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RESUMO

A sibutramina é um anorexigeno que inibe a recaptacdo de serotonina e noradrenalina no sistema nervoso central. E
metabolizada no figado pelo sistema citocromo P450. Os dois metabdlitos resultantes sdo mais ativos que a propria
sibutramina. Sendo o figado um 6rgdo central do metabolismo em mamiferos, hd uma grande possibilidade de que esta
deaminacdo da sibutramina cause interferéncias no metabolismo dos carboidratos e possa apresentar efeitos
hepatot6xicos. O objetivo do trabalho foi analisar dados referentes a experimentos que investigam o efeito da
sibutramina sobre o metabolismo de carboidratos em células de figado de ratos machos albinos da linhagem Wistar. Os
experimentos foram realizados com perfusdo monovascular isolada no modo ndo-recirculante e livre de hemoglobina. O
método emprega liquido de perfusdo tampao Krebs/Henseleit-bicarbonato, com pH 7,4. A dosagem dos metabdlitos foi
feita pelo método espectrofotométrico. A concentraciio venosa de oxigénio foi medida polarograficamente através de
um eletrodo de platina e platina. O tratamento estatistico foi feito por meio do teste de Newman-Keuls, e os resultados
foram discutidos e comparados aos dados ja existentes na literatura. Os dados mostram que a sibutramina inibe a
gliconeogénese em animais em jejum, mas ndo inibe a via glicolitica e a glicogendlise em animais alimentados. E
provével que a sibutramina cause uma diminuic¢do na razio NADH/NAD", depletando a for¢a redutora necessaria para a
gliconeogénese. O aumento no consumo de oxigénio nos experimentos € devido a diminui¢do da razio ATP/ADP, que
leva ao aumento do consumo de oxigénio no catabolismo.
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EFFECTS OF SIBUTRAMINE IN CARBOHYDRATE METABOLISM IN RAT LIVER
ABSTRACT

Sibutramine is an anorectic that inhibits the serotonin and noradrenaline reuptake in the central nervous system. It is
metabolized in the liver by the cytochrome P450 system. The two resulting metabolites are more active than
sibutramine itself. Since the liver is a central organ of metabolism in mammals, there is a strong possibility that this
deamination of sibutramine will interfere with carbohydrate metabolism and may have hepatotoxic effects. The
objective of this work was to analyze data concerning experiments investigating the effect of sibutramine on the
metabolism of carbohydrates in liver cells of male Wistar albino rats. The experiments were performed with
monovascular infusion isolated in non-recirculating and hemoglobin-free mode. The method employs Krebs/Henseleit-
bicarbonate buffer perfusion liquid, pH 7.4. The spectrophotometric method measured the metabolites. The venous
oxygen concentration was measured polarographically through a platinum and platinum electrode. Statistical treatment
was done using the Newman-Keuls test, and the results were discussed and compared to data already available in the
literature. The data show that sibutramine inhibits gluconeogenesis in fasted animals, but doesn’t inhibit the glycolytic
pathway and glycogenolysis in fed animals. It is likely that sibutramine causes a decrease in the NADH/NAD" ratio,
depleting the reducing force required for gluconeogenesis. The increase in oxygen consumption in the experiments is
due to the decrease in ATP/ADP ratio, which leads to increased oxygen consumption in catabolism.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é uma patologia crénica causada pelo suprimento excessivo de energia em
relagcdo a seu consumo, ou seja, para ocorrer aumento do peso corporal, 0 organismo precisa receber
energia, na forma de alimento, em quantidades maiores do que as consumidas. Podem surgir em
funcdo de habitos alimentares incorretos, alteragcdes neuroenddcrinas, faltam de exercicios fisicos,
medicamentos como glicocorticoides e antidepressivos triciclicos, e até mutagdes génicas
(NACCARATO e LAGO, 2014).

E importante observar que a obesidade aumenta em propor¢des alarmantes em paises
desenvolvidos e também em paises em desenvolvimento e o panorama da obesidade no Brasil segue
a tendéncia mundial. Alguns estudos regionais mostram prevaléncias diferentes nas diversas regides
brasileiras. As taxas variam de 4,4% a 8,5% nas regides menos desenvolvidas do Norte e Nordeste e
taxas de 10,5% a 18% nas regides do Sudeste. As taxas atuais de obesidade sdo reconhecidas como
um problema de satide publica (FRANCO, COMINATO e DAMIANI, 2014).

Além disso, hd que se considerar que a obesidade estd intimamente relacionada as diversas
doencas da sociedade contemporanea, como as cardiovasculares (hipertensiao, doengas coronarianas
e trombose), respiratorias, ortopédicas, complicagdes na gravidez, dentre outras. (FRANCISCHI et
al, 2000).

Conforme a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), sdo consideradas obesas as pessoas que
possuem Indice de Massa Corporal (IMC) igual ou superior a 30 kg/m? o qual indica o estado
nutricional da pessoa, e é obtido através da divisdo da massa corporal (em quilogramas) pela
estatura (em metros ao quadrado). O IMC ndo € uma estimativa direta da adiposidade, pois ndo leva
em consideracdo que algumas pessoas possuem um elevado IMC por possuirem uma grande massa
muscular. Assim, determina-se que uma pessoa é obesa utilizando como parametro a porcentagem
de gordura corporal total, na qual um homem obeso possui 25% ou mais de gordura corporal total, e
uma mulher obesa possui 35% ou mais de gordura corporal total (BARROS et al, 1997, GUYTON
e HALL, 2011).

Visto que a obesidade se caracteriza como um problema de satide publica, deve ser tratada
como tal. Atualmente diversos esquemas terapéuticos vém sendo empregados para o tratamento da
obesidade. Dentre eles, destacam-se a realizacdo de dietas, modificacdes comportamentais e a
pratica de exercicios fisicos, mas os mesmos, com frequéncia, falham em promover perda de peso
consistente e mantida, e o tratamento farmacolégico pode aumentar a motivacdo do paciente e a
aderéncia ao tratamento, sendo algumas vezes considerada uma estratégia necessaria (BEYRUTI et

al, 2000).
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Os farmacos utilizados no tratamento da obesidade podem ser divididos em trés classes ou
grupos: os medicamentos anorexigenos de ac¢do central, que levam ao aumento do tOnus
noradrenérgico e/ou dopaminérgico, como a sibutramina; os medicamentos termogénicos que
conduzem ao aumento da perda de peso por estimula¢io adrenérgica e ao aumento da lipdlise, como
os farmacos efedrina, metilxantinas, fenilpropanolamina e triiodotironina; e por ultimo estdo os
medicamentos que afetam a absor¢@o de nutrientes, como o orlistat que inibe as lipases, atuando em
nivel gastrintestinal, promovendo a diminuicdo da absor¢do de gordura (HALPERN e MANCINI,
2000; RANG et al, 2015; CLARK et al, 2013).

O tratamento farmacolégico da obesidade € indicado para individuos com IMC maior que 30
kg/m?; para pessoas com doencas associadas ao excesso de peso com IMC superior a 25 kg/m?
quando nao respondem a outras alternativas (HALPERN e MANCINI, 2002).

A farmacologia da obesidade estd em constante desenvolvimento, porém, sofreu criticas por
muito tempo, devido a generalizacdo da prescricdo de medicamentos, desvalorizacdo da atividade
fisica e dieta, uso irracional dos farmacos disponiveis, dentre outros fatores (NACCARATO e
LAGO, 2014).

Para os autores supracitados, ao tratar de um obeso, o objetivo tem de ser melhorar sua
qualidade de vida e sua sadde, visando a diminui¢do do risco de doencas e morte. Assim, a
farmacoterapia deve ser um coadjuvante a terapéutica bdsica de reeducagdo alimentar, mudancgas de
habitos de vida e pratica de atividade fisica regular, uma vez que os medicamentos sdo eficazes no
controle do peso apenas enquanto estdo sendo administrados e, assim, pode-se esperar ganho de
peso apods suspender o uso.

Dentre os diversos medicamentos anorexigenos utilizados contra a obesidade, destaca-se a
sibutramina e seus metabolitos, pois estes agem no hipotdlamo, inibindo a recaptagcdo da serotonina
e noradrenalina, sem influenciar na atividade de liberagdo dos mesmos, além de nao inibir a
recaptacdo e nem aumentar a liberagdo da dopamina. Doses acima das recomendadas podem romper
com essa caracteristica e provocar aumento na liberagcdo e no bloqueio de recaptacdo da serotonina,
noradrenalina e dopamina, o que poderd acarretar aumento da tensdo arterial. (BEYRUTI et al,
2000; HALPERN e MANCINI, 2000; SUCAR, SOUGEY e BRANDAO NETO, 2002).

Segundo Giordano etr al (2002) e Gonzaga e cols. (2015) a sibutramina tem demonstrado
perda de peso em humanos e em ratos, pelo aumento da saciedade, ou seja, reduzindo a ingestao de
alimentos, mas também se acredita que a redu¢do do peso corpdreo estd ligada ao aumento do gasto
energético em mamiferos, devido ao fato de aumentar a taxa metabdlica via receptor adrenérgico [,

levando a perda de peso. Vdrios estudos revelaram que esta droga promoveu reducdo do peso de
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forma significativa, bem como da concentracdo de colesterol total, triglicerideos, LDL-colesterol e
hemoglobina glicada de pacientes obesos diabéticos ou ndo obesos.

E uma substincia com boa tolerabilidade, porém, como afeta o sistema nervoso simpatico e o
sistema nervoso central, ¢ contraindicada em algumas situa¢des especiais, como doenga arterial
coronariana, angina, infarto do miocdrdio anterior e hipertensdo controlada inadequadamente
(KASTRUP, 2013).

Trabalhos realizados por Berkowitz e cols. (2006) e Godoy-Matos e cols. (2005) e outros
grupos de estudo apud Franco, Cominato e Damiani (2014) mostraram que a sibutramina € efetiva e
promove perda significa de peso com poucos efeitos colaterais em adolescentes, favorecendo o seu
uso na prética clinica, porém em pacientes com mais de 55 anos, houve um aumento relativo de
eventos cardiovasculares em 16% dos pacientes, razdo pela qual a droga foi suspensa em 2010 na
Europa e nos Estados Unidos.

Segundo Gonzaga e cols. (2015), pelo fato deste firmaco atuar sobre o sistema nervoso
central (SNC), € classificado como psicotrépico e deve ser utilizado exclusivamente sob a
prescricdo e acompanhamento médico. No Brasil, o comércio de medicamentos psicotrépicos €
regulado pela Portaria n® 344/1998 da ANVISA, que estabelece que os medicamentos sujeitos a
controle especial, incluindo anorexigenos, pertencem a Lista B2 e devem ser dispensados mediante
apresentacdo de notificacdo de receita B.

Além disso, venda da sibutramina € realizada com receita e preenchimento de um
questiondrio que ficam retidos na Farmacia, conforme preconiza a RDC 52/2011 (DUTRA, 2013).

Estudos recentes realizados por Franco, Cominato e Damiani (2014) em criancas e
adolescentes, revelaram que os efeitos colaterais do tratamento, como aumento da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial, sdo compensados pela perda de peso e reducdo do indice de massa
corporea. Os efeitos colaterais com significancia estatistica observados neste estudo foram
constipacdo, boca seca, alteracdo de humor e insdnia. Nao houve efeitos colaterais graves nem
elevacdo dos niveis de pressao arterial, diferente do que foi observado nos estudos com pacientes
1dosos.

Gonzaga e cols. (2015) em seus estudos, demonstraram que, em relacdo ao consumo da
sibutramina, ha predominancia de pacientes do sexo feminino, sendo a maioria na faixa etdria entre
31 e 35 anos. Com relacdo a especialidade do prescritor, foi constatado que hd predominancia de
clinico geral, seguido de endocrinologista, e em 15% dos receitudrios, foram observados médicos de
outras especialidades. Dentre as justificativas para a prescri¢do da droga, predominou casos de

obesidade graus 1 e 2, seguido de sobrepeso e alguns casos a prescricao foi feita sem justificativa.
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Na conclusdo dos autores supracitados, o uso de sibutramina foi prescrito sem diagndstico
preciso, acarretando problemas de saide publica, bem como o uso irracional da droga pela
populac@o. Assim, tais estudos revelam que € necessdria a adocdo de medidas educativas aos
prescritores, com o objetivo de se evitar o uso indiscriminado a partir de um diagndstico e
prescri¢do equivocada.

A sibutramina é uma derivada da B-feniletilamina, um precursor da anfetamina, sendo uma
amina tercidria. Este firmaco inicialmente foi empregado como antidepressivo e, embora seja
descrita alguma a¢do em quadros de depressdo maior, ndo tem sido utilizada para essa finalidade.
Alguns efeitos colaterais como inquietacao, irritabilidade, aumento da frequéncia cardiaca, aumento
da pressdo arterial, boca seca, cefaleia, rinite, faringite, constipacdo e insOnia podem ocorrer
(AZEVEDO; MARTINS e VASQUES, 2004; RANG et al, 2015; HALPERN e MANCINI, 2002).

A sibutramina € administrada via oral em doses de 10 a 15 mg/dia, com absor¢do géstrica e
intestinal, passando logo em seguida, pelo figado, onde sofre o metabolismo de primeira passagem,
sendo que seu estado de equilibrio é estabelecido em torno de quatro dias e, apresenta elevada
afinidade com as proteinas plasmaticas e com um indice de ligacio em torno de 97%, e
biodisponibilidade de 77% (SUCAR; SOUGEY e BRANDAO NETO, 2002; GIORDANO et al,
2002; RANG et al, 2015).

Ao ser administrada em humanos e outros mamiferos, a sibutramina é metabolizada no figado
pelo sistema citocromo P450, principalmente pela isoenzima 3A4, sendo rapidamente deaminada
em uma amina secunddria (metaboélito 1 - desmetilsibutramina) e uma amina primadria (metabdlito 2
- didesmetilsibutramina), os quais s@o os maiores responsaveis pela acdo farmacoldgica da droga,
sendo que esses metabodlitos ativos sdo posteriormente inativados no figado (apds 14 e 16 horas,
respectivamente) e cerca de 85% dos residuos inativos sdo excretados na urina e nas fezes (excre¢ao
renal e biliar) (SUCAR; SOUGEY e BRANDAO NETO, 2002; RANG et al, 2015).

O sistema enzimdtico citocromo P-450 consiste num grupo de isoenzimas, onde
aproximadamente 50% de todos os medicamentos sdo substratos do CYP3A4 que estdo presentes
no figado e enterdcitos do trato gastrointestinal. Assim, o metabolismo parcial comeca no figado.
Os medicamentos metabolizados pelas enzimas do citocromo P-450 podem ter um efeito por meio
de trés processos: por metabolismo, por inibi¢do ou indugdo de enzimas ou pelos trés processos
juntos. Os indutores aumentam a producdo de enzimas e assim aceleram o metabolismo.
Consequentemente, os niveis de substratos no plasma baixam, originando concentragdes
subterapéuticas (BARCELOS, 2007; CLARK et al, 2013).

Silva (2002) diz que muitas drogas e substancias quimicas, podem aumentar a sintese ou a

atividade dessas enzimas que metabolizam drogas, constituindo a inducdo enzimatica. Como por
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exemplo, podem ser citados os barbituricos (Fenobarbital), Fenitoina, Rifampicina, Carbamazepina,
Etanol, entre outros. Esta inducdo enzimatica altera profundamente a resposta clinica a uma droga,
aplicada concomitantemente com outra que seja indutora enzimatica.

De acordo com Silva e Hartmann (2006 apud BARCELOS, 2007), o Fenobarbital (4cido 5-
fenil-5-etilbarbitirico) € um barbitidrico de acdo prolongada, frequentemente utilizado no tratamento
dos quadros de convulsdes generalizadas e convulsdes parciais simples, com sintomas motores,
formas de epilepsia focal, bem como na ansiedade e na insonia. O fenobarbital é bem absorvido por
via oral e alcanga livremente o cérebro. Cerca de 25% sao excretados de forma inalterada na urina e
0s 75% restantes deste fairmaco sdo inativados pelo sistema microssomal hepético.

A administracdo crOnica de barbitiiricos aumenta notavelmente o conteuido de proteinas e
lipidios no reticulo endoplasmatico liso hepético, bem como a atividade da glicuronil transferase e
da CYP3A4. A indugdo dessas enzimas aumenta o metabolismo de um ndmero de farmacos e
substancias enddgenas, incluindo a sibutramina (GOODMAN & GILMAN, 2012).

Segundo Clark e cols. (2013), sendo o figado um o6rgdo central do metabolismo em
mamiferos, a deaminag¢do da sibutramina ocorre em nivel hepético e pode haver riscos de efeito
hepatotéxico ou interferéncia no metabolismo normal de diversos combustiveis oxidaveis,
particularmente dos carboidratos.

No estado alimentado, os niveis glicémicos se elevam, o que acarreta em aumento da secre¢ao
de insulina pelo pancreas enddcrino, e esta sinaliza a captagcdo de glicose para o interior das células.
Este agucar € fosforilado em seu carbono 6, o que garante sua permanéncia no interior da célula.
Este actcar pode ser direcionado para vérias vias metabdlicas, dependendo de uma série de fatores,
mas mais comumente serd oxidado pela via glicolitica, e, em condi¢des aerdbicas serd totalmente
oxidada na cadeira de transporte de elétrons mitocondrial. Parte desse carboidrato € utilizado para
glicogénese, isto €, producao de glicogénio, que se estoca por intervalos curtos de tempo nas células
hepaticas (NELSON e COX, 2014; VOET e VOET, 2013).

A neoglicogénese é uma via de sintese de glicose, que estd ativa quando a disponibilidade
dessa molécula € escassa, como durante o jejum prolongado, exercicios fisicos, dieta baixa em
carboidratos e apds um trauma. Esses eventos sdo disparados pela influéncia do hormdénio
pancredtico glucagon. Qualquer comprometimento desta via metabdlica leva a uma condigdo
incompativel com a vida, j4 que a neoglicogénese é essencial para manutencdo dos niveis
glicémicos normais. A redu¢do da concentracdo de glicose plasmadtica € prejudicial principalmente
para o funcionamento do sistema nervoso central, pois o cérebro é responsdvel por consumir em
torno de 80% da glicose presente na corrente sanguinea diariamente (WILLIAMS e PICKUP,
2001).
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A sintese de glicose no figado ocorre a partir de moléculas precursoras ndo glicidicas
incluindo lactato, piruvato, glicerol e muitos aminodcidos, sendo este 6rgao o principal responsavel
pela neoglicogénese (VOET e VOET, 2013). Contudo, os rins tornam-se locais importantes para
essa atividade, durante o processo de jejum (PILKIS e EL-MAGHRABI, 1988).

Ao contrario, num jejum inicial, para manter as os niveis glicémicos normais, a primeira via

metabodlica ativada € a glicogendlise hepdtica, na qual o glicogénio nas células desse 6rgio é

(€N

degradado, liberando glicose para a corrente sanguinea. A quantidade de glicogénio hepético
muito limitada, insuficiente para manter os niveis adequados de glicose por um periodo de jejum
superior a 8 horas. A partir do momento em que os niveis de glicose comecam a se esgotar, a
neoglicogénese € ativada no intuito de manter os niveis homeostaticos (VOET e VOET, 2013).

Uma das formas de verificar estas possiveis acdes, seria avaliando o efeito desta droga sobre a
glicolise, glicogendlise e neoglicogénese, vias envolvidas no metabolismo de carboidratos, sendo
que algumas delas ocorrem primariamente no figado (WILLIAMS e PICKUP, 2001; VOET e
VOET, 2013).

Sendo o figado o 6rgao primério onde ocorre o metabolismo tanto dos carboidratos, quanto
das drogas administradas por via oral, e considerando que o fenobarbital potencializa o efeito da
droga, tratar o animal com o barbitirico previamente a investigacdo dos efeitos metabdlicos da
sibutramina, pode revelar resultados mais concisos. O modelo experimental utilizado, o sistema de
perfusdo de figado, permite realizar experimentos, nos quais a estrutura do érgdo permanece intacta,
garantindo a comunicag¢ao celular por meio dos mediadores bioldgicos, € a manutencao da atividade
metabdlica e respiratéria do mesmo, durante todo o tempo do experimento. Assim, as dosagens de
metabolitos e a posterior andlise e comparacao dos resultados obtidos, que podem evidenciar se a
presenca da droga esta ou ndo interferindo no metabolismo normal, pode trazer novas informacdes,
tanto a comunidade cientifica, quanto a populacdo, o que se torna particularmente importante,
diante das restricdes da venda de tal farmaco e mesmo de sua proibicao em alguns paises, devido
aos efeitos adversos que pode provocar. Assim, considera-se relevante investigar uma provavel
interferéncia metabolica, pois novos riscos, beneficios e efeitos adversos podem ser descobertos e

informados a populacdo em geral.
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2. METODOLOGIA

Todos os experimentos foram realizados em parceria com a Universidade Estadual de
Maringd, por intermédio do Prof. Dr. Adelar Bracht, no laboratério de Metabolismo Hepético, do

departamento de Bioquimica.

2.1 ANIMAIS

Ratos machos albinos da linhagem Wistar, pesando entre 180 a 220 g foram utilizados nos
experimentos. Estes foram fornecidos pelo Biotério Central da UEM e mantidos no Biotério de
Metabolismo Hepético da mesma IES sob temperatura controlada de 22°C. Os animais foram
submetidos a jejum prévio de 24 horas, para determinados protocolos, e receberdo dgua ad libitum.
Em outros grupos experimentais, os animais receberam ragao balanceada e d4gua a vontade.

Dentre animais alimentados e em jejum, grupos experimentais foram tratados com uma
injecdo intraperitoneal didria de fenobarbital, na dose de 90 mg por quilo de peso corporal, durante
trés dias. Outros grupos ndo receberam as injecdes do barbiturico.

O projeto foi desenvolvido em parceria com a Unidade de Ensino Superior Ingd — Uninga,
que financiou os custos com materiais de consumo do mesmo. O projeto original foi intitulado
“Efeitos da sibutramina na gliconeogénese em figados de ratos em jejum tratados com
fenobarbital”, desenvolvido no periodo de setembro de 2009 a setembro de 2010, totalizando carga

horéria de 2112 horas, tendo sido aprovado sob protocolo nimero 93-1/2009.

2.2 O SISTEMA DE PERFUSAO

Os experimentos deste trabalho foram realizados com o figado de rato em perfusdo
monovascular isolada no modo nao-recirculante e livre de hemoglobina, de acordo com o
procedimento originalmente descrito por Scholz e Biicher (1965). O método emprega liquido de
perfusdo tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato (Krebs-Henseleit, 1932), cujo pH € igual a 74
quando saturado com uma mistura de oxigénio e di6xido de carbono nas proporcdes 95:5 através de
um oxigenador de membrana. O liquido contém também albumina bovina numa concentracdo igual
a 25 mg%. A composi¢do salina do tampao é NaCl 115 mM; NaHCO3 25 mM; KCI 5,8 mM;
NaS04 1,2 mM; MgCl 1,18 mM; NaH>PO4 1,2 mM e CaClz 2,5 mM.
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O equipamento de perfusdo de figado de rato é composto basicamente por uma bomba
peristéltica, reservatorio para o liquido de perfusdo, oxigenador de membrana, sistemas de captacdo
de bolhas, suporte para o eletrodo de oxigé€nio, polarégrafo, registrador potenciométrico, banho
termostatizado com bomba de circulacdo externa e um cilindro, contendo a mistura carbogénica. O
fluido de perfusdo é bombeado pela bomba peristédltica do reservatério em dire¢do ao oxigenador,
onde ocorre a oxigenacao (concentracdo final de oxigénio = 0.86 mM) e o aquecimento a 37°C. Isto
ocorre gracas a uma troca passiva com a atmosfera de 95% de oxigénio, que estd em contato com
um sistema de tubos de borracha de silicone de parede muito delgada (0,25 mm), por onde circula o
liquido (tempo de permanéncia: 1 min.). Simultaneamente, este liquido é aquecido a 37°C gracas a
agua que circula internamente. A dissolucao do CO; diminui o pH de 7,6 para 7,4. O liquido segue
para a camara do figado, entra no érgao pela veia porta e deixa-o pela veia hepatica, sendo coletado
pela canula inserida na veia cava. Apds a passagem pelo eletrodo de prata/platina e coleta das
amostras, o liquido remanescente serd descartado. Substratos e drogas serdo dissolvidos no liquido
de perfusdo e infundidos no figado através da bomba peristaltica. A substitui¢cdo dos reservatorios
contendo o tampao Krebs/Henseleit-bicarbonato, se dard mediante a utilizacdo de uma torneira
previamente adaptada na cinula de infusdo (Kelmer-Bracht et al, 1984).

Para o procedimento cirdrgico os ratos foram anestesiados através da injecdo intraperitoneal
de Thionembutal® (50 mg/kg de peso corporal). A perfusio monovascular se deu pela via
anterégrada (entrada pela veia porta e saida pela veia hepdtica).

Ap6s canular a veia porta e a veia cava, o figado é posicionado na plataforma de acrilico. O
fluxo através do 6rgdo € mantido constante por meio de uma bomba peristéltica e ajustado entre 30
e 35 mL.min"!, dependendo do peso do figado (Kelmer-Bracht et al, 1984).

Nos experimentos de gliconeogénese, apds a estabilizacdo do consumo de oxigénio pelo
figado, foi infundido o substrato a fim de realizar a estimulacdo da sintese de glicose.
Posteriormente, o cloridrato de sibutramina, previamente solubilizado no tampao Krebs/Henseleit-
bicarbonato foi infundido pela veia porta para a avaliagdo da atividade deste extrato sobre esta via
metabolica a partir do substrato utilizado neste procedimento. Apds percorrer o 6rgdo, aliquotas do
perfusado sdo coletadas, as quais sdo utilizadas para quantificar os metabdlitos ali presentes, que
poderdo revelar interferéncia da droga, ao comparar com o perfusado antes e depois da infusdo da
droga.

Para os experimentos de glicélise e glicogendlise a droga foi infundida nos tempos

determinados pelos protocolos experimentais.
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2.3 ANALITICA

Dosagens enziméticas sao utilizadas para quantificar glicose, lactato e piruvato, e, em alguns
protocolos, amodnia e ureia. Estas dosagens sdo realizadas através da lactato desidrogenase
(Gutmann e Wahlefeld, 1974; Czok e Lamprecht, 1974). O método utilizado é espectrofotométrico
(enzimdtico), com medidas de variacdes na concentragdo de NADH a um comprimento de onda de
340 nm. A glicose € dosada utilizando a técnica da glicose oxidase (Bergmeyer e Bernt, 1974), um
método enzimdtico colorimétrico, cujas variagdes nas concentracdes serdo avaliadas
espectrofotometricamente, a um comprimento de onda de 505 nm. Todos os reagentes utilizados

nos experimentos sao de alto grau analitico.

2.4 DETERMINACAO DO CONSUMO DE OXIGENIO

A concentragdo venosa de oxigénio serd medida polarograficamente através de um eletrodo
de platina combinado com um eletrodo de prata/cloreto (Kelmer-Bracht e al, 1984). As variacdes
na concentracdo venosa de oxigé€nio serdo registradas e a velocidade de consumo (Vo) serd

calculada pela seguinte férmula:

(Ca-Cv) F
P

Vo, =

Onde Cv ¢ a concentracdo venosa de oxigénio (Umol/ml) e Ca é a concentracdo arterial. Esta
tltima é constante e igual a 0,86 pmol/ml a 37 °C para a concentragio salina do tampdo
Krebs/Henseleit-bicarbonato. F € o fluxo através do 6rgdo, em ml/min, e P o peso imido do figado,
em gramas. Calculado desta forma, o consumo de oxigénio fica expresso em Ppmol.min! (grama de

peso timido do figado)!.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

O tratamento estatistico dos dados, a fim de avaliar a significancia dos efeitos da referida

droga, foi feito por meio do teste de Newman-Keuls, com p<0,05, com auxilio do programa
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Graphpad Prism®, versdo 6, de 2013. Gréficos foram gerados a partir do mesmo programa. Os
dados estatisticamente significativos foram discutidos e comparados aos dados ja existentes na

literatura.

3. ANALISES E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

3.1 EFEITOS DA SIBUTRAMINA SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO E
NEOGLICOGENESE EM RATOS EM JEJUM (24 HORAS)

Na figura 2A observa-se que, na presenca da sibutramina (100 uM), a producdo de glicose
diminuiu em aproximadamente 50%. As altera¢des na produgdo de piruvato e de lactato foram
insignificantes, quando comparados com o controle (figura 1A). Empregando-se a mesma
concentracdo da droga e o mesmo substrato, a figura 1B mostra que a partir da infusdo de
sibutramina, houve um aumento no consumo do oxigénio em 11%, e a producdo de amonia e ureia
se mostraram irrelevantes.

Figura 1 (A e B) — Experimentos controle de gliconeogénese a partir de alanina realizados com

figado de ratos mantidos em jejum prévio de 24 horas.

Figura 1 (A e B) — Experimentos controle de gliconeogénese a partir de alanina realizados com
figado de ratos mantidos em jejum prévio de 24 horas.
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O figado foi perfundido com tampao Krebs-Henseleit-Bicarbonato (KH) (pH 7,4) durante 60
minutos. Os primeiros dez minutos de perfusdao foram realizados com tampao KH puro. Do minuto
10 ao minuto 50, foi perfundido o tampao KH acrescido do substrato gliconeogénico alanina na
concentracdo de 2,5 mM. Apds o minuto 50 o figado voltou a ser perfundido com solucdo tampao
KH pura até o final do experimento. O grafico A indica a produgdo de glicose (escala a direita) e
producdo de piruvato e lactato (escala a esquerda) e o grafico B indica o consumo de oxigénio
(escala a direita) e a producdo de amonia e ureia (escala 2 esquerda) em MMol min! gl As
aliquotas foram coletadas de 02 em 02 minutos e as dosagens enzimdticas e polarogréficas
realizadas com todas as aliquotas coletadas. Os dados indicam a média + erro padrao (n=4). (SBT =

sibutramina).

Figura 2 (A e B) — Experimentos de gliconeogénese a partir de alanina realizados com figado de

ratos mantidos em jejum prévio de 24 horas.
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O figado foi perfundido com tampao Krebs-Henseleit-Bicarbonato (KH) (pH 7,4) durante 78
minutos. Os primeiros dez minutos de perfusao foram realizados com tampao KH puro. Do minuto
10 ao minuto 30, foi perfundido o tampao KH acrescido do substrato gliconeogénico alanina na
concentragdo de 2,5 mM. Do minuto 30 ao minuto 50, o 6rgdo foi perfundido por tampao KH +
alanina acrescido de sibutramina na concentragdo de 100 micromolar. Apés o minuto 50 o figado
voltou a ser perfundido com solucdo tampao KH + piruvato e, finalmente, apés o minuto 64, o
orgao voltou a ser perfundido com solucdo tampao pura, até o final do experimento. O grafico A
indica a produc¢do de glicose (escala a direita) e producdo de piruvato e lactato (escala a esquerda) e
o grafico B indica o consumo de oxigénio (escala a direita) e a produ¢do de amonia e ureia (escala a
esquerda) em PMol min! g'!. As aliquotas foram coletadas de 02 em 02 minutos e as dosagens
enzimadticas e polarograficas realizadas com todas as aliquotas coletadas. Os dados indicam a média
+ erro padrao (n=4). (SBT = sibutramina).

Empregando-se como substrato gliconeogénico o piruvato, a sibutramina (100 uM) causou
um aumento de 20% no consumo de oxigénio. A producdo de glicose diminuiu em

aproximadamente 60% e a produg¢do de lactato diminuiu em 4%. (Figura 2A e 2B).
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Figura 3 — Experimentos de gliconeogénese a partir de piruvato realizados com figado de ratos
mantidos em jejum prévio de 24 horas.
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Fonte: Os autores.

O figado foi perfundido com tampao Krebs-Henseleit-Bicarbonato (KH) (pH 7,4) durante 78
minutos. Os primeiros dez minutos de perfusao foram realizados com tampao KH puro. Do minuto
10 ao minuto 30, foi perfundido o tampao KH acrescido do substrato gliconeogénico piruvato na
concentracdo de 2 mM. Do minuto 30 ao minuto 50, o 6rgdo foi perfundido por tampao KH +
piruvato acrescido de sibutramina na concentracdo de 100 micromolar. Apés o minuto 50 o figado
voltou a ser perfundido com solucdo tampao KH + piruvato e, finalmente, apés o minuto 64, o
orgao voltou a ser perfundido com solu¢do tampao pura, até o final do experimento. O grafico
indica o consumo de oxigénio (escala a direita) e producdo de glicose e lactato (escala a esquerda)
em MMol min-1 g-1. As aliquotas foram coletadas de 02 em 02 minutos e as dosagens enzimaticas
e polarogréficas realizadas com todas as aliquotas coletadas. Os dados indicam a média + erro
padrdo (n= 3). (SBT = sibutramina).

Nos experimentos de neoglicogénese nos quais se utilizou o substrato lactato na concentragao
de 2 mM (figura 04), observou-se que o consumo de oxigénio, aumentou em aproximadamente
30%, enquanto a producdo de glicose foi inibida em apenas 6,1% e a producdo de piruvato

aumentou em 57%, em presenca de sibutramina (100 uM).
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Figura 4 — Experimentos de gliconeogénese a partir de lactato realizados com figado de ratos
mantidos em jejum prévio de 24 horas.
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O figado foi perfundido com tampao Krebs-Henseleit-Bicarbonato (KH) (pH 7,4) durante 78
minutos. Os primeiros dez minutos de perfusdao foram realizados com tampao KH puro. Do minuto
10 ao minuto 30, foi perfundido o tampao KH acrescido do substrato gliconeogénico lactato na
concentracdo de 2 mM. Do minuto 30 ao minuto 50, o 6rgdo foi perfundido por tampao KH +
lactato acrescido de sibutramina na concentracdo de 100 micromolar. Apds o minuto 50 o figado
voltou a ser perfundido com solugdo tampao KH + lactato e, finalmente, apds o minuto 64, o 6rgao
voltou a ser perfundido com solu¢@o tampdo pura, até o final do experimento. O grafico indica o
consumo de oxigénio (escala a direita) e producdo de glicose e piruvato (escala a esquerda) em
UMol min"! g!. As aliquotas foram coletadas de 02 em 02 minutos e as dosagens enzimdticas e
polarograficas realizadas com todas as aliquotas coletadas. Os dados indicam a média + erro padrao
(n=3). (SBT = sibutramina).

Utilizando-se Frutose (5 mM) como substrato para a neoglicogénese, em presenca de
sibutramina (100 uM) o consumo de oxigénio aumentou em 19%, a produgdo de piruvato aumentou
10%, a producdo de lactato aumentou em 27%, e a producio de glicose diminuiu em apenas 4%, o
que nao é representativo, nao possuindo divergéncias quando comparado ao experimento controle.

Em experimentos de neoglicogénese a partir de Glutamina na concentragdao de 2,5 mM, na
presenca da sibutramina (100 uM), o consumo de oxigénio seguiu seu padrao normal, assim como a
producdo de glicose, piruvato e lactato nao sofreram alteracdes, ndo havendo divergéncias com o

experimento controle.
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3.2 EFEITOS DA SIBUTRAMINA SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO, GLICOLISE E
GLICOGENOLISE EM RATOS ALIMENTADOS

A figura 5 mostra a producdo de glicose, piruvato, lactato € o consumo de oxigénio no
momento em que estdo ocorrendo as vias catabdlicas glicdlise e glicogendlise, em presenca de
sibutramina na concentra¢do de 200 uM. A droga ndo causou alteragdes relevantes na concentra¢ao
dos metabdlitos, em contrapartida o consumo do oxigénio aumentou em 18%, quando comparados

ao controle (figura 6).

Figura 5 — Experimentos realizados com figado de ratos alimentados.
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Fonte: Os autores.

O figado foi perfundido com tampao Krebs-Henseleit-Bicarbonato (KH) (pH 7,4) durante 74
minutos. Os primeiros dez minutos de perfusao foram realizados com tampao KH puro. Do minuto
10 ao minuto 40, foi perfundido o tampao KH acrescido de sibutramina na concentracdo de 200
micromolar. Apés o minuto 40 o figado voltou a ser perfundido com solug¢do tampao pura. O
grifico indica o consumo de oxigénio (escala a direita) e producdo de glicose, lactato e piruvato
(escala 2 esquerda) em PMol min! g'!. As aliquotas foram coletadas de 02 em 02 minutos durante
60 minutos, e posteriormente, de 04 em 04 minutos, até o final do experimento, e as dosagens
enzimadticas e polarograficas realizadas com todas as aliquotas coletadas. Os dados indicam a média

+ erro padrao (n=4). (SBT = sibutramina).
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Figura 6 — Experimentos controle realizados com figado de ratos alimentados.
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Fonte: Os autores.

O figado foi perfundido com tampao Krebs-Henseleit-Bicarbonato (KH) (pH 7,4) durante 74
minutos. O grafico indica o consumo de oxigé€nio (escala a direita) e producao de glicose, lactato e
piruvato (escala a esquerda). As aliquotas foram coletadas de 02 em 02 minutos durante 60 minutos,
e posteriormente, de 04 em 04 minutos, até o final do experimento, e as dosagens enzimaticas e
polarograficas realizadas com todas as aliquotas coletadas. Os dados indicam a média + erro padrdo
(n=4). (SBT = sibutramina).

A sibutramina promoveu inibicdo da neoglicogénese a partir do substrato alanina ao passo que
aumentou o consumo de oxigé€nio, embora este tltimo efeito ndo tenha sido tao acentuado. Sabendo
que essa via anabdlica € dependente de ATP e de NADH, assim como de enzimas reguladoras e do
transporte adequado de metabdlitos para o interior da matriz mitocondrial, a droga em questdao pode
estar atuando em um ou mais desses fatores (VOET e VOET, 2013).

Em primeira instancia, a sibutramina poderia afetar a entrada do substrato alanina na
mitocondria, ou mesmo sua conversdo a piruvato na matriz mitocondrial pela enzima alanina
aminotransferase (ALT), como descrito por Nelson e Cox (2014). Para comprovar esta hipétese,
foram realizados experimentos nas mesmas condi¢des, utilizando como substrato o piruvato.
Observou-se que com este substrato, a via neoglicogénica também ¢ afetada. Isso mostra que a
entrada da alanina na mitocondria e sua conversao a piruvato podem estar sofrendo acdo da droga,
mas ndo € a Unica causa da inibicdo da via, podendo esta droga estar agindo de maneira efetiva em
etapas subsequentes ou mesmo no transporte de piruvato para dentro da matriz mitocondrial

(LIEBERMAN; MARKS e SMITH, 2007).

Revista Théma et Scientia — Vol. 8, n° 2, jul/dez 2018 190



Efeitos do Anorexigeno Sibutramina no Metabolismo de Carboidratos em Células Hepdticas

Sabendo-se que o lactato pode ser convertido a piruvato e o mesmo € transportado para a
matriz mitocondrial, servindo como substrato neoglicogénico (VOET; VOET, 2013), foram
realizados experimentos a partir de tal substrato para testar a hipétese do bloqueio do transporte de
piruvato para a mitocondria. Tais experimentos evidenciaram que a neoglicogénese nao sofre
interferéncia efetiva da sibutramina. Assim, as suposi¢des de que etapas subsequentes da via
gliconeogénica estivessem sendo afetadas pela sibutramina, e de que o transporte de piruvato
estivesse comprometido, ndo podem ser aqui consideradas.

Como ja mencionado, auséncia ou reducdo dos niveis de ATP e NADH podem interferir na
via metabdlica em questdo. Assim, os efeitos da sibutramina sobre o metabolismo energético
mitocondrial devem ser considerados.

De acordo com Hermoso e Pivato (2008), a sibutramina diminui a biossintese de ATP,
principalmente por desacoplar a fosforilagdo oxidativa e a cadeia transportadora de elétrons, além
de causar uma inibicdo dos complexos I e III desta cadeia. Esses efeitos levam a uma maior
oxidagdo do NADH a NAD™, e também um maior consumo de O», visando compensar a producio
reduzida de ATP. Assim, pode-se supor que essa droga diminui a quantidade de ATP e NADH
disponiveis, podendo ser este um dos fatores que operam para inibir a neoglicogénese e aumentar o
consumo de oxigénio, como observado nos experimentos realizados a partir de alanina e piruvato,
em presenga de sibutramina.

Entretanto, os experimentos com lactato deixam claro que a quantidade reduzida de ATP
produzido pela mitocondria em presenca de sibutramina ndo € o principal fator inibidor da via, visto
que nestas condicdes a via acontece praticamente sem interferéncia. Assim, resta supor que a
principal causa de inibi¢do da neoglicogénese seja a diminuicdo da forca redutora (NADH),
importante em algumas etapas dessa via, especialmente na etapa da gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (CONSTANTIN, 2009). Nelson e Cox (2014), afirmam que o lactato, ao ser
convertido a piruvato, promove redu¢do do NAD™, levando a produgdo, portanto, de NADH, o que
provavelmente suplanta a falta dessa for¢a redutora na neoglicogénese.

Reforgcando esta hipdtese, os experimentos realizados utilizando-se a frutose como substrato,
mostraram que nao houve inibicdo da neoglicogénese, bem como nos experimentos realizados com
glutamina. Lieberman, Marks e Smith (2007), relataram que a frutose segue tanto pela via
neoglicogénica, como pela via glicolitica, sendo que na tultima se produz ATP e NADH. Segundo
Voet e Voet (21013) a glutamina, ao sofrer degradacdo, produz seu o-cetodcido correspondente,
cujo grupamento amina € transferido para o a-cetoglutarato, formando glutamato, o qual ao sofrer

deaminagdo, libera a-cetoglutarato e produz NADH. Nos dois casos, a producio de NADH
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promove um efeito compensatério a produgcdo diminuida deste pelo efeito da sibutramina em nivel
mitocondrial.

Efeitos similares de inibi¢do da neoglicogénese foi observado por Oliveira et al. (2010) com a
droga Tibolona, a qual é uma droga bloqueadora do complexo I, e por Pivato et al. (2006) com a
Carbenoxolona, que € um desacoplador da fosforilacao oxidativa.

Todos estes resultados apontam para uma inibicdo da neoglicogénese a partir de alguns
substratos, em presenca de sibutramina, por diminui¢do da for¢a redutora, semelhante ao
demonstrado por Constantin (2009), em seus experimentos utilizando a droga Fisetina, que inibiu a
neoglicogénese, por provocar um déficit de equivalentes redutores.

A sibutramina ndo teve interferéncia evidente na glicdlise e glicogendlise, e condizendo com
Lieberman, Marks e Smith (2007), ambas as vias ndo necessitam de forca redutora. Assim essas
vias catabdlicas prosseguiram normalmente, como observado na concentracdo dos metabdlitos
dosados, que ndo sofreram alteracdes relevantes.

Com base nos trabalhos de Hermoso e Pivato (2008), que mostraram que a sibutramina €
uma droga desacopladora da fosforilacdo oxidativa, infere-se que o aumento no consumo de

oxigénio uma forma de suplantar a baixa razdo ATP/ADP, provocada pela droga.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A inibi¢do da neoglicogénese hepatica obtida com os presentes experimentos pelo tratamento
de figado de rato em jejum com sibutramina, é resultante da diminuicdo da razio NADH/ NAD".
Assim, como a neoglicogénese é uma via anabdlica, onde algumas de suas etapas s@o estritamente
dependentes de forca redutora, a mesma nao ocorre nestas condi¢cdes com déficit da respectiva
forga.

Nao houve inibi¢do da glicélise e da glicogendlise hepatica nos experimentos em que figado
de ratos alimentados foram expostos a sibutramina. Essas duas vias catabdlicas ndo foram inibidas
por ndo dependerem de for¢a redutora em suas etapas.

O aumento no consumo de oxigénio nos experimentos supramencionados € devido a
diminuicdo da razdo ATP/ADP, que leva ao maior consumo de oxigénio no catabolismo, visando
compensar a diminui¢do de ATP.

As doses utilizadas sdo excessivas, explicando grande parte da hepatotoxicidade, sendo que
experimentos com doses terap€uticas sdo necessdrios para averiguar possiveis alteragdes na

neoglicogénese e no consumo de oxigénio.
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