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Resumo:

A hipericina é uma promissora molécula a ser empregada como
fotossensibilizador na terapia fotodinamica, que € utilizada principalmente
para eliminar células tumorais por estresse oxidativo induzido por luz. A
hipericina se acumula preferencialmente em células tumorais, mas as
células saudaveis também a captam e podem, diante de fotossensibilizacao,
passar pelos mesmos danos oxidativos. O aumento do estresse oxidativo no
figado causa estimulo de vias catabdlicas e inibicdo de vias anabdlicas, uma
condicdo que pode acentuar a caquexia associada as neoplasias. A
hipericina € altamente hidrofébica e seu uso endovenoso exige formulagbes
que permitam sua distribuicAo em sistemas aquosos, como é o0 caso de
micelas copoliméricas. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar em
camundongos Swiss os efeitos fotoinduzidos da hipericina, copolimerizada
com P-123 (Pluronic®), sobre a gliconeogénese hepatica. O figado em
perfusdo isolada foi utilizado como ferramenta experimental e o lactado (2
mM) utilizado como substrato gliconeogénico. A infusdo de hipericina
copolimerizada inibiu a producao de glicose estimulada pelo lactato tanto na
presenca quanto na auséncia de fotoindugdo. Entretanto, as micelas
copoliméricas sem hipericina ja inibiram a producdo de glicose na mesma
extensdo que a hipericina. Os resultados mostram que das micelas
copoliméricas e ndo a hipericina foram responsaveis inibicdo da
gliconeogénese hepatica. Diante deste efeito, € necessario repensar se as
moléculas P123 sao adequadas para carrear a hipericina.

Introducao

A terapia fotodindmica € utilizada no tratamento do cancer e consiste
na administracéo sistémica de um fotossensibilizador, que é estimulado por
iluminacado localizada a produzir espécies reativas de oxigénio (ROS), que
promove a morte celular por estresse oxidativo. A hipericina é um
fotossensibilizador promissor e seus efeitos fototoxicos tém sido mostrados
em varios tipos de células tumorais, inclusive hepaticas, como as células de
hepatoblastoma (BARATHAN et al., 2013). A hipericina se acumula
preferencialmente em células tumorais, mas as células saudaveis também a
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captam e podem, mesmo que em menor grau, passar por danos oxidativos.
Desta forma, é importante avaliar se a hipericina fotoinduzida também afeta
as células saudaveis do figado.

O aumento do estresse oxidativo no figado causa alteracdes no fluxo de vias
metabdlicas. Esta condi¢do estimula vias catabdlicas, como a glicogendlise,
e inibe as vias anabdlicas, como a gliconeogénese (CASTRO-GHIZONI et
al., 2017). Estas alteracbes podem, por exemplo, acelerar a caquexia que
ocorre nas neoplasias. O conhecimento dos efeitos da hipericina sobre o
metabolismo das células de mamiferos é bastante restrito, especialmente o
metabolismo hepatico.

A hipericina, entretanto, € altamente hidrofébica e a administracdo
endovenosa exige formulacdes que permitam sua distribuicdo em sistemas
aquosos. Este é o caso das micelas copoliméricas do tipo Pluronic®. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar em camundongos Swiss os efeitos
fotoinduzidos da hipericina, copolimerizada com P-123 (Pluronic®), sobre a
gliconeogénese hepatica, uma via muito sensivel a alteracbes oxidativas
celular (SOARES et al., 2013). O presente estudo pretende apresentar uma
formulacdo para a administracdo da hipericina por via endovenosa, que se
efetiva podera contribuir para a terapia fotodindmica de tumores hepaticos.

Materiais e métodos

A gliconeogénese foi avaliada no figado de camundongos Swiss (20-
25 g) em perfusao isolada. Os animais em jejum de 12 h foram anestesiados
por via intraperitoneal com tiopental/lidocaina (100/10 mg-kg?) e, apds a
canulacdo das veias cava e porta, o figado foi removido e posicionado em
uma camara de perfusdo (BRASHT et al., 2003). O liquido de perfuséo foi o
tampao Krebs/Henseleit (pH 7,4) saturado com uma mistura de O, e CO;,
(95:5) por meio de oxigenador de membrana e ajuste simultaneo da
temperatura (37°C). O liquido de perfusdo entra no figado pela canula portal
e o0 deixa pela canula conectada a veia cava. Lactato (2 mM) foi utilizado
como substrato gliconeogénico. Amostras do perfusado efluente foram
coletadas para a dosagem de glicose e piruvato.
As micelas para carrear hipericina foram preparadas com copolimero P-123
(Pluronic®) e foram feitas por disperséo sélida. As micelas com hipericina
foram dissolvidas diretamente no tampao Krebs nas de concentragcbes de
2,0 mg-L%, 1,0 mg-L* e 0,5 mg-L™. A fotoinducéo foi feita com lampadas
LED préximas ao figado em perfuséo. Este projeto foi previamente aprovado
pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacio -
CEAE, da UEM (8309170117)

Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra os efeitos da hipericina 2 pg-mL* (P123 1000
ng-mL?Y) e também apresenta o protocolo de perfusdo utilizado para as
demais concentracdes. Apos 10 min de perfusdo apenas com tampao Krebs,
o lactato (2 mM) foi infundido por 25 min isoladamente e por mais 25 min
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junto com micelas vazias (grupo 1), micelas com hipericina na auséncia
(grupo 2) ou na presenca (grupo 3) de iluminacao. Apés a entrada do lactato
(10 min), a producao de glicose e piruvato foram estimuladas e a infusao de
micelas com e sem hipericina inibiu a producéo de glicose. A parte inferior
da Figura 1 mostra a producado de glicose e piruvato no estado estacionario
(35 min) antes da infusdo de hipericina ou micelas ([0,0]) e ap6s a infusdo de
micelas e hipericina (grupos 1, 2 e 3; 60 min).
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B) Concentracdo (pg-mL-"; hipericina/nanoparticula)
Grupos
[0,0] [0,5)/[250]**  [1,0]/[500]** [2,0]/[1000]**
Producdo de glicose (umol-min-g")
Grupo 1 0,70 0,52 0,30% 0,38
Grupo 2 0,84 0,65* 0,58%* 0,52*
Grupo 3 0,75 0,53* 0,70 0,39*
Producdo de piruvato (umol-min--g')
Grupo 1 0,24 0,24 0,24 0,23
Grupo 2 0,19 0,19 0,53% 0,16
Grupo 3 0,22 0,24 0,23 0,19
Figura 1. Efeitos fotoinduzidos da hipericina copolimerizada sobre a gliconeogénese

hepatica de camundongos. Decurso temporal da gliconeogénese a partir de lactato (2
mM) (A). Os valores em (B) sdo aqueles obtidos aos 35 min apenas com a infusédo de
lactato ([0,0]) e aos 60 min com a infusdo de lactato + micelas vazias (grupo 1), hipericina
sem (grupo 2) e com iluminagédo (grupo 3). (**) dois asteriscos referem-se a concentragao
das nanoparticulas P123 vazias do grupo 1. Os valores sao as médias + SEM de 4
experimentos em cada condicdo. Valores com asteriscos sobrescritos na mesma linha séo
diferentes (P <0,05).
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A infusdo de micelas vazias (grupo 1) inibiu a producéo de glicose em 57 e
46% nas concentracdes 1,0 e 2,0 pg-mL?, respectivamente. A infusdo de
micelas com hipericina sem fotoindug&o diminuiu a producéo de glicose em
23, 31 e 38% nas concentracbes de 0,5, 1,0 e 2,0 ug-mL’l, respectivamente.
A infusdo de micelas com hipericina e fotoinducao inibiu a producdo de
glicose em 29 e 48% nas concentracdes de 0,5 e 2,0 ug-mL™. A producéo
de piruvato ndo foi alterada, exceto por um estimulo com 1,0 pg-mL™* no
grupo 2.

Conclusodes

Os resultados mostraram que apenas a infusdo das micelas
copoliméricas vazias j4 produziu o maximo de inibicdo da gliconeogénese
hepatica que foi observada e, por isso, sem efeitos para a hipericina. Diante
destes resultados, é necessario repensar se as nanoparticulas de P123 séo
adequadas para carrear a hipericina.
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