HIDROXICLOROQUINA INIBE A GLICONEOGENESE NO FIGADO DE
ANIMAIS NORMAIS
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RESUMO

Com a pandemia do coronavirus (SARS-CoV-2), que se deu no inicio de dezembro de 2019 na China, houve
uma magante busca por medicamentos que pudessem ser eficazes contra o virus. Alguns dos medicamentos
mais comentados pela midia e pela populagao foram a hidroxicloroquina e a cloroquina, isso porque alguns
estudos in vitro mostraram que a cloroquina foi eficaz contra alguns virus, entre eles o coronavirus, por inibir
0 estagio inicial da replicacdo. A hidroxicloroquina é sintetizada a partir da cloroquina e uma meta-analise
publicada indicou que seu uso como profilaxia mostrou uma reducéo significativa de cerca de 24% de
hospitalizacdo ou morte. Porém, até onde vimos, ndo h& estudos que mostrem seus possiveis efeitos no
metabolismo hepético. Assim, objetivo do presente estudo foi verificar o efeito da hidroxicloroquina na via da
gliconeogénese, para isso fizemos uma perfusdo hepética em animais wistar com hidroxicloroguina na
concentracdo de 200 uM e foi visto que a droga inibi o consumo de oxigénio e a producdo de glicose.
Concluimos assim que a hidroxicloroquina altera o funcionamento da gliconeogénse e o motivo pelo qual isso
ocorre esta sendo investigado pela nossa equipe de trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Consumo de oxigénio; Metabolismo hepatico; Perfusédo; Producéo de glicose.

1 INTRODUCAO

Com a pandemia do coronavirus (SARS-CoV-2), houve uma macante busca por
medicamentos que pudessem ser eficazes contra o virus. Nesse contexto alguns
medicamentos foram incorporados pelos médicos e pela populacdo no geral na tentativa
de reduzir a carga viral e os efeitos da doenca, entre eles, hidroxicloroquina e a cloroquina,
isso porque alguns estudos in vitro mostraram que a cloroquina foi eficaz contra alguns
virus, entre eles o corona-virus, por inibir o estagio inicial da replicacdo. (Savarino, et al.,
2003; Al-Bari, 2017; Cortegiani, et al., 2020; Yao, et al., 2020; Principi; Esposito, 2020;
Risch, 2020). Sendo assim, um dos primeiros medicamentos recomendados pelas
autoridades chinesas para tratar a infeccdo por corona-virus (Cortegiani, et al., 2020; Gao;
Hu, 2020 e Wong, et al., 2020).

A hidroxicloroquina, sintetizada a partir da cloroquina (Yao, et al., 2020), quando
usada como profilaxia reduziu significativa de cerca de 24% de hospitalizacdo ou morte
(Risch, et al., 2020).

Levando-se em conta a pandemia do Corona-virus, a urgéncia em encontrar
medicamentos, que além de eficazes contra o virus, sejam também seguros para a
populacao, e vendo que, até onde sabemos, ndo ha nenhum trabalho que avaliou o efeito
da hidroxicloroguina no metabolismo hepatico, o presente estudo buscou investigar os
efeitos da hidroxicloroquina no metabolismo hepatico de ratos saudaveis, afim gerar dados
gue possam contribuir para atestar a seguranca da mesma para o tratamento in vivo, ja que
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o figado € um o6rgdo responsavel pelo metabolismo de vérias substancias sendo crucial
para manter a homeostasia do corpo.

2 MATERIAIS E METODOS

O aparelho de perfusdo hepatica foi construido nas oficinas da Universidade de
Maringé. A hidroxicloroquina foi obtivas em uma farméacia de manipulacdo. Todos os outros
produtos quimicos foram do melhor grau disponivel (98-99,8% de pureza).

Ratos Wistar machos pesando 220-280g foram utilizados em todos os
experimentos. Os animais foram alimentados ad libitum com uma dieta padrédo de
laboratério (Nuvilab®, Colombo, Brasil) e mantidos em um ciclo claro-escuro regulado. Para
o preparo do figado para perfusdo os ratos foram anestesiados por injecao intraperitoneal
de cetamina (120 mg.kg?) + xilazina (10 mg.Kg™). Todos os experimentos foram realizados
em conformidade com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade de
Maringé (2226120619).

Foi realizada perfusdo sem hemoglobina, ndo recirculante (Scholz e Bucher, 1965;
Kelmer-Bracht et al., 1984). As veias porta e cava foram canuladas, foi fornecido um fluxo
constante por uma bomba peristaltica (Minipuls 3, Gilson, Franca), sendo que o fluido de
perfusdo foi Krebs/Henseleit-tampéao bicarbonato (pH 7,4) contendo 25 mg% de albumina
de soro bovino, saturado com uma mistura de oxigénio e diéxido de carbono (95: 5), com
ajuste simultaneo de temperatura (37 °C). Amostras do fluido de perfuséo do efluente foram
coletadas e analisadas quanto ao contetudo de seus metabdlitos. O substrato (lactato) e a
droga testada (hidroxicloroquina) foram adicionados ao fluido de perfuséo de acordo com
0s protocolos experimentais. A concentracdo de 200 uM foi a concentracao testada nesse
estudo.

De acordo com o protocolo, os ratos foram submetidos a jejum por 12 h antes dos
experimentos, para que a gliconeogénese fosse medida (Comar et al., 2016).

Amostras do fluido de perfusdo do efluente foram coletadas de acordo com o
protocolo experimental e analisadas quanto ao contetdo de seus metabdlitos. O contetdo
de glicose foi analisado por meio de procedimentos enzimaticos padrdo (LaborLab). A
concentracdo de oxigénio no perfusado, foi monitorada continuamente, através de um
eletrodo de platina blindado com teflon (Kelmer-Bracht et al., 1984). As taxas metabdlicas
foram calculadas a partir das diferengas de entrada e saida e as taxas de fluxo total e se
referem ao peso umido do figado.

A analise estatistica foi realizada por meio do software GraphPadPrism (verséo 5.0).
A analise de variancia foi feita com teste post-hoc de acordo com Student-Newman-Keuls
(p < 0,05). O teste t de Student foi aplicado ao comparar duas médias.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O figado do animal normal, em jejum, ndo tem mais estoque de glicogénio (Comar
et al., 2016). Assim, quando infundimos lactato, nds fornecemos substrato para que o figado
realize a gliconeogénese, que é a producao de glicose, nesse caso, a partir do lactato. Esse
experimento permite entdo que avaliemos o efeito da droga estudada, a hidroxicloroquina,
em uma via metabdlica especifica, nesse caso, a gliconeogénese.

Nossos experimentos mostraram que a hidroxicloroquina na dose de 200uM inibiu a
gliconeogénese em figado de animais normais infundidos com a mesma. Isso pode ser visto
pela inibicdo do consumo de oxigénio e a inibi¢cdo da producéo de glicose a partir do lactato,
essa inibicdo permaneceu, mesmo nos minutos finais, apds cessar a infusdo da droga,
como pode ser visto na figura 1. O que pode explicar a recomendacdo vista na bula
comercial dessa droga, alertando os pacientes sobre o risco de hipoglicemia. Ja que essa
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droga inibe a producao de glicose, a hipoglicemia pode ser um dos efeitos colaterais desse
medicamento (Concordia Pharmaceuticals Inc.,2018).

Essa inibicdo pode se dar por diversos motivos, sendo que algumas hip6teses séo:
a inibicdo das enzimas da cadeia transportadora de elétrons, ja que a conversao de lactato
em glicose, nessa via glicolitica, depende da energia fornecida pelo ATP produzido nas
mitocéndrias (Simdes, et al., 2017). A hidroxicloroquina poderia também estar impedindo
gue o lactato de alguma forma entre na célula, assim, sem o lactato, que é o substrato para
a via em questdo, ndo haveria como produzir glicose. Outra opcdo ainda, € que a
hidroxicloroquina esteja inibindo as enzimas responsaveis pela gliconéogenese, 0 que
explica a inibicdo na producao de glicose e por sua vez a inibicdo no consumo de oxigénio.
Essas sao algumas hipoteses que estédo sendo investigadas pelo nosso grupo de pesquisa
para explicar a inibicéo vista na via da gliconéogenese.
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Figura 1: decurso temporal das mudangas causada pela hidroxicloroguina na dose de
200uM na gliconeogénese, no consumo de oxigénio (A) e na producdo de glicose (B). O figado de
animais em jejum foram perfundidos, como citado na sessao materiais e métodos, com tampao
puro, até os dez minutos e a partir dos dez minutos com tampéao e lactato. Os animais “hidroxi 200
uM”, a partir do tempo 36, além do tampé&o com lactato, também foi infundida a droga,
hidroxicloroquina, na dose de 200uM, a infuséo da droga foi interrompida no minuto 56, sendo
assim, a partir desse tempo, voltou a infusédo do tampéo contendo apenas lactato. O consumo de
oxigénio foi medido por polarografia (A) e o efluente foi coletado em intervalos de 2 minutos e
dosado a concentracdo de glicose (B). As barras sao o erro padréo da média e os asteriscos
indicam a diferenca significativa entre o figado de animais controle e os figados de animais
perfundidos com a droga. O teste t de Student (p < 0,05) foi usado para comparar a média do
ponto 56 dos animais controles com os animais perfundidos com a droga.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O figado € o 6rgao responsavel por manter a homeostasia de glicose no sangue,
assim é de suma importancia que suas vias metabdlicas funcionem de forma adequada. A
hidroxicloroquina, na dose de 200 uM, alterou o funcionamento da gliconeogénese, inibindo
0 consumo de oxigénio e a producdo de glicose, para saber o motivo exato pelo qual isso
ocorre seréo necessarios mais estudos.
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