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RESUMO

A hidroxicloroquina (HCQ) é uma droga antimalérica muito utilizada no tratamento da
COVID-19, mesmo sem comprovacdo de eficacia ou auséncia de toxicidade nas
doses empregadas. Dado o papel crucial do figado na homeostase metabdlica
corporal, este trabalho buscou entender os efeitos da hidroxicloroquina sobre vias
ligadas ao metabolismo energético hepatico. A gliconeogénese e o catabolismo do
glicogénio foram avaliados no figado em perfusao isolados de ratos respectivamente
em jejum e alimentados. O lactato, precursor gliconeogénico, e a HCQ foram
dissolvidas no liquido de perfusdo. Os niveis de glicose, piruvato e lactato e o
consumo de oxigénio foram determinados no liquido efluente hepéatico em intervalos
regulares. No figado de ratos alimentados, o catabolismo do glicogénio e o consumo
de oxigénio nao foram significativamente alterados pela HCQ, mas a producao de
lactato foi aumentada em funcdo da diminuida producédo de piruvato. No figado de
ratos em jejum, a HCQ inibiu consideravelmente a gliconeogénese em
concentracfes tdo baixas quanto 10 pM. Estes resultados mostram que a HCQ
modifica negativamente o metabolismo hepéatico e deveria ser utilizada
terapeuticamente com muita cautela.

INTRODUCAO

A hidroxicloroquina (HCQ) € um medicamento antimalarico também usado contra
algumas doencas autoimunes. Com a pandemia de coronavirus (SARS-CoV-2),
muitos paises utilizaram inicialmente a HCQ para tratamento de pessoas
hospitalizadas com COVID-19, pois alguns estudos mostraram que ele é capaz de
inibir a replicacéo in vitro do virus. No entanto, o medicamento nédo foi formalmente
aprovado por meio de ensaios clinicos, pelo contrario, foi até associado a diminuicédo
da sobrevida intra-hospitalar e ao aumento da frequéncia de arritmias ventriculares
guando usado para tratamento de COVID-19. LesBes hepéaticas sdo comuns em
pacientes com COVID-19, especialmente em pacientes com casos graves [ZHANG
et al., 2020). Isso, somado com o fato da HCQ ser metabolizada no figado, poderia
causar hepatotoxicidade e, mesmo sem alterar a atividade de transaminases seéricas,
poderia prejudicar a funcdo metabdlica do 6rgdo. A este respeito, o figado esta
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envolvido em uma série de fungdes fisiologicas, incluindo um papel fundamental na
homeostase metabdlica do corpo. O 6rgdo é o local de varias vias ligadas ao
metabolismo intermediario, como a gliconeogénese [SHARABI et al., 2015]. Um
metabolismo energético prejudicado do figado pode ser ainda mais prejudicial a
salude ja debilitada dos pacientes com COVID-19. Visto isso, somado ao fato de
poucos estudos terem avaliado o efeito da HCQ no figado, este projeto investigou os
efeitos do HCQ sobre a gliconeogénese a partir de lactato e o catabolismo do
glicogénio no figado de rato em perfuséo isolada.

MATERIAIS E METODOS

Ratos Wistar machos pesando 220-280 g alimentados ou em jejum de 12h foram
utilizados para avaliar, respectivamente, o catabolismo do glicogénio e a
gliconeogénese. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEUA) da UEM (Processo N° 1568101221).

A perfusdo hepatica foi realizada conforme descrito [COMAR et al., 2003]. Os ratos
foram anestesiados com tiopental sédico (100 mg/kg), a cavidade peritoneal foi
exposta para canulacdo das veias porta e cava e o figado removido e posicionado
na camara de perfusdo. O liquido de perfusdo foi tampéo Krebs/Henseleit-
bicarbonato (pH 7,4) saturado com mistura de oxigénio e didéxido de carbono (95:5)
por meio de oxigenador de membrana com ajuste simultdneo de temperatura para
37 °C. Amostras do fluido de perfusdo efluente foram coletadas em intervalos
regulares e analisadas quanto ao seu conteudo de glucose, lactato e piruvato.
Lactato (2 mM) foi utilizado como precursor de glicose, cuja velocidade de producéo
é referida com gliconeogénese. Substratos e HCQ foram adicionados ao fluido de
perfusédo de acordo com os protocolos experimentais.

A analise estatistica foi realizada por meio do software GraphPadPrism (verséo 5.0).
A significancia estatistica foi avaliada por meio de ANOVA One Way com teste post-
hoc de Student-Newman-Keuls (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra os efeitos da HCQ sobre a gliconeogénese hepatica usando como
precursor o lactado. A Figura 1A mostra o decurso temporal das modificacdes
causadas pela infusdo de HCQ 200 yM no figado perfundido de rato em jejum.
Também ilustra o protocolo experimental que foi utilizado para as outras
concentragdes de HCQ. A infuséo de lactato produziu um aumento na producgéo de
glicose e do consumo de oxigénio. Estes aumentos tendem a se estabilizar aos 34
minutos de perfusdo. Apés a infusdo da HCQ, o estimulo causado pelo lactato na
producdo de glicose e consumo de oxigénio foi fortemente inibido, um efeito que
permaneceu mesmo apods a remog¢do da HCQ do liquido de perfusao.

Experimentos como os ilustrados na Figura 1A foram repetidos com HCQ 1, 5, 10,
25, 50 e 100 uM a fim de estabelecer se as modificagdes sado dose dependentes. Os
valores mostrados nas Figuras 1B e 1C séo respectivamente as velocidades no
consumo de oxigénio e na producdo de glicose apds a estabilizacdo das alteracdes
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causadas por cada concentracdo de HCQ. O consumo de oxigénio foi diminuido
apenas para a HCQ 200 uM (-23%), mas a producéao de glicose foi inibida de forma
concentragdo dependente de 10 a 200 uM, sendo esta Ultima a maior inibicdo (-
56%). Estes efeitos podem ser a consequéncia de déficit energético causado pela
acdo da HCQ sobre as mitocondrias, mas a inibicdo direta das enzimas
gliconeogénicas ndo deve ser descartada visto que nao inibiu o consumo de
oxigénio em doses menores.
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Figura 1: Efeitos da hidroxicloroquina (HCQ) sobre a gliconeogénese a partir de lactato 2 mM no
figado perfundido de ratos em jejum. A: decurso temporal da producdo de glicose e consumo de
oxigénio devido a infusdo de lactato e HCQ. B e C: respectivamente as velocidades no consumo de
oxigénio e na producdo de glicose apds a estabilizacdo das alteracdes causadas por cada
concentracdo de HCQ infundida conforme o protocolo mostrado na Figura 1A (55 minutos de
perfusdo. Os dados sdo a média + erro padrdo da média obtida de 5 animais. *p<0.05: diferente dos
controles.

A Figura 2A mostra o decurso temporal dos efeitos da HCQ 200 uM sobre o
consumo de oxigénio, liberagdo de glicose (glicogendlise) e producéo de piruvato e
lactato no figado de ratos alimentados em perfusdo. Também ilustra o protocolo
experimental que foi utilizado para HCQ nas concentragbes de 5, 10, 50 e 100 uM.
Os valores mostrados nas Figuras 1B, C, D e E séo as velocidades na producéo de
piruvato, lactato, consumo de oxigénio e liberacdo de glicose apos a estabilizacao
das alteracbes causadas por cada concentracdo de HCQ infundida conforme o
protocolo mostrado na Figura 1A (26 minutos de perfusdo). E possivel notar que
apenas a producdo de piruvato e lactato foram alterados pela HCQ, inclusive
somente nas maiores concentracdes. O aumento na producdo de lactato e a
diminuicdo de piruvato indicam que este ultimo pode néo estar sendo oxidado pelo
ciclo de Krebs e, consequentemente, reduzido para lactato.

CONCLUSOES
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A HCQ nao alterou significativamente o catabolismo do glicogénio, mas impediu a
entrada do piruvato no ciclo de Krebs. A droga inibe a gliconeogénese em baixas
concentracfes, o que chama a atencdo para possiveis efeitos hepatotdéxicos da
HCQ.
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Figura 2: Efeitos da HCQ sobre o catabolismo do glicogénio no figado perfundido de ratos
alimentados. A: decurso temporal da liberacdo de glicose, consumo de oxigénio e producéo lactato e
piruvato devido a infusdo HCQ. B, C, D e E: respectivamente as velocidades na producéo de piruvato,
lactato, consumo de oxigénio e liberacdo de glicose conforme mostrado na Figura 1A (26 minutos de
perfusdo). Os dados sdo a média + erro padrao da média obtida de 5 animais. *p<0.05: diferente dos
controles.
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