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AVALIAR O EFEITO DO FOTOSSENSSIBILIZADOR ROSA DE BE NGALA
SOBRE O METABOLISMO HEPATICO DA GLICOSE EM
CAMUNDONGOS SWISS UTILIZANDO A TECNICA DE PERFUSAO DE
FIGADO IN SITU.
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Resumo: O principio basico da TFD consiste na administracdo topica ou
sistémica do fotossensibilizador (FS), excitagdo do FS com luz de
comprimento de onda adequado, geracdo de oxigénio singleto ou espécies
radicalares de oxigénio e morte celular. A utilizacdo de nanoparticulas, como
as de silica porosa, para transportar FS tem sido amplamente explorada,
com o objetivo de resolver melhorar a solubilidade. Por outro lado, o figado é
o principal 6rgédo envolvido na homeostase glicémica. A insuficiéncia desses
mecanismos glicorregulatorios predispde o individuo ao estresse oxidativo,
hiperglicemia e Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1). A rosa de bengala é um FS
com elevada capacidade anti-carcinogénica demonstrada in vitro. No
entanto, ndo ha relatos na literatura sobre seus efeitos sobre os parametros
metabdlicos do figado per se em modelos in vivo. Portanto, esse projeto visa
avaliar os efeitos do FS rosa de bengala, sem iluminagcédo, sobre o
metabolismo da glicose no figado integro por meio da técnica de perfuséo de
figado in situ, em modelos experimentais de camundongos Swiss.

Introducéo:

A terapia fotodindmica (TFD) consiste na administracdo topica ou
sistémica de um agente fotossensibilizador (FS), sua excitagdo com luz,
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais promovem a
morte celular com elevada seletividade para o tecido tumoral. A rosa de
bengala, € um FS com elevada capacidade anti-carcinogénica in vitro, e
ensaios de biodistribuicAo mostraram o figado como 6rgdo central na
captacdo dessa molécula (PANZARINI et al, 2014, SANABRIA et al, 2013).
No entanto, ndo h& relatos na literatura sobre seus efeitos sobre os
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parametros metabdlicos do figado per se em modelos in vivo. Portanto, esse
projeto visa avaliar os efeitos do FS, encapsulado com nanoparticulas de
silica porosa, sobre o metabolismo hepatico da glicose em perfusdo de
figado in situ de camundongos Swiss.

Materiais e métodos:

Animais: 15 camundongos machos adultos (22d/22g) da linhagem Swiss
(5445011/2015 CEUA/UEM) do biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas (23°C-25°C, 12h claro/12h escuro) receberam racao
padronizada (Nuvital®) e agua ad libitum. Perfusdo de figado in situ:
Animais alimentados e anestesiados (tiopental 40mg/Kg + lidocaina
10mg/Kg) foram submetidos a laparotomia. Os figados foram perfundidos
com tampéao Krebs-Henseleit-Bicarbonato (KH, pH 7,4), aquecido a 37°C e
saturado com O,/CO; (95/5%), da seguinte forma (Figura 1): infusdo de 15
min com KH (Basal 1=B1), 30 min com o tampao KH mais substancia teste
(Estimulado=ESTIM, rosa de bengala 5,00ug/mL; ou silica na concentracéo
de 36 mg/250 mL; ou silica + rosa de bengala nas concentracdes de 36
mg/250 mL + 5,00 pg/mL.) e 30 min com KH (Basal 2=B2). No perfusado
coletado foi mensurado glicose, L-lactato e piruvato; o que permitiu o calculo
da glicogendlise (GG= glicose + (lactato+piruvato/2)), glicolise (Gc= lactato +
piruvato/2) e razdo NADH/NAD+ (lactato+piruvato). Também foi avaliada a
lesdo hepética pela producdo de bilirrubina total (BT), aspartato
transaminase (AST), alanina transaminase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP).
Andlise estatistica: teste “t” de Student ou analise de variancia (ANOVA)
empregando-se o0 programa GraphPad Prism - versdo 5.0. Dados
apresentados como média * dp, n=5/grupo, area sob a curva (AUC, umol/g
de figado, nivel de significancia de 95%).

EXPERIMENTO DEMONSTRATIVO
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Figura 1: Experimento demonstrativo do
experimento de perfusdo de figado in situ de
camundongos Swiss alimentados. Representa
a concentracdo de glicose (umol/min.g figado)
em funcdo do tempo (min) de perfusdo do KH
(Basal 1=B1=15 min); KH+estimulo (ESTIM=30
min, rosa de bengala na forma livre ou na
forma encapsulada em nanoparticula de silica);
KH (Basal 2=B2=30 min). Os resultados foram
apresentados na forma de AUC (umol/g).
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Resultados e Discussao

A nanoparticula de silica porosa apresentou AST, ALT, ALP e BT elevados
(p<0,05) quando comparada a rosa de bengala. A associacdo de ambas
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aumentou (p<0,05) o nivel de ALT, AST e BT ﬂégmparada a rosa de bengala
isolada (Figura 2).
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Figura 2: Perfusdo de figado in situ mostrando a area sob a curva (AUC) da liberagéo
hepatica de alanina transaminase (2A-ALT), aspartato transaminase (2B-AST), fosfatase
alcalina (2C-ALP) e bilirrubina total (2D-BT) em camundongos Swiss alimentados. ® p<0,05
vs estimulado silica 36mg.
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Figura 3. Perfusdo de figado in situ mostrando a area sob a curva (AUC) da liberagéo
hepatica de glicose (3A), Glicogendlise (3B-GG), Glicdlise (3C-Gc) e Razdo NADH/NAD"
(3D) em camundongos Swiss alimentados. ® p<0,05 vs estimulado silica 36 mg e rosa 5 ug.
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Com relagdo aos parametros metabdlicos, a nanoparticula e a rosa de
bengala, isoladas e combinadas, ndo alteraram (p>0,05) a glicogendlise e a
liberacdo hepatica de glicose. No entanto, a rosa de bengala isolada
aumentou (p<0,05) a razdo NADH/NAD+, efeito abolido pela associacéo da
mesma com a hanoparticula. A nanoparticula e a rosa isoladamente nao
alteraram (p>0,05) a glicélise, mais combinados aumentaram (p<0,05) a
mesma (Figura 3).

Conclusdes

Os resultados mostraram que o FS rosa de bengala alterou o potencial redox
do citoplasma dos hepatdcitos e a taxa glicolitica, ainda, apresentaram
indice relativamente baixo de toxicidade hepatica. No entanto, a silica
apresentou elevada toxicidade nao revertida na presenca da rosa de
bengala e, portanto, necessita de maiores avaliacdes.
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