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RESUMO

Parte do efeito protetor da metformina na prevencgao de eventos
cardiovasculares em diabéticos parece ser atribuido a efeitos pleiotrépicos, incluindo
a reducgéo na pressao arterial. Estudos experimentais encontraram um efeito de
reducdo na pressao arterial com o uso de metformina. No entanto, estudos clinicos
demostram resultados inconsistentes. Considerando-se que maioria néo foi
desenhado especificamente para avaliar o efeito da metformina sobre a presséo
arterial e que esta ndo foi avaliada através da MAPA-24h, hoje considerada como
padréo ouro para afericdo da pressao arterial, desenvolvemos este projeto com o
objetivo de avaliar o efeito da metformina na PA medida por MAPA-24H.

Métodos: em ensaio clinico, 97 individuos hipertensos nao diabéticos foram
randomizados para receber metformina (n=48) 850-1700mg/d ou placebo (n=49).
Medidas antropométricas, laboratoriais e MAPA-24H foram realizados no inicio e
apos oito semanas de seguimento.

Resultados: ndo houve diferenca na PA medida por MAPA-24H ou de consultério
entre os grupos. Houve reducéao significativa na medida da cintura com o uso de
metformina (95,1+10,4; 89,3+27,4cm; p=0,02).

Conclusédo: a metformina ndo tem efeito de reducéo na PA de individuos

hipertensos nao diabéticos.



1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes e Doenga Cardiovascular

A doenca cardiovascular (DCV) é a principal causa de morbidade e
mortalidade associada ao diabetes tipo 2 (DM IlI). A prevaléncia global de DM Il
entre adultos acima de 18 anos aumentou de 4,7%, em 1980, para 8,5%, em 2014,
resultando no acréscimo da proporcéo de DCV atribuivel ao DM Il (1,2,3,4).

As complicaces ligadas a DM Il estdo estritamente relacionadas com a
hiperglicemia (5,6). Deste modo, o melhor controle glicémico pode reduzir o nimero
de eventos. Cada 1% de redug¢ao na hemoglobina glicada (HbA1c) corresponde 21%
de reducé&o em qualquer desfecho relacionado ao DM 11 (7,8).

No estudo UKPDS 34, o uso de metformina resultou em reducéo de
complicagBes macrovasculares e de mortalidade em individuos com diagnéstico
recente de DM Il e sobrepeso. Este efeito sobre os desfechos macrovasculares nao
ficou igualmente demonstrado com o controle glicémico realizado a partir do uso de
sulfoniluréias ou insulina, dado a equivaléncia de reducédo na HbAlc. Resultado que
colocou a utilizacdo da metformina na linha de frente da abordagem farmacoldgica
nos pacientes portadores de DM II, mas cujo beneficio parece ndo ser inteiramente

explicado com base no controle glicémico (9).

1.2 Farmacodinamica da Metformina

A metformina e a fenformina séo farmacos da classe das biguanidas,

introduzidas em 1957. A fenformina foi retirada do mercado durante a década de 70



devido a sua associa¢cdo com acidose lactica. A metformina, por ter sido raramente
associada a esta complicacéo, foi aprovada para o tratamento do DM II, nos EUA,
em 1995 (10). Ela é absorvida pelo intestino delgado, concentra-se nos enterocitos e
hepatdcitos e termina sendo eliminada intacta nos rins. Juntamente com a dieta, é
capaz de reduzir a glicemia de jejum em 2,78 - 3,9 mmol/L (50-70mg/dL),
correspondendo a 1,3-2,0% de reducao na hemoglobina glicada. A acidose lactica é
a complicagdo mais grave associada a sua utilizacdo, com mortalidade em torno de
30-50%. No entanto, sua incidéncia € muito baixa e esta estimada em 0,03 casos
por 1.000 pacientes/ano. O efeito anti-hiperglicémico se deve, principalmente, a
inibicdo da gliconeogénese hepética que esta aumentada no DM 11 (11,12). O
aumento da captacao de glicose estimulada por insulina nos adipdcitos e no
musculo esquelético e a reducdo na absorcao intestinal de glicose sdo outros
mecanismos propostos. Em individuos com resisténcia insulinica, a metformina
reduz os niveis séricos de acidos graxos livres e a oxidacao destes pelos tecidos.
Além disso, diminui os triglicerideos e, portanto, as lipoproteinas de densidade muito
baixa. Também reduz o colesterol total e LDL-colesterol enquanto mantém ou eleva
o HDL-colesterol; acdes que podem contribuir na protecéo cardiovascular. Além do
efeito no controle glicEmico e metabolismo lipidico, outros, possivelmente
cardioprotetores, estariam relacionados com o manejo de calcio intracelular em
cardiomidcitos e musculo liso intracelular, funcéo endotelial, reducéo da

hipercoagulabilidade e hiperatividade plaquetaria (13).



1.3 Metformina e Presséo Arterial: estudos experimentais

A hipertenséo arterial sistémica (HAS) associa-se frequentemente a resisténcia
insulinica. Diabéticos tem maior incidéncia de HAS do que a populacao geral e
hipertensos estdo mais predispostos a desenvolver diabetes (14).

Recentemente demonstrou-se que um sinalizador defeituoso de insulina pode
contribuir para maior resisténcia vascular, a qual € um marcador de hipertensao na
DM Il. Uma pior agéo vascular da insulina pode resultar em menor relaxamento
dependente de 6xido nitrico, reducéo na atividade da bomba de sddio e aumento
dos niveis de calcio no musculo liso em diabéticos, resultando em mais resisténcia
vascular e menos relaxamento. O uso de metformina em ratos causa relaxamento
arterial através de reducéo do célcio intracelular no musculo liso, efeito que pode ser
secundario a maior producao de 6xido nitrico pelo musculo liso vascular exposto a
metformina (13).

Tem sido demostrado que a insulina atenua o estimulo agonista para o
aumento da concentracao de calcio citosolico em células isoladas de musculo liso
vascular. Entretanto o efeito de outros antidiabéticos, como a metformina, na
regulacéo do estimulo agonista de calcio néo foi investigado. Estudo experimental
com ratos espontaneamente hipertensos e normotensos, do tipo Wistar-Kyoto, que
receberam injecdes diarias de metformina na dose de 100mg/kg ou solucéo salina
por via subcutanea duas vezes ao dia durante 4 semanas, avaliou os efeitos
vasculares e na presséo arterial. Observou-se reducéo estatisticamente significativa
na PA nos ratos espontaneamente hipertensos que receberam metformina, mas néao
nos normotensos. O tratamento com metformina, durante 24 horas, reduziu o

aumento de calcio induzido por arginina-vasopressina ou trombina em células de



musculo liso adrtico dos ratos espontaneamente hipertensos, sugerindo um efeito
vascular do farmaco (15).

Kosegawa e cols., com o objetivo de determinar se a melhora na resisténcia
insulinica levaria a reducdo na PA, administraram metformina na dose de
100mg/kg/dia durante 20 semanas em dez ratos machos (n=10) do tipo OLEFT
(modelo de animais com diabetes mellitus ndo insulino dependente, associado a
obesidade leve, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia) versus 10 controles que
receberam apenas agua. O tratamento com metformina resultou na reducgéo do
ganho de peso apos 27 semanas. Além disso houve na 21° semana reducéo
estatisticamente significativa na PAS no grupo tratado (130 £ 1,9 versus 143 + 2,7
mmHg, p<0,01) (16).

Muntzel e cols. testaram a hipétese da metformina reduzir a PA através de
efeito de inibicdo simpatica. A presséo arterial foi aferida por radiotelemetria. Ratos
espontaneamente hipertensos (n=26) foram divididos em quatro grupos: o grupo
controle recebeu 4gua e dieta com NaCl 0,3% (n=6) ou agua e dieta com NaCl 8%
(n=6) e o grupo metformina recebeu metformina 350-500mg/kg/dia mais agua e dieta
com NaCl 0,3% (n=8) ou agua e dieta com NaCl 8% (n=6) durante 4 semanas. O
uso de metformina causou atenuacao na elevacao da PA decorrente de uma dieta
rica em sal embora néo tenha afetado a PA dos animais que receberam dieta salina
normal. Também houve reducédo na frequéncia cardiaca dos que receberam o
farmaco. Os autores concluem que este efeito poderia estar associado a interacéo
da metformina com o sistema nervoso simpatico (17).

Outro estudo experimental avaliou se o possivel efeito de reducao na PA
associado ao uso de metformina estaria relacionado ao bloqueio na atividade

simpatica ou vasodilatacdo por producédo de 6xido nitrico. Foi medido a variacdo na



pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de modelos de ratos
hipertensos ou normotensos que inicialmente receberam somente metformina por
via endovenosa (na dose de 100mg/kg) e apos a infusdo de: fentolamina (bloqueio
alfa-adrenérgico), propranolol (beta-adrenérgico), atropina (muscarinico),
hexametbnio (ganglibnico) e acetato de N-metil-L-arginina (6xido nitrico sintetase). O
uso de metformina causou reducéo na PA e taquicardia, entretanto, este efeito foi
abolido ap6s o bloqueio alfa-adrenérgico nos ratos hipertensos, sugerindo um efeito

hipotensor da metformina mediado pelo simpético (18).

1.4 Metformina e Pressao Arterial: estudos em humanos

Considerando o efeito hipotensor da metformina encontrado nos estudos
experimentais, alguns estudos clinicos posteriormente se ocuparam da mesma
hipdtese. Nagi e cols. avaliaram o efeito da metformina no controle glicémico,
resisténcia insulinica e nos fatores de risco para doenca cardiovascular. Em ensaio
clinico cruzado, 27 individuos com diabetes nao insulinodependente receberam
metformina na dose de 850mg/dia até 850mg 3x/dia versus placebo durante 12
semanas. O uso de metformina resultou na reducéo significativa da concentracéo de
colesterol total, LDL-colesterol e triglicerideos, porém sem mudanca no HDL-
colesterol. Nao houve diferenca na pressao arterial (19).

Chan, et al, compararam o efeito metabolico e hemodinamico da metformina e da
glibenclamida em individuos normotensos com diabetes ndo insulinodependente.
Em ensaio clinico cruzado, 12 pacientes chineses foram randomizados para receber
metformina na dose de 500mg até 3g/dia ou glibenclamida 5-20mg/dia durante 10

semanas. Houve reducao mais consistente na pressao diastolica com o uso de



metformina (-12.9% p<0,001), embora os autores considerem a possibilidade de a
reducao do peso ter confundido os resultados (20).

Em outro ensaio clinico, com o objetivo de avaliar o efeito do uso da metformina
na pressao arterial e outros fatores de risco para doenca cardiovascular, 12
mulheres obesas, hipertensas e ndo diabéticas receberam metformina 850mg 2x/dia
ou placebo durante 12 semanas. O uso de metformina resultou na reducao
estatisticamente significativa da presséao sistélica (PAS) e diastélica (PAD) (p<0,01).
A reducao na atividade do sistema nervoso simpatico sugerido por uma diminuicdo
de 25% na dosagem de norepinefrina plasmética com o uso de metformina poderia
contribuir para este resultado (21).

Um estudo piloto com 09 participantes: homens, com idade média de 56 anos,
ndo obesos, ndo diabéticos e com HAS néo tratada, receberam metformina 850mg
duas vezes ao dia durante 6 semanas. Constatou-se, respectivamente, reducao de
40+19 mmHg e 24+05 mmHg (p<0,001) na PAS e PAD na sexta semana de
tratamento com metformina. Apos dois meses da suspensao do farmaco houve
elevacao da PA (22).

Giugliano e cols., com o objetivo principal de avaliar a eficacia e seguranca da
metformina em individuos obesos com DM Il ndo adequadamente controlados com
terapia insulinica apoés faléncia secundéria das sulfoniluréias, randomizaram 50
participantes para receber metformina 850mg duas vezes ao dia ou placebo durante
seis meses. Dentre os resultados, observou-se reducao de 8,8 mmHg e 4,8 mmHg
na PAS e PAD, respectivamente, no grupo tratado com metformina (p<0,01) (23).

Campbell e cols. avaliaram (em estudo prospectivo) o efeito da metformina na

PA de 14 individuos diabéticos com sobrepeso, nédo controlados com dieta. Num
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seguimento de seis meses, 0s participantes com idade entre 46-64 anos receberam
metformina (dose inicial de 500mg até 3g/dia). N&o houve alteragdo na PA (24).

Com o objetivo de avaliar o efeito da metformina na resisténcia insulinica,
atividade simpéatica e pressao arterial de individuos obesos, hipertensos e nao
diabéticos, seis homens com idade média de 49 anos foram randomizados num
estudo cruzado para receber metformina 850mg/dia ou placebo num seguimento de
12 semanas. N&o houve alteracdo tanto na resisténcia insulinica quanto na PA
destes individuos (25).

Mourdo Jr e cols. em estudo de coorte, avaliaram o efeito na PA apds adi¢édo
de metformina (1404,4 + 565,5 mg ao dia) em 57 individuos com DM Il em uso de
insulina durante seis meses. Apesar do melhor controle glicémico, da reducao na
concentracdo de colesterol total, na circunferéncia abdominal e também na
necessidade de insulina, ndo houve alteragao na PA (26).

Ensaio clinico com 390 participantes diabéticos em uso de insulina, avaliou a
adicao de metformina versus placebo num seguimento de 4,3 anos. Igualmente nao
se identificou efeito sobre PA, apesar da reducdo no peso, na necessidade de
insulina e do melhor controle glicémico (27).

Snorgaard e cols. realizaram ensaio clinico para avaliar o efeito da
metformina na PA, aferida por monitorizagcdo ambulatorial da pressao arterial de 24
horas (MAPA-24h), em trés grupos de individuos hipertensos néo diabéticos:
metformina 850mg duas vezes ao dia (n=10), metformina 500mg duas vezes ao dia
(n=10) ou placebo (n=05). Apos 12 semanas, ndo houve diferenca na PA entre os
grupos (28).

Uma revisao sistematica que incluiu 41 ensaios clinicos, totalizando 3074

individuos com DM Il e uso de metformina por tempo superior a seis meses, foi
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realizada com o objetivo de avaliar o efeito da metformina na PA e no perfil lipidico
(colesterol e triglicerideos). Nao houve diferenca estatistica na PA com o uso de
metformina quando comparada com outros tratamentos (PAS= -1,09mmHg) (-3,01-
0,82; p=0,30), mesmo nos individuos que receberam doses mais elevadas do
farmaco (=22550mg ao dia) (29).

Zhou e cols., em recente metandlise, avaliaram o efeito da metformina na PA
de individuos n&o diabéticos. Foram incluidos 4113 individuos de 28 ensaios
clinicos. A andlise demonstrou que o uso de metformina resultou na reducao
estatisticamente significativa na PAS (-1,98mmHg; -3,61 -0,35; p=,02). Nao houve

diferenca na PAD (30).

1.5 Metformina e outros efeitos cardiovasculares

Estudos experimentais sugeriram um efeito protetor na fung&o ventricular
esquerda, independentemente do glicémico, com a administracdo de metformina
durante o processo de isquemia e reperfusdo miocardica. Tal efeito decorrente do
aumento na fosforilacdo do AMP-proteina kinase ativada mitocondrial, resultaria na
melhora da funcao sistdlica e diastolica. Contrariando estes estudos, ensaio clinico
demonstrou que o uso de metformina, em comparac¢éo ao placebo, no pos-IAM de
380 individuos néo diabéticos submetidos a intervengcdo coronariana percutanea
primaria, néo foi capaz de melhorar a fracao de ejecao do ventriculo esquerdo,
aferida por exame de ressonancia nuclear magnética, apos quatro meses de

seguimento (31).
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1.6 Outros antidiabéticos e pressao arterial

Apos estudos experimentais igualmente demonstrarem um efeito de reducao
na PA com o uso de rosiglitazona, um brago do estudo “Record” foi desenhado para
avaliar o efeito da adicao deste farmaco na PA, aferida por MAPA-24h, em
individuos com DM Il. Em ensaio clinico randomizado, aberto, em paralelo, com 759
participantes, um grupo em uso de metformina foi randomizado para receber
rosiglitazona ou sulfoniluréia enquanto outro em uso de sulfoniluréia recebeu
rosiglitazona ou metformina. Apos 12 meses de seguimento houve maior reducdo na
PAS com rosiglitazona na comparagao com metformina (Delta=2,5 mmHg, p=0.031),
sugerindo um maior efeito anti-hipertensivo com a adicao de rosiglitazona ao
esquema terapéutico com sulfoniluréia do que a adicdo de metformina ao mesmo
esquema (32).

Paradoxalmente, em metanalise que incluiu 42 estudos, o0 uso de
rosiglitazona foi associado ao aumento no risco de infarto do miocérdio (odds ratio
1.43; P=0.03) e morte de causa cardiovascular (odds ratio 1.64; P=0.06). Os autores
sugerem que um possivel efeito adverso no metabolismo lipidico e de retencdo
hidrica estariam entre as causas (33).

Na ultima década, trés novas classes de farmacos foram aprovadas para uso
em DM II: agonistas do GLP-1 (peptideo semelhante ao glucagon), que estimula a
liberacéo de insulina; inibidores da DPP-4 (dipeptidil peptidase 4) que atuando na
mesma rota, previnem o esgotamento do GLP-1 estimulando também a liberacéo de
insulina e, por fim, os inibidores do co-transportador 2 sddio-glicose (SGLT2) que

inibem a reabsorcao de glicose pelo tubulo proximal renal.
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Estudos pré-clinicos que utilizaram agonistas do GLP-1 (exenatida e
liraglutida) encontraram reducéo na PA de ratos hipertensos (34). Posteriormente,
em analise secundaria, estudo clinico em individuos diabéticos igualmente
encontrou reducdo na PA no grupo que recebeu estes mesmos farmacos (35). Duas
metanalises desenhadas para avaliar os efeitos dos agonistas do GLP-1 na FC, PA
e peso, encontraram reducdo na PAS e PAD tanto na comparacao com placebo
guanto outros farmacos (36,37). O ensaio clinico “Elixa” avaliou o uso da
Lixisenatide em diabéticos com sindrome coronariana aguda recente. Apos 25
meses, nao houve diferenca na taxa de eventos cardiovasculares na comparacéo
com placebo, mas com achado de redugao na PAS (-0.8mmHg, p=0.001) (38).

Recentemente, o “Leader Trial” foi desenhado para avaliar os efeitos
cardiovasculares da liraglutida. Num seguimento médio de 3,8 anos, 9340 individuos
diabéticos foram randomizados para receber liraglutida versus placebo. A taxa de
primeira ocorréncia para: morte de causa cardiovascular e IAM ou AVC nao fatal foi
estatisticamente menor no grupo que recebeu liraglutida. Nao houve diferenca
estatistica na medida da PA entre os grupos, entretanto foi necessaria menor adicédo
de diuréticos durante o estudo no grupo que recebeu este farmaco (39).

Em contrapartida, os inibidores da DPP-4 foram associados com pequeno ou
nenhum efeito de reducdo na PA nos estudos experimentais (34). Dentre os
recentemente estudados (alogliptina, saxagliptina e sitagliptina), ndo houve reducéo
de eventos cardiovasculares nos individuos tratados com estes farmacos. Houve um
aumento na taxa de internacado por insuficiéncia cardiaca (ICC) nos individuos
randomizados para o grupo saxagliptina. (40,41,42).

O estudo “EMPA-REG OUTCOME” avaliou o efeito da empagliflozina (inibidor

do co-transportador 2 sodio-glicose SGLT2) comparado contra placebo, na
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morbidade e mortalidade cardiovascular de individuos com DM Il e risco elevado
para eventos cardiovasculares. Houve menor incidéncia de desfechos
cardiovasculares no grupo que recebeu o farmaco bem como reducéo da PAS e

PAD (43).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando-se a caracteristica Unica de beneficio sobre desfechos
macrovasculares da metformina no tratamento da DM Il, especula-se sobre um
possivel efeito pleiotropico hemodinamico do farmaco.

Estudos experimentais demonstram um efeito de redugao na presséao arterial.
No entanto, estudos clinicos ndo mostram resultados consistentes. Considerando-se
gue maioria ndo foi desenhado especificamente para avaliar o efeito da metformina
sobre a pressao arterial e que esta nédo foi avaliada através da MAPA-24h, hoje
considerada como padrao ouro para afericdo da pressao arterial, desenvolvemos
este projeto que pretende responder a seguinte hipotese conceitual:

- A utilizagdo de metformina em pacientes com HAS exerce um efeito

hipotensor significativo.
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3 OBJETIVOS

Principal:
Avaliar o efeito da metformina comparado ao placebo na média da pressao
arterial sistélica e diastolica de 24 horas, aferida por monitorizacdo ambulatorial de

presséo arterial (MAPA-24h).

Secundario:
Avaliar a diferenca nas médias da pressao arterial sistélica e diastolica
durante a vigilia e sono, aferidas por MAPA-24h, bem como a variagdo na pressao

arterial de consultorio, nos valores laboratoriais e medidas antropométricas.
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SUMMARY

Background: Part of the beneficial effects of metformin on the prevention of
cardiovascular events in diabetes can be attributed to pleiotropic effects, including a
blood pressure (BP) lowering effect.

Objective: To evaluate the effect of metformin on BP measured by ambulatory blood
pressure monitoring (ABPM).

Methods: In a double-blind parallel clinical trial, 97 patients with hypertension but
without diabetes mellitus were randomized to receive 850-1700mg of metformin (n =
48) or placebo (n = 49). Clinical, laboratory and ABPM data were collected at the
baseline and after 8 weeks of follow-up.

Results: The sample consisted mainly of white overweight women. BP measured by
ABPM did not lower in participants allocated to metformin and placebo. There was no
effect in BP measured in the different periods of ABP monitoring and office BP.
Additionally, fasting plasma glucose, lipids and C-reactive protein remained
unchanged during the trial. There was a significant reduction in waist circumference
with metformin (95.1 + 10.4 to 89.3 + 27.4 cm; P=0.02).

Conclusion: Metformin does not reduce BP measured by ABP monitoring in
hypertensive non-diabetic patients.

Key words: metformin, blood pressure, clinical trial, ambulatory blood pressure.

Trial Registration: clinicaltrials.gov Identifier: NCT02072382
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INTRODUCTION

Cardiovascular disease is the leading cause of morbidity and mortality in patients
with type 2 diabetes mellitus [1,2,3,4]. High blood pressure (BP) is a major
cardiovascular risk factor in patients with type 2 diabetes and BP-lowering treatment
reduces their risk of developing cardiovascular complications [5,6].

Metformin reduced macrovascular complications in patients with type 2
diabetes to a greater extent than other agents with similar glucose-lowering effect in
the UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) [7]. This finding suggested that the
cardiovascular protection conferred by metformin could go beyond that determined
by the improvement of glucose control [7,8].

Metformin has more than one mechanism of action. Increased insulin
sensitivity in skeletal muscle and the liver, improved glucose disposal, and decreased
hepatic glucose production are the effects related to glucose metabolism [9]. In
addition, some studies suggested that metformin could have BP-lowering effect.
Animal experiments demonstrated a BP-lowering effect of metformin [10,11,12,13].
This effect could be mediated by vasodilatory actions secondary to increased nitric
oxide production by vascular smooth muscle and reduction of plasma catecholamine
levels [14].

Studies of BP effects of metformin in humans have conflicting results due to
methodological limitations. Among them, BP variation was not a prespecified
outcome [15], the use of ABPM was infrequent [15,16,17,18,19,20,21,22,23] there
was no control for antihypertensive drugs used during the follow-up
[15,16,17,18,19,20,21,23,24], lack of blinding for the different interventions

[16,18,20,22] and some studies were underpowered [16,17,18,20,21,24].
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We hypothesized that metformin has effects on blood pressure that are
independent from its intrinsic glucose-lowering action. We therefore performed a
randomized, double-blind, placebo-controlled trial of metformin in order to assess the
effects of metformin on BP measured by ABPM in non-diabetic patients with

hypertension.
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METHODS

This randomized controlled, double-blind parallel study was conducted in the
Hypertension Clinic of the Division of Cardiology, Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (Porto Alegre, Brazil). The Institutional Ethics Committee approved the study
and all patients signed an informed consent for participation. The protocol was
registered in Clinical Trials.gov (Identifier: NCT02072382). The allocation of active
treatment and its control was concealed and a blind investigator distributed a
numbered opaque container of identical appearance. Randomization was performed
by an automated system, with stratification by systolic blood pressure (SBP) on

ABPM (< 130 or =2 130 mmHg).

Patients

Patients without diabetes (by history and confirmed by a normal fasting
plasma glucose test at baseline), with controlled or uncontrolled hypertension, aged
18-75 years, were selected for the study. Main exclusion criteria included: diagnosis
of secondary hypertension, severe hypertension (SBP = 180 mmHg and / or diastolic
blood pressure (DBP) = 110 mmHg) known allergy or hypersensitivity to trial drugs;
New York Heart Association grade II-1V heart failure, myocardial infarction, or stroke
in the previous year; creatinine > 1.5 mg / dL, pregnancy, and any other relevant

active clinical disease.

Procedures
Demographic and anthropometric data were collected at the baseline evaluation.
Office BP and resting heart rate were measured with an automated device (Microlife

BP3AC1-PC), with a cuff size corresponding to the circumference of the right arm

29



before and after the experimental period. The average of two measurements was
used in analysis. Participants had ABPM done at baseline and after eight weeks of
follow-up. Total cholesterol (TC), triglycerides (TG), HDL - cholesterol (HDL-C),
fasting glucose and C-reactive protein (CRP) were determined at baseline and at end
of eight weeks follow-up period as well. The LDL-C was calculated using the
Friedewald formula [25]. ABPM was registered with a Spacelabs 90207 ABPM
monitor, scheduled for measurements every 15 minutes between 7am and 11pm
(daytime period) and every 20 minutes from 11pm to 6am (nighttime period).

Patients were randomized to receive a pill with 850 mg of metformin or matching
placebo after lunch during the first week, followed by 1700mg (two pills) the second
after dinner for seven consecutive weeks. Participants were instructed to maintain
their drug and non-pharmacological treatment for hypertension, according to
guideline recommendations [26].

Adherence to treatment was assessed by counting pills check. Use of more than
80% of the provided medication characterized good adherence. Tolerance to
treatment was assessed by questioning for adverse effects by telephone interview at

the 4th week and at end of the follow-up period.

Outcomes

The primary outcome was the difference in mean 24-hour BP variation
between the two groups after the intervention. Daytime and nighttime arterial BP, as
well as the office BP, laboratory and anthropometric differences were secondary

outcomes.
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Statistical analysis
Sample size was based on a standard deviation of 8 mm Hg and effect size of

5 mm Hg in 24-h systolic arterial BP and a two-sided significance level of 5%. A
sample size of 42 patients per group provided a power of 80% to reject the null
hypothesis. Considering possible 10% of losses, the final sample had 92 patients.

Baseline comparison between groups was performed using the Student t test for
continuous variables and y? for categorical variables. In each group, the change in
BP by 24-h daytime and nighttime arterial BP, and laboratory tests was calculated by
subtracting baseline values measured after the intervention period. The difference
between groups was calculated by subtracting the variation observed between them
(6-values). The differences in BP variation and laboratory tests were analyzed by
analysis of variance for repeated measures (MANOVA). All tests were two-tailed and
significance level was 5%. We performed a stratified analysis addressing differences
between deltas according to sex, BMI (body mass index), fasting glucose and SBP-
24h (systolic blood pressure) above or below 130 mmHg. Data were analyzed using

SPSS version 15.0.

31



RESULTS

Between March 2013 and June 2016, 100 patients met the inclusion criteria
and were invited to participate. Among them, 97 were randomized and 48 and 49
patients in the metformin and placebo groups, respectively were effectively analyzed
(Figure 1).

Table 1 shows that there was a similar distribution of demographic
characteristics, severity of hypertension measured by office and ambulatory BP and
in proportion of patients using combination of antihypertensive in both treatment
arms. There was a predominance of white overweight women in both arms.

Table 2 and Figure 2 show that BP measured by ABPM did not change in both
treatment arms, and therefore there was no difference between metformin and
placebo in their effects over BP. The absence of any effect was observed in the 24-h
daytime and nighttime periods. Table 3 shows that there was no difference between
metformin and placebo in the office BP. Fasting plasma glucose, lipids and CRP
remained unchanged during the trial as well. There was a significant reduction in
waist circumference with metformin treatment (P=0.02) (Table 4). Table 5 shows
that in a stratified analysis there was no difference in deltas relating to sex, BMI,
fasting glucose and SBP-24h above or below 130mmHg.

Compliance, as assessed by counting the number of tablets returned on last
visit, was satisfactory in both treatment arms, but slightly higher in the placebo arm
(87% versus 79% in the metformin group). The use of metformin resulted in
significant more adverse effects (mainly diarrhea and abdominal pain) in metformin

group (n=08) versus none in placebo group (P=0.003).
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DISCUSSION

The results of this randomized placebo controlled clinical trial showed that
metformin has no effect over BP assessed by ABPM in hypertensive nondiabetic
patients. We also did not find any significant decrease in office BP in the metformin
group. Among the several secondary outcomes investigated in the trial, metformin
promoted a reduction in waist circumference.

The results of UKPDS-34 showed that the positive effects of metformin on
macrovascular outcomes could be related to some pleiotropic effect [7]. Early
experimental studies had suggested that this antidiabetic drug could have some
effect in BP reduction [10,11,12,13]. However, clinical studies showed some
conflicting results that could be explained by methodological limitations. Among the
previous studies that showed a BP lowering effect of metformin, insufficient statistical
power [16,17, 18], analysis of BP reduction as secondary outcome [19] and absence
of ABPM as a method of BP measurement are some methodologic problems that
could weaken the findings. In studies that did not yield a BP effect, this variable was
not analyzed as main outcome [15] or also had small samples [20,21,23]. The only
study that used ABP monitoring did not find a BP reduction effect but investigated
only 25 subjects [24]. Our findings agree with a meta-analysis of 41 clinical trials
including 3074 individuals, which found a non-significant office SBP reduction of 1.09
mmHg (-3.01-0.82) (P=0.3) [27]. Conversely, a recently published meta-analysis
which included nondiabetic patients showed that metformin had a significant effect on
SBP (mean difference -1.98mmHg; -3.61-0.35; p=0.02), but not on DBP [28]. But
most studies were not designed to test the effect of metformin on BP reduction and

based on office BP instead of ABPM [29].
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The evaluation of the possible pleiotropic effects of anti-diabetic drugs may
have important clinical implications. Recently, glucagon-like peptide-1 (GLP-1)
agonists, a new class of incretin-based therapy used for the treatment of type 2
diabetes had shown a cardioprotective effect independent of glucose control
improvement [30, 31]. Most trials investigating the anti-diabetic actions of GLP-1
agonists have reported reductions in BP [32]. Similarly, in the EMPA-REG
OUTCOME, empagliflozin, an inhibitor of sodium-glucose cotransporter 2, added to
standard care in patients with type 2 diabetes demonstrated cardioprotective effect.
The authors infer that the mechanisms behind the cardiovascular benefit are
multidimensional, including a blood pressure reduction [33].

C-reactive protein (CRP) is a sensitive marker of low grade systemic
inflammation and directly involved in the initiation and progression of atherosclerosis.
Some studies have found a metformin associated reduction in CRP levels [34, 35]
whereas others did not [36, 37]. We also did not find any effect of metformin in lipids
or in the CRP levels, but there was a significant reduction in waist circumference in
the treatment group. This finding could have occurred by chance, but may explain at
least part of the beneficial effects of metformin in the prevention of macrovascular
events [7, 38]. Some studies have shown a positive effect of this drug in other
components of the metabolic syndrome and atherosclerotic markers such as
reduction of interleukin-6 (IL-6) a proinflammatory cytokine with positive association
on insulin resistance, less progression on coronary artery calcification, and reduction
of plasma levels of endothelial activation and coagulation. [37, 39, 40, 41].

Some limitations of our study deserve mention. First, the follow-up period of
eight weeks may have been insufficient to demonstrate an effect of metformin over

BP, particularly if this effect is mediated by other actions of metformin, as the
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reduction of waist circumference. Experimental studies demonstrated a rapid
hypotensive effect with the administration of metformin [12,14]. However, the meta-
analysis of Wulffelé et al. [27] included trials with at least six months follow-up period,
and was negative regarding effects of metformin over office BP. Second, the sample
size of the present trial precluded a meaningful stratified analysis to assess the
differences in the effects of metformin on BP variation according to the baseline
severity of BP, especially in those severe hypertensive patients. A significant BP
reduction in patients with severe hypertension cannot be ruled out. Third, the effect of
metformin over BP could express only in patients with diabetes. And finally, the
single-center trial, with predominance of middle-aged overweight women, diminishes
the external validity of our results.

In conclusion, metformin does not reduce BP measured by ABPM in

hypertensive non-diabetic subjects.
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Figure 1. Flow chart showing the patients allocated to both groups

100 Assessed for eligibility

03 did not perform the first
ABPM-24h*

97 randomized

Metformin

(n=48)

06 discontinued early
- 3 abandoned
- 1 diarrhea
- 1 renal cell carcinoma
- 1 prostate cancer

42 completed
follow-up

Placebo
(n=49)

05 discontinued early
-4 abandoned
-1 diarrhea

44 completed
follow-up

ABPM: ambulatory blood pressure monitoring
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Table 1. Baseline characteristics of the study participants according to treatment

group (mean £ SD or %)

Metformin Placebo pP*

Variable (N=48) (N=49)

Male (%) 21.6 23.7 0.75
Age (years) 57.2+9.8 57.0+9.7 0.93
BMI (Kg/m?) 29.2+4.9 28.7+55 0.60
White (%) 93.8 91.8 0.71
SBP office (mmHg) 141.6 +17.3 138.7 +13.8 0.35
DBP office (mmHg) 85.9+8.7 86.3 + 10.0 0.82
SBP -24 h 1255+ 114 1243 +11.4 0.59
DBP - 24 h 74.3+9.2 76.4+9.7 0.27
>2 Antihypertensive drugs (%) 25.0 28.6 0.81
Diuretics (%) 71.7 69.6 0.82
ACE inhibitors or ARBs (%) 71.7 76.1 0.63
Calcium channel blockers (%) 23.9 21.7 0.80
Total cholesterol (mg/dL) 194.6 £ 30.5 213.0+46.8 0.03
Triglycerides (mg/dL) 142.2 £ 53.0 138.4+74.0 0.78
Creatinine (mg/dL) 0.8+£0.2 0.8+0.1 0.44
Current smoker (%) 8.3 12.2 0.46
Fasting glucose (mg/dL) 96.1+14.1 98.6 £ 18.8 0.46

BMI indicates body mass index; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure

ACE: angiotensin converting enzyme; ARBs: angiotensin receptor blockers
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Table 2. Changes in BP evaluated by ABPM by treatment

BP Group Baseline Follow up
P*

24h SBP Metformin 125.3+11.1 1249+ 11.2 0.59
Placebo 123.5+10.9 124.2+12.8

24h DBP Metformin 74.1£8.8 73.7+8.4 0.77
Placebo 75.9+9.4 75.1+9.4

Daytime SBP Metformin 129.2+10.9 128.5+11.0 0.64
Placebo 127.1+11.4 127.4 +13.7

Daytime DBP Metformin 77.4+£9.1 77.1+£9.0 0.44
Placebo 79.3+£9.5 78.0+9.9

Night time SBP Metformin 117.8 £13.2 117.8+13.5 0.57
Placebo 116.4 £11.2 117.8+12.4

Night time DBP Metformin 67.6 £9.2 66.9 £8.5 0.63
Placebo 69.2+10.5 69.4 £10.2

SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure * Interaction: time x group
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Table 3: Changes in office BP by treatment group

Group Baseline Follow up p*
SBP office (mmHg) Metformin 140.6 £ 14.7 140 £ 16.2 0.52
Placebo 138.9+13.1 136.1 +15.2
DBP office (mmHg) Metformin 85.4+8.2 84.2+£10.2 0.28
Placebo 86.2+94 84.1+10

SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure * Interaction: time x group
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Figure 2. Delta of blood pressure between the baseline and follow-up visits in the metformin

group minus the delta in the placebo group adjusted for the corresponding baseline blood

pressure.

Delta between groups
Favours Metformin

SBP 24h 0,59 (-3,3- 4,5)

Favours Placebo

DBP 24h 0,08 (-2,4 - 2,6)

SBP day 0,41 (-3,6-4,4)

DBP day 1,50 (-2,6 - 5,6)

SBP night 0,85 (-3,6- 4,4)

DBP night 1,56 (-1,6 -4,8)

-6,00 -4,00 -2,00

0,00 2,00 4,00 6,00
(mmHg)

SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure
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Table 4: Changes in laboratory and anthropometric values

Group Baseline Follow up pP*

Cholesterol (mg/dL) Metformin 194.6 + 30.6 191.6+34.4 0.77
Placebo 213.0 £46.9 212.2 + 46.7

LDL-C (mg/dL) Metformin 120.4 +28.4 1204 +31.1 0.70
Placebo 138.8 +44.7 140.2+41.8

HDL-C (mg/dL) Metformin 44.7 +08.1 43.8+ 084 0.34
Placebo 46.5+115 46.7 £10.5

Triglycerides (mg/dL) Metformin 142.2 £+ 53.0 136.9 £ 66.3 0.53
Placebo 1384 +74.1 126.5 +59.3

Glucose (mg/dL) Metformin 97.3+14.9 95.2+14.2 0.92
Placebo 99.0+£19.5 96.7 £ 16.3

Waist (cm) Metformin 95.1+104 89.3+27.4 0.02
Placebo 93.0+14.1 95.0+£18.0

BMI (Kg/m? Metformin 28.6 +04.8 27.6 + 06.6 0.17
Placebo 28.3+05.3 28.3+05.2

CRP (mg/dL) Metformin 4.7 +6.9 43+6.0 0.34
Placebo 56+£7.1 43+54

BMI indicates body mass index; CRP, C reactive protein

41



Table 5: Stratified analysis by treatment group showing the Deltas adjusted by basal

pressure.

Male Metformin 1243193  123.0849  _ 13(39-64) 061

Sex _
n=38 Placebo 124.4+11.9  124.3+13.2

Metformin 127.4+11.4 126.3+12.5 51 0.13 (-5.0-4.7) 0.95
Placebo 125.5+9.9 124.7+12.5 .

BMI 225 n=61

Fasting 2100 mg/DI  Metformin  130.0+10.9  131.2+12.0 076 0.35(-7.6-8.3) 0.93
glucose n=28 Placebo 125.3+10.7  127.6+145

SBP-  >130mmHg Metformin  141.3+7.9 134.5+12.9 - 5.6 (-3.6-14.8)  0.22
24H n=21 Placebo 137.3+4.4 15.7+10.0 '

BMI indicates body mass index; SBP, systolic blood pressure; a: Delta of BP between the baseline
and follow-up visits in the metformin group minus the delta in the placebo group.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O maior efeito de protecéo cardiovascular em diabéticos conferido pela
metformina na comparacao a outros farmacos antidiabéticos, apesar de reducéo
semelhante no controle glicémico, levou a hipétese de outros efeitos (pleiotopicos)
associados ao farmaco. Na literatura pesquisada, estudos experimentais
demonstraram um efeito de reducéo na presséao arterial com o uso de metformina
enquanto estudos clinicos apresentaram resultados diversos principalmente em
decorréncia das diferencas metodoldgicas aplicadas. Este projeto foi desenvolvido
especificamente para responder a questao se o uso de metformina teria efeito na
pressao arterial. Concluimos ndo haver efeito do farmaco na presséo arterial.
Mesmo considerando fatos como: amostra consistindo principalmente de mulheres
com sobrepeso, duracao do estudo de apenas oito semanas e ter sido realizado em
ndo diabéticos, o calculo amostral baseado no objetivo principal de avaliar a
diferenca na presséo arterial e o uso da MAPA-24h, considerado o método padréo
para afericdo da pressao, fornecem a melhor evidéncia atual trazida por este ensaio

clinico que tem o objetivo de auxiliar na resposta a esta questéo.

49



ANEXOS

50



ANEXO |

%}: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
UNIDADE DE HIPERTENSAO/SERVICO DE CARDIOLOGIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Avaliacao do efeito da metformina na pressao arterial: ensaio clinico
randomizado placebo controlado

Pesquisadores responsaveis: Dr. Miguel Gus e Dr. Flavio Danni Fuchs

O (A) Sr. (a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem por
objetivo avaliar o efeito do medicamento metformina sobre os niveis de pressao
arterial. Neste estudo, o Sr. (a) sera sorteado para fazer parte de um de dois grupos
do estudo: o primeiro grupo recebera comprimidos com a substancia ativa do
medicamento e 0 segundo grupo recebera comprimidos sem esta substancia ativa,
ou seja, placebo. Nao existe a possibilidade de escolher o seu grupo, ou, apos o
sorteio, saber a qual grupo pertence. O nome desse procedimento se chama
‘cegamento” e visa aumentar a confiabilidade dos dados coletados. Os
pesquisadores também estardo “cegados”, ou seja, ndo saberdo se o Sr. (a) esta
recebendo substancia ativa ou placebo. Apos a conclusédo da pesquisa, 0 Sr. (a)
podera saber de qual grupo participou.

Inicialmente sera aplicado um questionario com dados de sua historia médica e

coletados dados de exame fisico como peso, altura, medida da cintura, afericdo da
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pressdo arterial e frequéncia cardiaca. Apds, o Sr. (a) serd encaminhado para 0s
seguintes exames:

- Coleta de sangue para a dosagem de colesterol total, HDL, triglicerideos e glicemia
de jejum. Amostras de sangue serdo congeladas e armazenadas para posterior
realizacdo de dosagem de proteina-C reativa. Apds o Sr. (a) sera sorteado (a) para
um dos dois grupos de tratamento e encaminhado (a) para a realizacdo da
Monitorizagcdo Ambulatorial de Pressédo Arterial de 24 horas (MAPA). Caso o0s
exames ndo tenham os resultados esperados, sua participagdo no estudo se dara
como concluida.

- Apds 3 meses, o (a) Sr. (a) tera uma nova avaliagdo clinica, uma segunda coleta
de exames de sangue e realizara novamente a MAPA.

Os exames de laboratério sdo os de rotina na avaliagdo de hipertenséo arterial,
acrescidos de exames para avaliar o efeito da metformina. A coleta de sangue para
esse exame apresenta riscos minimos, sendo os mais frequentes, dor e hematoma
no local da puncdo. A MAPA é um exame que permite que tenhamos varias medidas
de sua pressdo em 24 horas, incluindo a noite. O equipamento fica acoplado ao
corpo, braco e abdémen, o que pode eventualmente ser desconfortavel, mas ele ndo
pode ser retirado antes do final do exame, sob pena de comprometer o resultado
final. Os riscos que o Sr. (a) ficard exposto serdo insignificantes, incluindo eventual
formigamento no brac¢o durante a compressao do manguito nas medidas de pressao.
Ja o uso da metformina pode estar associado a efeitos adversos de sua maioria
gastrointestinais, como nauseas e desconforto abdominal. O (A) Sr. (a) sera
devidamente monitorado quanto ao surgimento de qualquer efeito adverso

associado ou ndo a medicacéao.
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Estes exames aos quais 0s Sr. (a) esta sendo submetido, proporcionardo beneficios
imediatos e tardios. Os imediatos consistem em verificar os efeitos da presséo
arterial, bem como a evolucdo das possiveis alteracfes no decorrer de 3 meses. Os
beneficios tardios compreendem possivel desenvolvimento de tratamentos melhores
para doencgas do coragdo usando o medicamento em estudo.

N&o havera despesa para o (a) Sr. (a), em qualquer fase desta pesquisa, tanto com
0S exames quanto com as consultas ou medicamento da pesquisa. Também nao
haverd compensacdes financeiras relacionadas a sua participagdo, nem
ressarcimento das suas despesas com transporte e alimentagdo, ja& que todos os
exames seréo realizados no dia da sua coleta de sangue de rotina.

E dada a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem que iSso me traga prejuizo.

A informacéo sera utilizada somente para fins de pesquisa.

A minha assinatura neste Consentimento Livre e Esclarecido dara autorizacdo ao
coordenador do estudo, ao Comité de Etica do hospital de utilizarem os dados
obtidos quando se fizer necessério, incluindo a divulgacdo dos mesmos, sempre
preservando minha privacidade.

O voluntario que assina este documento declara ter recebido uma explicacdo clara e
completa sobre a pesquisa acima mencionada a que se submete de livre e
espontanea vontade. Pode contatar com o Dr. Miguel Gus e equipe relacionada para
esclarecimento de qualquer davida através dos telefones de contato 0xx51
81627002 (Dr. Miguel Gus), Oxx 51 33598491 (Ambulatorio de HAS do HCPA) e
0xx51 99839395 (Dr. Vicente Correa Junior). Pode contatar também o Comité de
Etica em Pesquisa do HCPA pelo telefone 0xx51 33598304 ou no GPPG, 2° andar

do HCPA.
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Assino o presente documento, em duas vias de igual teor, ficando uma em minha

posse.

B e s Abaixo

Porto Alegre, ..., coeeeiicinenennn. 20....
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ANEXO 2

Ficha clinica de atendimento (12-0406)

Identificac&o

Nome:

Sexo: (1) masculino (2) feminino

Data de nascimento: / / Idade:

Prontuario:

Data da Consulta: / /20 VO o V1o Visita extra o
ID: Frasco

Fone de contato: ( ) ( ) ( )

Cor/Racga: (1) Branco (2) Nao branco

Endereco:

Rua: N°:
Comp: Bairro:
Cidade: 9. CEP:

Tabagismo: (1)SIM  (2)nunca (3) ex-tabagista

Medicacoes:
Tipo|_| Med|_| | | Dosel|_| | |
Tipo|_| Med|_|_| | Dosel|_| | |
Tipo|_| Med|_|_|_| Dose|_|_|_|
Tipo|_| Med|_|_|_| Dose|_| | |
Tipo|_| Med|_| | | Dosel|_| | |
Tipo|__| Med|_|_|_| Dose|_|_|_|
Tipo|_| Med|_ | | | Dosel|_| | |
Tipo|_| Med|_|_| | Dosel|_| | |
Tipo|_| Med| | _|_| Dosel| | | |
Tipo|_| Med|_|_|_| Dosel|_| | |
Tipo|_| Med|_|_ | | Dose| | | |
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VO (/201 )

Vi (__/___/201_)

Peso

Altura

Cintura

PA

PA: /
PA: /

Média: /

PA: /
PA: /

Média: /

FC

Data:

(/201 )

(/201 )

Glicose

Creatinina

Colesterol total

HDL

Triglicerideos

PCR -US

MAPA

Cont. Comp.

| (data do retorno e gtde) |

Obs.:

56




