modo, estes receptores 

medeiam a libertação de ACh dos terminais do plexo mientérico, provocando a contracção de 

segmentos de íleo de cobaias, ratinho e rato (Bertrand et al., 2000; Fox and Morton 1990; 

Tuladhar et al., 2000; Kiso et al., 2001). 

Os receptores 5-HT4 estão descritos em neurónios entéricos (plexo mientérico e 

submucoso), aumentando a transmissão sináptica de neurónios colinérgicos o que, por sua 

vez, aumenta a actividade de neurónios motores que inervam o músculo liso intestinal (Hoyer 

et al., 1994). Deste modo, modulando a neurotransmissão, influenciam o comportamento da 

parede GI e das células secretoras e estimulam o esvaziamento gástrico em estômago de rato, 

ratinho e humano (Hegde et al., 1995; Degen et al., 2001; Crowell et al., 2005), o reflexo 
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peristáltico (contracção ascendente e relaxamento descendente) em rato, ratinho, e humano 

(Kadowaki et al., 2002; Foxx-Orenstein et al., 1996; Grider, 2003), e a secreção intestinal de 

Cl
-
, HCO3

-
 e Na

+
 em rato (Budhoo e Kellum, 1994; Ning et al., 2004) e de HCO3

-
 em ratinho 

(Tuo et al., 2004). No músculo liso, a activação dos receptores 5-HT4 traduz-se no 

relaxamento ou contracção, consoante a espécie e a região do tracto GI: relaxamento do 

esófago e do íleo de rato (Tuladhar et al., 1996; Reeves et al., 1991), mas contracção do íleo 

de cobaia; relaxamento do cólon em humano (McLean, et al., 1996 a e b), mas contracção da 

camada circular do cólon de rato (Ono et al., 2005; Mitsui, et al., 2005).  

A modulação da libertação de 5-HT endógena a partir das células enterocromafins tem 

vindo a ser relacionada com a acção conjunta dos receptores 5-HT3 e 5-HT4. Em íleo de 

cobaias, estes receptores parecem estimular e inibir, respectivamente, a libertação de 5-HT 

(Gebauer et al., 1993). Estes resultados foram confirmados em preparações de íleo humano e 

suíno (Schwörer et al., 1998). Contudo, são resultados de estudos funcionais, sendo ainda 

necessários estudos moleculares que comprovem efectivamente a localização destes 

receptores neste tipo de células endócrinas.  
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Objectivos 

Como já foi descrito no capítulo anterior, a toma de metformina está associada a 

efeitos adversos, nomeadamente a sintomas gastrointestinais. Assim, tendo em vista o estudo 

dos mecanismos farmacológicos subjacentes a esses mesmos efeitos, foram definidos os 

seguintes objectivos: 

1. Através de estudos funcionais de contracção de músculo liso, caracterizar 

farmacologicamente a resposta contráctil do íleo de rato à metformina, utilizando 

antagonistas selectivos de diferentes tipos de receptores; 

 

2. Determinar se o mecanismo subjacente à contracção intestinal induzida pela 

metformina é ou não neuronal; 

 

3. Verificar qual o papel do monóxido de azoto na resposta contráctil à metformina, 

através da utilização de um inibidor enzimático das três isoformas da sintase do 

NO; 

 

4. Estudar comparativamente a contracção intestinal induzida pela metformina e pela 

5-HT num modelo animal de Diabetes Mellitus tipo 2; 

 

5. Avaliar a possível contribuição das células enterocromafins para o mecanismo de 

contracção intestinal induzido pela metformina; 

 

6. Complementar os estudos funcionais através de estudos 

histoquímicos/imunhistoquímicos de modo a caracterizar a micro-anatomia dos 

segmentos de íleo de rato e a determinar a localização celular de receptores dos 

subtipos 5-HT1B, 5-HT1D e 5-HT2A. 
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3.1. Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos com cerca de 8-9 semanas (200-300 g), 

fornecidos pela Charles River (Barcelona, Espanha). Estes foram mantidos em armários 

biotério ventilados, com ciclos de luz/obscuridade de 12 horas, temperatura (22 ± 1ºC) e 

humidade controladas (50-60%). Durante o período de alojamento, os animais tiveram livre 

acesso a água e a dieta standard para roedores (4 RF 21/l, Mucedola, Itália). 

Foi ainda utilizado um modelo animal de Diabetes Mellitus tipo 2, isto é, ratos Goto-

Kakisaki, numa colaboração com o Instituto de Fisiologia da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Coimbra. Os ratos GK são uma subestirpe de ratos Wistar não obesos, 

insulino-resistentes, com hiperglicémia intermédia e hiperinsulinémia. Para a sua obtenção, 

partiu-se de uma população normal de ratos Wistar, de onde foram ser seleccionados para 

cruzamento os animais cujos níveis de glicose sanguíneos se apresentavam mais elevados. Os 

cruzamentos selectivos foram repetidos por várias e numerosas gerações, culminando com 

animais em estado diabético propriamente dito (Goto et al., 1976). Todos os ratos GK usados, 

possuíam as mesmas características e foram mantidos sob as mesmas condições descritas 

anteriormente. 
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3.2. Isolamento do órgão 

Os animais foram sacrificados por decapitação e foi isolada a porção intestinal 

correspondente ao íleo. Esta foi colocada imediatamente numa solução fisiológica de Krebs-

Henseleit
1
 gelada e oxigenada com carbogénio (mistura de 95% de O2 - 5% de CO2). 

Posteriormente, foi removido o mesentério adjacente e a porção de íleo foi cortada em 

segmentos de 1,5 cm, cujo conteúdo intestinal foi eliminado mediante lavagem com a mesma 

solução. Os segmentos intestinais foram suspensos em hastes, colocados em banhos de órgãos 

de 15 ml e mantidos em solução fisiológica a 37ºC, sob a tensão basal de 29,4 mN, de acordo 

com a metodologia descrita por Santos (2005) (figura 3.1.). A tensão óptima basal foi 

determinada em experiências preliminares, nas quais se estudou a resposta contráctil do órgão 

a 100 µM de acetilcolina sob diferentes tensões. A tensão basal em cada experiência foi 

aquela que ocorreu espontaneamente no tecido submetido à tensão óptima, após o período de 

equilíbrio que se segue à montagem do órgão. 

 

Figura 3.1. Segmentos de íleo montados em banhos de órgãos de 15 ml. 

 

 

 

 

                                                           
1
 Solução de Krebs-Henseleit (composição em mmoles/L): NaCl 118,67; KCl 5,36; MgSO4.7H2O 0,57; CaCl2 1,90; 

KH2PO4.2H2O 0,90; NaHCO3 25,0; glicose 11,1; pH 7,4. 
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3.3. Protocolos experimentais – estudos funcionais 

Após um período de equilíbrio de duas horas com lavagens periódicas 

registaram-se, com transdutores de força (Letica Scientific Instruments) ligados a um 

polígrafo de quatro canais (Polygraph 4006, Letica Scientific Instruments), as 

contracções isométricas de curvas não cumulativas concentração-resposta (CR) à 

metformina e frequência-resposta (FR) na ausência e na presença de metformina. 

Inicialmente todos os segmentos intestinais foram sujeitos a 100 µM de acetilcolina 

exógena para induzir directamente a contracção máxima do músculo liso do íleo e, 

desta forma, ser possível a comparação dos resultados de experiências diferentes. Em 

todas as experiências foram efectuadas duas curvas não cumulativas CR/FR (figura 

3.2.), sendo a primeira curva efectuada na ausência de qualquer fármaco antagonista. 

Entre cada uma das adições, fizeram-se lavagens repetidas com solução fisiológica de 

Krebs-Henseleit. 

 

Figura 3.2: Registos de uma curva não cumulativa frequência-resposta à estimulação eléctrica de 

campo (B) e de uma curva não cumulativa concentração-resposta à metformina (B) em íleo 

de rato. Escala: 10 mm = 3,9 mN. 

No protocolo efectuado com estimulação eléctrica de campo, com o objectivo de activar 

intrinsecamente a componente neuronal do íleo, os segmentos foram suspensos entre 

eléctrodos de platina (Panlab) ligados a um estimulador eléctrico (Grass SD9 Stimulator). As 

curvas não cumulativas FR foram obtidas submetendo-se os segmentos a frequências 

crescentes de estimulação eléctrica de campo (EEC) de 1, 2, 4, 8 e 16 Hz (100 V de 

intensidade e 5 ms de duração do pulso). Na segunda curva, 15 minutos antes de cada 

frequência de estimulação, foram adicionados 36 µM de metformina, 300 µM de hexametónio 
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(antagonista dos receptores nicotínicos) e 1 µM de tetrodotoxina (TTX; uma neurotoxina 

bloqueadora dos canais de sódio sensíveis à voltagem). 

Relativamente ao protocolo de estimulação química, 15 minutos antes de cada dose da 

segunda curva CR à metformina (1-36 M), foram adicionados os seguintes compostos: 300 

µM de hexametónio, 1 µM de TTX, 250 µM de N
G
-nitro-L-arginina (L-NNA; um inibidor 

não selectivo da sintase do NO), 10 µM de atropina (antagonista não selectivo dos receptores 

muscarínicos), 1 µM de mepiramina (antagonista/agonista inverso dos receptores H1), 1 µM 

de metiotepina (antagonista dos receptores 5-HT1, 5-HT2, 5-HT5, 5-HT6 e 5-HT7), 1 µM de 

SB 224289 (antagonista selectivo dos receptores 5-HT1B), 1 µM de ritanserina (antagonista 

não selectivo dos receptores 5-HT2), 1µM de cetanserina (antagonista selectivo dos receptores 

5-HT2A/2C), 1 µM de MDL72222 (antagonista selectivo dos receptores 5-HT3) ou 100 µM de 

reserpina (inibidor do transportador vesicular de monoaminas). Paralelamente, foram 

executadas curvas CR à 5-hidroxitriptamina (0,1-60 M), na presença de 1 µM de cetanserina 

e 1 µM de ritanserina. De forma a estudar a contracção intestinal induzida pela metformina 

num modelo animal de Diabetes Mellitus tipo 2, foram executadas curvas CR à metformina e 

à 5-HT em segmentos de íleo de ratos GK machos, somente na ausência e na presença de 1 

µM ritanserina. Após cada contracção, cada segmento foi lavado repetidas vezes até a 

preparação atingir a linha de base. 

Em todas as experiências foram utilizados segmentos controlo, aos quais se 

adicionaram apenas os solventes apropriados para cada fármaco. Cada segmento serviu de 

controlo de si próprio: as respostas contrácteis da segunda curva CR/FR foram expressas em 

percentagem da contracção máxima obtida na primeira curva CR/FR do respectivo segmento 

(nem sempre com a última dose de metformina/frequência de estimulação), executada sempre 

na ausência de qualquer antagonista/inibidor/neurotoxina. Os resultados finais de cada 

experiência foram expressos em percentagem da resposta obtida nos segmentos controlo. 

Os resultados foram igualmente analisados em mN de tensão, como forma de traduzir 

em valores absolutos a eficácia/actividade intrínseca (Emáx, efeito máximo) da metformina ou 

da 5-hidroxitriptamina em induzir contracção. A potência foi traduzida em termos de pEC50 

(logaritmo negativo da concentração molar do agonista capaz de induzir metade da resposta 

máxima). Os valores de pEC50 foram obtidos por interpolação de cada curva não cumulativa 

concentração-resposta em escala semilogarítmica (% da contracção máxima versus logaritmo 

da concentração em mol/L), usando um programa de computador (Curve Expert, versão 1.4 

para Windows). 
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3.4. Análise estatística dos resultados dos estudos funcionais 

Foram avaliadas as diferenças entre os valores de pEC50 da primeira e segunda curvas 

concentração-resposta à metformina/5-HT, assim como as diferenças entre as respostas 

contrácteis induzidas por cada dose de metformina/5-HT na ausência (controlo) e na presença 

dos diferentes fármacos mencionados no ponto anterior. Para tal, foi utilizado o teste de t de 

Student para dados não emparelhados na determinação das diferenças estatísticas entre dois 

grupos de valores, enquanto que, para avaliar a significância das diferenças entre três ou mais 

grupos, foi utilizada a análise de variância (Analysis of variance, ANOVA), seguida do teste 

de Dunnett de comparações múltiplas (SPSS, versão 17.0 para Windows). Os valores de p 

inferiores a 0,05 (p < 0,05) foram considerados indicadores de diferenças estatisticamente 

significativas. Todos os resultados estão apresentados como média  erro padrão da média 

(Standard Error of the Mean, S.E.M.) do número de experiências (n) indicado. 

3.5. Reagentes e fármacos utilizados nos estudos funcionais 

Os reagentes usados na preparação da solução fisiológica de Krebs-Henseleit foram 

adquiridos na Panreac (Barcelona, Espanha) e foram produtos pro analysi. Para os estudos 

funcionais foram usados os seguintes fármacos: cloridrato de metformina, cloridrato de 

acetilcolina, maleato de mepiramina, cloreto de hexametónio, sulfato de atropina, cloridrato 

de 5-hidroxitriptamina, reserpina (Sigma-Aldrich, St Louis, E.U.A.), N
G
-nitro-L-arginina, 

citrato de tetrodotoxina, tartarato de cetanserina, SB 224289, ritanserina, MDL 72222 (Tocris, 

Bristol, Reino Unido), mesilato de metiotepina (RBI, Natick, E.U.A.). As soluções foram 

preparadas com os solventes indicados pelos fabricantes. 

3.6. Protocolos experimentais – técnicas de histologia e imunohistoquímica 

3.6.1. Micro-anatomia dos segmentos de íleo de rato 

Com o objectivo de verificar a micro-anatomia dos segmentos de íleo de rato Wistar e 

Goto-Kakizaki, foram realizados estudos histoquímicos (coloração com hematoxilina/eosina 

(HE) e PAS – Periodic Acid Schiff) e imunohistoquímicos, recorrendo a marcadores para 

células neuroendócrinas (enolase específica neuronal, Neuronal Specific Enolase, NSE). 
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Os segmentos de íleo foram isolados e fixados em formol neutro, tamponizado a pH 

7,0 e processados de forma convencional, com posterior inclusão em parafina. Realizaram-se 

cortes histológicos de 3 µm de espessura que foram sujeitos inicialmente a coloração com HE. 

Para a técnica PAS, os cortes foram lavados em água e oxidados em ácido periódico a 

10%, durante 10 minutos. Seguidamente, foram lavados em água corrente durante 5 minutos e 

incubados com Reagente de Schiff durante 30 minutos. Após nova lavagem em água corrente 

(10 minutos), os cortes foram contrastados com hematoxilina de Mayer durante 3 minutos e 

posteriormente azulados em água corrente. Finalmente, estes foram desidratados, clarificados 

e montados em Entellan. 

Para os estudos imunohistoquímicos, após a aplicação do anticorpo primário anti-NSE, 

os cortes foram desparafinados, rehidratados (xilol, álcool absoluto, álcool a 95%) e lavados 

em água corrente. Procedeu-se à recuperação antigénica através de calor em tampão citrato 

(10 mM), pH 9,0 durante 25 minutos, a 97ºC. Após lavagem com tampão Tris salino
2
 (TBS), 

a peroxidase endógena foi inibida por incubação dos cortes em Envision Flex Peroxidase-

Blocking (Dako, Denmark), durante 5 minutos, à temperatura ambiente. Seguidamente, estes 

foram lavados com TBS e incubados com o soro primário anti-NSE na diluição de 1:400 

(DAKO, Denmark), durante 30 minutos, à temperatura ambiente e em câmara húmida. De 

seguida, os cortes foram lavados com TBS e incubados com soro secundário Envision 

Flex/HRP (Dako, Denmark), durante 30 minutos. Após a lavagem dos cortes com TBS 0,5 M, 

estes foram revelados através da solução de diaminobenzidina (DAB), durante 5 minutos. 

Para reforçar a revelação, este passo foi repetido. Depois de lavagem com água corrente, 

procedeu-se à coloração de contraste com hematoxilina de Gill, durante 3 minutos e azulou-se 

em água corrente durante 5 minutos. Por fim, efectuou-se a desidratação e montagem em 

meio sintético. 

3.6.2. Localização celular dos receptores 5-HT1B, 5-HT1D e 5-HT2A em segmentos 

de íleo de rato Wistar 

Para determinar a localização celular dos receptores dos subtipos 5-HT1B, 5-HT1D e 5-

HT2A, depois dos cortes terem sido desparafinados, rehidratados e lavados em água corrente a 

peroxidase endógena foi inibida por incubação em H2O2 a 3%, durante 15 minutos, à 

temperatura ambiente. Após lavagem com água destilada, efectuou-se a recuperação 

antigénica através de microondas, em tampão citrato de sódio (10mM) e a pH 6, durante 30 

                                                           
2 TBS: Tris 200 mM, NaCl 1,37 M, pH 7,6 
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minutos, a 760 Watts. Depois do arrefecimento do tampão e de lavagem com tampão salino 

fosfato (Phosphate Buffer Saline, PBS)
3
, procedeu-se à incubação com os soros primários de 

anticorpos de cabra anti-receptor 5-HT1B, anti-receptor 5-HT1D e anti-receptor 5-HT2A (Santa 

Cruz Biotechnology, California, E.U.A.), todos na diluição 1:10, durante 90 minutos, à 

temperatura ambiente e em câmara húmida. Seguidamente, os cortes foram lavados com PBS 

e, em vez de um anticorpo secundário, foi utilizado um polímero sintético anti-cabra ligado à 

peroxidase (Zymed, San Francisco, E.U.A.), o qual foi incubado durante 10 minutos, 

mediante as recomendações do fabricante. Lavou-se novamente com PBS e a revelação 

também foi levada a cabo com DAB, durante 5 minutos. Por fim, efectuou-se o contraste com 

hematoxilina de Mayer, azularam-se, desidrataram-se e montaram-se as lâminas em meio 

sintético. 

3.7. Reagentes e materiais utilizados nos estudos histológicos e 

imunohistoquímicos 

Anticorpo de cabra anti-receptor 5-HT1B de rato/humano, SC-1460, anticorpo de cabra 

anti-receptor 5-HT1D de rato/humano, SC-5393, anticorpo de cabra anti-receptor 5-HT2A de 

rato/humano, SC-32537 (Santa-Cruz Biotechnology Inc., California, E.U.A.); SuperPicture 

polymer detection system (Zymed, San Francisco, E.U.A.); diaminobenzidina (Sigma-

Aldrich, St Louis, E.U.A.); reagente de Schiff (Merck, Frankfurter, Alemanha); anticorpo 

monoclonal de ratinho anti-NSE humano/rato, DAKO-M0873, Envision Flex Peroxidase-

Blocking, soro secundário Envision Flex/HRP (Dako, Dinamarca). Os restantes reagentes 

usados foram produtos pro analysi (Merck, Frankfurter, Alemanha). 

 

                                                           
3 PBS: Na2HPO4 9,1mM, NaH2PO4 1,7mM, NaCl 150mM, pH 7,4. 
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4.1. Resposta contráctil do íleo de rato à metformina 

A metformina, testada em concentrações terapêuticas (1-36 M) (Brunton et al., 

2007), induziu contracções dependentes da concentração no íleo isolado de rato (gráfico da 

figura 4.1.). Tendo sido efectuadas duas curvas sucessivas não cumulativas CR à metformina, 

cujos parâmetros farmacológicos se encontram descritos na tabela I, não se observaram 

diferenças na potência da metformina (pEC50) entre a primeira e a segunda curvas CR, 

observando-se, no entanto, um aumento significativo (p=0,01, teste t de Student) da eficácia 

da mesma, como o traduzem os valores de Emáx da primeira curva (Emáx 8,520,53 mN, n=56) 

e da segunda curva CR (Emáx 12,200,80 mN, n=48).  

Tabela II: Respostas contrácteis de segmentos de íleo de rato à metformina. 

 Emáx (mN) n pEC50 n 

1ª curva CR 8,520,53 56 4,930,06 40 

2ª curva CR 12,200,80* 48 4,890,03 47 

Emáx= contracção máxima em mN de tensão; pEC50= logaritmo negativo da concentração 

molar de metformina capaz de induzir metade da contracção máxima; n= número de 

experiências; Os resultados estão expressos em valores médios  S.E.M.; A significância 

das diferenças estatísticas foi analisada pelo teste t de Student. * p < 0,05 vs 1ª curva 

concentração-resposta (CR). 
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Figura 4.1. Respostas contrácteis do íleo de rato a duas curvas concentração-resposta (CR) 

sucessivas não cumulativas de metformina (, 1ª curva CR; , 2ª curva CR); os 

resultados estão expressos em valores médios  S.E.M.; as barras verticais representam 

S.E.M.; a significância das diferenças estatísticas foi analisada pelo teste t de Student. * 

p < 0,05 vs 1ª curva CR. 
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4.2. Efeito da tetrodotoxina e do hexametónio na resposta contráctil do íleo de 

rato à estimulação eléctrica de campo: validação do protocolo experimental 

Com o intuito de validar o protocolo experimental no qual se induz a contracção do 

intestino com estimulação eléctrica de campo, começou-se por realizar curvas FR na ausência 

(controlo, n=10) e na presença de 300 M de hexametónio, um antagonista dos receptores 

nicotínicos dos gânglios autonómicos, em simultâneo com 1 M de TTX, uma neurotoxina 

que bloqueia os canais de sódio sensíveis à voltagem presentes nos neurónios entéricos (n=4). 

A incubação destes fármacos em simultâneo permite avaliar a contractilidade do músculo liso 

na ausência da influência neuronal. Na presença de hexametónio e de TTX, verificou-se uma 

redução estatisticamente significativa da curva FR controlo, com uma redução da resposta 

máxima de cerca de 81%, o que permitiu concluir que a contracção intestinal induzida por 

EEC resulta praticamente da activação da componente neuronal intrínseca do órgão.  

 

Figura 4.2. Resposta contráctil do íleo de rato à estimulação eléctrica de campo na ausência (, 

controlo) e na presença de 300 M de hexametónio e 1 M de TTX (); os resultados 

estão expressos em valores médios  S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a 

significância das diferenças estatísticas foi analisada pelo teste t de Student. * p < 0,05 vs 

controlo. 
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4.3. Efeito da metformina na resposta contráctil do íleo de rato à estimulação 

eléctrica de campo 

Com o intuito de avaliar se o mecanismo subjacente à contracção intestinal induzida 

pela metformina envolve ou não a componente neuronal do órgão, testou-se o efeito do 

fármaco na resposta contráctil intestinal à EEC. A metformina, utilizada na concentração de 

36 µM (n=10), não alterou significativamente a curva FR controlo, o que sugere que o efeito 

contráctil da metformina não envolve a componente neuronal do órgão. 

 

Figura 4.3. Resposta contráctil do íleo de rato à estimulação eléctrica de campo na ausência (, 

controlo) e na presença de 36 M de metformina (); os resultados estão expressos em 

valores médios  S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M. 
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4.4. Efeito da tetrodotoxina e do hexametónio na resposta contráctil do íleo de 

rato à metformina 

Para confirmar os resultados obtidos no ponto anterior, foram efectuadas curvas 

concentração-resposta à metformina na ausência (controlo, n=10) e na presença de 300 M de 

hexametónio em simultâneo com 1 M de TTX (n=10), com os quais não se observam 

alterações estatisticamente significativas na curva CR à metformina. Assim, e em 

concordância com os resultados anteriores, pode-se excluir o envolvimento de neurónios 

autonómicos, colinérgicos e não colinérgicos, no mecanismo de acção contráctil da 

metformina a nível intestinal. 

 

Figura 4.4. Resposta contráctil do íleo de rato à metformina na ausência (, controlo) e na presença 

de 300 M de hexametónio e 1 M de TTX (); os resultados estão expressos em 

valores médios  S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.  
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4.5. Efeito da atropina na resposta contráctil do íleo de rato à metformina 

Os mecanismos colinérgicos desempenham um papel fundamental na regulação da 

motilidade intestinal, uma vez que a acetilcolina é um dos principais neurotransmissores 

excitatórios do sistema nervoso entérico. Assim, foram realizadas curvas CR à metformina na 

ausência (controlo, n=11) e na presença de 10 M de atropina (n=9), um antagonista não 

selectivo dos receptores muscarínicos, com o qual não se verificaram alterações 

estatisticamente significativas da curva CR controlo. Deste modo, conclui-se que a resposta 

contráctil à metformina não é mediada por receptores muscarínicos, não havendo o 

envolvimento de mecanismos colinérgicos. 

 

Figura 4.5. Resposta contráctil do íleo de rato à metformina na ausência (, controlo) e na presença 

de 10 M de atropina (); os resultados estão expressos em valores médios  S.E.M.; as 

barras verticais representam S.E.M.  
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4.6. Efeito da N
G

-nitro-L-arginina na resposta contráctil do íleo de rato à 

metformina 

Em concentrações terapêuticas, a metformina tem um efeito cardioprotector, pois 

promove a produção de NO por activação da sintase endotelial do NO (Calvert et al., 2008). 

Tendo em conta este facto e devido ao efeito relaxante deste neurotransmissor na musculatura 

lisa, pretendeu-se avaliar se, no mecanismo de contracção intestinal induzido pela 

metformina, estaria envolvida a inibição da síntese do NO. Para tal, utilizou-se a N
G
-nitro-L-

arginina, um inibidor das três isoformas (endotelial, neuronal e indutível) da NOS, na 

concentração de 250 M (n=15), não se verificarando diferenças estatisticamente 

significativas entre as curvas efectuadas na presença e na ausência do inibidor enzimático. 

Deste modo, exclui-se a inibição da produção do NO como um mecanismo explicativo da 

acção da metformina a nível intestinal. 

 

Figura 4.6. Resposta contráctil do íleo de rato à metformina na ausência (, controlo) e na presença 

de 250 M N
G
-nitro-L-arginina (, L-NNA); os resultados estão expressos em valores 

médios  S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M. 
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4.7. Efeito da mepiramina na resposta contráctil do íleo de rato à metformina 

Tendo em conta a função da histamina a nível intestinal, procedeu-se ao estudo do 

papel dos receptores histaminérgicos do tipo H1 na actividade contráctil da metformina. 

Utilizou-se a mepiramina, antagonista/agonista inverso dos receptores H1, na concentração 1 

M (n=8), tendo-se verificado um antagonismo do tipo não competitivo com redução da 

resposta máxima em cerca de 41%, comprovando-se o envolvimento ou da histamina ou do 

mecanismo de tradução do sinal associado ao receptor H1, na resposta contráctil intestinal à 

metformina. 

 

Figura 4.7. Resposta contráctil do íleo de rato à metformina na ausência (, controlo) e na presença 

de 1 M de mepiramina (); os resultados estão expressos em valores médios  S.E.M.; 

as barras verticais representam S.E.M.; a significância das diferenças estatísticas foi 

analisada pelo teste t de Student. * p < 0,05 vs controlo.  
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4.8. Efeitos do SB 224289, cetanserina, ritanserina, metiotepina e MDL 72222 na 

resposta contráctil do íleo de rato à metformina 

A 5-HT tem um papel fundamental na regulação da actividade gastrointestinal. Como 

tal, com o fim de avaliar o possível envolvimento de receptores da 5-HT na resposta contráctil 

à metformina, foi inicialmente utilizada a metiotepina, um antagonista não selectivo dos 

receptores 5-HT1/2/5/6/7 que, na concentração de 1 M (n=13), bloqueou quase totalmente a 

contractilidade intestinal induzida pela metformina. Contudo, não foram observadas 

alterações significativas à curva CR à metformina na presença cetanserina (1 M, n=6), um 

antagonista selectivo dos receptores 5-HT2A/2C, quer quando incubada isoladamente, quer 

quando incubada simultaneamente com SB 224289, um antagonista selectivo dos receptores 

5-HT1B, (ambos na concentração de 1 M, n=8); o MDL 72222 (1 M, n=8), um antagonista 

selectivo dos receptores 5-HT3, também não alterou significativamente a curva CR à 

metformina. A acção da ritanserina (1 M, n=14), um antagonista não selectivo dos 

receptores 5-HT2A/2B/2C, na resposta contráctil intestinal à metformina, assemelha-se ao perfil 

de resposta observado com a metiotepina. Tanto a metiotepina como a ritanserina atenuaram 

significativamente a contracção máxima obtida com a metformina em cerca de 64,8%, e 

67,8%, respectivamente, indicando um antagonismo do tipo não competitivo. 

Em conclusão, os resultados obtidos neste grupo de experiências demonstram o 

envolvimento ou da 5-HT ou dos seus receptores no mecanismo de contracção intestinal 

induzido pela metformina, nomeadamente os receptores do subtipo 5-HT2B. 
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Figura 4.8. Resposta contráctil do íleo de rato à metformina obtida na ausência (, controlo) e na presença de: 

(A) 1 M de metiotepina (); (B) 1 M de ritanserina (); (C) 1 M de cetanserina () e 1 M 

de cetanserina em simultâneo com 1 M de SB 224289 (); (D) 1 M de MDL 72222 (); os 

resultados estão expressos em valores médios  S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a 

significância das diferenças estatísticas foi analisada pelo teste t de Student (A, B, D) e pelo teste 

ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas de Dunnett (C). * p < 0,05 vs controlo. 
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4.9. Efeito da cetanserina e/ou da ritanserina na resposta contráctil do íleo de 

rato Wistar à 5-HT: comparação com um modelo animal de Diabetes Mellitus tipo 2 

Tendo em atenção o grupo de resultados que confirma o envolvimento da 5-HT na 

resposta contráctil de segmentos intestinais à metformina, pretendeu-se estudar a resposta 

contráctil dos mesmos à 5-HT exógena tanto na ausência como na presença da DT2. A 5-HT 

(0,1-60 M) induziu contracções dependentes da dose, tanto na ausência, como na presença 

da doença. Conforme demonstra a tabela II, entre animais controlo e animais diabéticos não 

se observaram diferenças significativas relativamente à eficácia e à potência da 5-HT. 

Tabela III: Respostas contrácteis do íleo de ratos Wistar e de ratos Goto-Kakizaki à 5-HT. 

 Emáx (mN) n pEC50 n 

Ratos Wistar 15,912,13 14 5,570,21 12 

Ratos GK 18,112,45 4 6,200,31 3 

Emáx= contracção máxima em mN de tensão; pEC50= logaritmo negativo da concentração 

molar de metformina capaz de induzir metade da contracção máxima; n= número de 

experiências; GK – Goto-Kakizaki; Os resultados estão expressos em valores médios  

S.E.M. 

Em ratos Wistar (grupo controlo, gráfico A da figura 4.9), testou-se o efeito da 

cetanserina (1M; n=6) e da ritanserina (1M, n=8), enquanto que em ratos GK (gráfico B da 

figura 4.9) testou-se apenas a acção da ritanserina (1M, n=4). Como se constacta no gráfico 

A da figura 4.9, a cetanserina não alterou a curva CR à 5-HT, excepto na última dose, 

enquanto a ritanserina antagonizou de forma não competitiva a resposta contráctil à 5-HT, 

com redução do efeito máximo em cerca de 62,4%. Na presença da patologia (gráfico B da 

figura 4.9), a acção da ritanserina foi semelhante à observada nos animais controlo, 

verificando-se uma redução da resposta máxima de cerca de 57,8%.  
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Figura 4.9. Resposta contráctil do íleo de rato à 5-HT obtida (A) num grupo controlo de ratos Wistar 

e (B) num grupo de ratos Goto-Kakizaki (GK). As respostas foram obtidas na ausência 

(, controlo) e na presença de 1 M de cetanserina () ou de 1 M de ritanserina (); 

os resultados estão expressos em valores médios  S.E.M.; as barras verticais 

representam S.E.M.; a significância das diferenças estatísticas foi analisada pelo teste 

ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas de Tukey (A) e pelo teste t de 

Student (B). * p < 0,05 vs controlo; 
#
  p < 0,05 vs cetanserina. 

Em conclusão, na sequência deste estudo comparativo entre ratos Wistar e ratos GK, 

com o qual se pretendeu estudar a resposta contráctil do intestino à 5-HT exógena, tanto na 

ausência como na presença da DT2, tendo em conta, por um lado, as diferenças 

estatisticamente significativas das acções da cetanserina e ritanserina e, por outro, as suas 

diferentes selectividades para os diversos subtipos de receptores 5-HT2, concluiu-se serem os 

receptores 5-HT2B os envolvidos na resposta contráctil à 5-HT, como já se tinha observado 

com a metformina. Além disso, a acção pós-sináptica da 5-HT parece não se alterar sob 

influência da doença, já que o efeito da ritanserina, em ambas as condições, é idêntico.  
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4.10. Resposta contráctil do íleo de rato Goto-Kakizaki, um modelo animal de 

Diabetes Mellitus tipo 2, à metformina: comparação com ratos Wistar controlo 

A metformina, testada em concentrações terapêuticas (1-36M), induziu contracções 

dependentes da concentração no íleo isolado de rato Goto-Kakizaki (gráfico da figura 4.10). 

Tendo sido efectuadas duas curvas sucessivas não cumulativas CR à metformina, cujos 

parâmetros farmacológicos se encontram descritos na tabela III, não se observaram diferenças 

na eficácia (Emáx) e potência (pEC50) da metformina entre a primeira e a segunda curva CR. 

 

Tabela IV: Respostas contrácteis do íleo de rato Goto-Kakizaki à metformina. 

 Emáx (mN) n pEC50 n 

1ª curva CR 7,211,20 8 4,950,71 4 

2ª curva CR 7,340,91 8 4,910,09 6 

Emáx= contracção máxima em mN de tensão; pEC50= logaritmo negativo da concentração 

molar de metformina capaz de induzir metade da contracção máxima; n= número de 

experiências; Os resultados estão expressos em valores médios  S.E.M. 
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Figura 4.10. Respostas contrácteis do íleo de ratos Goto-Kakizaki a duas curvas concentração-

resposta (CR) sucessivas não cumulativas de metformina (, 1ª curva CR; , 2ª curva 

CR); os resultados estão expressos em valores médios  S.E.M.; as barras verticais 

representam S.E.M. 

Conforme demonstra a tabela IV, entre animais controlo e animais diabéticos, 

observaram-se diferenças significativas relativamente à eficácia da metfotmina, tendo esta 

sido mais eficaz em induzir contracção em ratos Wistar do que em ratos GK, quando 

comparadas as segundas curvas CR. 

Tabela V: Respostas contrácteis do íleo de ratos Wistar e Goto-Kakizaki à metformina. 

 Emáx (mN) n pEC50 n 

Ratos Wistar 12,200,80 48 4,890,03 47 

Ratos GK 7,340,91* 8 4,910,09 6 

Emáx= contracção máxima em mN de tensão; pEC50= logaritmo negativo da concentração 

molar de metformina capaz de induzir metade da contracção máxima; n= número de 

experiências; GK – Goto-Kakizaki; Os resultados estão expressos em valores médios  

S.E.M. A significância das diferenças estatísticas foi analisada pelo teste t de Student.  

* p < 0,05 vs ratos Wistar. 
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4.11. Efeito da reserpina na resposta contráctil do íleo de rato Wistar à 

metformina 

Cerca de 90% da serotonina é sintetizada, armazenada e libertada pelas células 

enterocromafins localizadas na parede intestinal (Barter e Pearse, 1953). Deste modo, pareceu 

relevante avaliar a influência das mesmas, nomeadamente, do seu conteúdo em 5-HT, na 

contractilidade intestinal induzida pela metformina. Assim, foram efectuadas curvas CR à 

metformina na ausência (controlo, n=8) e na presença de 100 M de reserpina (n=8), um 

inibidor do transportador vesicular de monoaminas, cujo efeito se traduz na depleção do pool 

vesicular das células EC. A acção da reserpina bloqueou a resposta contráctil à metformina 

em cerca de 73,4%, observando-se diferenças estatisticamente significativas em todas as 

doses da curva CR, excepto na primeira. Desta forma, conclui-se que o fármaco em estudo 

provoca contracção intestinal indirectamente através da actuação da 5-HT em receptores 5-

HT2B presentes nas células musculares lisas, após induzir a libertação do neurotransmissor a 

partir das células enterocromafins. 

 

Figura 4.11. Resposta contráctil do íleo de rato à metformina na ausência (, controlo) e na 

presença de 100 M de reserpina (); os resultados estão expressos em valores médios  

S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a significância das diferenças estatísticas 

foi analisada pelo teste t de Student. * p < 0,05 vs controlo.  

 

 



Capítulo 4 

Resultados 

66 

 

4.12. Efeito da ritanserina na resposta contráctil do íleo de rato à metformina, 

num modelo animal de Diabetes Mellitus tipo 2 

Tendo em conta os resultados dos estudos funcionais referidos no ponto anterior, 

pretendeu-se estudar a acção da ritanserina na resposta contráctil à metformina do íleo de 

ratos Goto-Kakizaki, um modelo animal de DT2. Assim, foram efectuadas curvas CR à 

metformina na ausência (controlo, n=8) e na presença de 1 M de ritanserina (n=8), em que 

se verificaram diferenças estatisticamente significativas apenas na última dose, tendo o Emáx 

sido observado na penúltima dose. Por comparação com a situação controlo representada no 

gráfico B da figura 4.8., conclui-se que, na presença da doença, há um comprometimento da 

acção da 5-HT libertada pelas células EC que medeia a resposta contráctil intestinal induzida 

pela metformina. Isto é reforçado ao comparar a diminuição da eficácia da metformina nos 

ratos GK relativamente aos ratos Wistar controlo. 

 

Figura 4.12. Resposta contráctil do íleo de ratos Goto-Kakizaki à metformina na ausência (, 

controlo) e na presença de 1 M de ritanserina (); os resultados estão expressos em 

valores médios  S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a significância das 

diferenças estatísticas foi analisada pelo teste t de Student *p < 0,05 vs controlo. 
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4.13. Estudos histológicos e imunohistoquímicos dos segmentos de íleo de rato 

Wistar e Goto-Kakizaki 

Nas figuras 4.13.-4.20., são apresentadas secções representativas de segmentos de íleo 

de ratos Wistar e Goto-Kakizaki, que foram submetidas a técnicas histoquímicas e 

imunohistoquímicas. A imunoreactividade foi detectada usando a diaminobenzidina que 

confere a coloração laranja/castanha enquanto que a hematoxilina foi utilizada como 

coloração de contraste para detectar os núcleos celulares que coram de púrpura. O padrão de 

imunoreactividade foi consistente em todas as secções obtidas do número de amostras 

colhidas para estudo (4 ratos Wistar e 4 ratos GK).  

A morfologia demonstrada pela HE caracterizou as camadas musculares lisas 

circulares e longitudinais, bem como as células ganglionares poliédricas dos plexos 

mientérico e submucoso localizados entre as camadas musculares que fazem parte da 

constituição da parede intestinal. Nos segmentos de íleo de animais diabéticos (GK) 

comparativamente aos animais controlo (Wistar), a coloração HE demonstrou um 

espessamento nítido da parede de vasos sanguíneos, revelador de microangiopatia diabética. 

No entanto, a coloração PAS (cujo controlo positivo são as células caliciformes da mucosa) 

não demonstrou a presença de depósitos de glicogénio na membrana basal dos rolos 

vasculonervosos, tanto nos ratos Wistar, como nos ratos GK, continuando a ser observável o 

referido espessamento. As células musculares lisas da camada circular apresentaram ainda 

imunoreactividade à NSE, denunciando por isso actividade neuroendócrina, que é mais 

pronunciada na presença da patologia.  

Como controlos positivos das restantes marcações por imunohistoquímica, 

nomeadamente dos receptores 5-HT1B e 5-HT2A, foram utilizadas preparações sugeridas pelo 

fabricante, nomeadamente cérebro de rato para o anticorpo contra os receptores 5-HT1B e 

células musculares lisas vasculares para o anticorpo contra o receptor 5-HT2A e cujos 

resultados estão patentes na figura 4.17. 

Relativamente à localização celular dos receptores 5-HT1B, 5-HT1D e 5-HT2A, apenas 

se verificou imunoreactividade ao receptor 5-HT2A em células ganglionares do plexo 

mientérico da parede intestinal de íleo isolado de rato Wistar.  
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4.13.1. Micro-anatomia dos segmentos de íleo de rato 

 

Figura 4.13. Íleo de ratos Wistar machos (A e B) de 9 semanas. H/E X400. Visualização das camadas de 

músculo liso longitudinal (1) e circular (2) e dos plexos mientérico (3) e submucoso (4). 

 

Figura 4.14. Íleo de rato Wistar (A, macho, 9 semanas) e GK (B, macho, 9 semanas). H/E X400. 

Visualização do espessamento da parede do vaso sanguíneo no caso B comparativamente 

ao caso A (setas). 
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Figura 4.15. Íleo de rato Wistar (A, macho, 9 semanas) e GK (B, macho, 9 semanas). Técnica de 

histoquímica – PAS X400. Visualização do espessamento de um vaso sanguíneo no caso B 

comparativamente ao caso A (setas a preto), com ausência de marcação de glicogénio em 

ambos os casos. Controlo interno positivo da coloração PAS: células caliciformes de cor 

púrpura (seta branca). 

 

Figura 4.16. Íleo de rato Wistar (A, macho, 9 semanas) e GK (B, macho, 9 semanas). Técnica de 

imunohistoquímica – NSE X200. Visualização de marcação a castanho nas células 

musculares lisas da camada circular, indicativo das características neuroendócrinas das 

mesmas. 
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4.13.2. Localização celular dos receptores dos subtipos 5-HT1B, 5-HT1D e 5-HT2A 

em segmentos de íleo de rato Wistar 

 

Figura 4.17. Cérebro de rato Wistar (A) e artéria uterina humana (B). Técnica de imunohistoquímica: 

imunoreactividade ao receptor 5-HT1B X200 (diluição 1:25) (A) e 5-HT2A X200 (diluição 

1:10) (B), em neurónios e células musculares lisas vasculares, respectivamente. 

 

Figura 4.18. Íleo de ratos Wistar machos (A e B) de 9 semanas. Técnica de imunohistoquímica: 

ausência de imunoreactividade ao receptor 5-HT1B X200 e X400, respectivamente 

(diluição 1:10). 
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Figura 4.19. Íleo de ratos Wistar machos (A e B) de 9 semanas. Técnica de imunohistoquímica: 

ausência de imunoreactividade ao receptor 5-HT1D X200 e X400, respectivamente 

(diluição 1:10). 

 

Figura 4.20. Íleo de ratos Wistar machos (A e B) de 9 semanas. Técnica de imunohistoquímica: 

receptor 5-HT2A X200 e X400, respectivamente (diluição 1:10) presente nas células 

ganglionares situadas no plexo mientérico da parede intestinal (setas). 
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Discussão 

Os estudos funcionais de contracção de músculo liso de órgãos isolados realizados 

tiveram como objectivo a investigação dos mecanismos farmacológicos subjacentes ao efeito 

da metformina a nível intestinal. Tendo em atenção os sintomas GI associados à toma de 

metformina, nomeadamente a elevada incidência de diarreia em doentes diabéticos, elaborou-

se uma estratégia metodológica para a identificação desses mesmos mecanismos, que foi 

sendo construída à medida dos resultados obtidos em cada protocolo experimental. 

A vantagem dos estudos farmacológicos in vitro, comparativamente com os estudos in 

vivo, prende-se, por um lado, com a manipulação da concentração efectiva do fármaco no 

intestino e, por outro, com a simplicidade da quantificação da resposta do órgão. Os animais 

foram sacrificados por decapitação, no sentido de evitar a possível interferência de 

substâncias anestésicas na contractilidade do órgão. A preparação biológica utilizada como 

modelo experimental in vitro para o estudo dos sintomas gastrointestinais associados à 

metformina foi o íleo de rato, isto é, a porção de intestino com maior reactividade 

farmacológica. Neste estudo, foram efectuadas curvas CR de adições independentes, uma vez 

que ensaios preliminares revelaram que a contracção induzida pela metformina é uma 

contracção tipicamente fásica, não apresentando um plateau estável que permita a adição 

sucessiva de doses, de modo a construir-se uma curva CR cumulativa. Do mesmo modo, cada 

uma das diferentes frequências de estimulação eléctrica foi efectuada de forma independente 

para evitar o esgotamento e a danificação do órgão, com intervalos de 15 minutos entre cada 

estimulação. As diferentes concentrações de metformina, utilizadas para a realização das 

curvas CR, foram estabelecidas de acordo com as concentrações plasmáticas do fármaco 

obtidas com as doses diárias utilizadas na prática clínica que variam de 0,5 a 3 g. Assim, a 

metformina foi testada em concentrações que variaram entre 1 e 36 M (Brunton et al., 2007).  

Tanto a metformina (1-36 M) como a 5-HT (0,1-60 M) induziram contracções 

dependentes da concentração em segmentos de íleo de ratos Wistar controlo e ratos GK 

diabéticos (tabelas II e IV). Os estudos histoquímicos e imunohistoquímicos revelaram que o 

íleo dos dois grupos de animais apresentava características morfológicas idênticas, apesar de 

se observarem perturbações vasculares e neuroendócrinas em ratos GK, o que confirma a 

presença da doença nestes animais tidos como um modelo de DT2 não obesos. No que diz 

respeito aos parâmetros farmacológicos, verificou-se um aumento da eficácia do fármaco ao 
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longo do tempo, sem alterações relativas à potência. De facto, ao longo de duas curvas CR 

sucessivas, observou-se um aumento significativo dos valores de Emáx sem alterações do 

pEC50. Como o perfil de acção ao fármaco se revelou mais eficaz na segunda curva CR, foram 

posteriormente sempre executadas duas curvas CR à metformina, e cuja incubação dos 

diferentes antagonistas/inibidores/bloqueadores decorreu 15 minutos antes de cada dose da 

segunda curva CR. Em relação à resposta contráctil do órgão à 5-HT exógena 

(Emáx:15,912,13, n=14; pEC50:5,570,21, n=12), verificou-se que esta foi mais eficaz e 

potente que a metformina (Emáx:8,520,53, n=56; pEC50:4,930,06, n=40) (p=0,00 e p=0,01), 

quando comparamos primeiras curvas CR. De salientar que o Emáx foi calculado como a 

média das respostas máximas de cada um dos segmentos de íleo à metformina uma vez que, 

em curvas de adições independentes, a resposta máxima nem sempre é obtida na última dose 

de metformina. Neste ponto, os nossos resultados permitem reforçar a ideia descrita na 

literatura: a associação do fármaco à diarreia. A contracção dose-dependente induzida pela 

metformina nos segmentos de íleo de rato, assim como o aumento da resposta contráctil do 

órgão ao longo do tempo justificam, não só o aumento da motilidade intestinal, que pode ser 

subjacente a esse sintoma, como também o agravamento desse sintoma em doses terapêuticas 

sucessivas ou mais elevadas.  

No sentido de perceber se o mecanismo de acção da metformina tem ou não uma 

componente neuronal, utilizou-se a estimulação eléctrica de campo como ferramenta de 

activação da inervação intrínseca dos segmentos de íleo, já que esta induz a despolarização 

dos neurónios, estimulando-os à libertação de neurotransmissores.  

A TTX, uma neurotoxina que bloqueia os canais de sódio sensíveis à voltagem 

presentes nos neurónios entéricos, permitiu a avaliação da contracção do músculo liso na 

ausência da influência neuronal. Por outro lado, o hexametónio, um antagonista dos 

receptores nicotínicos dos gânglios autonómicos, foi incubado em simultâneo para garantir a 

ausência da influência da acetilcolina, principal neurotransmissor excitatório do SNE, pois a 

transmissão colinérgica está implicada no controlo das vias nervosas que regulam a 

motilidade GI e, por conseguinte, na modulação da libertação neuronal de acetilcolina e outras 

substâncias neuronais que contribuem em larga escala para a contracção intestinal (Olsson e 

Holmgren, 2001). Além disso, a TTX apenas bloqueia a actividade nervosa dependente da 

despolarização, não impedindo a libertação das reservas vesiculares neuronais, nas quais a 

acetilcolina poderá estar presente, decorrente da activação de receptores.  
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Com o intuito de validar o protocolo experimental no qual se induz a contracção do 

intestino com EEC, realizaram-se curvas FR na presença de hexametónio e de TTX. A 

redução de cerca de 81% da resposta contráctil do órgão permite concluir que grande parte da 

contracção do íleo é mediada por substâncias libertadas a partir dos terminais nervosos, em 

que a contracção residual observada traduz a componente mediada por substâncias de origem 

não neuronal. Em suma, a EEC activa eficazmente a componente nervosa intrínseca das 

preparações intestinais utilizadas neste estudo.  

Posteriormente, testou-se o efeito da metformina (36 M) na resposta contráctil do 

íleo à EEC. A não alteração da curva FR pelo fármaco sugere um mecanismo intestinal 

independente da mediação neuronal. Estes resultados foram corroborados pelos estudos em 

que se induziu a contracção intestinal por estimulação química: não foram observadas 

alterações das curvas CR à metformina na presença da combinação de hexametónio e TTX. 

Uma vez inibida a componente neuronal, inferiu-se que a contracção do órgão desencadeada 

pela metformina se devia ou ao efeito que esta exerce a nível pós-sináptico, isto é, nas células 

musculares lisas das camadas musculares longitudinal e circular responsáveis pela motilidade 

intestinal, ou à libertação de substâncias de origem não neuronal. 

Relembrando os mecanismos subjacentes à contracção intestinal detalhados na 

introdução, considerou-se a hipótese do reforço da acção da acetilcolina a nível pós-sináptico 

por parte do fármaco em estudo. No tracto gastrointestinal, os vários tipos de receptores 

muscarínicos estão localizados em neurónios (M1 e M4) e nas células musculares lisas (M2 e 

M3), mediando processos como a contracção muscular e a secreção intestinal (Tobin et al., 

2009). Uma vez que a atropina é um antagonista não selectivo dos receptores muscarínicos, a 

sua utilização permitiu bloquear a acção de toda a população dos mesmos, existente nas 

preparações de íleo de rato. O facto de a atropina não ter alterado as curvas CR à metformina 

excluiu o envolvimento de receptores muscarínicos no mecanismo contráctil do fármaco. 

Assim, e tendo em conta os resultados descritos no parágrafo anterior, podemos excluir a 

componente colinérgica do mecanismo de acção intestinal da metformina. 

Achou-se também necessário o despiste da interacção da metformina com a NOS, uma 

vez que o fármaco oferece protecção cardiovascular, estimulando a acção da isoforma 

endotelial desta enzima e contribuindo para um dos principais benefícios da terapêutica com 

metformina, nomeadamente a redução do risco cardiovascular associado à DT2 (Calvert et al., 

2008; Davis et al., 2006). No tracto GI, a origem do NO é maioritariamente neuronal, sendo 
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produzido pelos neurónios do plexo mientérico (Martín et al., 2001). Para além das fibras 

nervosas entéricas, as células intersticiais de Cajal bem como as células musculares lisas 

demonstram imunorreactividade à NOS (Teng et al., 1998; Xue et al., 1994). Deste modo, 

avaliou-se a interferência da metformina com a NOS. Contudo, relativamente à motilidade 

intestinal, o NO exerce um efeito inibitório nas células musculares lisas, provocando o seu 

relaxamento, pelo que a contracção induzida pela metformina teria que ser resultado de um 

efeito inibitório na enzima. Assim, as três isoformas da NOS foram inibidas através da L-

NNA. A literatura sugere uma dependência temporal de inibição enzimática que pode variar 

sendo que, para estudos in vivo, é aconselhada uma pré-incubação superior a 30 minutos, 

enquanto que para estudos in vitro são recomendados 15 minutos de incubação, de modo a 

garantir a inibição das três isoformas (Alderton et al., 2001). Neste estudo, a L-NNA foi 

adicionada aos banhos de órgãos 15 minutos antes de cada dose da curva CR de metformina, 

pelo que se assume a inibição eficaz das isoformas enzimáticas. Uma vez que não se 

observaram diferenças significativas entre as curvas CR à metformina na ausência e na 

presença do inibidor enzimático, o mecanismo de contracção intestinal do fármaco não 

envolve o NO. 

A interferência da metformina na componente histaminérgica intestinal também foi 

estudada. Apesar de em intestino de rato estarem descritos outros tipos de receptores 

histaminérgicos, analisou-se apenas o papel dos receptores H1, uma vez que estão localizados 

nas células de músculo liso e medeiam a sua contracção (Chang et al., 1979). Assim foram 

efectuadas curvas CR, na presença e na ausência de mepiramina, tendo-se observado um 

bloqueio significativo de cerca 41% da resposta contráctil, o que permitiu sugerir o 

envolvimento dos receptores H1 no mecanismo da metformina. A mepiramina é classificada 

tradicionalmente como o antagonista dos receptores histaminérgicos H1, sendo o ligando de 

referência utilizado na caracterização farmacológica dos mesmos. Contudo, foi recentemente 

reclassificada como um agonista inverso devido à sua actividade intrínseca negativa nos 

receptores H1 humanos expressos em células COS-7 (Bakker et al., 2000) e que se caracteriza 

pela sua capacidade em reduzir a actividade basal constitutiva do receptor. Os receptores de 

histamina do tipo 1 são receptores metabotrópicos transmembranares associados a proteínas 

Gq/11 activadoras da fosfolipase C, a qual converte o PIP2 em IP3 e DAG. Verificou-se que a 

mepiramina se liga com elevada afinidade ao receptor, que se encontra na sua forma inactiva, 

promovendo o acoplamento da proteína G ao receptor H1 e reduzindo assim a disponibilidade 

celular de proteínas Gq/11. Deste modo, a mepiramina pode influenciar outros receptores que 
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partilhem a mesma via de transdução de sinal, isto é, as proteínas Gq/11, como é caso dos 

receptores 5-HT2A/2B/2C, 5-HT5, M1/3/5, 1, H1/2 e receptores de ATP. De facto, a mepiramina 

poderá estar a interferir com a activação de um subtipo de receptores 5-HT2 que poderão ser 

os mediadores da resposta contráctil à metformina nas preparações de íleo de rato, face aos 

resultados apresentados e discutidos mais adiante. Para além disso, Fitzsimons e 

colaboradores (2004) observaram que a mepiramina diminui os níveis basais de Ca
2+

 

intracelular. As suas conclusões demonstram que a mepiramina interfere com o mecanismo de 

contracção do músculo liso, já que este é um processo altamente dependente da elevação de 

Ca
2+

 intracelular. Nesse sentido, a alteração significativa da curva CR à metformina, 

observada na presença da mepiramina, pode ser resultante ou da interferência da mepiramina 

no mecanismo de transdução de sinal associado à activação de outros receptores que o 

partilhem, ou da inibição da contracção muscular e não própriamente porque são receptores 

H1 os mediadores da resposta contráctil à metformina.  

Sabendo que a actividade intestinal apresenta uma vasta componente serotoninérgica, 

tornou-se obrigatório estudar o envolvimento da 5-HT na resposta contráctil intestinal à 

metformina. Tendo em conta a distribuição dos tipos de receptores de 5-HT, descritos em 

intestino de rato, partiu-se de um antagonista não selectivo para vários tipos de receptores que 

nos permitisse, de um modo geral, avaliar a participação da 5-HT no perfil de contracção 

intestinal da metformina. A metiotepina é um antagonista não selectivo dos receptores 5-

HT1/2/5/6/7, tendo reduzido a resposta máxima da metformina em 64,8%, o que demonstra 

efectivamente a participação de receptores serotoninérgicos no mecanismo intestinal do 

fármaco. Direccionou-se então o estudo para a caracterização farmacológica do tipo/subtipo 

de receptor que pode estar a mediar esse efeito, recorrendo-se a antagonistas selectivos dos 

receptores descritos no tracto GI de rato, conforme consta na tabela I do capítulo 1. De referir 

que os recursos disponíveis para a realização do presente estudo não permitiram fazer um 

screening mais pormenorizado, pelo que nos restringimos somente à utilização de 

antagonistas dos receptores descritos no intestino e dos considerados mediadores da 

contracção. Deste modo, excluíram-se os receptores 5-HT5 e 5-HT6 e os receptores 5-HT4 e os 

5-HT7, os primeiros por não estarem descritos no tracto GI, e os segundos por mediarem o 

relaxamento intestinal. Assim, avaliámos a intervenção de receptores 5-HT1B, 5-HT2 e 5-HT3 

na resposta contráctil à metformina através de estudos funcionais, bem como a 

imunoreactividade aos receptores 5-HT1B, 5-HT1D e 5-HT2A, através de estudos 
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imunohistoquímicos ao dispormos apenas de anticorpos específicos para os mesmos, não 

tendo sido possível a aquisição de outros.  

No que diz respeito aos receptores do tipo 1, e tendo presente que os receptores do 

subtipo 5-HT1B estão associados à contracção muscular, foi utilizado o antagonista SB 

224289 na concentração de 1M, a qual apresenta maior selectividade para receptores 5-

HT1B, comparativamente a receptores 5-HT1D (pKi de 8,160,06 para receptores 5-HT1B e 

pKi de 6,270,09 para receptores 5-HT1D, determinados em receptores humanos 

recombinados expressos em linhas celulares CHO – Chinese Hamster Ovary cell line) 

(Selkirk et al., 1998). Uma vez que o SB 224289 não alterou a curva CR à metformina 

excluiu-se a participação dos receptores 5-HT1B na resposta contráctil ao fármaco. Estes 

resultados foram corroborados pelos estudos imunohistoquímicos que revelaram a ausência de 

marcação dos receptores 5-HT1B e 5-HT1D nas camadas musculares e plexos nervosos dos 

cortes histológicos de íleo de rato utilizados. Ora, a inexistência destes receptores nas 

preparações do material biológico analisado exclui a possível intervenção dos mesmos no 

mecanismo de acção intestinal associado à metformina. Apesar de alguma controvérsia de 

resultados, a literatura tem vindo a sugerir o envolvimento de receptores 5-HT1 no controlo da 

motilidade intestinal. Os receptores 5-HT1A foram identificados em neurónios entéricos de 

intestino de cobaias e de rato (Dietrich e Kilbinger, 1996; Kirchgessner et al., 1996 e 1993). 

Recentemente, Foong e colaboradores (2010) demonstraram a participação dos mesmos na 

geração de potenciais pós-sinápticos inibitórios no plexo submucoso de íleo de cobaias. Por 

outro lado, Borman e Burleigh (1997) sugerem ainda a intervenção dos receptores 5-HT1D na 

contracção da camada circular de músculo liso em intestino delgado de humano. A literatura 

propõe ainda um receptor de características particulares a nível GI, nomeadamente o receptor 

5-HT1P que, apesar de ainda não estar efectivamente caracterizado, parece ser expresso apenas 

a nível GI, controlando a sua actividade. Assim, seria importante o desenvolvimento de 

antagonistas selectivos deste subtipo de receptor para, futuramente, despistar a sua 

intervenção efectiva no mecanismo de contracção intestinal induzido pela metformina. 

Atendendo à participação dos receptores 5-HT2 na contracção GI, utilizou-se um 

antagonista não selectivo, a ritanserina (pKi de 8,8 para receptores 5-HT2A, 8,3 para 

receptores 5-HT2B e 8,9 para receptores 5-HT2C) (Baxter et al., 1995), tendo esta provocado 

uma redução significativa de cerca de 67,8% na resposta máxima à metformina. Para 

clarificar que subtipo de receptor 5-HT2 poderia estar a mediar a resposta contráctil à 

metformina, foram igualmente efectuadas curvas CR na presença de cetanserina, antagonista 

selectivo dos receptores 5-HT2A e 5-HT2C (pKi de 8,9 e 7,0, respectivamente) (Baxter et al., 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dietrich%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kilbinger%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Foong%20JP%22%5BAuthor%5D
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1995). Porém, como não foram observadas diferenças significativas entre as curvas CR 

efectuadas na presença e na ausência deste último antagonista comparativamente com a 

ritanserina, por exclusão de partes, as experiências sugerem o envolvimento dos receptores 5-

HT2B na resposta contráctil à metformina. Tanto mais que este perfil de resposta, na presença 

dos dois antagonistas, foi igualmente observado nas curvas CR à 5-HT exógena, isto é, a 

ritanserina bloqueou a resposta máxima à 5-HT em cerca de 62,4%, enquanto que a 

cetanserina apenas alterou significativamente a curva CR à 5-HT na última dose. Os estudos 

imunohistoquímicos revelaram ainda a presença de receptores 5-HT2A não em células 

musculares, mas em células ganglionares do plexo mientérico dos segmentos isolados de íleo 

de rato. Mais ainda, sendo igual a afinidade da ritanserina e a da cetanserina pelos receptores 

5-HT2A, pela semelhança dos respectivos pKi, e tendo sido testadas na mesma concentração, 

reforça-se a ideia da intervenção de um receptor para o qual a cetanserina não tem afinidade e 

a ritanserina tem. Embora a cetanserina tenha mais afinidade para receptores 5-HT2A que para 

receptores 5-HT2C, será pouco provável o envolvimento destes últimos, não descritos a nível 

periférico. O facto de a cetanserina reduzir a resposta máxima à 5-HT exógena, poderá 

traduzir o antagonismo nos receptores 5-HT2A neuronais que, pela sua localização ganglionar 

pré-juncional no plexo mientérico revelada nos estudos imunohistoquímicos, poderão 

contribuir para a libertação da fracção neuronal de 5-HT ou de outros neurotransmissores que 

induzam contracção intestinal. Na literatura, os receptores 5-HT2A estão descritos no tracto GI 

e têm sido referidos como os principais responsáveis pela contracção à 5-HT em preparações 

de íleo e estômago de rato (Briejer et al., 1997, Komada e Yano 2007), enquanto que essa 

mesma responsabilidade é atribuída a receptores 5-HT2B em preparações de estômago de rato 

(Baxter et al., 1994; Komada e Yano 2007), intestino delgado e cólon humano (Borman et al., 

2002; Borman e Burleigh, 1997). Contudo, uma vez que os resultados obtidos indiciam a 

intervenção dos receptores 5-HT2B no mecanismo intestinal da metformina, será imperiosa a 

localização celular futura dos mesmos em preparações de íleo de rato. De salientar ainda que 

está descrita, tanto para a ritanserina como para a cetanserina, afinidade nanomolar para 

receptores adrenérgicos 1A/B/D humanos (Yoshio et al., 2001), embora Scofield e seus 

colaboradores (1995) tenham detectado a presença mRNA deste tipo de receptores em 

intestino de rato. A influência dos mesmos a nível intestinal traduz-se na contracção das 

células de músculo liso (Ponti et al., 1996) pelo que o antagonismo dos receptores 1 pela 

cetanserina ou ritanserina poderia influenciar a resposta contráctil à metformina, se esta for 

mediada pelo receptor adrenérgico. No entanto, pensamos não ser relevante uma vez que em 
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preparações de íleo de rato são mais abundantes outro tipo de receptores adrenérgicos que não 

os 1 (Nasser et al., 2006).  

É conhecida a intervenção dos receptores 5-HT3 na modulação neuronal da contracção 

intestinal. A acção de antagonistas deste tipo de receptores é eficaz no controlo de sintomas 

GI pelo que, nesse sentido, a literatura sugere que os receptores 5-HT3 medeiam vias 

neuronais excitatórias que contribuem para a contracção intestinal, como é verificado em íleo 

de cobaias, rato e ratinho (Fox and Morton 1990; Tuladhar et al., 2000; Kiso et al., 2001). No 

entanto, há que ter presente, como discutido adiante, que os receptores 5-HT3 podem ter uma 

localização não neuronal no intestino, nomeadamente em células EC (Gebauer et al., 1993). A 

activação destes receptores é feita por agonistas que pertencem à classe das biguanidas como 

a 1-fenilbiguanida e a meta-clorofenilbiguanida  (Morain et al., 1994), isto é, moléculas 

estruturalmente semelhantes à metformina. Cubeddu e seus colaboradores (2000) avaliaram a 

possível afinidade da metformina para receptores 5-HT3, expressos de forma funcional em 

células de neuroblastoma de ratinho N1E-115, através de ensaios de competição entre 

radioligandos e a metformina. Dessa forma, concluíram que o fármaco não tem afinidade para 

os receptores 5-HT3, o que está de acordo com os nossos resultados. 

Com efeito, para avaliar a participação dos receptores 5-HT3 na resposta contráctil dos 

segmentos intestinais à metformina, foi utilizado um antagonista selectivo, o MDL 72222 na 

concentração de 1M (Ki de 5,3 nM em receptores 5-HT3 em córtex de rato) (Hoyer et al., 

1994), não tendo sido observada qualquer alteração da curva CR à metformina. 

Deste modo, tendo em conta que o mecanismo de acção não neuronal da metformina 

envolve a componente serotoninérgica, propôs-se que esta poderia interferir na libertação 

endógena de 5-HT a partir das células enterocromafins, uma vez que estas são o principal 

depósito de 5-HT no intestino. Na realidade, o que poderia estar a acontecer com os 

antagonistas serotoninérgicos utilizados, é que estes poderiam estar a antagonizar a resposta 

contráctil à 5-HT endógena, cuja libertação é estimulada pela metformina ao nível daquelas 

células EC. Dados da literatura sugerem que a 5-HT tem um papel importante na 

fisiopatologia de perturbações GI. Por exemplo, no síndrome carcinóide, uma doença 

resultante de tumores localizados nas células EC, ocorre libertação exagerada de 5-HT a partir 

dessas células, processo este que contribui para a ocorrência de diarreia severa e desconforto 

abdominal associados à doença (Carling et al., 2002; Von Der Ohe et al., 1993). Já na 

síndrome do intestino irritável, as perturbações na função das células EC e na sinalização da 
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5-HT afectam directa e indirectamente as funções motora e secretora intestinais que podem 

levar à ocorrência de sintomas gastrointestinais como a diarreia e a obstipação (Crowell 

2004). Assim, tendo em conta o papel fisiológico da 5-HT na motilidade intestinal descrito no 

capítulo 1, e as evidências que comprovam o seu envolvimento em sintomas gastrointestinais, 

pretendeu-se avaliar a influência da metformina na libertação da 5-HT a partir das células EC. 

Apesar de o controlo da actividade das células EC não estar ainda esclarecido, alguns autores 

propõem que a estimulação das mesmas é regulada por receptores 5-HT3 e 5-HT4. Gebauer e 

colegas (1993), sugerem a localização desses receptores nas células EC de íleo de cobaia, em 

que a activação dos receptores 5-HT3 induz um mecanismo de feed-back positivo, enquanto 

que os 5-HT4 causam inibição na libertação de 5-HT. Estes dados são corroborados por 

estudos realizados em intestino de rato e humano (Turvill et al., 2000, Schwörer e Ramadori, 

1998). Assim, o estímulo à desgranulação das células EC por parte da metformina foi também 

estudado neste trabalho através da utilização da reserpina. Esta é um inibidor do transportador 

vesicular de monoaminas, cujo efeito se traduz na depleção dos grânulos de 5-HT. Uma vez 

que se verificou uma depressão significativa da curva CR à metformina de cerca de 73,4%, 

concluímos que efectivamente a metformina provoca a libertação de 5-HT endógena a partir 

das células EC. Por outro lado, Gebauer e colaboradores (1993), demonstraram que os 

receptores 5-HT3 das células EC diferem dos receptores 5-HT3 neuronais do plexo mientérico 

devido à sua elevada afinidade para os antagonistas tropisetron e para o MDL 72222 e baixa 

afinidade para o ondasetron. As experiências levadas a cabo com o MDL 72222 permitem-nos 

excluir a intervenção dos receptores 5-HT3 presentes nas células EC como os intermediários 

entre a metformina e a libertação de 5-HT. Estas conclusões estão de acordo com o estudo de 

Cubeddu e seus colaboradores (2000) que referem que os sintomas gastrointestinais 

associados ao fármaco se devem à indução da desgranulação das células enterocromafins, 

sendo esta independente da activação de receptores 5-HT3.  

Numa colaboração com o Instituto de Fisiologia da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Coimbra, foi possível a aquisição de um modelo animal de Diabetes Mellitus 

tipo 2, nomeadamente ratos machos Goto-Kakizaki, num total de 6 animais. Foram isolados 

apenas 4 segmentos intestinais de cada animal, pelo que a limitação do número de 

experiências obrigou a uma planificação restrita dos protocolos experimentais a efectuar em 

animais diabéticos. Desta forma, foram efectuadas curvas CR à metformina e à 5-HT na 

presença de ritanserina, tendo em conta a evidente participação serotoninérgica na 

contratilidade intestinal induzida pela metformina e o envolvimento efectivo de receptores 5-
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HT2. Como já foi referido inicialmente nesta discussão, os estudos imunohistoquímicos 

efectuados em preparações intestinais de animais GK apenas foram utilizados para confirmar 

a presença da doença nestes animais, não tendo sido possível por limitações económicas 

proceder à localização celular dos receptores 5-HT2B como complemento dos resultados 

obtidos nos estudos funcionais. 

Nos animais diabéticos, no que diz respeito aos parâmetros farmacológicos da 

metformina, não se verificaram alterações da eficácia e da potência do fármaco ao longo do 

tempo. De facto ao longo de duas curvas CR sucessivas, ao contrário dos animais controlo 

(ratos Wistar), não se observou um aumento dos valores de Emáx. Comparando os dois grupos 

de animais, relativamente à segunda curva CR, a eficácia da metformina revelou-se menor em 

animais diabéticos. Poderemos então sugerir que a presença da DT2 pareceu provocar o 

comprometimento da eficácia do fármaco que depende da libertação de 5-HT endógena e 

estimulação de receptores 5-HT2 das células musculares lisas. 

Com efeito, relativamente às curvas CR à metformina na ausência e na presença de 

ritanserina, não se registaram diferenças estatisticamente significativas excepto na última dose 

do fármaco. Observou-se ainda, nos ratos GK, uma maior contracção basal à metformina na 

presença do bloqueio de receptores 5-HT2 pela ritanserina, quando comparada com o mesmo 

tipo de protocolo em animais controlo. Estes resultados não permitiram concluir sobre o 

envolvimento de receptores 5-HT2 na resposta contráctil ao fármaco em animais diabéticos. 

Estas observações sugerem um comprometimento do controlo gastrointestinal motivado pela 

DT2, já que a resposta contráctil dos segmentos de íleo pode não estar tão dependente da 

libertação de 5-HT a partir das células EC ou mesmo dos próprios receptores 5-HT2. Tendo 

em conta a incidência de sintomas gastrointestinais na DT2, o aumento da contracção basal 

observado pode ser o mecanismo subjacente à diarreia diabética e ser consequência da 

neuropatia diabética, uma das principais complicações da doença. Os estudos histoquímicos e 

inumohistoquímicos em preparações intestinais de animais GK comparadas com preparações 

de animais controlo, confirmam o estado patológico intestinal motivado pela doença, uma vez 

que se observa nitidamente o espessamento da parede vascular em animais GK, apesar de não 

se observarem depósitos de glicogénio nas membranas basais (que seriam consequência da 

hiperglicémia prolongada motivada pela DT2). Além disso, a actividade neuroendócrina das 

células musculares lisas da camada longitudinal do intestino de animais diabéticos, 

comprovada pela imunoreactividade à NSE, denuncia o descontrolo GI motivado pela doença.  

Já em relação às curvas CR à 5-HT na ausência e na presença de ritanserina em ratos 

GK, comprovou-se também o envolvimento de receptores 5-HT2 na resposta contráctil à 5-HT 
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exógena, uma vez que se observaram diferenças estatisticamente significativas na segunda e 

última doses. De salientar que o número de experiências em que este protocolo foi realizado 

(n=4) não permitiu consistência de resultados em todas as doses da curva CR à 5-HT. Numa 

comparação entre animais controlo e animais GK, as diferenças entre as amplitudes de 

contracção das curvas CR à 5-HT na presença e na ausência de ritanserina, foram da mesma 

ordem de grandeza. No entanto, como o número de experiências em animais diabéticos foi 

reduzido, o poder estatístico da amostra não possibilitou a existência de diferenças 

estatisticamente significativas nas mesmas doses onde aquelas foram verificadas em animais 

controlo. Apesar de estarmos conscientes da limitação de resultados, devido ao número de 

animais diabéticos disponíveis para este trabalho, prosseguiu-se com o estudo, atendendo à 

mais valia que a inclusão dos mesmos constituía para os objectivos propostos. Comparando a 

resposta contráctil à 5-HT exógena de animais controlo com a de animais diabéticos, sugere-

se que a acção pós-sináptica da 5-HT parece não se alterar sob a influência da doença, já que 

o efeito da ritanserina em ambas as condições foi idêntico e por não se terem verificado 

diferenças significativas nos valores de Emáx e pEC50. Assim, sob a influência da DT2, poderá 

haver um comprometimento na libertação de 5-HT endógena induzida pela metformina, 

enquanto que a acção pós-sináptica da 5-HT em células musculares lisas parece não ser 

afectada pela doença. Adicionalmente, fica demonstrado o envolvimento dos receptores 5-

HT2 na resposta contráctil à 5-HT, tanto em animais controlo como em ratos GK. 

O impedimento financeiro constituiu uma grande limitação ao presente trabalho uma 

vez que dificultou a aquisição de animais, fármacos antagonistas, anticorpos e o 

desenvolvimento de estudos moleculares que permitissem identificar o mecanismo 

bioquímico intestinal da metformina. A aquisição de ratos GK surgiu de uma colaboração 

com outro grupo de investigadores já no decurso do trabalho laboratorial. Atendendo à 

vantagem de uma comparação entre animais controlo e animais diabéticos, aceitámos de 

imediato essa hipótese. Contudo, temos consciência que a grande diferença entre o número de 

preparações de íleo dos dois grupos de animais não permitiu fazer uma comparação 

consistente dos parâmetros farmacológicos entre ambos. Para além disto, uma vez que a 

principal conclusão é a influência da metformina na libertação de 5-HT a partir das células 

enterocromafins, serão necessários estudos adicionais que clarifiquem os mecanismos 

bioquímicos e farmacológicos associados a esse mecanismo de acção do fármaco. Por outro 

lado, na literatura disponível, não foram encontrados estudos funcionais de contracção de 

músculo liso de intestino de rato à metformina, pelo que, sendo o presente trabalho pioneiro 
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nessa área, não houve a possibilidade da comparação dos nossos resultados com os de outros 

investigadores.  
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Conclusões 

A metformina é um fármaco antidiabético oral amplamente utilizado na prática clínica. 

No entanto, está associado a efeitos adversos, nomeadamente a sintomas gatrointestinais 

como a diarreia. Nesse sentido, o este trabalho procurou compreender os mecanismos 

farmacológicos subjacentes à diarreia induzida pela metformina, através de estudos funcionais 

de contracção de músculo liso de íleo de rato. Os resultados obtidos em animais controlo 

excluem a possibilidade de um mecanismo neuronal, bem como o envolvimento do NO, dos 

receptores colinérgicos e dos receptores 5-HT1B, 5-HT2A/2C e 5-HT3, no mecanismo de 

contracção intestinal induzido pela metformina. Mais ainda, sugere-se o envolvimento dos 

receptores 5-HT2B, sendo que, no modelo animal de Diabetes Mellitus tipo 2, ficou 

comprovado o envolvimento de receptores do tipo 5-HT2. Os estudos 

histoquímicos/imunohistoquímicos revelaram imunoreactividade a receptores 5-HT2A em 

células ganglionares do plexo mientérico nas preparações biológicas estudadas, para além de 

confirmarem, nos animais diabéticos, a presença de alterações morfológicas resultantes da 

doença.  

Propomos como principal mecanismo de acção intestinal da metformina, a indução da 

libertação de 5-HT a partir das células enterocromafins e consequente estimulação de 

receptores 5-HT2B das células musculares lisas, uma vez que na presença da DT2 poderá 

haver um comprometimento na libertação da 5-HT endógena induzida pela metformina, 

enquanto que a acção pós-sináptica da 5-HT nas camadas musculares parece não ser afectada 

pela doença.  

Concluímos então que a contracção basal do órgão na presença da doença pode ser 

determinante para um maior ou menor efeito da metformina como indutor de diarreia através 

da libertação de 5-HT.  
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