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RESUMO

O figado ¢ o principal 6rgao envolvido na homeostase metabolica e participa na regulacéo de
inimeros processos bioldgicos, como as vias hepaticas de regulagdo glicémica. A
insuficiéncia ou auséncia desses mecanismos glicorregulatorios predispoe o individuo a
varias doengas ¢ complicagdes relacionadas a homeostase glicémica, dentre elas o Diabetes
Mellitus tipo 1 (DM1). Existe uma associag@o entre o desenvolvimento e progressdo de DM1
e de suas complicagdes cronicas por meio da hiperglicemia ¢ o excesso de radicais livres,
resultando em um quadro exacerbado de estresse oxidativo por reducdo da capacidade
antioxidante dos tecidos. Sendo a Terapia Fotodindmica (TFD) uma alternativa para
tratamentos invasivos e a Clorofila-a e seus derivados agentes antioxidantes e fotossensiveis,
essse projeto teve como objetivo avaliar os efeitos da Clorofila-a e derivados, na auséncia e
presenga de iluminacdo (650 nm), sobre os pardmetros hepaticos relacionados ao
metabolismo energético do figado por meio da técnica de hepatocitos isolados com
colagenase em modelos experimentais de ratos Wistar ndo diabéticos tipo 1 (NDM1) e DM1.
A andlise parcial dos resultados constatou que a Clorofila-a iluminada alterou todos os
parametros hepaticos analisados, ao passo que seus derivados ndo apresentaram a mesma
acdo, levantando a possibilidade daquela em contribuir para a redugdo da liberacdo de glicose
pelo figado de animais DM1 e redugdo da glicemia.
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1.INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenga autoimune, resultante da
perda da secrecao de insulina pelas células B-pancreaticas (ASSOCIATIONAD,
2005), considerada um problema de saude publica que ja provocou 1,5 milhdes
de mortes em 2012 e estima-se que sera a sétima principal causa de morte no
mundo em 2030 (Organizacdo Mundial de Saude, 2016). De acordo com a



Sociedade Brasileira de Diabetes (2016), no Brasil, a taxa de mortalidade (por
100 mil habitantes) é de 33,7, com progressao prevista de 0,5 para a faixa
etaria de 0 a 29 anos a 223,8 para acima de 60 anos.

A associagao entre a progressdo do DM1 e de suas complicacdes
cronicas, com a hiperglicemia e o excesso de radicais livres, resulta na redugéo
da capacidade antioxidante dos tecidos e aumento da produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), tanto em pacientes como em modelos
experimentais de DM1 (KASHYAP; FARRUGIA, 2011; WINIARSKA et al.,
2009).

A Terapia fotodindmica (TFD) € uma modalidade terapéutica nao
invasiva e alternativa para as terapias convencionais. Compreende a
administracdo de um agente fotossensibilizador (FS), irradiagdo luminosa e
excitacdo do FS, e melhora concomitante na capacidade antioxidante celular.
Dentre os agentes FS, destacamos a Clorofila A e seus derivados, eficiente no
tratamento de tumores, mas ainda nao explorada no contexto metabdlico. A
caracterizagao fisico-quimica dos FS utilizados neste trabalho, foi realizada
pelo grupo de pesquisas Nupesf (Nucleo de Pesquisas em Tratamento
Fotodindmico/UEM). Contudo, ndo ha relatos na literatura sobre os efeitos da
clorofila sobre os parametros metabdlicos do figado per se em modelos in vivo.
Amparados nessa perspectiva, o presente estudo teve por objetivo avaliar a
acgao bioldégica dos FS (Clorofila-a, feoforbideo, clorofilida de zinco e lapachol
com clorofidila de zinco) sobre os paréametros hepaticos relacionados ao
metabolismo energético do figado (liberagdo hepatica de glicose, glicdlise e
glicogendlise), em células hepaticas isoladas com colagenase. Em termos
estatisticos, buscou-se saber se a média dos parédmetros hepaticos mantinha-
se igual para todos os FS ou se ela diferia entre eles.

2. RESULTADOS

Dentre as vantagens da técnica de isolamento dos hepatdcitos destaca-
se o alto rendimento celular que permite a administracdo de varias substancias
quimicas simultaneamente utilizando-se um numero menor de animais.
Segundo a Lei Arouca de 2008, o numero de animais a serem utilizados para a
execugao de um projeto deve ser o minimo indispensavel para produzir o
resultado conclusivo (MIZIARA et al, 2012). A participagdo dos Comités de
Etica no uso de Animais, tanto em ambito nacional quanto internacional, tem se
mostrado mais forte do que as estimativas para um desejavel n amostral. Prova
desse fato foi um estudo realizado na Turquia, no qual a amostra ideal para
cada grupo experimental era de nove animais, ao passo que o Comité
institucional permitiu a utilizagdo de apenas seis (KAFA et al, 2015). A exemplo
desse estudo, este projeto também contou com seis animais em cada grupo —
quantidade liberada pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de Maringa
e que se mostrou suficiente em varias pesquisas (dados ndo apresentados)
com animais em fornecer um resultado homogéneo dos grupos estudados -- a
saber: grupo diabético tipo 1 (DM1) e n&o diabético tipo 1 (NDM1) ou controle,
sendo que cada grupo foi dividido em dois subgrupos: grupos cujas células ndo
foram iluminadas (NDM1NI e DM1NI) e grupos cujas células foram iluminadas
com luz vermelha de comprimento de onda de 650 nm, durante 1 hora de
incubagédo, na presencga dos fotossensibilizadores (NDM11 e DM11).

A Figura 1 mostra que a média dos parametros hepaticos avaliados é
menor nos grupos DM1 comparada a dos grupos NDM1. Isso porqué o DM1



resulta no surgimento de anormalidades metabdlicas tipicas como a redugéo
da atividade das enzimas da via glicolitica e glicogenogénica (RUI, 2014;
FERRANNINI et al., 1990). Dessa forma, na auséncia de insulina a utilizagdo e
metabolizacdo da glicose estdo reduzidas, contribuindo com o quadro de
hiperglicemia crbnica, caracteristico da doenga (COTRAN et al., 1994).

Figura 1. Efeitos dos FS sobre diferentes parametros do metabolismo hepatico da glicose, em
hepatécitos isolados de animais ndo diabéticos (A, B e C) e diabéticos tipo 1 (D, E e F), na

auséncia e presenga da luz, respectivamente apresentados. Analise da média + desvio padrao,
n=6 animais/grupo.
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Ainda, os dados apresentados na Figura 1 ilustram a distribuicdo da
producao hepatica de glicose, glicogendlise e glicolise entre os grupos. Todos



os valores observados diante da exposicdo dos FS foram comparados a
amostra cuja incubacéao foi realizada sem a presenga de nenhum agente, ou
seja, amostra controle. Para a comparagao intragrupo, foi realizada analise de
variancia (ANOVA) com medidas repetidas — visto que as células provenientes
de um mesmo animal foram incubadas com todos os tipos de FS,
caracterizando dados dependentes --, pos teste de Tukey e pré-fixando o nivel
de significancia em 95% (p<0,05). Ja a analise do efeito de um mesmo FS
entre os grupos amostrais foi avaliada através da analise de variancia One-way
ANOVA e pos-teste de Tukey. Essa analise teve como objetivo avaliar o efeito
da iluminagcdo sobre o FS e, consequentemente, sobre as respostas dos
parametros hepaticos em estudo. As analises entre grupos cujos resultados
foram significativos, foram submetidas ao teste de Cohen a fim de avaliar o
tamanho deste efeito (Tabela 1).

Tabela 1. Acédo dos FS sobre diferentes pardmetros do metabolismo hepatico da glicose, em

hepatdcitos isolados de animais nao diabéticos e diabéticos tipo 1, na auséncia e presenca da
luz, n=6 animais/grupo.

Ager.n?. Parametro Hepético — Grupo Nao-Dlz.lbell.co Teste de Cohen — Grupo Dlabe.tlco. Teste de Cohen
Fotossensibilizador Estimativa Pontual _ Estimativa Intervalar Estimativa Pontual _ Estimativa Intervalar
Liberagdo de Glicose -0,4969 -0,8015 a -0,1923 0,61 0,1227 0,07024 a 0,1751 2,34
Clorofila A Glicogenolise -0,4693 -0,7656 a -0,1730 043 0,09055 0,01369 a 0,1674 2,08
Glicolise 0,1471 003014 a 02641 2,56 -0,02269 -0,06685 a 0,02148
Liberagdo de Glicose -0,1585 -0,4631 a 0,1461 - 0,1169 0,05311 a 0,1807 0,28
Clorofidila de Zinco Glicogenolise -0,07706 -0,3622 a 0,2080 - 0,1133 0,03027 a 0,1963 0,21
Glicolise 02693 0,1523 a 0,3863 431 0,001443 -0,04272 a 0,04561 -
Liberagdo de Glicose -0,443 -0,7596 a -0,1265 - -0,04945 -0,1047 a 0,005801 -
Feoforbideo Glicogenolise -0,3154 -0,6278 a -0,003117 - -0,1166 -0,1996 a -0,03358 1,81
Glicolise 0,1793 0,04967 a 0,3089 6,32 -0,1164 -0,1647 a -0,06797 6,13
Lapachol Liberagdo de Glicose -0,2425 -0,5762 a 0,09115 - -0,09721 -0,164 a -0,02954 295
com Glicogenolise -0,08242 -0,3618 a 0,1969 - -0,1993 -0,2880 a -0,1105 3,59
Clorofidila de Zinco Glicolise -0,0682 -0.2158 a 0,07934 - -0,02822 -0,07239 a 0,01595 -

Embora o Feoforbideo tenha apresentado efeitos maiores pelo teste de
Cohen, a Clorofila-a iluminada foi o unico FS cujos efeitos nos parametros
hepaticos foram alterados em ambos os grupos (NDM1 e DM1). No grupo
NDM1 a Clorofila-a iluminada aumentou a liberagédo hepatica de glicose — como
possivel consequéncia do estimulo da glicogendlise e/ou da diminuicdo da via
glicolitica. J4 no grupo DM1, o FS iluminado diminuiu a liberagdo hepatica de
glicose e a glicogendlise, enquanto aumentou a glicolise. Embora este ultimo
parametro ndo tenha apresentado alteragdes significativas entre os grupos
DM1NI e DM1I, ele foi significativo na analise intragrupo quando comparado a
amostra controle.

Ainda que os resultados sejam parciais, do ponto de vista metabdlico, é
de consideravel importancia, pois podemos presumir que a Clorofila-a, ao
aumentar a utilizagdo da glicose por estimulagdo da via glicolitica e diminuir a
liberagdo hepatica de glicose para a corrente sanguinea, ndo contribui com o
aumento ja instalado da hiperglicemia caracteristico do DM1.
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