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RESUMO

Evidéncias experimentais e epidemioldgicas sugerem que o licopeno
e o B-caroteno, presentes em tomates, produtos de tomates, muitas frutas e
vegetais, podem prevenir certos tipos de cancer em seres humanos.
Entretanto, para estabelecer firmemente.as relagbes do licopeno com a
prevencao de doengas, maiores informag¢des sobre os possiveis
mecanismos bioquimicos associados a esses processos sao necessarias.
Com este intuito, investigamos o efeito do licopeno em células de mamifero
e em ratos submetidos a excesso de ferro, sistema conhecido por promover
o estresse oxidativo gerando lesdes em biomoléculas.

Inicialmente investigamos o efeito protetor do licopeno em
lipoperoxidagao e danos oxidativos em DNA de células de rim de macaco
verde africano (linhagem CV1-P) expostas ao tratamento com
nitrilotriacetato de ferro (Fe-NTA)/ascorbato. Constatamos que as células
pré-tratadas com licopeno e submetidas ao tratamento com Fe-
NTA/ascorbato mostram uma reducdo de 86% na lipoperoxidagao e
reducado em 77% na formagéo de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-
oxodGuo), quando comparadas com as células tratadas apenas com Fe-
NTA/ascorbato. Considerando esses resultados, resolvemos seguir nossos
estudos, in vivo, verificando se o pré-tratamento com licopeno e j3-caroteno
protegeria ratos Wistar, submetidcs a tratamento com injecgao intraperitonial
de Fe-NTA, da lipoperoxidagao, de danos oxidativos em DNA e de
mudancgas histopatoldogicas em figado, rim, prostata e linfocitos.

Comparados com os tecidos de ratos do grupo controle, o figado, o rim, o



pulmao, a prostata e os linfocitos de ratos tratados com Fe-NTA mostraram
um aumento de 2-5 vezes na concentragdo de 8-oxodGuo e um aumento
de 40-75% na concentracdo de malonaldeido (MDA). Concomitantes
mudangas histopatolégicas no rim e no figado (necrose e esteatose) foram
também observadas. Com o pré-tratamento por cinco dias consecutivos
com licopeno ou B-caroteno (10 mg/kg de massa corpérea, Ip),
observamos completa prevencao dos danos oxidativos em DNA, da
lipoperoxidagao e das alteragdes histoldgicas nos tecidos estudados.
Diversos estudos in vitro tém demonstrado a habilidade desses
carotenoides em sequestrar radicais peroxila e suprimir oxigénio singlete. O
presente trabalho indica que essa agao antioxidante ocorre também em
células e in vivo, através da protecéo de lesdes oxidativas em biomoléculas
e danos em tecidos induzidos por ferro. Os dados apresentados contribuem
para o esclarecimento da acgao bioldgica dos carotendides em organismos
submetidos a sistemas que induzem o estresse oxidativo e suportam um
dos possiveis mecanismos responsaveis pelo potencial anticancer de

carotendides observados em estudos epidemiologicos.
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ABSTRACT

Experimental and epidemiological evidences suggest that lycopene
and p-carotene, carotenoids present in tomatoes, tomato products and
several fruits and vegetables may play a role in preventing certain cancers
in humans. However, to establish their role in health, more information is
required to identify the biochemical mechanisms associated with these
processes. With the aim of producing such information, we have first
investigated the effect of lycopene on lipid peroxidation and on the formation
of 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxodGuo) in CV1-P monkey
cells exposed to ferric nitrilotriacetate (Fe-NTA) plus ascorbate. Cells
supplemented with lycopene (20 fmol/10° cells) showed an approximate
reduction of 80% in Fe-NTA/ascorbate-induced lipid peroxidation (TBARS).
Levels of 8-oxodGuo in the cells increased over tenfold after treatment with
Fe-NTA/ascorbate as compared to the control group. Lycopene
supplementation decreased 8-oxodGuo in Fe-NTA/ascorbate-treated cells
to approximately 70%.

In order to verify if these effects are also operative in vivo, we have
investigated the effect of lycopene and B—éarotene pre-treatment on lipid
peroxidation, oxidative damage to DNA and histopathological changes in
liver, kidney, lung, prostate and lymphocytes of animals subjected to i.p.
ferric nitrilotriacetate (Fe-NTA) administration. Compared with control rats,
liver of Fe-NTA treated animals showed a 2-5 fold increase in 8-oxodGuo
level and 40-75 % increase in malodialdehyde (MDA) accumulation

concomitant with tissue histopathological changes. Five days of lycopene
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and p-carotene pre-treatment (10 mg/kg body weight, ip.) almost
completely prevented liver biomolecule oxidative damage and protected the
tissue against the observed histological alterations.

In conclusion, it is shown that lycopene and B-carotene prevented
oxidative damage to DNA, membranes and markedly reduced the
histological changes induced by Fe-NTA. Inhibition of these oxidative
processes by carotenoids is likely due to their ability to trap peroxyl radical
and to quench singlet oxygen. The results described herein may contribute
toward a better understanding of the biological mechanisms associated
with the potential cancer-preventing property of carotenoids observed in

epidemiological studies.
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1. INTRODUCAO

1.1- Propriedades quimicas e estruturais dos carotenodides

Os carotenoides sao uma classe de mais de 600 pigmentos naturais
lipofilicos presentes em frutas, vegetais e alguns microorganismos (Stahl e
col., 1996). A cor e a atividade antioxidante sao conseqiéncias de sua
estrutma Unica, um sistema de duplas ligagdes coiijugadas. Os
carotendides sao tetraterpenos formados pela ligagao de duas unidades de
C-20 e em muitos carotenoides o grupamento final € modificado em anéis
de 5 e 6 membros, gerando compostos monociclos e diciclos. Com base
na sua composicao os carotendides sao subdivididos em dois grupos.
Aqueles que contém apenas atomos de carbono e hidrogénio sao
designados carotenos. Entretanto, a maioria dos carotendides naturais
contém pelo menos um atomo de oxigénio compondo grupos ceto-,
hidroxi- ou epoxi-carotendides. A presenca de oxigénio nos carotenoides
gera um grupo chamado de xantofilas, por exemplo, luteina e
cantaxantinas (Straub,1987, van der Berg e col., 2000) (Figura 1).

Em principio, cada cadeia poliénica de duplas ligagdes pode existir
na conformagdo cis ou frans, criando um enorme numero de isdmeros
geométricos. Entretanto, devido a restricdes estéricas, poucos isdmeros
sao formados em quantidades apreciaveis. Nos organismos humanos a
distribuicao de isGmeros varia entre os carotendides, e diferentes
distribuigbes sao encontradas nos diversos compartimentos do corpo.

As cores caracteristicas relativas a absorcdo de luz dos
carotendides na regido de 4CG0 a 500 nm do espectro de luz ocorrem

devido a presenca de duplas ligagbes conjugadas nessas moléculas. O
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licopeno e B-caroteno apresentam apenas duplas ligagbes carbono-
carbono, mas em algumas outras moléculas, como as cantaxantinas, duas
duplas ligagbes carbono-oxigénio se estendem da cadeia poliénica do
croméforo.

A cadeia poliénica r.ica em elétrons € suscetivel ao ataque
eletrofilico. Deste modo, agentes oxidantes e radicais livies reagem
rapidamente com os carotendides in vitro. De fato, os carotendides em
solugao sao facilmente degradados em presenca de apenas tracos de
oxigénio, levando-os a ter menos cor, assim que o cromoforo é clivado.
Entretanto, in vivo, devido a suas propriedades hidrofébicas, a molécula do
carotendide & muitas vezes estabilizada contra ataques de agentes
eletrofilicos por proteinas, especialmente lipoproteinas e lipidios
constituintes de proteinas de membranas. Portanto, a instabilidade dos
carotendides em solugéo nao reflete a sua taxa de degradacao em célula.
Além disso, a orientagdo do carotendide dentro da membrana deve
influenciar sua suscetibilidade para diferentes ataques de radicais livres.
Se a moléecula de carotendide estiver nos limites das areas hidrofébicas
das membranas, elas s reagirao eficientemente com os radicais que
estiverem nés suas proximidades. Em contraste, os grupoé funcionais
polares das xantofilas, tal como hidroxilas, favorecem maior acessibilidade

para as moléculas de agua do meio (Britton, 1995).
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Figura 1 - Esquema da biossintese de carotendides, mostrando a posigéo
central do licopeno (Stahl e col., 1996).
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1.2- Carotenodides como antioxidantes

Uma definigdo geral de antioxidante foi proposta por Halliwell e
Gutteridge (1999) como qualquer substancia que, quando presente em
baixas concentragdes relativas aos substratos oxidaveis, pode suprimir,
atrasar ou previnir a oxidagao des:es =ubsiratos.

A atividade antioxidante de carotendides in vifro foi bem
estabelecida pela descricdo de sua propriedade de supressao do 'O,
(Foote e col., 1968) e sua habilidade para sequestrar radicais peroxilas
(Burtun e col, 1984). A supressdao do oxigénio singlete por
carotendides ocorre por supressao quimica e fisica, vias que tém sido
discutidas em detalhe na literatura (Krinsk e col., 1989; Sies e col.,
1995). A eficiéncia da supressao fisica excede muito a quimica e
envolve transferéncia de energia do 1Oz para o carotendide, resultando
em oxigénio no estado fundamental e carotenoide excitado no estado
triplete. A energia deste estado é dissipada em forma de calor através
de interagdes rotacionais e vibracionais, produzindo carotendide na
forma fundamental (Tachon e col., 1989; Di Mascio e col., 1996; Di
Mascio e col., 1989; Krinsky, 1991).

'0, + B-caroteno — *0, + *B-caroteno
"B-caroteno — B-caroteno + energia (calor)

A constante de supressao de oxigénio singlete por carotenoides

esta na ordem de 10° M s'1, isto €, aproxima-se da constante de controle

por difusao.
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A atividade supressora dos carotendides depende
fundamentalmente do numero de ligagdes duplas conjugadas e, com
menor importancia, dos grupos terminais (ciclicos ou aciclicos) ou da
natureza do substituinte em carotendides contendo cadeias ciclicas
(Hirayama e col.,, 1994). A supressdo quimica contribui com menos de
0,05% do total da capacidade dc stipressdo dos carotendides e é
responsavel pela decomposi¢éo final dos carotendides (Krasnovskii e col.,
1983). Alguns dos produtos da decomposicdo formados da interagdo do
licopeno com o oxigénio singlete tém sido recentemente identificados. A
iradiagdo do licopeno em presenca de azul de metileno como
sensibilizador e atmosfera de oxigénio induz a formagédo de 2-metil-2-
heptano-6-ona e apo-6-licopenal, bem como outros produtos da reacgéo
(Ukai e col., 1994). Especula-se também que a decomposicédo ocorre via
formacao de um dioxoetano intermediario nas posicées 5-6 das duplas
ligagbes. Os produtos da decomposicdo podem ter atividades biologicas
como esta descrito para os apocarotenais formados do p-caroteno,
precursor do retinal (Krinsky e col., 1993; Russel e col., 1993). Azul de
metileno também foi usado como sensibilizador no estudo do consumo dos
carotendides durante fotooxidacao de plasma humano e lipoproteina de
baixa densidade (LDL) (Ojima e col. e Terao, 1993). Em ambos, plasma e
LDL, os carotendides e tocoferois foram consumidos, quando
hidroperoxidos de éster colesteril foram acumulados. Licopeno e -
caroteno foram mais resistentes a fotooxidacdo em plasma do que luteina
e zeaxantina. Em contraste, o decréscimo de licopeno foi alto em LDL e

plasma, quando o acido 12-(1-pireno) dodecanodico foi utilizado como
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fotossensibilizador. B-Caroteno é um eficiente seqliestrador de radicais
peroxilas, especialmente em baixa tensao de oxigénio (Burtun e col., 1984;
Kennedy e col., 1991). Este efeito pode ser exibido também com outros
carotendides, incluindo licopeno. A interacéo de carotendides com radicais
peroxila pode produzir um aduto instavel do B-caroteno (Burtun e col.,
1984).
A reacgao de carotendides (abreviados como Car nas reagdes

abaixo) com radicais de oxigénio pode ocorrer por:

1- transferéncia de elétrons, como por exemplo:

CCl0," + Car —» Car™ + CClOy”

2- reagao adigao

Car + RO," —» [Car-O0OR]*

Os carotenoides podem também reagir com HO® como doador de atomo

de hidrogénio

HO® + CarH — Car® + H,0

Os radicais centrados no carbono do Car® sao relativamente
estaveis devido a delocalizagdo eletrénica o que torna a reagcdao com o

oxigénio lenta.

Car® + 0, « CarOQy’
O Car® pode também adicionar outro radical, por exemplo:
Car® + RO," — Car-OO0OR

gerando um produto nao radicalar.
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Além das fungbes como antioxidante é importante ressaltar que os
carotendides desempenham diversos outros papéis nos sistemas
biolégicos (van den Berg e col. , 2000; Olson e Krinsky, 1995 e Krinsky,
1993). A funcéo mais estudada de carotendides € a atividade pré-vitamina
desempenhada por alguns desses compostos, especialmente o B-caroteno

(o a-caroteno e a B-criptoxantina tambens possuem atividade pré-vitamina

A s6 que menor que a do B-caroteno).

Alguns estudos tém apontado efeitos imunomoduladores, como a
reducdo de imunossupressdo induzida por UV (Fuller e col., 1992). E
descrita também a capacidade de carotendides em aumentar a
comunicacgao intercelular, juncao "gap" (Rao e Agarwal, 1999). A perda
desta comunicagao pode ser um fator importante para a transformagao
maligna e a restauracao desta pode reverter o processo maligno (Stahl e

Sies, 1998). As principais func¢des bioldgicas do licopeno e p-caroteno

estdo sumarizadas na Tabela I.
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Tabela |

Propriedades quimica e bioquimica do licopeno e B-carotenc (Stahl e col., 1996).

Licopeno B-caroteno  Referéncia
Numero tota! de duplas ligagbes conjugadas 11 9
Supresséo de oxigénio singlete 17 x 10° 13x 10° (1,2)
Sequetro de radicais (equivalente em Trolox) 2.9 1,9 3)
Reacgé&o de anions radicais de carotenodides com
Oz k(M's™) 2x10° 25x 10° 4)
Atividades biolégicas
Indugéo de jungbes gap comunicantes ++ ++t+ 5)
Inibigdo do crescimento de células + +H++ (6)
quimicamente transformadas (C3H/10T1/2)
Supresséo da proliferagéo celular (MCF-7) ++++ ++ (7)
Atividade de provitamina A — +++ 5)

1 - (Di Mascio e col.,1989); 2 - (Conn e col., 1991}, 3 — (Miller e col., 1996); 4 — (Conn e col., 1992);

5 —(Zhang e col., 1991); 6 - (Pung e col., 1988); 7 — (Levy e col., 1995)

1.3 - Fontes de licopeno e B-caroteno

Iniciando com o mevalonato, os carotendides sdo biossintetizados
por uma via especial dos terpendides (Figura. 1) (Yung e col., 1993). A
primeira unidade hidrocarboneto formada com C- 40 é o fitoeno, um
carotendide que possui trés duplas conjugadas, é enzimaticamente
dessaturado para produzir sucessivamente (-caroteno, neurosporeno e
licopeno. Outros carotendides, tal como o B-caroteno e oxocarotendides,
sédo produzidos a partir do licopeno através de ciclizagdo e reagbes de

hidroxilagdo. Portanto, o licopeno é a molécula central na via de
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biossintese dos carotendides. Tomate (Solanum lycopersicum) e seus
produtos sdo a maior fonte de licopeno em dietas humanas. Existe
também no tomate e seus produtos uma certa quantidade de «a, B, vy, &-
caroteno e luteina (Tonucci e col.,, 1995). Outras fontes de licopeno sao
melancia, goiaba vermelha e uva roxa (Gross, 1987, 1991; Mangels e col.,
1993). Tomates contém cerca de 30 mig de 'icopeno/kg de fruto cru (Hart e
col., 1995). Altas concentragdes sado encontradas nos produtos do tomate;
por exemplo, no suco de tomate temos 150 mg de licopeno/L e, em
“ketchup”, cerca de 100 mg/kg. Entretanto, a quantidade de licopeno em
produtos concentrados de tomates & geralmente menor do que o
esperado, resultado de perdas durante o processamento do produto
(Tavares e col., 1994). Na Tabela Il estao apresentadas as concentragdes
de licopeno e B-caroteno em frutas e vegetais.

Novas técnicas tém sido utilizadas para detectar e quantificar
isdbmeros do licopeno em alimentos e amostras biologicas (Yeum e col.,
1996; Clinton e col.,, Sander e col, 1994; Di Mascio e col., 1989).
Pequenas concentracbes de isOmeros cis tém sido detectadas em
produtos processados de tomates (Clinton e col., 1996), enquanto que
grandes concentragdes ocorrem no plasma e tecidos (Stahl e col., 1992,
Stahl e col., 1992; Yeum e col., 1996; Clinton e col., 1996; Krinsky e col.,
1990).

Além disso, observa-se que o padrdo de isbmeros em amostras
humanas é qualitativamente similar aos derivados de dietas de ratos
contendo produtos derivados de tomates. Observa-se também 12-13 tipos

de is6meros diferentes em amostras de plasmas humanos e 14-18
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diferentes isdmeros em prostata (Clinton e col., 1996). O trans-licopeno € o
Isémero geométrico que se encontra em maior quantidade em tomates
frescos, mas a isomerizagdo de frans para cis ocorre durante o
processamento e estocagem. Em varios produtos alimenticios a base de
tomates, todos os isbmeros frans contribuem com 35-96% do licopeno total
(Schierle e col., 1996). O isbmero 5-cis do licopeno foi isolado de tomates
maduros e identificado por ressonancia magnética nuclear (RMN)
(Zumbrunn e col., 1985). A proporgao de 5-cis-licopeno em alimentos a
base de tomates foi de 4-27%; uma pequena quantidade de outros
isdmeros foi detectada (Schierle e col., 1996). O contetido de licopeno em
tomates difere de acordo com a variedade de tomate. Algumas destas
variedades, como a vermelha, contém cerca de 50 mg/kg, enquanto que a
amarela possui 5 mg/kg (Hart e col, 1995). O conteudo de muitos
carotendides, incluindo o licopeno, aumenta de acordo com o
amadurecimento (Liu e col., 1977). Extratos de carotendides, de tomates,
sao usados também como corantes na industria de alimentos (Nir e col.,

1993).

Até o momento, a relevancia biolégica dos isbmeros cis é
desconhecida. O isébmero cis difere significaﬁvamente em seu formato
molecular do isébmero frans. Desta forma, podemos conjecturar que a
habilidade do isdmero cis em ser incorporado dentro de lipoproteinas ou
estruturas lipidicas subcelulares, assim como de interagir com varias
proteinas, pode ser significativamente diferente quando comparada ao
isémero ftrans. Os isdmeros cis também tém menor probabilidade de se
cristalizarem ou se agregarem, podendo, portanto, ser mais facilmente

solubilizados em solugdes lipofilicas € mais rapidamente transportados
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dentro de células, ou entre tecidos. A possibilidade da participagao dos
isdbmeros cis do licopeno em reagdes bioldgicas especificas ainda precisa

ser mais estudada (Steven 1998).

Tabela Il

Concentracao de licopeno e p-caroteno em frutas e vegetais

Fruta ou vegetal Licopeno B-caroteno

(mg/100 g de porgéo crua consumida)

Tomate cru 3,1-93 0,2-0,5
Suco de tomate 6,1-10,8 0,3-0,9
Polpa de tomate 6,3-167 04-10
Melancia 41 —
Goiaba vermelha 52 0,4
Brocolis — 23
Manga — 1.5
Mamao (papaia) 1,9-40 0,1-0,6
Jerimum Caboclo — 0,8-34

(Stahl e col., 1996, Kimura e col., 1991, Khachik e col., 1992b e Mercadante and Rodriguez-Amaya,

1990)

1.4- Cinética, absorgao, transporte e metabolismo

Carotendides exibem distintas propriedades fisicas e estruturais.
Assim, indubitavelmente, exibem diferencas na dindmica de absorgéo,

distribuicao, metabolismo e excrecao (Parker, 1996; Bierer e col., 1995;
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Erdman e col., 1993). Muito do nosso conhecimento é derivado de estudos
do B-caroteno; muito pouco se conhece de outros carotendides. Os
carotenoides encontram-se fortemente associados a macromoléculas na
maioria dos alimentos, 0 que deve tornar a sua absor¢gao problematica
(Zhou e col., 1996). Muitos fatores influenciam a liberagédo do carotendide
da matriz fisica do alimento e a sua dissclugzc dentro das gotas de lipidios
no estbmago e duodeno (Erdman e col., 1993). Aquecer o alimento antes
da ingestdo pode melhorar a biodisponibilidade como um resultado da
dissociacao do complexo proteina-carotendide ou da dispersao dos
agregados de cristais de carotendides. Os lipidios tém uma importante
funcdo na dissolugdo dos carotendides e subseqiiente absorgao. Por
exemplo, licopeno € mais eficientemente absorvido quando o suco de
tomate € misturado com um lipidio suplementar (Stahl e col., 1992). Como
resultado da agao de sais biliares e lipases pancreaticas, as gotas de
lipidios contendo carotendides entram no duodeno e formam micelas
muitilamelares (Parker, 1996). A transferéncia dos carotendides de dentro
das micelas para as células da mucosa parece ocorrer por meio de difusao
passiva (El-Gorab, 1975; Hollander e col., 1978).

A capacidade das micelas em incorporar carotendides pode
depender do padrao da dieta em acidos graxos e da estrutura do
carotendide (Parker, 1996). Absorgao deficiente de lipidios ou doencgas
associadas a este processo, ou ao metabolismo de drogas, podem afetar a
absor¢ao de carotendide. Lipidios nao absorviveis como poliésteres de
glicose, que vem sendo adicionados a dieta como substituintes de acidos

graxos, pelo seu carater hidrofobico, podem diminuir a absor¢do de
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carotenoides no liumen intestinal. De fato, a administracao de 18 g/dia, em
dietas deste tipo, mostra uma redugao nos niveis plasmaticos de licopeno
na faixa de 30% depois de 16 semanas de consumo (Koonsvitsky e col.,
1997).

Quilomicrons sao os responsaveis pelo transporte de carotendides
da mucosa intestinal para a corrente sanglinea via sistema linfatico
(Parker, 1996). Carotenoides sao transportados no plasma exclusivamente
por lipoproteinas e nenhum outro transportador especifico de carotendide
ou proteina transportadora foi identificado (Parker, 1996; Krinsky e col,,
1958). As propriedades fisicas definidas pelas estruturas dos carotendides
parecem contribuir para a distribuicao variada de carotendides especificos
entre as classes de lipoproteinas. Os carotendides intactos e os produtos
da quebra nos enterécitos sdo incorporados em quilomicrons e secretados
dentro do sistema linfatico para serem transportados para a corrente
sanglinea. Desta maneira, eles sao internalizados na corrente sangiiinea
e os quilomicrons liberam os lipidios pela agéo de lipases de lipoproteina,
associados com o endotélio e com lipoproteinas do plasma. Os
quilomicrons remanescentes sao absorvidos pelo figado através da
mediagéb de um receptor. Os carotendides lipofilicos, cémo o licopeno,
sdo distribuidos dentro do corpo hidrofébico das particulas de
lipoproteinas, enquanto que os carotendides com grupos funcionais
polares podem estender-se mais pela interface aquosa da superficie,
facilitando a absor¢do por outras lipoproteinas. Esta orientacdo dos
carotendides pode influenciar a absorgao pelo tecido extra-hepatico. Pela

estrutura do licopeno e do a e pB-caroteno, estes sio transportados através
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da LDL, enquanto que os carotendides oxigenados (luteina, zeaxantina,
cantaxantina, B-criptoxantina) sdo mais igualmente distribuidos entre LDL
e HDL (Goulinet e col., 1997). O contetido de carotendides e vitamina E &
pequeno em LDL oxidada, quando comparado com LDL normal (Goulinet e
col., 1997). Os autores concluem que a diminuicao destes carotendides e
vitamina E na LDL densa estaria asscciada a menor resisténcia dessa
particula a danos oxidativos e também uma menor disponibilidade de
antioxidantes nos tecidos alvo em individuos com fenétipo associado com
esse tipo de LDL.

Um outro problema né&o resolvido € se a HDL com carotenodides
participa em algum tipo de transporte reverso de tecidos extra-hepaticos
para o figado, como o proposto para o colesterol (Parker, 1996; Krinsk e
col., 1958). Estudos adicionais devem ser realizados a fim de saber como
as lipoproteinas influenciam na distribuicao de licopeno para os tecidos e
quais as funcdes de seus isdmeros e metabdlitos para o organismo.

Depois de internalizado dentro dos enterdcitos parte do pB-caroteno
absorvido é convertido em vitamina A (através de ésteres de retinal). Duas
diferentes vias tém sido mostradas in vivo para o processo de conversao
biologica do p-caroteno em retinal, clivagem central e acéntrica. A
clivagem central da cadeia poliénica do B-caroteno envolve uma 15,15'—
dioxigenase (Goodman e Olson 1996), que conduz, em um primeiro passo,
a duas moléculas de retinal. As outras reagdes descrevem a clivagem
acéntrica descrita por Wang e col. (1991), como ocorre in vitro, que produz
apo-carotenais. Como o retinal tem sido identificado como sendo o

primeiro produto de reagao em muitos estudos in vitro, a clivagem central é
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assumida. Entretanto ainda existem controvérsias com relagdo a
estequiometria da reacdo de clivagem central sobre a relevancia da
clivagem acéntrica in vivo. Muitas das evidéncias estdo a favor da
clivagem central, mas a clivagem acéntrica pode ocorrer dentro de
determinadas condi¢des (Wang e col, 1991). Ja esta bem estabelecido que
20 a 75% do B-caroteno é clivado (Goodinan e col., 1966; Van Vliet e col.,
1996 e Novotny e col., 1995) e a taxa de quebra € dose dependente e &
influenciada pelo nivel de vitamina A (Van Vliet e col., 1996).

A concentracdo média de licopeno no plasma em diferentes
populagdes varia de 50 a 900 nM/L, embora a variagéo interindividual seja
tipicamente muito ampla, com padrao de variagao na faixa de 50% ou mais
da media. A concentracao média de licopeno em diferentes populagbes do
mundo reflete o consumo de tomates e seus produtos. Por exemplo, na
América Central, Japao e Senegal, a concentracao plasmatica em criangas
varia de 70 a 120 nM/L, enquanto que criangas nos EUA tém uma média
de 800 nM/L. Poucos estudos tém sido feitos para examinar 0s
coeficientes de correlagao dos niveis plasmaticos de licopeno com o
tempo. Alguns trabalhos mostram que a concentragédo de licopeno flutua
modestamente, exceto quando ocorrem mudlangas significativas de
ingestao (Apgar e col., 1996). Licopeno parece ser relativamente estavel
em amostras de sangue, quando estas sao coletadas dentro de um padrao
clinico de coleta e estocadas a —70° C por muitos anos (Apgar e col., 1996
e Gross e col., 1995).

Diversos estudos tém avaliado a variagédo nos niveis plasmaticos do

licopeno, depois de mudangas na concentragdo de carotendides na dieta.
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Restricdes na dieta de fontes de licopeno resultam num gradual declinio
das concentragdes plasmaticas de licopeno. Por exemplo, em estudos com
individuos saudaveis consumindo uma dieta com baixas concentragdes de
carotendides, a meia vida plasmatica do licopeno foi de 12 a 33 dias e a do
B-caroteno foi menor que 12 dias (Rock e col., 1992). Em investigagcbes
com suplementacao de dietas com zlimzntos contendo licopeno, verificou-
se que as concentracdes de licopeno no plasma sao restabelecidas muito
gradualmente (Carughi e col., 1994; Micozzi e col, 1992). Em seis
semanas de estudo com voluntarios recebendo 180 mg de suco de tomate
contendo 12 mg de licopeno, verificou-se que a concentragao de licopeno
aumentou somente para 34 nM/L (Carughi e col, 1994). A
biodisponibilidade do licopeno foi recentemente avaliada, administrando-se
uma dose de tomates frescos ou pasta de tomate, e analisando-se a
concentragao de licopeno em fracoes de quilomicrons da circulagao
sistémica (Gartner e col., 1993). Cada fonte continha 23 mg de licopeno
que foi misturada com 15 g de 6leo comestivel. A pasta de tomate mostrou
um aumento 2,5 vezes maior na concentracdo de licopeno do que a
porcdo de tomates frescos. Observou-se um aumento significativamente
maior de isdbmeros cis depois da ingestao da pasta de tomate do que na de
tomates frescos. Estas observagbes apoiam o conceito de que o
processamento do alimento pode aumentar a biodisponibilidade dos
carotendides (Erdman e col., 1993; Zhou e col., 1996; Poor e col., 1993).
Muito pouco se conhece sobre o metabolismo ou degradagao do
licopeno em mamiferos (Stahl e col., 1996; Gerster, 1997). Poucos

metabdlitos de licopeno foram detectados em plasma humano ou tecidos.
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Por exemplo, 5,6 dihidroxi—5,6 dihidro-licopeno foi detectado por Khachik e
col.(1997), o qual postula que este composto pode ser um produto de uma
reacao de oxidacao in vivo via um epoxido de licopeno como intermediario.
Pesquisas adicionais sao necessarias na area de técnicas analiticas para
estabelecer melhores ferramentas para examinar as quantidades muito

pequenas dos metabdlitos de licopeno nresentes em sangue e/ou tecidos.

1.5 - Distribuigao de carotendides em tecidos

O licopeno e B-caroteno acumulam-se nos tecidos humanos. Este
fato € confirmado através da licopenemia e carotenemia apds consumo
excessivo desses carotendides (Mathews-Roth, 1988). Um caso de
licopenemia foi descrito por Reich e col. (1960) depois de prolongado e
excessivo consumo de suco de tomate por uma mulher de meia idade. Tal
consumo induziu mudang¢a da coloragao da sua pele por meio do aumento
do nivel plasmatico de licopeno e provocou a mudanga da cor do figado
para laranja-amarelado. A cor da pele da paciente voltou ao normal depois
de trés semanas de uma dieta livre de suco de tomate.

Os niveis de licopeno e B-caroteno em tecidos hu.manos estudados
sao apresentados na Tabela lll. Diferengas intra-individuais nos niveis de
carotenoides foram encontradas. Mais apropriadamente, altos niveis de
licopeno e B-caroteno foram encontrados em figado, glandulas adrenais e
testiculos, enquanto que em pulmao e rim, a concentragdo foi menor. Em
estudos realizados nos EUA (Kaplan e col., 1990; Nierenberg e col., 1992;

Schimitz e col., 1991), os niveis de licopeno excederam os de [-caroteno
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em todos os tecidos analisados, exceto no ovario. Altos valores, tanto de
B-caroteno como de licopeno, foram encontrados no figado, glandulas
adrenais e rim. Outro estudo feito na Alemanha (Stahl e col.,, 1992)
confirmou estes dados, mas a concentracdo de licopeno encontrada no
testiculo foi maior que o de B-caroteno. Embora carotendides sejam
bastante lipofilicos, seu nivel no tecido adiposo é baixo, comparado, por
exemplo, com o figado ou testiculos. O tecido adiposo contribui
consideravelmente para o contetdo total de carotendides no organismo,
pois este tecido representa mais de 20% do peso do corpo.

A absorcéao e a distribuicao de licopeno dentro de diferentes tecidos
de ratos e macacos foram estudadas depois de aplicagdo de licopeno
marcado radioativamente (Mathews-Roth e col., 1990) e o figado foi o

orgao no qual houve maior acimulo de licopeno.
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Tabela lll
Niveis de licopeno e B-caroteno em tecidos de ratos

(nmol/g de tecido umido)

Tecido Stahl et al. Kaplan etal. Nierenberg and Nan Schmitz et al.
(1990) (1990) (1992) (1991)
Licopeno
Figado 1,28 2,45 5,72
Rim 0,15 0,39 0,62
Adrenal 1,90 21,60
Testiculo 4,34 21,36
Ovario 0,25 0,28
Adiposo 0,20 1,30
Pulmao 0,22 0,57
Cdlon 0,31
Pele 0,78
Mama 0,42
B-caroteno
Figado 3,02 1,82 4,41
Rim 0,55 0,31 _ 0,55
Adrenal 5,60 9,39
Testiculo 2,68 4,36
Ovario 0,45 0,97
Adiposo 0,38 0,38
Pulméo 0,12 0,35
Colon 0,17
Pele 0,71
Mama 0,27
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1.6 - Complexo Fe-NTA (acido nitrilotriacético de ferro Ill)

O acido nitrilotriacético (NTA) é um acido aminotricarboxilico
sintético que forma complexos solUveis em &agua com varios cations
metalicos em pH neutro e, por causa dcs &feitos ambientais dos fosfatos
nos despejos (eutroficacao), tem sido usado como substituto de
polifosfatos em detergentes para uso doméstico e hospitalar nos Estados
Unidos, Canada e Europa (Mottola, 1974; Anderson e col., 1985).

Estudos iniciais realizados com a forma nao-complexada do acido
nitrilotriacético foram descritos na literatura, tendo sido observadas
alteragbes microscopicas nos tubulos renais e uma baixa incidéncia de
tumores no trato urinario de animais experimentais que receberam altas
doses de NTA nao-complexado (Anderson e col., 1985).

O interesse na toxicidade do acido nitrilotriacético complexado com
metais surgiu quando Awai e colaboradores (Awai e col., 1977; Awai e col.,
1979) mostraram a ocorréncia de glicosuria e de depoésitos de ferro no
figado de ratos, apds injecdes intraperitoniais de Fe-NTA. Essas
alteragcbes eram semelhantes as observadas em pacientes com
hemocromatose idiopatica, doenca hereditaria em que ha excessiva
absorcao de ferro ao nivel intestinal. O ferro em excesso se acumula no
figado, levando a danos neste 6rgado, inclusive cancer (Okada e col.,
1987). Entretanto, o principal alvo dos danos provocados por
nitrilotriacetato de ferro € o rim e foi verificado que a administracao

intraperitonial de Fe-NTA induz necrose tubular proximal, levando a uma
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alta incidéncia de adenocarcinoma renal em ratos e camundongos (Okada
e col., 1983; Hamazaki e col., 1985; Hamazaki e col.,1986; Ebina e col.,
1986; Li e col., 1987).

E sabido que Fe-NTA é um potente indutor de peroxidacao lipidica.
Isso foi demonstrado pela deteccdo de substancias reativas ao &acido
tiobarbittrico, producao de etano e yuim:aiuminescéncia em homogenatos
de figado e rins de ratos ou em suspenséo de hepatocitos apds a adigao
de Fe-NTA, in vitro, ou apds injecao intraperitonial (Okada e col., 1987;
Yamoni e col., 1984; Goddard e col.,, 1986; Preece e col., 1988). O
aparecimento de dienos conjugados em fragcdes mitocondriais de figado de
ratos tratados com Fe-NTA (Bacon e col., 1983) e a exalacao de alcanos
com subseqliente aumento de malonaldeido em figado de camundongos
que receberam Fe-NTA (Goddard e col., 1983) também indicam a inducao
de peroxidacao lipidica.

O mecanismo exato pelo qual o complexo Fe-NTA induz o processo

de lipoperoxidagao néao foi ainda completamente entendido.

Foi demonstrada a formagao de radical superoxido (O2° ) em soro

de ratos 1 hora apds a administragdo de Fe-NTA (Matsura e col., 1983).
Tal fato sugere que o complexo de ferro leva a produgao desse radical.
Para isso & necessario que o ferro do complexo seja inicialmente reduzido
por agentes redutores presentes no sangue, tais como ascorbato ou
glutationa (Preece e col, 1988). As reagbes podem ser assim

esquematizadas (Preece e col., 1988):
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NTAFe " + e NTAFeZ"

NTAFe2" + 0y > [NTAFe2 05 ] 5 [NTAFeS 05 ] > NTAFeS T+ 05"~

O radical superoxido formado promove a reducao de Fe?’Jr para

F82+ e producao de H2O2 para a subseqliente reacao de Fenton (Preece

e col., 1988):
0y +FeSt 5 0y + Fe2t
209" +2H" 5 Hp05 + 09

Fe?" + Hp0p »Fe>" + OH™ + HO" (reago de Fenton)

Dessa forma, o processo de peroxidagao lipidica € iniciado pela
abstracao, por radicais HO®, de atomos de hidrogénio dos acidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares (Preece e col., 1988).

Entretanto, o radical HO® é muito reativo, sendo pouco provavel que
radicais HO® formados na fase aquosa atinjam os lipidios das membranas,
pois, devem reagir in situ. Foi verificado que sequestradores de radicais
HO® nao inibem a peroxidagao lipidica induzida por ferro in vitro (Girotti e
col., 1984; Braughler e col., 1986). Tal fato pode ser decorrente da falta de
acesso do seqlestrador ao local de geragao da espécie reativa (geragao
sitio especifica). Mecanismos alternativos propostos para promover o inicio
do processo de peroxidacao lipidica propdem a formacao de radicais HO®
na vizinhanga dos lipidios alvos das membranas (Girotti e col.,, 1984,
Samuni e col, 1981) e a formacdo de complexos de ferro-oxigénio
(Braughler e col., 1986; Minotti e col., 1987). Foi demonstrada a formacao

de HO® via reagdo de Fenton envolvendo ferro associado a fase lipidica,



sendo sugerido que o ferro presente no compartimento hidrofébico das
membranas poderia ser responsavel pelo inicio da peroxidagao lipidica
(Schaich e col., 1988). A carga (Fukuzawa e col., 1998) e a proticidade
(Schaich e col.,, 1988) dos lipidios, que dependem da configuracido e
composigao dos mesmos, e o tipo de quelante (Schaich e col., 1988)
afetam a lipofilicidade do ferro. Foi sugarido que Fe?*-NTA entra em
contato com os lipidios das membranas e, por isso, induz facilmente a
lipoperoxidacao (Hamazaki e cdl., 1989).

O ferro ndo apenas promove o inicio da peroxidagao lipidica como
também afeta as fases de propagacdo e terminacdo da mesma (Vaca e
col., 1988). Os hidroperédxidos lipidicos formados durante a fase de
propagagao reagem com Fe®" e reiniciam a peroxidacdo (Minotti e col.,
1988). Quando ha excesso de Fe* ou Fe™, estes reagem com os radicais
lipidicos da fase de propagacao e finalizam a reacdo em cadeia (Vaca e
col., 1988). Assim, propor¢ao 6tima de peroxidacao lipidica é determinada
pela razao entre Fe?' e Fe3+, tendo sido demonstrado que essa taxa ocorre
quando a razao Fe*/Fe® se aproxima de 1 (Minotti e col., 1992).

A indugao de peroxidagao lipidica por Fe-NTA em células de tubulos
proximais renais in vivo tem sido explicada segundo o mecanismo descrito
a sequir. Foi demonstrado que, primeiramente, € necessaria a redugdo do
ferro para que seja iniciada a peroxidagdo dos acidos graxos
poliinsaturados, os quais estao presentes em grande quantidade no cortex
renal (onde se encontram os tubulos proximais) (Hamazaki e col., 1989;
Okada e col., 1993). Na luz dos tibulos proximais estdo presentes as

enzimas y-glutamil transpeptidase (y-GTP) e dipeptidase, que hidrolizam a
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glutationa (GSH) ai presente, liberando os seus aminodacidos constituintes
(Hamazaki e col., 1989). A cisteina, um desses aminoacidos, reduz o ferro
do complexo Fe**-NTA para Fe*-NTA, iniciando-se a lipoperoxidagao na
orla em escova das células dos tubulos proximais, o que leva a necrose
tubular proximal (Hamazaki e col., 1989).

Iniciaram-se, entdo, trabalhos grocitrando elucidar o mecanismo
pelo qual o complexo Fe-NTA leva a carcinogénese. Ha a hipétese de que
a ocorréncia de tumores em células renais seja devida a inducéo de danos
oxidativos por radicais de oxigénio ao DNA dessas células. Assim, os
radicais livres que promovem o inicio da peroxidagao lipidica dependente
de ferro também poderiam atacar o DNA, levando, por exemplo, a
formacdo de 8-hidroxideoxiguanosina (8-oxodGuo) (Umemura e col,
1990), a qual induz erro de leitura durante a sintese de DNA in vitro
(Kuchino e col., 1987). Varios estudos in vitro demonstraram a formagao
de 8-oxodGuo em DNA ap6s incubagdo com varios agentes geradores de
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (Nair e col., 1987; Floyd e
col., 1998; Roiser e col., 1989). Estudos in vivo também mostraram um
aumento no nivel de 8-oxodGuo em DNA de rins de ratos 24 horas apo6s
Qma unica administracao de Fe-NTA (Umemura e éol., 1990). Foram ainda
identificadas e quantificadas mais nove bases (tanto purinas como
pirimidinas) modificadas por radical HO® em cromatina renal isolada de
ratos tratados com Fe-NTA (Toyokuni e col., 1994). Além da observacao
desses danos em bases do DNA, foram detectadas quebras em DNA

incubado com Fe**-NTA na presenca de H20»2, L-cisteina ou L-ascorbato

(Inoue e col., 1987; Toyokuni e col., 1993). Foi sugerido que essas
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quebras também podem estar envolvidas na carcinogénese induzida por
Fe-NTA (Yamada e col., 1990), uma vez que podem resultar em
aberragdes cromossémicas e transformacao celular (Brayant e col., 1984;
Brayant e col., 1989).

Entretanto, ha duvidas de que os danos ao DNA resultantes de
reagbes com radical HO® sdo os Unicos resgonsaveis pela carcinogénese
induzida por sistemas geradores de radicais livres (Inoue e col., 1987).
Isso porque algumas das lesbes identificadas no DNA sdo pré-
mutagénicas, enquanto que a mutagenicidade de outras dessas lesdes
ainda nao foi investigada (Breimer e col., 1990), ja tendo sido verificada a
ocorréncia de reparo das mesmas (Toyokuni e col.,, 1994). Dentre as
lesbes estudadas, € sabido que 8-oxodGuo induz a transversdes G.C —
T:A que podem ativar o oncogene ras por mutagdo de ponto (Higinbotham
e col., 1992).

Ha indicios de que a formagao de bases modificadas no DNA se da
no mesmo curso de tempo da peroxidacéo lipidica (Okada e col., 1991).
Sendo assim, os produtos da lipoperoxidacdo podem desempenhar um
importante papel na jndugéo de danos ao DNA in vivo (Inoue e col., 1987;
Park e col., 1992). Conseqlentemente, torna-se importante o estudo de
danos ao DNA induzidos por estresse oxidativo, relacionando-os ao
processo de peroxidagao lipidica (Park e col., 1992). O maior problema em
elucidar os mecarnismos responsaveis pela genotoxicidade do processo de
peroxidagao lipidica & a discriminagao entre danos ao DNA causados pela
acao direta dos radicais livres e o papel destes na iniciagao da

peroxidagao lipidica, sendo o dano causado pela reagcdo do DNA com
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produtos finais da lipoperoxidagdo (Vaca e col.,, 1988). Na verdade, ha
efeitos diretos e indiretos, bem como varios tipos de danos ao DNA, tais
como quebras (Inoue, 1984), mudancas estruturais (Reiss e col., 1973) e

hidroxilacao de bases (Park e col., 1992).
1.7 - A lipoperoxidacao

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio podem danificar nao
s6 o DNA, mas também outros componentes celulares. Muitos fosfolipidios
contém acido graxo poliinsaturados e a presenga de grupos metilénicos
entre duplas ligacbes faz com que fiquem susceptiveis a oxidagao (Porter,
1986). Esses acidos graxos poliinsaturados sao, para os oxidantes, alvos
mais provaveis do que o DNA, uma vez que sao mais abundantes (Wagner
e col., 1994). E estimado que 60 moléculas de acido lincleico (o acido
graxo poliinsaturado mais comum nas células) sao consumidas por
oxidante que reage com a bicamada lipidica (Howard, 1973). Como essa
oxidagao desencadeia uma cascata autocatalitica que gera numerosas
substancias genotoxicas, tais danos aos lipidios podem ter grandes
implicagbes para a integridade do DNA. |

A peroxidacao lipidica se inicia pelo ataque de qualquer espécie
suficientemente reativa para abstrair um atomo de hidrogénio de um grupo
metilénico presente entre aiomos de carbono que participam de ligagdes
duplas nos acidos graxos poliinsaturados. Esses atomos de hidrogénio
(bis-alilicos) estao mais fracamente ligados ao respectivo carbono devido a

presenca das duplas ligagdes nos atomos de carbono adjacentes.



Espécies tais como HO®, HO,®, RO* e RO, podem, termodinamicamente,
realizar essa oxidagdo. Apos iniciado, o processo torna-se autocatalitico,
levando a formacao de hidroperéxidos e produtos sécundérios. A Figura 2
resume as trés fases do processo. A iniciagdo ocorre com a abstragdo de
um atomo de hidrogénio de um acido graxo poliinsaturado (LH), levando a
formacao de um radical lipidico (L*). £ste sofre um re-arranjo rapido e
adquire a estrutura de dieno conjugado. A adigao extremamente rapida de
uma molécula de oxigénio ao radical lipidico leva a formacao do radical
peroxil (LOO®). Este é capaz de reagir com outro acido graxo
poliinsaturado, iniciando uma nova cadeia de oxidagdo que leva a
formacéao de hidroperdxido lipidico (LOOH) e outro radical lipidico (L*). A
fase de propaga¢ao compreende o inicio de uma nova cadeia de oxidagao
pelo radical peroxil (LOO®) e a decomposicdo dos hidroperdxidos lipidicos

em outros radicais intermediarios (Vaca e col., 1988).

Iniciacio Propagacao Terminacio
H+
0, Fel*  Fe3+ Aldeidos
LH = L' —>= LOO" < LOOH /~~ LO"——= | Cetonas
HQ. H,0 L L Fe2* Fe’*+ HO" Epoéxidos

Figura 2 -Representacéo das fases da peroxidago lipidica (esquema modificado de

Vaca e col., 1988).

Os hidroperdxidos lipidicos sao instaveis na presenca de metais de
transigdo, tais como ferro ou cobre, originando radicais alcoxil (LO®) e
peroxil (LOO®):

LOOH + Fe?* — LO* + OH™ + Fe**
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LOOH + Fe** — LOO® + H* + Fe**

A decomposicao dos hidroperéxidos lipidicos € importante porque,
além de gerar radicais que propagam a peroxidacao lipidica, também gera
produtos nao radicalares. Esses produtos secundarios (aldeidos, cetonas,
epoxidos, entre outros) sdao mais estaveis do que os radicais livres que
iniciaram o processo e os radicais lipidicos formados durante a fase de
propagagao. Consequentemente, podem atingir pontos distantes do local
em que se formaram (Vaca e col., 1988). Os sistemas bioldgicos contém
uma mistura de diferentes acidos graxos poliinsaturados com varios graus
de insaturacao. Sendo assim, a peroxidagao lipidica ira gerar uma mistura
de hidroperéxidos lipidicos cujas quebras podem produzir uma variedade
de aldeidos diferentes e espécies radicalares. Entretanto, o significado
biologico de todos os possiveis produtos ainda ndo estd bem claro
(Cheeseman, 1993).

Um numero crescente de trabalhos tém mostrado que os aldeidos
ou interagem diretamente com o DNA e causam danos genéticos, ou séo
metabolizados a epoOxidos, compostos conhecidos por serem agentes
alquilantes do DNA com alta atividade mutagénica (Ehrenberg e col., 1977,
Segerback, 1983, Cadet e col., 1999; Carvalho e CQI., 2000; Loureiro e col.
2000). Os produtos finais mais extensivamente estudados sao os aldeidos

e, dentre estes, o malonaldeido (MDA) e o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE).
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1.8 — Danos em DNA

O acido desoxirribonucléico (DNA), por ser o banco das
informagdes genéticas, possui um papel central na vida celular. O
processo de replicacdo permite que o DNA faca copias de si mesmo
quando a célula se divide doando as células filhas as caracteristicas da
celula original. Portanto, a manutencao da integridade da estrutura dessa
macromolécula é fundamental. Entretanto, modificagbes na estrutura
quimica das bases, quebras de liga¢des e de fitas ocorrem por diversos
agentes externos e internos. Erros também podem acontecer durante os
processos de replicagao e recombinagdo do DNA, levando a incorporagao
de uma ou mais bases erradas.

O desenvolvimento de métodos analiticos ultra-sensiveis mostrou
que além da instabilidade quimica intrinseca da molécula do DNA, um
nivel basal de danos no DNA pode ser verificado em tecidos de animais e
humanos normais. Isso indica que agentes internos, como produtos
gerados no metabolismo energético celular, sdo capazes de danificar o

DNA (Bartsch, 1999).

1.8.1 - Lesdes em DNA promovidas por espécies reativas do oxigénio

Reacbes de oxidagdo em acidos ntcleicos em células ocorrem sob
diversas condicbes de estresse oxidativo, incluindo o metabolismo de
xenobidticos e exposicao a agentes fisicos como raios-y, pulsos d= laser

de alta intensidade, radiacdo solar, etc. A principal espécie reativa de
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oxigénio formada durante a homolise de moléculas de agua ou pela
decomposigéo de perdxido de hidrogénio catalisada por metal (reagéo de
Fenton), & o radical hidroxila (Halliwell e Gutteridge, 1999) e ele pode
induzir modificacdo na base ou no residuo de aglcar do DNA. O anion
radical superéxido e suas formas acidas conjugadas, ndo apresentam
reatividade significante, pelo menos ani meios hidrofobicos (Cadet e
Téoule, 1978). O perdxido de hidrogénio gerado pela dismutagdo do anion
radical superoxido é fracamente reativo, mas pode difundir através das
membranas celulares. O peroxido de hidrogénioc pode reagir
especificamente com residuos de adenina e também esta envolvido na
reacao de Fenton (Cadet e Téoule, 1978). Outra espécie biologicamente
importante € o oxigénio singlete, o qual pode ser gerado por reagdes
enzimaticas ou fotossensitizacbes (Cadet, 1994; Ravanat e col.2000;

Martinez e col., 2000).
1.8.2 - Radical hidroxila

A geracdo do radical hidroxila em organismos vivos tem sido
atribuida principalmente a reducdo do perdxido de hidrogénio por Fe*
(reacao de Fenton) (Hatahet e col. 1993). Por ter alta reatividade, esta
espécie pode reagir com diversas biomoléculas. Diversos produtos ja
foram identificados pela reagdo de HO® com as bases nitrogenadas,
nucleosideos ou com a molécula de DNA (Figura 3).

O radical hidroxila pode se adicionar em purinas, por exemplo,

adicao na posigao oito da dG produz um intermediario radicalar que pode
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gerar 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (Fapi-dG) (Singer e col.
1989) apos oxidacao e protonagio e 8-oxo-2'-desoxiguanosina (8-oxo-dG)
(Spratt e col. 1994) apés reducdo. Embora ndo seja necessariamente o
principal produto de oxidacao do DNA, a 8-oxodG tem sido extensivamente
estudada devido a facilidade com a qual pode ser medida em tecidos e
fluidos biolégicos.

O radical hidroxila pode também abstrair elétrons do residuo de
acucar levando a formag&o de um radical centrado no carbono 5 da dG ou
dA e este por sua vez, ataca a dupla ligagdo C-8 N-7 formando os
produtos (5'R ou S)-ciclodG (Preston e col. 1986) e (5'R ou S)-ciclodA
(Preston e col. 1987).

As pirimidinas podem também ser atacadas pelo HO®. Abstracédo de
elétron ou do grupo metila da timina gera radicais que posteriormente sao
decompostos em timina-glicois (Li e col. 1987). Também podem sofrer
adicdes do HO® as duplas ligagdes, a citosina, por exemplo, € convertida a
5-OH-dC apés ataque do HO® na dupla ligagcao C-5,C-6 (Bodepudi e col.

1991).
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Figura 3: Exemplos de produtos gerados pela reagéo do radical hidroxila
com as bases do DNA (Carvalho, 2001).

1.8.3 --Oxigénio singlete

O oxigénio no estado excitado pode apresentar-se em duas formas
o 'Aq e 0 54", tendo o primeiro nivel energético 22 kcal/mol acima do
estado fundamental e vida-média alta (ca. 2-4 ys em H,0) e o segundo
tem energia de 37,5 kcal/mol acima do estado fundamental e vida-média

muito menor, decaindo rapidamente para o estado 'A, Considerando
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estas caracteristicas, a Unica forma de oxigénio singlete que apresenta
interesse em sistema biologicos é a forma 'A4, que sera denotado por 'Os.

A formacdo 'O, em sistemas biologicos tem sido amplamente
demonstrada e relacionada com processos celulares diversos tais como o
mecanismo de defesa contra virus e bactérias promovido por células
fagocitarias. O¢ possiveis mecanismos de formacao desta esgécic em
sistemas bioldgicos incluem reacdes de quimioexcitacao (reagdes no
escuro) catalisadas por peroxidases (mieloperoxidase) ou oxigenases
(lipoxigenase ou ciclooxigenase); a reac¢do de perdxido de hidrogénio com
hipoclorito ou peréxinitrito; termodecomposicao de dioxetanos entre outras.
O oxigénio singlete é uma das principais espécies envolvidas nos efeitos
citotobxicos da terapia fotodindmica. Esta espécie apresenta alta
reatividade, oxida muitas moléculas organicas ricas em elétrons, como
sulfetos, aminas e fendis. Sendo assim, sdo importantes alvos bioldgicos
do '0, moléculas fundamentais como acidos graxos insaturados, proteinas
e DNA (Di Mascio e col., 1995).

A reatividade do 'O, em relagdao aos acidos nucléicos tem sido
amplamente discutida (Sies, 1993; Di Mascio e col., 1989; Cadet e col., |
1997 e Briviba e col., 1997) e quebras em fitas e sitios alcali-labeis foram
identificados em DNA exposto a diferentes fontes de 'O, (Blazek e Peak,
1989 e Di Mascio e Sies, 1989). Sitios de oxidagdo de guaninas foram
encontrados adjacentes as quebras fosfodiéster (Cadet e col. 1997)

E impo&ante ressaltar que a mutagenicidade do '0, ja foi
reportada em bactérias (Di Mascio e col., 1990) e em células de

mamiferos (Ribeiro e col., 1992)
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Em DNA, 'O, reage preferenciaimente com residuos de
desoxiguanosina (dGuo), levando a formacgao de diferentes produtos de
reagao (Figura 4): incluindo a 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-
oxodGuo) que uma vez produzida reage dez vezes mais rapido com 'O,
gerando acido cianurico, 2,2-diamino-4-[-(2-desoxi-B-D-eritro-
pentafranosii;aminal-5-(2H)-oxazolona (Oxazolona) e Cs
distereisdmeros 4R* e 4S5* da 4-OH-8-oxodGuo ( Duarte e col., 2000 e

Sheu e Foote, 1995)
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Figura 4. Principais produtos de oxidagcao da 2'-desoxiguanosina (dGuo)
gerados por oxigénio singlete.
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1.9- Carotendides na prevencgio de doencas

Diversos trabalhos tém apontado que individuos com dieta pobre em
carotendides ou com niveis plasmaticos baixos dessas espécies tém
maiores riscos de doengas degenerativas (Sies e Krisnky, 1995)
Entretanto, uma associagao causal definitiva, em estudos com humanos,

entre os efeitos beneficios para a salde e carotendides ainda precisa ser

estabelecida.
1.9.1 — Licopeno, p-caroteno e cancer

Até um passado recente pouca atencao estava sendo dada para os
beneficios a saude fornecidos pelos tomates. Entretanto, diversos estudos
tém indicado fortes associacdes entre dietas ricas em carotenoides e
reducao no risco de cancer (Machlin, 1995 e Van Poppel e Goldbohm,
1995). Apesar dos poucos estudos epidemiolégicos ainda nao fornecerem
dados totalmente consistentes, alguns indicam uma associa¢ao inversa
entre dieta rica em B-caroteno ou niveis plasmaticos aumentados de -
caroteno e risco de cancer (Buring e Hennekens, 1995). Ressaltamos,
entretanto, que um estudo realizado na Finlandia ndo apontou nenhum
beneficio para a saide em um grupo de pessoas suplementado com -
caroteno tendo sido observado, na verdade, uma tendéncia de aumento de

risco em individuos fumantes (Cancer Prevention Study Group, 1994)
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Recentemente, as propriedades antioxidantes do licopeno,
carotendide consumido largamente através dos tomates, tém aumentado o
interesse nesse fruto como um alimento com propriedades potenciais
anticancer (Di Mascio e col. 1989). De fato, um consumo mais elevado de
tomates & compativel com as recomendagdes para um aumento na
ingestdao de rut=s e vegetais. Contudo & importante estabelecar s= ¢
unicos beneficios derivam apenas dos tomates uma vez que tomates sdo
usados em muitos itens processados que ndo sd3o necessariamente
associados com o consumo de fruta ou vegetal. Estes itens incluem o
molho de tomate, sopa de tomate, ketchup, e pasta de tomate. Além disso,
muitos destes alimentos processados sao melhores fontes de licopeno na
forma biodisponivel do que os tomates frescos (Stahl e col. 1992, Tonucci
e col. 1995 e Gartner e col. 1997).

Em 1999 Giovannucci revisou todos os estudos em humanos
registrados na lingua inglesa sobre tomates ou licopeno em relagdo ao
risco de qualquer tipo de cancer. Uma vez que a ingestdo do tomate ou
nivel de licopeno no sangue foi freqlientemente um dos numerosos fatores
dietéticos examinados, registros epidemiolégicos que tinham frutas,
vegetais, ou carotendides como palavras chave foram examinados
considerando os resultados relativos a tomate ou licopeno. O autor
concluiu alguns aspectos que resumimos a seguir.

Dois tipos gerais de modelo de estudo tém sido usados para
examinar o licopeno e produtos com tomate em relagéo ao risco de cancer.
Um modelo de estudo tem sido baseado em questionarios de dieta,

usados para avaliar diretamente os produtos com tomate ou para
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pressupor o consumo de licopeno; o outro modelo de estudo tem sido
baseado em medidas dos niveis de carotendides em amostras sangiiineas
armazenadas. Entre 72 estudos selecionados, 57 encontraram
associagdes inversas entre o consumo de tomate ou licopeno ou nivel de
licopeno no sangue e risco de cancer; 35 destas associagdes inversas
foram estatisticemente significativas. Os 15 estudos restante: foram
inconclusivos ou indicaram uma associagao direta fraca.

Comparagbes por sexo tenderam a mostrar mais estudos com
associagdes inversas para homens, mas a maioria dos estudos também
indicou um beneficio para mulheres. Para os tipos de cancer, como de
pulmao ou estdmago, nos quais ambos 0s sexos estao em risco, 0s
estudos nao indicaram diferencas marcantes entre os sexos.

Uma tendéncia de associagao inversa entre o consumo de tomates
ou produtos com tomate ou niveis de licopeno foi observada para casos de
cancer em diversos sitios anatdmicos. Os dados mais indicativos sao para
o céancer prostata, puimao e estémago. Os resultados também indicam
protecdo para outros tipos de cancer como pancreatico, colorretal,
esofagico, oral, de mama e cervical.

O resultado mais impressionante foi o obtido com os participantes
do “Health Professionals Follow-up Study” (Giovannucci e col., 1995), onde
dados obtidos de 773 casos de cancer de prostata revelaram que o
aumento da ingestao de alimentos ricos em licopeno (tomates, molho de
tomates, pizza) estava fortemente associado com um menor risco deste

tipo de cancer. O estudo ressalta que n&o foi encontrada essa correlagao
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quando a analise foi feita para o- e B-caroteno, luteina ou cryptoxantina,
indicando uma atividade benéfica especifica de licopeno.

Apesar dos beneficios dos tomates e de produtos com tomate
serem frequentemente atribuidos ao carotendide licopeno, estudos
mostrando beneficios diretos do licopeno ainda ndo foram conclusivos e
outros compcstcs presentes somente em tomates ou que possami interagir
com o licopeno podem ser importantes. E critico reconhecer que as
evidéncias atuais considerando a ingestao dietética e concentragdes de
licopeno no sangue refletem o consumo de tomates e produtos com
tomates em lugar de suplementos de licopeno purificados. As propriedades
farmacocinéticas do licopeno permanecem pobremente compreendidas e o
autor considera prematuro recomendar o uso de doses farmacologicas de
licopeno para qualquer rbeneﬁcio a saude. Sao claramente necessarios
mais estudos sobre biodisponibilidade, farmacologia e biologia deste
carotendide potencialmente importante. Até que dados mais definitivos
considerando beneficios especificos de formas purificadas do licopeno
estejam disponiveis, as recomendag¢des atuais devem enfatizar os
beneficios a salde de dietas ricas em uma vari_edade de frutas e vegetais,
incluindo tomates e produtos derivados do tomate (Giovannucci 1999).

Em resumo, os dados epidemiolégicos indicam que o0s
consumidores de altos niveis de tomates e produtos com tomate tém
riscos substancialmente menores para diversos tipos de cancer, mas nao
provavelmente para todos os tipos de caéncer. Os resultados sao
consistentes para uma variedade de tipos de cancer avaliados em

populagbes numerosas e diversas e com o uso de diferentes tipos de
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modelos de estudo. Estes incluem estudos ecolbgicos, caso-controle de
dieta, estudos prospectivos de dieta e investigagdbes baseadas em

marcadores sangliineos.

2-OBJETIVOS

Um namero crescente de evidéncias experimentais e
epidemioldgicas sugere que o licopeno e o B-caroteno, presentes em
tomates, produtos de tomates, muitas frutas e vegetais podem prevenir
certos tipos de cancer em humanos. Por outro lado, estudos in vifro tém
demonstrado a habilidade desses carotendides em sequestrar radicais
peroxila e suprimir oxigénio singlete, este estudo visa investigar em células
em cultura e in vivo 0s possiveis mecanismos bioquimicos nesse processo.
Entretanto, para estabelecer firmemente as relagbes do licopeno com a
com a prevengdo de doengas, maiores informacdes sobre os possiveis
mecanismos bioquimicos associados com esses processos Sé&o
necessarias. Com este intuito, este trabalho teve como objetivo investigar o
efeito do licopeno e do B-caroteno em células de mamifero e em ratos
submetidos a excesso de ferro, sistema conhecido por promover o estresse

oxidativo com lesdes em biomoléculas.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram os mais puros comercialmente
disponiveis. Soro fetal bovino (SFB) foi proveniente da Cultilab — materiais
para cultura de células (Campinas, SP, Brasil). Cloroformio e etanol (P.A.)
foram fornecidos pela Cinética Quimica (Sdo Paulo, Brasil). 2'-
Desoxiguanosina, acido formico, tetrahidrofurano (THF), metanol, hidréxido
de soédio, fosfato de potassio monobasico, sulfato de magnésio, acido
fosférico e acido perclorico foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Fosfatase alcalina e nuclease P1 foram provenientes da
Pharmacia Biotech (Upsala, Suécia). Acetonitrla e metanol grau
cromatografia foram adquiridos da EM Science (Gibbstown, NJ).
Carbonato de sédio anidro foi fornecido pela Mallinckrodt Chemical (Paris,
Franga); azul de tripan pela Nuclear (Sdo Paulo, Brasil); alaranjado de
xilenol pela Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda. (Diadema, SP,
Brasil); tubos Supelclean LC-18 (6 mL, 1 g) pela Supelco (Bellefonte, PA) e
filtros Ultrafree-Mc (10,000 NMWL) e Uitrafree-Mc (poro: 0,22 pum) pela
Millipore (Bedford, MA). Todos 65 outros reagentes foram obtidos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). CHELEX, RNAses A e T1, fenol,
proteinase K, licopeno (foi uma dagao do Dr. Zohar Nir, LycoRed Natural
Products Industries Ltd. (Beer-Sheva, Israel); B-caroteno, &acido
tiobarbittrico (TBA), cloreto férrico, cloreto de sédio, éter etilico, n-butanol
e EDTA fofam obtidos da Sigma Co (St. Louis, MO). Ficoll paque plus,
Pharmacia. Todas as solugdes foram preparadas com agua Milli Q. Filtros

da Milipore. A agua foi deionizada em um sistema Milli-Q (Millipore).
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3.2 - Equipamentos

Os espectros de absorbancia foram adquiridos em um
espectrofotbmetro Hitachi U3000 (Tokyo, Japdo). As medidas de
fluorescéncia foram feitas em um espectrofluorimetro Spex modelo 1681
(Spex Industries, Edison, NJ). Para as centrifugagdes foram utilizadas as
centrifugas refrigeradas modelos Centrifuge 5403 da Eppendorf (Hamburg,
Alemanha) e Himac CR21E da Hitachi. As incubag¢bes que necessitavam
de agitagao foram feitas em um Orbital Incubator Shaker, Gyromax TM 703
(Amerex Instruments, Lafayette, CA). As observagdes microscédpicas foram
feitas em um microscopio invertido Diaphot 300 da Nikon (Tokyo, Japao).
As solugdes foram autoclavadas em autoclave vertical modelo 415 da
Fanem (Sao Paulo, Brasil). As medidas de pH foram feitas em um
potenciémetro da Corning modelo 320 (Sigma). As células foram
incubadas em uma estufa de CO, Napco®, modelo 5100 da Precision
Scientific (Chicago, Illinois). Foram utilizados balanga analitica da A&D
Company (Tokyo, Japan), banho maria modelo 144 da Fanem e um
modulo para esterilizagdo do ar, equipado com luz UV (EACI/ENVIRCO
Environmental Air Control, Albuguerque, NM). Os outros equipamentos

serao descritos junto com a técnica empregada.
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3.3 - Cultivo das células

Meio de cultura: meio Eagle modificado por Dulbecco (DME)
suplementado com NaHCOs (1,2 g/L), 100 pg/mL de penicilina, 94 pg/mL
de sulfato de estreptomicina e 10% de scro fetai bovino (SFB). O meio de
cultura sem suplementagao com SFB foi esterilizado por filtragdo através
de membrana de 0,22 pum diretamente para o interior de frascos estéreis.
Foram utilizados filtros estéreis descartaveis da Corning. O SFB estéril foi
adicionado a aliquotas do meio estéril de acordo com a necessidade de
uso.

Solugodes:

PBS: 137 mM NaCl, 1,68 mM KCI, 1,47 mM Na;HPO,, pH 7,0.
Solugao autoclavada.

Tripsina: 0,05% (p/v) de tripsina em PBS (pH 7,0) contendo 1 mM
de EDTA. Solugao esterilizada por filtracao através de membrana de 0,22
pm diretamente para o interior de frascos estéreis.

Fibroblastos renais de macaco verde africano, linhagem CV1-P,
doados pelo Prof. Rogério Meneghini, foram cultivados no meio de cultura
suplementado, em atmosfera com 5% de CO,, a 37°C, no escuro. As
células cresceram aderidas a superficie de garrafas plasticas de cultura e

foram repicadas em periodos de 5 a 6 dias.

Procedimento para o repique das células: apos a retirada do meio, a
cultura foi lavada 2 vezes com PBS. A seguir, fol incubada a 37°C com

volume minimo (5 mL) de solugdo de tripsina até que as células se
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desprendessem (+ 2 min). As células foram, entao, ressuspensas no meio
de cultura suplementado e a suspenséo distribuida para novas garrafas ou
placas na diluicao desejada.

Tais células foram, posteriormente, submetidas ao tratamento com
nitrilotriacetato de ferro (Fe-NTA) para que se pudesse medir o indice de
lipoperoxidagdao bem como a proteg¢do da lipuperoxidagdo com a solucao

de licopeno.

3.4 - Tratamento das células

3.4.1 - Solugao estoque de licopeno

O licopeno foi inicialmente dissolvido em 1 mL de THF
(tetrahidrofurano) destilado para completa dispersdo dos cristais. Este
extrato foi filtrado em membranas de 0,45 um e a concentracao (3 mM) foi
determinada espectrofotometricamente em um Ciba-Corning 2800
Spectran (Ciba-Corning Analytical, Essex, England) e estocada a —70°C

(Joseph e col., 1995).

3.4.2 - Tratamento e absorgao de licopeno pelas células

Nove placas contendo 1 x 10° células foram incubadas com
licopeno por 2 h em condi¢des apropriadas e a concentracéo de licopeno
no meio de cultura depois da exiragao (2,6 + 0,6 uM) foi sistematicamente
analisada por espectrofotometria (Joseph e col., 1995). A concentracao de

THF de 0,5% nao afeta o crescimento celular. Todo o procedimento foi
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realizado na auséncia de luz. As placas com experimentos controle nao
foram tratadas com a solugéo de licopeno e foi feito o controle com THF.
Depois deste tempo, o meio de cultura suplementado com licopeno foi
removido e as placas foram lavadas duas vezes com solugao de PBS-A.
Para a andlise de licopeno absorvido pelas células foram sempre
separadas 3 placas. As demais placas forart submetidas ao tratamento
com Fe-NTA, descrito abaixo. As células foram raspadas das placas. O
licopeno foi extraido das células como descrito por Lowe e col. (1999),
usando 1 mL metanol e 1 mL de 1 M NacCl, seguido da adi¢do de 1,5 mL
de éter dietilico e 1,5 mL de hexano em tubo de ensaio. As amostras foram
vigorosamente agitadas e as fases foram separadas. A fase organica foi
removida e seca em atmosfera de nitrogénio a 30°C no escuro; os
residuos foram ressuspensos em 100 uL da fase movel e a concentragdo
de licopeno foi analisada por um sistema de HPLC da Shimadzu
(Shimadzu, Kyoto, Japan), o qual inclui duas bombas LC-10AD, um
injector Rheodyne e um detector photodiode array SPD-M10AV, controlado
por um modulo de comunicagao CBM-10A e um software CLASS LC-
10AWS. As condi¢ées do HPLC foram: uma coluna de fase reversa C-18
(Spherex, 250 x 4.6 mm, 5 um) usando um sistema de isocratico de
solventes, composto por acetonitrila: THF: metanol (68:22:10 v/v/v), com
0.025%(p/v) acetato de amoénia a um fluxo de 1 mL /min. O licopeno foi

detectado pela absorbancia de 460 nm.
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3.4.3 - Nitrilotriacetato de ferro (Fe-NTA)

A solucao de Fe-NTA foi preparada a partir de concentragdes (0,01
M) de FeCl;.6H,0 e (0,04 M) de acido nitrilotriacético (NTA). Essas duas
substancias foram dissolvidas em agua = ¢ ph ajustado para 7,3 com
NaOH, servindo como solug¢ao estoque.

Apoés as células terem sido suplementadas por 2 h com a solugcao
de licopeno em meio de cultura com 10% SFB, o meio de cultura foi
removido e as placas foram lavadas duas vezes com solugao de PBS-A. A
solucao de Fe-NTA foi diluida em um novo meio de cultura (DME + SFB
10%), resultando na concentracéo final de 1 mM Ferro para 4 mM de NTA,
juntamente com 200 pL de uma solugdo 40 UM de acido ascorbico e foi
adicionado as placas de cultura contendo as células suplementadas com o
licopeno. Os experimentos sempre foram realizados em triplicata: 3 placas
suplementadas com licopeno + Fe-NTA; 3 placas tratadas somente com
Fe-NTA; 3 tratadas somente com licopeno e 3 placas controle somente
com o meio de cultura com 10% de SFB. As células ficaram expostas a
este sistema por (2 h) e posteriormente foram avaliados os niveis de
lipoperoxidacao, foram efetuadas as dosagens de NPSH e de proteina

total e foi feita a extragdo do DNA para avaliagao de possiveis danos.
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3.5 - Determinacao da lipoperoxidagao através da medida de

substancias reativas ao acido tiobarbiturico - TBARS

Inicialmente sao preparados padroes de malonaldeido através da
diluigao de uma solugao estoque de 10,6 uM_ para concentracdes de 0,2
nmol; 0,4 nmol; 0,6 nmol; 0,8 nmol; e 1,0 nmol. S&o preparadas solugdes
estoques de: SDS 1,7%, EDTA 40 mM, solugdo 0,67% de &cido
tiobarbitarico em solugao 10% de acido tricloroacetico, solugdo de BHT a
2% em etanol, Fe-NTA (FeCls 0,01 M e NTA 0,04 M) e duas solugbes
estoque de acido ascérbico 2 mM e 1 mM.

Depois que as células atingem a confluéncia desejada, aspira-se o
meio das placas e adiciona-se quantidades de meio que resulte em uma
concentragao final de Fe-NTA (0,01 mM de FeCl; e 0,04 mM de NTA) e 40
HL para um volume final de 20 mL em cada placa. Incubam-se placas em
triplicatas para cada tempo de tratamento: 1, 2 e 3 h. A seguir aspira-se o
meio e incubam-se as células com 1 mL de tripsina, até que as células
desprendam-se das placas, ressuspende-se em 1 mL de PBS-A.
Separém—se 700 pyL para analise com TBA e 300 pL. para analise de
proteina. A suspensdo de 700 plL adiciona-se 300 ul de SDS 1,7%, 50 uL
de solugdo 40 mM de EDTA, em seguida 1 mL de TBA preparado em
solugao de acido tricloroacetico a 10%, aquece-se a 90°C durante 20 min,
esfria-se em gelo e faz-se extracdo com 2 mL de butanol. Centrifuga-se
por 10 min a 3000 rpm. Coleta-se a fase organica (sobrenadante) para

analise de fluorescéncia (A excitagdo= 515 nm e A emissdo = 550 nm).
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Branco: todos reagentes adicionados menos a amostra. Para calibragéo
dos dados de fluorecéncia foi usado 1,1,3,3-tetraetoxipropano, como um
produto quantitativo do aduto de malonaldeido-TBA. Os dados foram
expressos como substancias reativas ao acido tiobarbittricos (TBARS) por
conteudo de proteina em células, determinado pelo metodo de Bradford.
Gs dados da fluorescéncia foram obtidos vm um espectrofluorimetro Spex
modelo 1681 (Spex, Edison, NJ). A analise estatistica foi feita pelo

Student’s t-test (Hartwig e col., 1993).

3.6 - Viabilidade celular

Determinagao da viabilidade celular pelo método de coloragao com
azul de tripan.

Solugdes: PBS - 137 mM NaCl, 1,68 mM KCI, 1,47 mM NayHPOq,,
pH 7,0. Azul de tripan - 0,4% de azul de tripan em agua (p/v).

Este método se baseia no principio de que células viaveis n&o
adquirem coloragdo, enquanto as células ndo-viaveis adquirem (Patterson,

1979).

As células (~ 1 x 10° foram lavadas 2 vezes com PBS e
ressuspensas em 2 mL desse tampao. Em um tubo foram misturados 500
ul de solucao de azul de tripan, 200 pL de PBS e 300 ulL da suspenséo
de células. Apos 5 min foi iniciada a contagem das células utilizando-se um

hemocitdmetro.

Cada quadrado do hemocitdbmetro, com a laminula no local certo,

representa um volume total de 0,1 mm® ou 10* cm®. Desde que 1 cm®
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equivale a aproximadamente 1 mL, o subseqiiente nimero de células por
mL e o numero total de células foram determinados usando-se os

seguintes calculos:

células/mL = média das células contadas em cada quadrado x fator
de diluicdo x 10*

total de células = (células/mL) x volume original da solugéao da qual
a amostra de células foi removida

viabilidade celular (%) = células viaveis totais (nao coradas) + total
de células (coradas e nao coradas) x 100

O gréfico de sobrevivéncia relativa foi feito dividindo-se a viabilidade

das células tratadas pela viabilidade das células controle.

3.7 - Dosagem de sulfidrilas nao-protéicas (NPSH)

Solugdes

PBS: 137 mM NaCl, 1,68 mM KCI, 1,47 mM Na,HPO,, pH 7,0.
Solugédo A: 2 M HCIO4, 4 mM EDTA.

_ Solug¢ao B: 2 M NaOH.

Solugao C: 300 mM tampao fosfato, pH 8.

DTNB: 3,5 mM DTNB em tampao fosfato 100 mM, pH 7.

Apos os tratamentos, as células foram lavadas 2 vezes com 10 mL
de PBS e ressuspensas em 10 mL de meio de cultura suplementado com
SFB. As suspensoes foram transferidas para tubos e centrifugadas a 1500
g por 5 min a 10°C. Os sobrenadantes foram removidos e os precipitados

celulares ressuspensos em 10 mL de PBS com auxilio de pipeta Pasteur.
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Foi feita nova centrifugacéo a 1500 g por 5 min a 10°C, o sobrenadante foi -
removido e o precipitado foi ressuspenso em 250 ul. de PBS.

Em seguida, as células foram lisadas e desproteinizadas com
adicao de 250 plL da solugao A. As suspensdes foram centrifugadas a
8000 g por 5 min a 10°C e os sobrenadantes foram utilizados para
dosagem de NPSH, enquanto os precipitados foram utilizados para
dosagem de proteinas.

Para a dosagem de NPSH, 200 plL de sobrenadante foram
neutralizados pela adigao de 62 ul da solugao B e 800 uL da solugédo C. O
volume de 1 mL dessa solucao foi transferido para uma cubeta e foram
adicionados 7 ulL da solugao de DTNB. A absorbancia a 412 nm, devida a
formacédo de 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB), foi verificada 1 minuto apos a
adicdo de DTNB: 2GSH + DTNB — GSSG + 2 TNB.

A concentracdo de NPSH foi determinada utilizando-se um
coeficiente de extingdo molar de 13600 M'ecm™ (Eliman, 1959). A
concentracao proteica do precipitado foi determinada pelo método de

Bradford. A concentragdo de NPSH foi expressa por pg de proteina.

3.8 - Dosagem de proteinas (método de Bradford)

Reagente para dosagem 100 mg de azul brilhante de coomassie G-
250 dissolvidos em 50 mL de etanol 95%. A essa solugao foram
adicionados 100 mL de 4cido fosforico 85% (p/v). A solugdo resultante foi
diluida para o volume final de 1 litro. Solugdo A: 0,15 M NaCl. Solugao B:

300 mM NaOH.
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O método consiste na observagdo de que o azul brilhante de
coomassie G-250 existe em duas cores diferentes: vermelho e azul. A
forma vermelha é convertida para a forma azul ap6s ligacédo a proteina. O
complexo é formado rapidamente (2 min), permanece disperso em solucao
por um tempo relativamente longo (1 h) e tem um alto coeficiente de

extingao, o que permite grande sensibilidade na dosagem das proteinas

(Bradford, 1976).

A curva-padrao para dosagem das proteinas foi construida
utilizando-se albumina de soro bovino (10 a 100 ug de albumina em 100
pl de solugdo). As solugdes de proteina foram preparadas na solugéo A.
Aos tubos contendo 100 pl de solugéao de proteina foram adicionados 5
mL da solugéo para dosagem. Apoés agitagao, a absorbancia a 595 nm foi
medida em cubetas de 3 mL contra o branco contendo 100 pulL da solugéo
A e 5 mL da solugao para dosagem. Uma curva padrao foi elaborada para
determinagéao do conteldo de proteinas em amostras desconhecidas.

Para a dosagem de proteinas nas amostras, os precipitados foram
ressuspensos em 400 pL da solugdo B. As solugbes de proteinas foram
preparadas juntando-se 20 ul. de cada amostra com 80 ulL da solugao A.
As solugdes resultantes foram adicionados 5 mL da solugéo para dosagem

e a leitura da absorbancia feita como descrito acima.
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3.9 - Tratamento dos ratos com solugao de Fe-NTA

Ratos Wistar com 3 meses de idade foram tratados com injegéo
intraperitonial de solucao dé 10 mg Fe/kg (Fe-NTA). Os animais, 40 ratos,
foram divididos em quatro grupos: 10 ratos para Controlé tratados com
salina, & parz tratamento com Fe-NTA por 24 h e 5 para o hatamento com
Fe-NTA por 3 h; 10 ratos foram pré-tratados com 10 mg/kg de licopeno por
5 dias; 10 foram pré-tratados com solugao de B-caroteno, 10 mg/kg, durante
cinco dias. Posteriormente tanto o grupo pré-tratado com o licopeno quanto
o pré-tratado com B-caroteno foram submetidos ao tratamento com a
solugdo de Fe-NTA divididos nos 4 grupos seguintes: 10 ratos, 5 pré-
tratados com o licopeno e 5 pré-tratados com o B-caroteno, foram tratados
com Fe-NTA por 24 h. Outros 10 ratos, 5 pré-tratados com o licopeno e 5
pré-tratados com o B-caroteno foram tratados com Fe-NTA por 3 h.

Apés estes tratamentos, os animais foram anestesiados com éter e
os oOrgaos: prostata, figado, pulmdo e rim, foram retirados por incis&o
cirirgica. Partes dos ¢6rgdos foram congelados em nitrogénio liquido e
mantidos a —85°C para analise de malonaldeido, extracao de DNA para

analise de 8-oxo-dGuo e preparo de laminas para analises histologicas.

3.10 - Administracao de carotenodides

Os carotendides sao fotossensiveis e facilmente oxidados. As
solugbes estoque de licopeno e p-caroteno foram preparadas na

concentragao de 50 mg/mL de Tween. O licopeno e o B-caroteno foram

triturados em 1 mL de Tween 80, na temperatura ambiente, obtendo-se

64



uma pasta. Solugdo salina foi adicionada e as solugdes foram
homogeneizadas em voértex até a concentragdo final de 5 mg/mL de
suspensao. As solugdes, 0,2 mL, foram injetadas intraperitonialmente nos
ratos (Forsberg e col., 1959). Experimentos foram realizados com grupo de

animais recebendo apenas o veiculo (Tween).
3.11 - Isolamento do DNA

A extragao do DNA gendmico foi feita usando o método caotrépico
com Nal (Wang e «col, 1994) com algumas modificagées.
Aproximadamente 100 mg ou (~ 1 x 10° células) de tecido (figado, rim,
pulméo e préstata) foi homogeneizado com 2 mL de solugao de lise (1%
(p/v) Triton X100, 0,32 M sacarose, 5 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 7,5).
Centrifugou-se a 1500 g por 10 min, o precipitado foi suspenso em 600 uL
de 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, contendo 5 mM EDTA e 0,15 mM
desferroxamina. Adicionou-se 30 uL de RNAse 1 mg/mL e 8 L de RNAse
T1, 1000 U/mL, em 10 mM de Tris-HCI, pH 7,4, contendo 1 mM de EDTA e
2,5 mM desferroxamina. Incubou-se por 1 h a 37° C. Adicionou-se 30 pL
de proteinase K (20 mg/mL) e a mistura foi novamente incubada por 1 h a
37° C. Centrifugou-se a 5000 g por 15 min a fase liquida foi coletada e 1,2
mL de Nal 7,6 M foi adicionado, seguido da adicdo de 1 mL de
isopropanol. Agitou-se bem e coletou-se o precipitado. Lavou-se o
precipitado centrifugando por 15 min com 1 mL de isopropanol 40%
seguido de lavagem com etanol a 70%. O DNA foi solubilizado em 100 pL

de desferroxamina 0,1 mM e a concentragdo foi medida
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espectrofotometricamente a 260 nm. A pureza foi analisada usando a
relacao Agso/Azgo > 1,75. O DNA (100 pg) foi diluido em 200 yL de agua
deionizada. Adicionou-se 4 L de tampao acetato 1 M, pH 4,8, com 5
unidades de nuclease P1 e incubou-se a 37° C por 30 min. Adicionou-se
150 pL de Tris—HCI 1 M, pH 7,4, 3 unidades de fosfatase alcalina seguido
de incubagés a 37° C por 1 h. A amostra foi centrifugada e a fasc aquosa
foi coletada para analise via HPLC.

Possiveis contaminagdes de proteinas nos acidos nucléicos foram

descartadas por medidas utilizando-se o método de Bradford.
3.12 - Hidrolise enzimatica

O DNA extraido das células foi hidrolisado enzimaticamente para
subsequente analise por HPLC. Para a hidrolise, foi utilizado o

procedimento descrito abaixo.

Um total de 1 mg de DNA foi dissolvido em 1 mL de tamp&ao acetato
de so6dio 20 mM, pH 4,8. Em seguida, foi adicionada nuclease P1 (10
unidades para cada 100 yg de DNA) e a amos_tra foi incubada a 37°C por 4
h. Entdo, foram adicionados 150 uL de tampéao Tris-HCI| 1M, pH 7,4 para
cada 1 mL de solugéo e 15 unidades de fosfatase alcalina para cada 1 mg
de DNA. A amostra foi incubada a 37°C por 2 horas, filtrada e aliquotas do

DNA hidrolisado foram submetidas & analise por HPLC (Fiala e col., 1989).
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3.13 - Analise de 8-ox0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-oxo-dGuo)

por HPLC por detecgao eletroquimica

Foi utilizado um sistema de HPLC, consistindo de uma bomba
625LC e injetor Rheodyne modelo 9125-080, com detectores fotodiodos
WATERS 991 e detector coulométrico ESA, cela analitica riodala 5010,
acoplado a um sistema de aquisicdo de espectros NEC Power Mate SX
Plus. A separacgao foi obtida em uma coluna de fase reversa C18 Supelco
(25 cm X 4,6 mm), eluida com 50 mM KH,;PQ,, pH 5,5 contendo 6% de

metanol a 0,6 mL/min.

3.14 - Determinag¢ao do malonaldeido como indicador de

lipoperoxidagao

Aproximadamente 300 mg de figado, prostata, rim e pulmao, foram
pesados e homogeneizados com 1 mL de tampao TRIS-HCI 30 mM, pH
7.,4. Adicionou-se 1 mL de acetonitrila e centrifugou-se por 10 minutos a
4000 rpm. Filtrou-se com filtro de 0,22 um e 100 pL do filtrado foi injetado
no HPLC. A sep'aragéo ocorreu em uma coluna S-5 Spherisorb—NHg com
um fluxo de 0,5 mL/min de tampao Tris-HCI contendo 20% de acetonitrila.
O malonaldeido foi monitorado pela medida da absorbancia a 267 nm. A
quantificacdo do malonaldeido nas amostras, foi feita com o auxilio de
curva de calibragao elaborada a partir de uma solugao estoque de MDA 10

mM (Esterbauer e col., 1990).
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3.15 - Extragao de carotenodides dos 6rgaos

Aproximadamente 300 mg de cada o6rgao (figado, prostata, rim e
pulmao) foram triturados, em seguida, foi adicionado THF e a mistura foi
homogeneizada e sonicada. Depois de 5 extracbes com THF, a mistura foi
seca em atmostera de N, e o residuo foi tratado com 10% de KOH
metanodlico dentro de atmosfera de N, por 1h a temperatura ambiente para
remogao de lipidios. O licopeno foi extraido com 1,5 mL de NaCl (10%), 2
mL de metanol e 1,5 mL de diclorometano. O sobrenadante (fase organica)
foi removido no escuro e seco em atmosfera de nitrogénio a 30 °C. O
residuo foi ressuspenso em 200 ul de fase moével e a concentragdo do
licopeno foi analisada via HPLC usando um equipamento Shimadzu
(Shimadzu, Kyoto, Japan). Este inclui duas bombas LC-10AD, um injetor
Rheodyne e um detector photodiode array (SPD-M10AV), controlado por
um modulo de comunicagdo (CBM-10A) com um software CLASS LC-
10AWS. A separacédo isocratica ocorreu com uma coluna (Spherex, 250 x
46 mm, 5 ym) tendo usado como fase movel acetonitila: THF: metanol
(68:22:10 v/viv), com 0,025%(p/v) de acetato de amédnio, com um fluxo de

1 mL/min. O licopeno e o B-caroteno foram detectados pela absorbancia

de 460 nm (Zhao e col., 1998).
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3.16 - Procedimento histologico

Para o estudo histolégico (300 mg) os tecidos foram fixados. O rim
foi fixado em Bouin (aldeido férmico 38%, 250 mL, acido acético, 5 mL,
acido piwice solugac aquosa saturada, 750 mL) por 12 h; e = prastata, ¢
figado e o pulmao foram fixados em 10% formol tamponado, por 24 h; para
posterior preparo das laminas com suas coloragbes especificas:
Hematoxilina e eosina (HE), Perls (ferrocianeto de potassio 1g, acido
cloridrico solucao aquosa 13%), especifica para ferro. Sudam IV para
gordura, PAS (acido periddico-schiff) para mucopolissacarideos. As
laminas foram analisadas em colaboragdo com a patologista Profa. Dra.
Vera Capelozzi da Faculdade de Medicina da USP. Os tecidos foram
embebidos em parafina e cortados em fatias para coloragdo com H&E.
Para detec¢do da gordura, fatias de 3 um de figados, rim, pulméo e
prostata foram congeladas e coloridas com Sudan |V, gerando uma
coloragéo vermelha para os lipidios presentes. Para detectar os depositos
de ferro presentes nos hepatocitos, células renais, células pulmonares e
células de prostatas, fatias de 5 um de figado, rim, pulmao e prostata
foram embebidas em parafina e submetidas a coloracdo com azul da
prassia.
1. Parametros relatados para microarquitetura e forma
e desorganizagao da estrutura do parénquima
2. Parametros relatados para injuria hepatica e renal

o degeneracdo em baldo, esteatoses, necroses e regeneragao
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3. Parametros relatados para deposicdo de pigmentos e acumulo

intracelular
e ferro e lipidios

Estes parametros foram semi-quantificados por um escore

histolégice de acordo com a extensdao da severidade das lesdes
histologicas presentes no tecido examinado:

¢ 0: auséncia de lesdes;

¢ 1: presencga de lestes em 1% até 25%;

e 2: presenca de lesdées em 26% até 50%;

e 3: presenca de lesées em 51% até 75%;

e 4: presencga de lesées em 76%até 100%.

3.17 - Biodisponibilidade do (3-caroteno e do licopeno

3.17.1 - Canulagao dos ratos

Um catéter de polietileno foi introduzido na artéria carétida esquerda
dos ratos, previamente anestesiados com éter. O catéter foi exteriorizado
entre as escapulas e preenchido com uma solugao salina e heparina 500
U/mL. Apés um periodo de recuperagéo de 4 a 6 dias, os ratos foram
colocados em gaiolas individuais, com total liberdade de movimentagao,
para permitir as coletas de sangue pela canula. Retirou-se 1 mL de sangue

dos ratos ap6s 3, 6, 9, e 24 h da aplicagdo dos carotendides. Amostras de
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sangue de ratos “controle”, ou seja, ratos que nao receberam

carotendides, também foram analisadas.

3.17.2 - Coleta de sangue por incisao na cauda

Os ve*ns, exceto grupos controle, receberam licopcne cu B-
caroteno, apds 3, 6, 9 e 24 h da inoculagido dos carotendides nos ratos,
amostras de sangue foram coletadas (1 mL) por incisdo na cauda como

descrito a seguir:

Os ratos foram colocados em uma estufa, com a porta aberta, a
uma temperatura variavel de 36 a 42°C durante 15 min sob observacao;
este procedimento € realizado para se estimular a circulagdo sanguinea
dos ratos, facilitando assim a coleta do sangue. Um a um, os ratos foram
sendo colocados dentro de um tubo feito de PVC, contendo furos para sua
respiracao e um orificio por onde se passava a cauda, ficando assim
impossibilitados de se movimentar. A coleta do sangue (1 mL) foi feita

ataves de uma pequena incisdo na cauda.

3.17.3 - Preparo das amostras de sangue

O sangue recolhido em tubo com anticoagulante foi centrifugado a
3000 rpm por 5 min. O plasma sanguineo foi recolhido. A 250 uL de
plasma foram adicionados 250 pL de etanol e 500 pl de hexano. As

amostras foram agitadas por 1 min no vértex e entao levadas a centrifuga

por 5 minutos a 2500 rpm. Além das proteinas do plasma, observaram-se
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duas fases, uma delas bem limpida que foi entdo removida. Esta fase foi
seca sob nitrogénio e em seguida adicionou-se 10 uL de uma solucdo 5
mM de B-ionona utilizada como padrao interno e ainda 40 plL da fase
utilizada para injegdo no HPLC. Aliquota de 20 puL foram injetadas no
HPLC utilizando-se o sistema: Coluna C-18 (250 X4,6 mm, 5 um), fluxo: 1
mL/min. Solvente: 68% ACN, 22% THF, 10% MeOH e 0,025% NHJAc,
modo isocratico; tempo da corrida: 20 min (Lowe e col., 1999; Riso e col.,

1999).

3.17.4 - Separacgao de linfocitos

Adiciona-se 10 mL de ficoll-pagque em um tubo de centrifuga, com
cuidado, coloca-se 10 mL de sangue diluido em solugéo salina. Centifuga-
se a 400 g por 30 — 40 min a 18 — 20°C. Descarta-se a fase superior e
retira-se a camada subseqiiente (linfécitos). Transfere-se para um outro
tubo, adiciona-se 6 mL de solucéo salina homogeneiza-se e centrifuga-se
a 60 — 100 g por 10 min a 18 — 20° C. Ressuspende-se os linfocitos em 6
mL de salina e torna-se a centrifugar a 60 — 100 g por 10 min a 18 — 20° C.
Remove-se o sobrenadante e promove-se a extragdo do DNA com o

precipitado celular.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Efeito de licopeno em células em cultura

4.1.1 - Nivel de licopeno em células

A determinagdo da concentragao (picomolar) do licopeno foi
realizada em células que foram tratadas com licopeno dissolvidos em THF.
A concentragao de licopeno nas células foi determinada depois de 2 h de
incubaga@o com a solugao de licopeno (2,6 + 0,6 uM). O valor reprodutivel

de trés experimentos independentes em que as células foram expostas a

solugao de licopeno foi de 20 + 6 pmol /10° células. Nao foi detectado

licopeno nas células controle (dados ndo mostrados).

41.2 - Relagao entre formagao de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e sulfidrilas nao-protéicas em células

tratadas com Fe-NTA

Tratamentos com Fe-NTA em presenca de ascorbato causaram
substancial lipoperoxidacdo em células CV1-P, como monitorado pela
formacdo de TBARS (Tabela IV). As maiores concentragbes de TBARS
foram observadas depois que as células foram tratadas com Fe-NTA e
ascorbato (40 pM) por 1 h. O tempo de formacdo de TBARS esta
correlacionado com a deplecdo maxima dos compostos de NP-SH. Um

aumento na lipoperoxidagdo com um concomitante decréscimo hepatico
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de glutationa ja foi descrito anteriormente depois de tratamento com Fe-
NTA em ratos(Igbal e col., 1995). As células suplementadas com Iicopeno
mostraram uma inibicdo de 86% na formacao de TBARS depois do
tratamento de 2 h com Fe-NTA/ascorbato (Tabela IV). O licopeno foi
portanto capaz de evitar quase que completamente os danos a membrana

induzidos sicr Fa NTA/ascorbato.

4.1.3 - Redugao da formagao de 8-oxodGuo em DNA de células por

licopeno

Danos oxidativos induzidos por Fe-NTA s&o ja bem conhecidos
(Umemura e col.,, 1990; Yamaguchi e col.,, 1996). Usando um método
sensivel para detectar 8-oxodGuo por HPLC-ED, o nivel basal de 8-
oxodGuo no DNA das células controle foi de 1,6 + 0,09 residuos/10°
dGuo. Depois do tratamento com Fe-NTA/ascorbato foi de 14 + 0,4
residuos/10® dGuo. Portanto, o nivel de 8-oxodGuo no DNA das células
tratadas com Fe-NTA/ascorbato foi 8,8 vezes significativamente mais alto
para p<0,001, quando comparado com o grupo controle. As células
suplementadas anteriormente com licopeno e tratadas posteriormente com
Fe-NTA/ascorbato por 2 h mostraram uma redug¢ado de 77% no nivel de 8-

oxodGuo 3,2+ 0,4 residuos/10° dGuo (Tabela V).
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4.2 — Efeito de carotendides em tecidos de ratos

4.21 - Concentragao de licopeno em figado de ratos

Os ratos (12 semanas) receberam diariamente inje¢des ip. de
licopeno ou B-caroteno, 10 mg/kg de massa corpérea, por cinco dias
consecutivos. No Ultimo dia de tratamento os animais foram sacrificadcs e
a concentragdo de licopeno e p-caroteno no figado foram determinadas.
Os valores reprodutiveis de licopeno de cinco figados foram 23,4 + 3,9
nmol/g tecido para o grupo tratados apenas com licopeno de 21,9 + 6,3
nmol/g de tecido para grupo com pré-tratamento com licopeno por 5 dias
e posterior tratamento com Fe-NTA por 3 h e de 25,5 + 10,8 nmol/g de
tecido para o grupo com pré-tratamento por 5 dias e posterior tratamento
com Fe-NTA por 24 h. Licopeno nao foi detectado no figado do grupo
controle (resultados nao mostrados). Os valores para o grupo tratado
apenas com pB-caroteno por 5 dias foi de 10,1+ 1,6 nmol/g de tecido.
Para o grupo com pré-tratamento com B-caroteno por 5 dias e posterior
tratamento com Fe-NTA por 3 h foi de 1,3 + 0,6 nmol/g de tecido e de 3,9
+ 0,8 nmol/g de tecido para o grupo com pré-tratamento com p-caroteno
por 5 dias e posterior tramento com Fe-NTA por 24 h. B-caroteno nao foi
detectado no figado do grupo controle (resultados ndo mostrados)

(Tabela VI)
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4.2.2 - Concentragio de malonaldeido (MDA) em figado de ratos

tratados com Fe- NTA

O tratamento com Fe-NTA causou um aumento na lipoperoxidagao
em figado de ratos, quando monitorado pela formacao de MDA (Tabela

VIl). Altas corcentracées de MDA foram observadas depois do tratamento
com Fe-NTA por 3h (521 + 26 nmol/g de tecido) e apds o tratamento com
Fe-NTA 24 h (578 + 61 nmollg tecido). Nos grupos de ratos
suplementados com licopeno por 5 dias e posteriormente tratados com Fe-
NTA por 3 h as concentra¢des foram de 323 + 28 nmol/g de tecido e para
o tratamento com Fe-NTA 24 h obtivemos concentragbes de 347 + 26
nmol/g de tecido. Para os grupos suplementados com pB-caroteno e
tratados com Fe-NTA obtivemos concentragdes de MDA de 367 = 36
nmol/g de tecido para o tratamento com Fe-NTA por 3 h e de 357 =+ 21
nmol/g de tecido para o tratamento com Fe-NTA por 24 h. O licopeno e o
B-caroteno portanto previniram os danos oxidativos em membranas
induzidas por Fe-NTA. A concentragdo de MDA no grupo controle foi de

- 330 = 31 nmol/g de tecido (Tabela VII).

4.2.3 - Reducio da formagio de 8-oxodGuo em DNA de figado de rato

tratados com licopeno ou f-caroteno

A concentragdo de 8-oxodGuo detectados por HPLC-ED em DNA
de figado de animais do grupo controle foi 2,3 + 0,06 residuos/1 0° dGuo.

Quando os animais foram submetidos ao tratamento com Fe-NTA, a
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concentragao aumentou 4 vezes (p < 0.0005) apés o tratamento com Fe-
NTA por 3 h (9,3 + 2,0 residuos/10° dGuo) e 4,8 vezes, (p<0.0005) depois
do tratamento com Fe-NTA por 24 h (11,1 £ 1,5 residuos/10® dGuo). No

grupo de ratos pré-tratados por 5 dias com licopeno ou com [-caroteno e
tratados posteriormente por 3 h e 24 h com Fe-NTA, verificam-se reducgdes
" nas concentragdes de 8-oxodGuo atingindo a mesma conceniragao

observada nas amostras do grupo controle (Tabela VIil).

4.2.4 - Alteragoes histologicas no figado

A presenga de injuria hepatica em figados de ratos tratados com Fe-
NTA foi revelada por estudos histologicos. A micro-arquitetura do figado
evoluiu para a configuragao lobular e acinar depois do tratamento com Fe-
NTA, normalmente os hepatocitos apresentam uma configuragao
cribiforme e anatomastica. Entretanto, a forma e o aspecto adquiridos
pelos hepatécitos depois do tratamento com Fe-NTA evoluiram para uma
leve degeneragcdo em baldo e esteatose, culminando em uma severa
necrose induzida pelo tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 horas. A Figura
10 mostra a evolugao temporal da necrose depois de 3 h (Fig. 10, painel A)
e 24 h (Fig. 10, painel B) depois do tratamento com Fe-NTA e a prevencao
som o pré-tratamento com licopeno e com o B-caroteno por 5 dias e
posterior tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h (painel C). A evolugdo
temporal da degeneragéo lipidica no tecido hepatico € mostrada na figura
11 (Fig. 11, painéis E até H). Uma visdo da degeneracdo lipidica é

mostrada no painel E depois do tratamento com Fe-NTA por 3 h. Os
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hepatécitos mostram uma intensa degeneragdo lipidica depois do
tratamento com Fe-NTA por 24 h (Fig. 11. painel F) contrastando com uma
uniforme coloragao citoplasmatica dos hepatécitos apds o pré-tramento
com licopeno ou com o B-caroteno por 5 dias e posterior tratamento com
Fe-NTA (Fig. 11 painel G). A evolucdo temporal do Fe-NTA induzindo
degeneragac ‘pidica, visualizada por coloragdo com Sudam iV, é
mostrada na Figura 12. Depois do tratamento com Fe-NTA por 3 h é
possivel ver um pequeno aumento de degeneragdo lipidica (Fig. 12, painel
). No entanto, depois do tratamento com Fe-NTA por 24 h ocorre uma
maior deposicao de lipidio (Fig. 12, painel J). Com o pré-tratamento com
licopeno ou com o B-caroteno por 5 dias e posterior tratamento com Fe-
NTA por 3 e 24 h, verificamos a prevencao nos depoésitos de lipidios nos

hepatocitos (Fig. 12, painel K). Os dados da analise semi-quantitativa dos

estudos histologicos estao resumidos na Tabela IX.
4.2.5 - Concentragao de licopeno e de p-caroteno em rim de ratos

Os ratos (12 semanas) receberam diariamente injeg¢bes ip. de
licopeno ou de B-caroteno, 10 mg/kg de massa corpérea, por cinco dias
consecutivos. No Ultimo dia de tratamento os animais foram sacrificados e
a concentracao de licopeno e de B-caroteno foram determinada nos rins.
Os valores reprodutiveis de licopeno em cinco rins foram 0,13 + 0,04
nmol/g tecido. Licopené nao foi detectado nos rins do grupo controle
(resultados nao mostrados). Os valores para o grupo tratado com f3-

caroteno por 5 dias foram de 0,30 + 0,08 nmol/g tecido. B-Caroteno nao
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foi detectado nos rins do grupo controle (resultados nao mostrados)

(Tabela X).

4.2.6 - Concentragao de MDA em rim de ratos Wistar tratados com

Fe- NTA

O tratamento com Fe-NTA causou um aumento da lipoperoxidagao
em rins de ratos, como mostrado pela formagcdo de MDA. Uma alta
concentracao de MDA 114 + 34 nmol/g de tecido foi observada depois do
tratamento com Fe-NTA por 3 h e de 199 + 37 nmoll/g tecido para o
tratamento com Fe-NTA 24 h. Nos grupos de ratos suplementados com

licopeno por 5 dias e posteriormente tratados com Fe-NTA por 3 h a
concentracao de MDA foi de 64 = 17 nmol/lg de tecido e para o
tratamento com Fe-NTA por 24 h foi de 55 + 15 nmol/g de tecido. Nos
grupos suplementados com B-caroteno e tratados com Fe-NTA por 3 h
obtivemos concentragcbes de MDA de 77 + 16 nmol/lg de tecido e
concentracdes de 74 + 16 nmol/g de tecido para tratamento com Fe-NTA
24 h. O licopeno e o B-caroteno evitaram os danos oxidativos em
membranas induzidos por Fe-NTA. A concentragdo de MDA no grupo
controle foi de 62 + 12 nmol/g de tecido. A concentragdo de MDA no
grupo suplementado apenas com licopeno foi de 63 + 10 nmol/g de
tecido e para o grupo suplementado apenas com B-caroteno foi de 67 +

13 nmol/g de tecido (Tabela XI).
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4.2.7 - Reduc¢ao da formagio de 8-oxodGuo em DNA de rim de ratos

suplementados com licopeno ou com o p-caroteno

A concentragao de 8-oxodGuo em DNA de rins de ratos do grupo
controle foi 0,7 + 0,03 residuos/10® dGuo. Quando os animais foram
submetidos ao tratamento com Fe-NTA4A, a concentragdo aumentou 7,6
vezes (p < 0.005) depois do tratamento com Fe-NTA por 3 h (5,3 + 0,6
residuos/10® dGuo) e 8,7 vezes (p<0.005) depois do tratamento com Fe-
NTA por 24 h (6,1 + 0,8 residuos/10° dGuo). Nos grupos de ratos pré-
tratados por 5 dias com licopeno ou p-caroteno e posteriormente
submetidos aos tratamentos com Fe-NTA, verificou-se redugdes nas
concentragdes de 8-oxodGuo ao nivel do grupo controle, (1,6 + 0,3 e 1,2 +
0,2 residuos/10° dGuo) para os grupos pré-tratados com licopeno e
submetidos ao tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h respectivamente. Para
o grupo de ratos pré-tratados com B-caroteno e posteriormente tratados
com Fe-NTA por 3 e 24 h as concentracdes obtidas foram 1,3 + 0,12 e

0,98 + 0,15 residuos/10° dGuo respectivamente (Tabela XII).

4.2.8 - Alteragoes histolégicas no rim

A presenca de injuria em células renais de ratos tratados com Fe-
NTA foi revelada por estudos histologicos. A micro-arquitetura do rim
apresenta o padrao usual depois do tratamento com Fe-NTA. Entretanto,
a forma e o aspecto adquiridos pelas celulas renais depois do tratamento

com Fe-NTA foi de uma pequena degeneracdo em balao, culminando em
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uma severa necrose induzida pelo tratamento com Fe-NTA por 3 e 24
horas. A Figura 13 mostra a evolugdo da degeneragdo em baldo nos
tubulos proximais. No painel B (Figura 13) é mostrado um glomérulo
normal, adjacente a degeneragao em balao e necrose hialina no epitélio de
um tubulo proximal, que é mais pronunciado no painel C e D depois do
tramento com Fe-NTA por 24 h, pode.m ser verificados também nos painéis
A e B depois do tratamento com Fe-NTA por 3 horas. Também na Figura
13 €& possivel vislumbrar o acumulo intralumial de &cido
mucopolissacarideo, que variam de uma visualizagédo focal (painel F) para
uma visualizagao difusa (painel E). A Figura 14 (paineis A — F) representa
o padrao histologico depois do pré-tratamento com licopeno ou p-caroteno
e posterior tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h. Genericamente,
observamos uma menor extensao dos danos, degeneragdo em baldo e
necrose hialina, e uma menor severidade da injaria renal; o painel A
mostra a presenca de um glomérulo preservado (seta), contrastando com
o0 0 aumento das caracteristica tintorias nuclear e citoplasmatica devido a
regeneracao do epitélio (ponta da seta) e o decréscimo da degeneragéo
em balao observadas no painel B. Entretanto, alguns tdbulos proximais
mostrados nos painéis C e D, ainda apresentam sinais de necrose hialina.
A remodelacao da histoarquitetura renal pode ser melhor observada nos
painéis E e F depois da coloragdqo com PAS. A Figura 15 ilustra de
maneira geral (painéis A — D) a preservagao da histoarquitetura renal
vislumbrada num menor aumento, com o pré-tratamento com os
carotendides e posterior tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h. Ilgualmente

ilustrativos sao os aspectos histopatologicos encontrados em visao
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panordmica (Figura 16, painéis A - D) dos efeitos da agressao renal
induzida por Fe-NTA. Nota-se o aumento das caracteristicas tintoriais
nucleo/citoplamaticas no epitélio proximal (painel A — D) decorrentes da
necrose hialina e a vacuolizagao difusa pela degeneracao hidropica. Os
dados da anadlise semi-quantitativa dos estudos histolégicos estao
resumidos na Tabela XIll que mostram 3 evolugdo temporal da necrose
hialina e degeneragao em balao depois de 3 e 24 h do tratamento com Fe-
NTA. No pré-tratamento com licopeno e com o B-caroteno por 5 dias e
posterior tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h, verificamos a redug¢ao da

necrose hialina e da degenera¢do em baldo.

4.2.9 - Concentracao de licopeno e de f-caroteno em pulmao de ratos

Os ratos (12 semanas) receberam diariamente injegdes ip. de
licopeno ou de B-caroteno, 10 mg/kg de massa corporea, por cinco dias
consecutivos. No Ultimo dia de tratamento os animais foram sacrificados e
as concentragdes de licopeno e de B-caroteno foram determinadas nos
pulmdes. Os valores de licopeno em cinco pulmdes foram 0,64 + 0,2
nmoll/g tecido. Licopeno ndo foi detectado nos pulmdes dos ratos do
grupo controle (resultados nao mostrados). Os valores para o grupo
tratado com B-caroteno por 5 dias foram de 0,17 + 0,05 nmol/g tecido. 3-
caroteno nao foi detectado nos pulmdes dos ratos do grupo controle

(resultados nao mostrados) (Tabela XIV).
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4.2.10 - Concentragdo de MDA em pulmao de ratos tratados com

Fe- NTA

Um aumento na concentragao de MDA (215 + 28 nmol/g de tecido)
foi observado depois do tratamento com Fe-NTA 3 e 24 h (458 + 77
nmol/g de tecido). Nos grupos de raios suplementados com licopeno por
5 dias e posteriorrmente tratados com Fe-NTA por 3 h a concentragédo de
MDA foi de 142 + 17 nmol/g de tecido. Para o tratamento com Fe-NTA
por 24 h a concentracdao de MDA foi de 139 + 15 nmol/g de tecido. Nos
grupos suplementados com fB-caroteno e tratados com Fe-NTA por 3 h
obtivemos concentragcbes de MDA de 117 £ 16 nmollg de tecido.
Concentragbes de 124 + 19 nmollg de tecido foram obtidos para
tratamento com Fe-NTA 24. Portanto o licopeno e B-caroteno evitaram os
danos oxidativos em membranas induzidos por Fe-NTA. A concentragéo
de MDA no grupo controle foi de 135 + 25 nmol/g de tecido. A
concentragdo de MDA no grupo suplementado apenas com licopeno foi de
123 + 15 nmol/g de tecido e para o grupo suplementado apenas com [3-

caroteno foi de 137 + 13 nmol/g de tecido (Tabela XV).

4.2.11 - Reducao da formacgao de 8-oxodGuo em DNA de pulmao de

ratos suplementados com licopeno ou com o p-caroteno

A concentracdo de 8-oxodGuo em DNA de pulmdes de ratos do
grupo controle foi 0,6 + 0,07 residuos/10° dGuo. Quando os animais

foram submetidos ao tratamento com Fe-NTA, a concentracdo aumentou 4

83



vezes (p < 0,005) depois do tratamento com Fe-NTA por 3 h (2,5 + 0,1
residuos/10° dGuo) e 3,6 vezes (p<0,005) depois do tratamento com Fe-
NTA por 24 h (2,2 + 0,2 residuos/10° dGuo). Nos grupos de ratos pré-
tratados por 5 dias com licopeno ou B-caroteno e posteriormente
submetidos aos tratamentos com Fe-NTA foram verificadas reducdes nas
concentragcbes de 8-oxodGuo ao nivei observado no grupo controle 0,4 +
0,1 e 0,6 + 0,15 residuos/10° dGuo para os grupos pré-tratados com
licopeno e submetidos ao tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h
respectivamente. Para os grupos pré-tratados com pB-caroteno e
posteriormente tratados com Fe-NTA por 3 e 24 h as concentragdes
obtidas foram de 0,6 + 01 e 0,71 + 0,08 residuos/10® dGuo

respectivamente (Tabela XVI).

4.2.12 - Concentragao de licopeno e de B-caroteno em prostata de

ratos

Os ratos (12 semanas) receberam diariamente inje¢bes ip. de
licopeno ou de B-caroteno, 10 mg/kg de massa corporea, por cinco dias
consecutivos. No ultimo dia de tratamento os animais foram sacrificados e
a concentragdo de licopeno e de B-caroteno foram determinadas nas
préstatas. Os valores reprodutiveis de licopeno em prostatas de cinco
animais tratados com licopeno foram 0,51 + 0,04 nmol/g tecido. Licopeno
nao foi detectado nas prostatas do grupo controle (resultados néo

mostrados). Os valores para o grupo tratado com PB-caroteno por 5 dias

84



foram de 0,13 £ 0,01 nmol/g tecido. B-Caroteno nao foi detectado nas

prostatas do grupo controle (resultados nao mostrados) (Tabela XVII).

4.2.13 - Concentracao de MDA em prostata de ratos Wistar tratados

com Fe- NTA

O tratamento com Fe-NTA causa um aumento da lipoperoxidagao
em proéstata de ratos como verificado pela formagcao de MDA. Uma alta
concentracao de MDA (817 + 122 nmol/g de tecido) foi observada depois
do tratamento com Fe-NTA por 3h e para o tratamento com Fe-NTA 24 h
(1176 + 57 nmol/g tecido). Nos grupos de ratos suplementados com
licopeno por 5 dias e posteriormente tratados com Fe-NTA por 3 h a
concentracdo de MDA foi de 364 + 17 nmollg de tecido e para o
tratamento com Fe-NTA por 24 h foi de 355 + 35 nmol/g de tecido. Nos
grupos suplementados com B-caroteno e tratados com Fe-NTA por 3 h as
concentracées de MDA obtidas foram de 377 + 36 nmol/g de tecido e
concentragbes de 374 + 26 nmol/g de tecido foram obtidas para
tratamento com Fe-NTA 24 h. O licopeno e [-caroteno evitaram
eficientemente os danos oxidativos em membranas induzidos por Fe-NTA.
A concentragdo de MDA no grupo controle foi de 359 + 32 nmoll/g de
tecido. A concentragao de MDA no grupo suplementado apenas com
licopeno foi de 363 + 30 nmol/g de tecido. Para o grupo suplementado
apenas com f-caroteno as concentragdes observadas foram de 367 + 13

nmol/g de tecido (Tabela XVIll).
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4.2.14 - Redugao da formacio de 8-oxodGuo em DNA de prostata de

ratos suplementados com licopeno ou com o 3-caroteno

A concentracao de 8-oxodGuo em DNA de prostatas do grupo
controle foi 1,7 =+ 0,3 residuos/10® dGuo. Quando os animais foram
submetivos &o tratamento com Fe-NTA a concentracdo aumciitou 3,7
vezes (p < 0.005) depois do tratamento com Fe-NTA por 3 h (6,3 + 0,6
residuos/10° dGuo). Nos grupos de ratos pré-tratados por 5 dias com
licopeno ou com o [-caroteno e posteriormente submetidos aos
tratamentos com Fe-NTA, foram verificadas redugdes nas concentragbes
de 8-oxodGuo atingindo o nivel do grupo controle (1,8 +£ 0,3 residuos/10°
dGuo) para os grupos pré-tratados com licopeno e submetidos ao
tratamento com Fe-NTA por 3 h. Para o grupo pré-tratados com p-caroteno
e posteriormente tratados com Fe-NTA por 3 h as concentragdes obtidas

foram 1,9 + 0,2 residuos/10° dGuo respectivamente (Tabela XIX).

4.2.15 - Redugao da formagio de 8-oxodGuo em DNA de linfécitos de

ratos suplementados com licopeno ou com o B-caroteno -

A concentracao de 8-oxodGuo em DNA encontrada em linfécitos de
ratos do grupo controle foi 1,8 + 0,6 residuos/10° dGuo. Quando os
animais foram submetidos ao tratamento com Fe-NTA por 3 h, a
concentragdo aumentou 2,7 vezes (4,8 + 0,6 residuos/1 0° dGuo) para (p
< 0.005). Nos grupos de ratos pré-tratados por 5 dias com licopeno ou com

o B-caroteno e posteriormente tratados por 3 h com Fe-NTA, foram
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vericadas redugBes nas concentragoes de 8-oxodGuo para 2,0 + 0,7
residuos/10° dGuo no grupo pré-tratado com o licopeno e para 1,5 + 0,1

residuos/10° dGuo no grupo pré-tratado com o p-caroteno (Tabela XX).
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TABELA IV
Efeito de licopeno (20 pmol/10° células) em mudangas temporais de
TBARS e compostos NP-SH em células CV1-P depois do tratamento

com Fe-NTA/ascorbato

TBARS NF-SH

pmol/mg proteina % de controle pmol/ug proteina % do controle

Controle 98+35 100 10,0+ 1.0 100
Fe-NTA (30 min) 95,5+ 6.8* 974

Fe-NTA (1h) 145,9 + 16.9* 1489 75+1.1* 75
Fe-NTA (2h) 82,4 + 31.6* 841 8,7+17 87
Fe-NTA (3h) 64,5+ 23.0* 658 10,9+ 0.9 109
Fe-NTA (th)+licopeno 11,9 +0.9 121 9,6 +0.6 96
Fe-NTA (2h)+licopeno 11,4+ 0.8 116

Células CV1-P que foram tratadas com (1:4 mM) Fe-NTA/ascorbato (40
uM) em meio DME a 37°C. Resultados sdo expressos como meédia *
desvio-padrao de 3 experimentos diferentes. A comparacao estatistica foi
realizada utilizando o Student's t-test.* Amostras sao significativamente

diferentes *p<0.05, quando comparadas com o grupo controle.
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TABELA V

Efeito de licopeno (20 pmol/10® células) na concentragio de 8-

oxodGuo em DNA células CV1-1P depois do tratamento com Fe-

NTA/ascorbato
8-oxodGuo
residuos/10° dGuo % do controle
Controle 1,8-+0.08 100
Fe-NTA (2h) 14,0 + 0.41* 882
Fe-NTA (2h) + licopeno 3240417 204

Células CV1-P foram tratadas por 2 h com (1:4 mM) Fe-NTA/ascorbato

(40 uM) em meio DME a 37°C. Resultados sdo expressos como média =
desvio-padrao de 3 experimentos diferentes. A comparacao estatistica foi
realizada usando o Student’'s t-test. Amostras sao significativamente
diferentes para *p< 0.001, quando comparadas com o grupo controle, ** p<

0.001, quando comparadas com o grupo de Fe-NTA.
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Tabela Vi

Concentragao de licopeno e do B-caroteno em figados de ratos

Licopeno/p-caroteno
(nmoil/g tecido)

Licopeno 5 dias 234+3
Licepeno + Fe-NTA 3 h 21.9+6"*
Licopeno + Fe-NTA 24 h 255+10*
B-caroteno 5 dias 10.1£ 1,6
B-caroteno + Fe-NTA 3 h 1,3+ 0,6*
B-caroteno + Fe-NTA 3 h 3,9+ 0,8

Os ratos (12 meses) receberam diariamente, i.p., inje¢cdes de licopeno, 10
mg/kg de massa corporea por cinco dias consecutivos. A comparagéao
estatistica foi feita usando o Student's f-test. As amostras nao séo
significativamente diferentes para *p< 0.005, quando comparadas com o
grupo Licopeno 5 dias; para **p< 0.005, as amostras sao
significativamente diferentes, quando comparadas com o grupo -caroteno

5 dias.
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TABELA VII
Efeito do licopeno ou p-caroteno nas concentracoes de MDA em

figado de ratos depois do tratamento com Fe-NTA

MDA (nmol/g de tecido)

Controle 330 + 31
Licopeno(5 dias) 321 +17
B-caroteno 349 +19
Fe-NTA (3 h) 521 + 26*
Fe-NTA (24 h) 578+ 61*
Fe-NTA (3h) + licopeno 323 £ 28™

Fe-NTA (24h) + licopeno 347 + 26**
Fe-NTA (3h) + B-caroteno 367 + 36*

Fe-NTA (24 h) + B-caroteno 357 + 21*

Cada valor representa a meédia = desvio-padréo (n=5 animais) para trés
experimentos diferentes. Animais tratados com salina +Tween 80 servem
como controle. Licopeno ou B-caroteno (10 mg/kg de massa corporea)
foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento cbm
Fe-NTA (10 mg/kg massa corpbérea). A comparagdo estatistica foi
realizada usando o Student's t test. Amostras sdo significativamente
diferentes para *p< 0.005, quando comparadas com o grupo controle, **

p< 0.005, quando comparadas com o grupo de Fe-NTA.
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Tabela VIii

Efeito de licopeno ou B-caroteno nas concentracdes de 8-oxodGuo

em DNA de figado de ratos depois do tratamento com Fe-NTA

8-oxodGuo

residuos/10° dGuo

Controle

Licopeno 5 dias

Fe-NTA 3 h

Fe-NTA 24 h

Fe-NTA 3 h + licopeno
Fe-NTA 24 h + licopeno
B-caroteno 5 dias
Fe-NTA 3 h + p-caroteno

Fe-NTA 24 h + B-caroteno

2,3+06
22+0,8
9,3 2,0
11,14 0,2
26+1,1
27+1,17
2,4+0,1

28+0,7

29+06"

Cada valor representa a média + desvio-padrdo (n=5 animais) para trés

experimentos diferentes. Animais tratados com salina+Tween 80 servem

como controle. Licopeno e B-caroteno (10 mg/kg de massa corporea)

foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com

Fe-NTA (10 mg/kg massa corpérea). A comparagdo estatistica foi

realizada usando o Student's t test. Amostras sao significativamente

diferentes para *p< 0.005, quando comparadas com o grupo controle e

**p< 0.005, quando comparadas com o grupo de Fe-NTA.
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TABELA IX

Modificagdes histologicas e acimulo de ferro e lipidios em figado de

ratos depois do tratamento com Fe-NTA

Tempo Injaria Hepatica Injuria Metabdlica
(Acumulos)

Degeneracao Esteatose Necrose Lipidios Ferro

em balao
Fe-NTA 3h 1 1 1 1 1
Fe-NTA Fe-NTA 24h 4 4 4 3 3
LICOPENO Fe-NTA 3h 2 0 0 2 1
ou Fe-NTA 24h
B-cAROTENO 1 0 0 1 2

Condi¢gdes como as descritas em materiais € métodos
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Tabela X

Concentracao de licopeno e p-caroteno em rim de ratos

Licopeno/B-caroteno
(nmol/g tecido)

Liccpeno 5 dias 0,13 +£0,04

B-caroteno 5 dias 0,30+ 0,08

Os ratos (3 meses) receberam diariamente, inje¢des, i.p, de licopeno ou -

caroteno, 10 mg/kg de massa corporea por cinco dias consecutivos.
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Tabela Xl

Efeito de licopeno ou B-caroteno nas concentragdes de MDA

em rim de ratos depois do tratamento com Fe-NTA

MDA (nmol/g tecido)

Controle 62+ 12
Licopeno 5 dias 63+ 10
B-caroteno 5 dias 67 +13
Fe-NTA 3 h 114 + 34~
Fe-NTA 24 h 199 + 37 *
Fe-NTA 3 h + licopeno 64 + 17
Fe-NTA 24 h + licopeno 55+15**
Fe-NTA 3 h + p-caroteno 77+ 16
Fe-NTA 24h + B-caroteno 74 £ 16 **

Cada valor representa a média + desvio padrdo (n=5 animais) para trés
experimentos. Animais tratados com salina+Tween 80 servem como
controle. Licopeno e B-caroteno (10 mg/kg de massa corpérea) foram
administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com Fe-
NTA (10 mg/kg massa corpérea). A comparagao estatistica foi realizada
uéando o Student’s t test. Amostras sao significativémente diferentes para
*p< 0.005, quando comparadas com o grupo controle e **p< 0.005,

quando comparadas com o grupo de Fe-NTA.
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Tabela XII
Efeito de licopeno ou B-caroteno nas concentragées de 8-oxodGuo

em DNA de rim de ratos expostos ao tratamento com Fe-NTA

8-oxodGuo

residuos/10® dGuo

Controle 0,7 +0,03
Fe-NTA 3 h 53+0,6*
Fe-NTA 24 h 6,1+0,8*
Fe-NTA 3 h + licopeno 1,6+ 0,3
Fe-NTA 24 h + licopeno 1,2+0,2"
Fe-NTA 3 h + B-caroteno 1,3£0,12
Fe-NTA 24 h + B-caroteno 0,98+ 0,15

Cada valor representa a média + desvio-padrao (n=5 animais) para trés
experimentos diferentes. Animais tratados com salina+Tween 80 servem
como controle. Licopeno e B-caroteno (10 mg/kg de massa corpoérea)
foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com
Fe-NTA (10 mg/kg massa corpérea). A comparacao estatistica foi
realizada usando o Student's t test. Amostras sado significativamente
diferentes para *p< 0.005, quando comparadas com o grupo controle e

**p< 0.005, quando comparadas com o grupo de Fe-NTA.
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Tabela XlII

Modificagcdes histolégicas em rim de ratos apés tratamento com Fe-

NTA
Injaria renal
Tempo
Degeneragao Necrose
em balao
Fe-NTA 3h 2
Fe-NTA Fe-NTA 24h 4 4
LICOPENOou  Fe-NTA 3h 1 2
P-CAROTENG Fe-NTA 24h 2 2

Condigbes como descritas em materiais e métodos
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Tabela XIV

Concentragao de Licopeno e B-caroteno em pulmao de ratos

Licopeno/p-caroteno
(nmol/g tecido)

Licopens 5 dias 064 +0,2

B-caroteno 5 dias 0,17 £ 0,05

Os ratos Wistar (3 meses) receberam diariamente, injecbes, ip, de
licopeno ou B-caroteno, 10 mg/kg de massa corpdérea por cinco dias

consecutivos.
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Tabela XV
Efeito de licopeno ou pB-caroteno nas concentragdes de MDA

em pulmao de ratos apods tratamento com Fe-NTA

MDA (nmoil/g tecido)

Controle 135+ 25
Licopeno 5 dias 123 +15
B-caroteno 5 dias ‘ 137 £13
Fe-NTA 3 h 215+28*
Fe-NTA 24 h 458 + 77 *
Fe-NTA 3 h + licopeno 142+ 17
Fe-NTA 24 h + licopeno 139+ 15 *
Fe-NTA 3 h + B-caroteno 117+ 16
Fe-NTA 24 h + B-caroteno 124 + 19 **

Cada valor representa a média + desvio padrdao (n=5 animais) para trés
experimentos diferentes. Animais tratados com salina+Tween 80 servem
como controle. Licopeno e B-caroteno (10 mg/kg de massa corporea)
foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com
Fe-NTA (10 mg/kg massa corporea). A comparagado estatistica foi
realizada usando o Student's t test. Amostras séo significativamente
diferentes para *p< 0.005, quando comparadas com o grupo controle e

**p< 0.005, quando comparadas com o grupo de Fe-NTA.
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Tabela XVi
Efeito de licopeno ou B-caroteno nas concentragdes de 8-oxodGuo

em DNA de pulmao de ratos apés tratamento com Fe-NTA

8-oxodGuo

residuos/10° dGua

Controle 0,6 £0,07
Fe-NTA 3 h 25+0,1%
Fe-NTA 24 h 2,2+0,2*
Fe-NTA 3 h + licopeno 0,4 +0,1%*
Fe-NTA 24 h+ licopeno 0,64 0,15%*
Fe-NTA 3 ) + B-caroteno 0,6 +0,1
Fe-NTA 24 h + B-caroteno 0,7 +0,08

Cada valor representa a média + desvio-padrdo (n=5 animais) para trés
experimentos diferentes. Animais tratados com salinatTween 80 servem
como controle. Licopeno e f-caroteno (10 mg/kg de massa corpérea)
foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com
Fe-NTA (10 mg/kg massa corpdrea). A comparagao estatistica foi
realizada usando o Student's t test. Amostras séo significativamente
diferentes para *p< 0.005, quando comparadas com o grupo controle e

**p< 0.005, quando comparadas com o grupo de Fe-NTA.
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Tabela XVl

Concentracao de licopeno e B-caroteno em prostata de ratos

Licopeno/B-Caroteno
(nmol/g tecido)

Licoprene 5 dias 0,51+0,04

B-Caroteno 5 dias 0,13+ 0,01

Os ratos Wistar (3 meses) receberam diariamente, inje¢bes, ip, de
licopeno ou P-caroteno, 10 mg/kg de massa corpérea por cinco dias

consecutivos.
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Tabela XVIil

Efeito de licopeno ou -caroteno nas concentragoes de MDA

em prostata de ratos apos tratamento com Fe-NTA

MDA (nmol/g tecido)

Controle 359+ 32
licopeno 5 dias 363 + 30
B-caroteno 5 dias 367 +13
Fe-NTA 3 h 817 + 122*
Fe-NTA 24 h 1176 £ 57 *
Fe-NTA 3 h + licopeno 364 +17
Fe-NTA 24 h + licopeno 355 + 35 **
Fe-NTA 3 h + pB-caroteno 377+ 36
Fe-NTA 24h + p-caroteno 374,4 + 26 **

Cada valor representa a média = desvio padrdo (n=5 animais) para trés
experimentos diferentes. Animais tratados com salina+Tween 80 servem
como controle. Licopeno ou B-caroteno (10 mg/kg de massa corporea)
foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com
Fe-NTA (10 mg/kg massa corpérea). A comparacdo estatistica foi
realizada usando o Student's t test. Amostras s&o significativamente
diferentes para *p< 0.005, quando comparadas com o grupo controle e

**p< 0.005, quando comparadas com o grupo de Fe-NTA.
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Tabela XIX
Efeito de licopeno ou B-caroteno nas concentragoes de 8-oxodGuo

em DNA de prostata de ratos apos tratamento com Fe-NTA

8-oxodGuo

residuos/10® dGuo

Controle (Salina+Tween) 1,7+0,3
Fe-NTA 3 h 6,3 +0,6*
Fe-NTA 3 h + licopeno 1,8 +0,3**
Fe-NTA 3 h + B-caroteno 1,9+£0,2

Cada valor representa a média + desvio-padrdo (n=5 animais) para trés
experimentos diferentes. Animais tratados com salina+Tween 80 servem
como controle. Licopeno ou B-caroteno (10 mg/kg de massa corpdrea)
foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com
Fe-NTA (10 mg/kg massa corporea). A comparagdo estatistica foi
realizada usando o Student's t test. Amostras sdo significativamente
diferentes para *p< 0.005, quando comparadas com o grupo controle e

**p< 0.005, quando comparadas com o grupo de Fe-NTA.
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Tabela XX
Efeito de licopeno ou B-caroteno nas concentragées de 8-oxodGuo

em DNA de linfocitos de ratos apods tratamento com Fe-NTA

8-oxodGuo

residuos/10° dGuo

Controle 1,8+0,6
Fe-NTA 3 h 48+06"
Fe-NTA 3 h + licopeno 20+07"
Fe-NTA 3 h + B-caroteno 1,5+0,1

Cada valor representa a média + desvio-padrao do sangue de cinco
animais. Animais tratados com salina+Tween 80 servem como controle.
Licopeno ou p-caroteno (10 mg/kg de massa corporea) foram
administrados por 3 horas antes do tratamento com Fe-NTA (10 mg/kg
massa corpérea). A comparagdo estatistica foi realizada usando o
Student’s t test. Amostras sao significativamente diferentes para *p<
0.005, quando comparadas com o grupo controle e **p< 0.005, quando

comparadas com o grupo de Fe-NTA.
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Figura 5: Cromatograma obtido por HPLC a partir do plasma sanguineo de ratos
suplementados com B-caroteno (o licopeno aparece em 10,5 min e o 3-caroteno em 15,5

min). Detecg@o em 445 nm.
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Figura 6: Curva da biodisponibilidade obtida para o 3-caroteno.
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Figura 7: Cromatograma obtido do plasma de animais suplementados com licopeno

(licopeno aparece em 9,7 min). Deteccdo em 445nm.

Concentragédo (nmol/mL)

Concentragao plasmatica do licopeno

Figura 8: Curva da biodisponibilidade do licopeno.

106



Figura 9. Painel A até D - Fotomicrografias mostrando a evolugdo temporal da necrose
hepatica induzida pelo tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 horas. A - Necrose depois do
tratamento com Fe-NTA por 3 horas. B - Necrose depois do tratamento com Fe-NTA por 24
horas. C - Redugao da necrose hepatica depois do pré-tratamento por 5 dias com licopeno ou
B-caroteno e posterior tratamento com Fe-NTA 3 ou 24h. D - Controle do tecido hepatico. (HE
painel A 100X; painel - B 100X; painel C 100X, painel D 40X). Fe-NTA 10 mg/kg de massa
corpérea.
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Figura 10. Painel E até H - Fotomicrografias do tecido hepatico mostrando a evolugido
temporal da degeneragao lipidica. E - visdo panoradmica dos hepatdcitos mostrando a
degeneragao lipidica depois do tratamento com Fe-NTA por 3 horas. F - Hepatdcitos mostram
uma intensa degeneragao lipidica depois do tratamento com Fe-NTA por 24 horas.
G - Hepatécitos pré-tratados por 5 cinco dias com licopeno ou B-caroteno e tratados
posteriormente com Fe-NTA 3 ou 24h mostram uma uniforme coloragao do citoplasma devido
a reducgao da degeneracéo lipidica. H - Controle do tecido hepatico. (HE Painel E 100X;
painel F 100X; painel G 100X; painelH 40X). Fe-NTA 10 mg/kg de massa corpérea.
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Figura 11. Painel | até K - Fotomicrografias mostrando a evolugdo temporal da degeneragdo
lipidica visualizada por coloragdo com Sudam IV. | - Pequeno aumento de gordura no
hepatdcito depois do tratamento com Fe-NTA por 3 horas. J - Intensa deposicéo de gordura
no hepatécito depois do tratamento com Fe-NTA por 24 horas. K - Redugéao da deposigao de
gordura no hepatécito com o pré-tratamento com licopeno ou B-caroteno por 5 dias e posterior
tratamentocom Fe-NTA3ou24.(Sudam IV -Painell 100X; painel J 100X; painel K 40X).
Fe-NTA 10 mg/kg de massa corporea.
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Figura 12. Painel A até F - Fotomicrografias mostrando a extenséo da severidade e agressiao
celular induzida pelo tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h em cortes histolégicos seriados de
rim. A - Degeneracgao hidrépica (setas) nos tubulos proximais (escore 4). B - Glomérulo normal
ao lado de tubulos proximais com necrose e degeneragao hidropica. C e D - Necrose hialina
difusa dos tubulos proximais. E e F - Acimulo de mucopolissacarideo (PAS) neutros nos
tubulos proximais decorrente da agressao celular induzida por Fe-NTA. ( Painel A D: HE 200X.
Painel E - F : PAS 200X).
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Figura 13. Painel A até F - Fotomicrografias mostrando o efeito do pré-tratamento com
carotendides (licopeno ou B -caroteno) durante 5 dias e posterior tratamento com Fe-NTA por 3
e 24 horas em cortes histoldgicos seriados de rim. Os cortes histologicos mostram uma menor
extensao da severidade e agressao celular (escore 2). A - Degeneragao hidrépica (setas) nos
tubulos proximais (escore 4). B - Glomérulo normal intacto ao lado de tubulos proximais com
necrose hialina e degeneragéo hidrépica. C e D -Tubulos proximais ainda com necrose hialina
difusa. E e F - Restauracido da histoarquitetura tubular pode ser melhor visualizada com o
acumulo de mucopolissacarideo neutros (PAS) nos tibulos proximais ( Painel A D: HE 200X ).
Painel E - F : PAS 200X).
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Figura 14. Painel A até D - Fotomicrografias mostrando panoramicas das células renais apos o
pré-tratamento com carotendides (licopeno ou B-caroteno) durante 5 dias e posterior

tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 horas. Painéis de A até D - mostram a preservacao da
histoarquiteturarenal. (Painelde A D : HE 40X).
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Figura 15. Painel de A até D - Fotomicrografias mostrando panoramicas da agressio renal
induzida pelo tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h. Notar o aumento das caracteristicas
tintoriais citoplasmaticas decorrente da necrose e a vacuolizagdo difusa decorrente da
degeneracao hidrépica. Painéis A até C : HE 40X; Painel D : PAS 40X
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5 - DISCUSSAO

Apesar do oxigénio molecular ser essencial para a obtengao de
energia pelos organismos aerobicos, esta molécula também esta associada
a geracao de espécies reativas potencialmente toxicas para os organismos
vivos. A reatividade dessas espécies varia muito mas algumas sao reativas
o suficiente para provocar les¢=s em biomoléculas como o DNA, lipideos e
proteinas. Entre as espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio temos o
ion radical superoxido, o perdxido de hidrogénio, o radical hidroxila, os
compostos carbonilicos tripletes, o oxigénio eletronicamente excitado ao
estado singlete, o oxido nitrico, o peréxinitrito, entre outras. A fprmag;éo
dessas espécies pode preencher fungdes bioldgicas importantes como no
caso do combate a microorganismos invasores e controle da pressao
sanguinea. E importante ressaltar que algumas das interacées entre essas
espécies reativas estdo sendo reconhecidas como parte de segmentos de
cascatas de transducgdo de sinal. Por outro lado, devido a sua reatividade,
tais espécies podem também acarretar danos em biomoléculas e estruturas
celulares, fenémenos associados a eventos patolégicos que podem estar
envolvidos nos mecanismos de diversas doengas (Halliwell e Gutteridge,
1999).

Entre as lesdes em biomoléculas, ja encontra-se bem descrito que 0
estresse oxidativo pode causar danos no DNA, como fragmentacéo e
apoptose, modificagdes em bases (tal como dimeros de timina, alquilagéo
de bases ou formagado de 8-oxodGuo) (Dreher 1996; Singer e Bartsch,
1999) e quebras em DNA (Sarker e col., 1995). Modificagbes oxidativas

em DNA tém sido implicadas em mutagénese e carcinogénese (Halliwel
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ecol., 1999: Okada ecol., 1995; Dreher e col., 1996; Sarker e col., 1995; Di
Mascio e col., 1990; Ribeiro e col., 1992).

O ferro é ubiquo na vida dos organismos e desempenha um papel
essencial como elemento que existe em baixa concentragdo. Por outro
lado, o ferro pode produzir injurias oxidativas em algumas condi¢des, tal
como inflamacgao, transplante dc 4reaocs, carcinogénese e envelhecimento
(Halliwel e col., 1999). Nitrilotriacetato de ferro € um bom modelo de
sistema gerador de estresse oxidativo e indutor de carcinogénese (Okada
e col., 1995).

Com o intuito de investigar os possiveis mecanismos associados ao
efeito antioxidante de carotenoides este estudo investigou a indugéo de
les6es oxidativas em biomoléculas (lipoperoxidagao e oxidacdo de dGuo)
promovida por tratamento com Fe-NTA em células em cultura e in vivo.
LesbGes histopatoldgicas associadas a esse proceso também foram
analisadas. Ressaltamos que a sobrecarga de ferro € um dos modelos de
estresse oxidativo adotado pelo grupo responsavel pelo projeto
“Biomarkers of Oxidative Stress” (BOSS), projeto desenvolvido por cerca
de dez laboratérios norte-americanos sob a coordenagdo da Dra. M. B.
Kadiiska, National Instituté of Environmental Science (NIEHS), com o
objetivo de determinar biomarcadores sensiveis de estresse oxidativo em
roedores e humanos (http://dir.niehs.nih.gov/dirover/biomarkers.htm).

Para facilitar a discussdo dos resultados, este topico sera dividido

em duas partes:
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1 - Efeito protetor de licopeno contra lipoperoxidagéo e lesdao em

DNA em células em cultura

Apesar dos efeitos antioxidantes do licopeno estarem bem
estabelecidos em sistemas in vitro (Di Mascio e col. 1989), e em alguns
estudos in vivo (Stahl e Sies, 12386 = Giovannucci, 1999), poucos estudos
existem sobre seus efeitos em células em cultura. Como se trata de um
sistema de controle mais simples quando comparado com estudos in vivo,
iniciamos nossos estudos com suplementagao de células de mamifero
(CV1-P) com licopeno e posterior exposigao ao sistema Fe-NTA/ascorbato.

Nossos resultados mostram que a suplementacéo de células, CV1-
P com licopeno (20 pmol/10° células) e posterior tratamento com Fe-
NTA/ascorbato reduziram os niveis de lipoperoxidagdo acompanhado pelo
decréscimo de compostos tidlicos ndo protéicos (NP-SH) (Tabela IV).
Esses resultados estao de acordo com dados publicados anteriormente
(Hartwig e col., 1993) mostrando aumento de TBARS apds 1 h de
incubacédo de células de mamifero com Fe-NTA.

Além do processo de peroxidacdo lipidica, um possivel dano
oxidativo em DNA das células (8-oxodGuoj também foi investigado.
Nossos resultados mostraram que a concentragao de 8-oxodGuo
aumentou mais de oito vezes no DNA das células tratadas com Fe-NTA
quando comparadas com o controle. O pré-tratamento das células com
licopeno diminuiu em 77% a concentragdo de 8-oxodGuo indicando que o

licopeno promove forte protecao contra oxidacdo de bases de DNA. Os
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possiveis mecanismos associados a essa protecdo serdo discutidos a

seguir junto com os resultados obtidos com os estudos in vivo.

1 - Efeito protetor de licopeno e B-caroteno contra lesées em
biomoléculas e alteragoes histologicas em tecidos de ratos

expostos a Fe-NTA

Diversos estudos epidemiolégicos e experimentais tém sugerido
uma associa¢ao entre saude e dietas ricas em frutas e vegetais (Sarker
1995). Entre os componentes dessas dietas, evidéncias experimentais
baseadas principalmente em estudos in vifro, apontam que carotendides
podem estar exercendo um importante papel nos mecanismos de prote¢ao
e diminuicdo de risco de cancer associado a esse tipo de alimentagao
(Giovanucci, 1999 e Stahl e Sies, 1996).

Visando contribuir para o esclarecimento dos possiveis mecanismos
envolvidos na protecao verificada nos estudos com dietas, utilizamos o
modelo de indugao de estresse oxidativo através de tratamento de ratos
com injecao ip com Fe-NTA por 3 e 24 horas. Apds os tratamentos, o
figado, rim, pulmao, préstata e linfécitos foram analisados para avaliar
parametros associados ao estresse oxidativo (lipoperoxidagdo e 8-
oxodGuo). Alguns dos tecidos foram também avaliados com relagao a
possiveis alteracdes histologicas associadas ao tratamento.

Em todos os tecidos analisados, o tratamento com Fe-NTA induziu

o estresse oxidativo, como resumido a seguir:
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2.1- Efeito do tratamento com Fe-NTA em ratos

Figado: Apéds tratamento com Fe-NTA, observamos no DNA de
hepatdcitos (Tabela Vill) concentragdes de 8-oxodGuo 4 a 5 vezes maior
que as concentragbes encontradas no DNA do grupo controle. Com
relacao aos dados obtidos nos estudos histologicos observamos que o
tratamento com Fe-NTA induziu modificacbes pré-carcinogénicas. Na
Figura 9 mostramos a evolugao da morte celular (necrose) no figado dos
animais tratados onde observamos um aumento no escore de 1 para o
tratamento com Fe-NTA por 3h e escore de 4 para o tratamento com Fe-
NTA por 24 h (Tabela IX). E importante ressaltar que esteatose e necrose
sao morfologicamente tipos distintos de injurias que podem ser induzidos
por danos oxidativos (Fargion e col, 2000). Os dados também permitiram
acompanhar a evolucao temporal da degeneracao lipidica induzida por Fe-
NTA (Figura 10 e 11).

As lesdes observadas sao especialmente interessantes para a
proposicdo de mecanismos de lesdo uma vez que foram acompanhadas
pelo aumento de ferro no hepatdcito (Tabela IX) e um significante aumento
no nivel de MDA (58% -75%) conhecido indicador de estresse oxidativo
associado a lipoperoxidagao (Tabelé VIl). A indugdo de um estado pro-
oxidante foi também observado por Kuchino (1987) que relatou diminui¢ao
nas concentragdes de glutationa hepatica ap6és a administragao de Fe-
NTA.

Rim: A habilidade de Fe-NTA em promover danos em DNA e
membranas celulares tem sido apontada como um mecanismo critico de

carcinogénese renal associada com injecao intraperitonial deste complexo.
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De fato, Toyokuni e col. (1994) reportaram diversas modificagbes
oxidativas em bases na cromatina renal de ratos submetidos ao tratamento
por 24 h com Fe-NTA. Estas lesdes sdo tipicamente produtos de reagao
com o radical hidroxila (HO").

Os nossos resultados mostram um aumento na concentragao de 8-
oxodGuo em DNA de rim de 8 2 9 vezes depois do tratamento dos ratos
com Fe-NTA por 3 horas e por 24 horas em relagdo a concentracéo
observada no DNA do grupo controle (Tabela XIlI).

Com relagao a lipoperoxidagéao, o tratamento induziu aumento na
concentracao de MDA de 84 a 221% depois do tratamento com Fe-NTA
por 3 e 24 h quando comparado com a concentracao no rim de animais do
grupo controle (Tabela XI).

A presenga de injuria renal foi também revelada por estudos
histologicosmostra que mostraram a evolugao de uma leve degeneragao
em balao nos tubulos proximais, cuiminando com uma severa necrose
hialina no epitélio de um tdbulo proximal depois do tratamento com Fe-
NTA (Figuras 12 e 15).

Prostata: Diversos estudos tém apontado uma possivel
contribﬁigéo de espécies reativas de oxigénio nos meoarl-ismos associados
ao cancer de prostata. As células epiteliais da prostata de muitos homens
na idade de risco de cancer estdo sujeitas a exposigdo as espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio relacionadas com inflamacgdes por
causa da alta incidéncia de prostatites. (Ripple e col., 1997; Malins e col.,
1997). Neste sentido, avaliar danos oxidativos nesse tecido €

especialmente importante.
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De fato, nossos resultados em prostatas de ratos tratados com
injecao i.p de Fe-NTA mostraram um aumento significativo (p<0,005) na
concentragdo de MDA (128% a 226%) quando comparamos a
concentracdes do controle (Tabela XVIIl). O mesmo efeito ocorreu para a
concentragdo de 8-oxodGuo que aumentou cerca de 4 vezes apods O
tratamento com Fe-NTA por 3 horas (Tabela XIX).

Pulmao: As fontes de espécies reativas diferem com o tipo de
tecido e inclui fumo, irradiagdo solar, inflamagao crénica e processos
metabdlicos normais (Cerutti 1985; Wiseman e Halliwell 1996; Ames e col.,
1983). Por exemplo, os pulmbes de fumantes estdo expostos a altas
concentragbes de radicais livres. Por exemplo, o 6xido nitrico (*NO)
presente na fumacga de cigarro pode reagir com o oxigénio para produzir
‘NO,. Os radicais *‘NO, sobrevivem tempo bastante na fumacga para
alcancar o tecido pulmonar. A fumaca de cigarro também age como
irritante ativando macréfagos que irdo gerar mais espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio (Halliwell e Gutteridge 1999). Sendo o pulmao
alvo dessas espécies o estudo do efeito de antioxidantes nesse tecido
também merece atengao especial.

O tratamento com Fe-NTA causou substancial lipoperoxidagdo em
pulmbes de ratos quando monitorado pela formacado de MDA. Obtivemos
aumentos de 59% a 239% nas concentragdes de MDA apds o tratamento
quando relacionados as concentragdes obtidas no pulmao do grupo
controle (Tabela XV). As concentragdes de 8-oxodGuo no DNA de pulméao
de ratos submetidos ao tratamento com Fe-NTA aumentaram cerca 4

vezes em relacao ao DNA de pulmao de animais controle (Tabela XVI).
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Linfocitos: Nossos estudos também investigaram lesdes oxidativas
em DNA de linfécitos. Os dados obtidos (Tabela XX) com o tratamento de
ratos com Fe-NTA por 3 horas mostraram também um aumento
significativo (4,8 vezes) na concentragdo de 8-oxodGuo em DNA de
linfécitos quando comparadas as concentragbes em DNA dos ratos do
grupo controle.

Em resumo, o tratamento de ratos com Fe-NTA induziu danos
oxidativos em biomoléculas em todos os tecidos estudados e importantes
alteracoes histolégicas nos tecidos analisados.

O ferro esta envolvido em muitas reag¢des bioldgicas e é essencial
para muitas formas de vida. Apesar disso, distirbios na homeostase de
ferro podem ter conseqiiéncias dramaticas para as células (Meneghini e
col. 1995). O envolvimento do ferro em diversas patologias ocorre atraves
de uma variedade de mecanismos, incluindo desde processo de
deposicao, ativagdo ou inativagao de sistemas enzimaticos, diminui¢ao das
fungdes de fagdcitos e interferéncia em apoptose (Simonart e col. 2000).

A indugcdo de estresse oxidativo promovida por Fe-NTA nao foi

apenas demonstrada através da indugdo de lesdes em biomoléculas

como também ja foi detectada a formagéo de radical superéxido (O2° ) em

plasma sanguineo de ratos 1 hora apds a administracdo de Fe-NTA
(Matsura e col., 1983). Tal fato sugere que o complexo de ferro leva a
producdo desse radical. Para isso € necessario que o ferro do complexo
seja inicialmente reduzido por agentes redutores presentes no sangue, tais
como ascorbato ou glutationa (Preece e col., 1988). As reacdes podef‘n ser

assim esquematizadas (Preece e col., 1988):
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NTAFeSt + 67> NTAFe2"

NTAFe?" + 05 > [NTAFe2 05 ] & INTAFeS 057 ] > NTAFe T+ 0o~

O radical superdxido formado promove a reducao de Fe3+ para

Fe2+ e producao de H2O2 para a subseqiiente reacao de Fenton (Preece

e col., 1988):

05" +Fe>t L5 0p + Fe2t

209" +2H = HoOp + 0>

2 3+

Fe + HoO2 —Fe” + OH + HO" (reagio de Fenton)

Dessa forma, o processo de peroxidacao lipidica pode ser iniciado
pela abstracdo, por radicais HO®, de atomos de hidrogénio dos acidos
graxos poliinsaturados das membranas celulares (Preece € col., 1988). Os
radicais iniciais gerados nesse processo, assim como espécies reativas

secundarias formadas a partir de reagdes do radical inicial podem induzir

os danos moleculares observados.

2.2- Efeito protetor de carotendides em tecidos de ratos
tratados com Fe-NTA
Licopeno é um carotendide presente em sangue humano em niveis
que variam de 022 - 1,06 nmol/mL (Stahl e col., 1996). Ja foi
suficientemente esclarecido que as dietas mediterraneas ricas em
carotenoide sdo saudaveis. Uma correlagao direta entre niveis de licopeno
€ a saude ja foi descrita em muitos estudos, em que niveis

significativamente altos de licopeno e selénio diminuiram a incidéncia de



cancer de bexiga e de pancreas quando comparados com o controle
(Helzlsouer 1989; Burney 1989). Um importante estudo epidemiologico
tambem relatou um baixo risco de cancer de prostata em dietas ricas em
licopeno (Giovannucci 1999). Desde de 1981 varios experimentos tém sido
realizados para mostrar que o beta-caroteno pode funcionar como agente
reddicr da incidéncia de cancer em humanos (Peto e coi,, 1981). Krinsky
(1991), mostrou que o (3-caroteno inibiu mutagenicidade, transformacgéao
maligna em célula e formagao de tumor, sugerindo, portanto, com este
estudo que o B-caroteno estaria exercendo um importante papel em
modular as ac¢les relacionadas a processos carcinogénicos. Quando
suplementamos ratos com licopeno ou p-caroteno por 5 dias e
submetemos os mesmos ao tratamento com Fe-NTA, verificamos que as
concentragcées de MDA e 8-oxodGuo em figado, rim, pulmao, préstata
diminuem ao nivel encontrado no DNA do controle (Tabelas Vil e VIII, Xl e
X, XV e XVI, XVII e XIX). A concentragdo de 8-oxodGuo também foi
reduzida em linfocitos de ratos suplementados com os carotendides
(Tabela XX). Os resultados com linfocitos sdo particulamente
interessantes uma vez que estudos com humanos vém tentando associar
niveis de carotendides em plasma e marcadores de estresse oxidativos em
linfocitos.

Verificamos também que os danos pré-carcinogénicos, necrose e
degeneragéo lipidica foram também expressivamente reduzidos em figado
e rim (Figuras 9-11 e 13-14, Tabela IX e XIIl ). A protecdo observada é
tambem nitida para pardmetros como o actimulo de lipidios (diminuigdo de

4 a 5 vezes) e reducdo do acumulo de ferro no hepatoécito. A analise da
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Tabela VI indica que o licopeno no figado exerceu sua acao antioxidante
sem ser consumido pelas espécies reativas de oxigénio, provavelmente
por um mecanismo de supressio fisica, o mesmo nao acontecendo com o
B-caroteno que teve sua concentracao diminuida em mais de 7 vezes, pois
pode ter sofrido oxidagao pelas espécies reativas de oxigénio (Stahl e col.,
199G Aiem disso, o B-caroteno sofre o efeito de primera gassagem no
figado, sendo convertido para vitamina A, ja diminuindo desta maneira sua
concentracao.

De fato, a atividade antioxidante de carotendides in vitro esta bem
estabelecida pela descrigdo de sua propriedade de supressao do 'O
(Foote e col., 1968) e sua habilidade para sequestrar radicais peroxilas
(Burtun e col., 1984). A supressédo do oxigénio singlete por carotenéides
ocorre por supressao quimica e fisica, vias que tém sido discutidas em
detalhe na literatura (Krinsk e col., 1989; Sies e col., 1995). A eficiéncia da
supressdo fisica excede muito a quimica e envolve transferéncia de
energia do 'O, para o carotendide, resultando em oxigénio no estado
fundamental e carotendide excitado no estado triplete. A energia deste
estado é dissipada em forma de calor através de interagdes rotapionais e
vibracionais, produzindo carotendide na forma fundamental (Tachon e col.,
1989; Di Mascio e col., 1996; Di Mascio e col., 1989; Krinsky, 1991).

'0, + p-caroteno — *0, + *B-caroteno
"B-caroteno — B-caroteno + energia (calor)

Alguns estudos relatam a influéncia da diminuicdo de carotendides

na dieta e o estado da defesa antioxidante. A diminuicdo de carotendides

tem sido associada com o aumento no plasma de substancias reativas ao
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acido tiobarbittrico, um indice de estresse oxidativo (Dixon e col., 1994;
Mobarhan e col., 1990).

Zhao e col. (1998) demonstram que quando ratos, machos e
fémeas, s&o alimentados com uma dieta contendo uma mistura de
carotendides extraidos do tomate, por dez semanas, observa-se um
grance eumento da concentragao de licopeno em figade (120-42 pg/g).
Niveis fisiologicamente significativos de licopeno foram também
encontrados em préstata (97-47 ng/g), pulmao (227-134 ng/g), glandulas
mamarias (309 -174 ng/g) e plasma (285 -160 ng/mL). Desta forma, a
suplementacao dos animais esta diretamente ligada a manutengdo do
estado antioxidante nao enzimatico com a conseqiente diminuigdo da
extensao da lipoperoxidacao induzida por Fe-NTA. O licopeno é um dos
principais carotendides encontrados no tecido pulmonar e as
concentragbes variam amplamente entre os individuos (Schmitz e col.,
1991). Usando um ensaio in vitro, B6hm e col. (Bohm e col., 1995)
mostraram que os carotendides sao eficientes em proteger linfocitos contra
danos provocado pelo radical ‘NO, . Nesse estudo, os autores mostraram
que o licopeno foi pelo menos duas»vezes mais efetivo que o B-caroteno
nessa protecao. O licopeno possui também propriedades anticancerigenas
como demonstrado em um modelo de carcionogénese de pulmao em ratos
(Kim e col.,, 1997). As propriedades farmacocinéticas do licopeno e {3-
caroteno permanecem pobremente compreendidas e € prematuro
recomendar o uso de doses farmacologicas de licopeno para qualquer
beneficio a saude. Sao claramente necessarios mais estudos sobre

biodisponibilidade, farmacologia e biologia destes carotendides
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potencialmente importantes. Até que dados mais definitivos considerando
beneficios especificos de formas purificadas do licopeno e B-caroteno
estejam disponiveis, as recomendagbes atuais devem enfatizar os
beneficios a saude de dietas ricas em uma variedade de frutas e vegetais,
incluindo tomates, cenouras e seus produtos derivados.

Os nossos dados mostraram também um aumento nas
concentracdes de licopeno e B-caroteno no figado, rim, pulmao e prostata
(Tabelas VI, X, XIV e XVII) depois da suplementacao por cinco dias com
estes carotenoides. Também observamos que as concentracdes de
licopeno e pB-caroteno no plasma de ratos aumentam depois de injecao i.p.
de 10 mg/Kg dos carotendides (Figuras 6 e 8).

Portanto, utilizando o modelo de inducado de estresse oxidativo
através de injecao i.p. de Fe-NTA em ratos suplementados ou ndo com
licopeno e o B-caroteno nossos resultados mostraram que esses
carotendides conseguiram previnir os danos oxidativos em todos os
tecidos estudados. A inibigao destes processos oxidativos pelos
carotendides, deve estar associada as suas habilidades, ja amplamente
demonstradas em sistemas in vivo, em sequestrar radicais peroxila e
(Stahl e col., 1996) oxigénio singlete (Di Mascio e col., 1989).

Os resultados aqui descritos podem portanto contribuir para o
melhor conhecimento dos mecanismos por meio dos quais os carotendides
podem vir a contribuir para uma boa satde. E importante ressaltar que os
dados obtidos em células e in vivo reforgam a possivel acdo antioxidante
dessas espécies mas nao descartam a participagao de outros efeitos que

vem sendo atribuidos a carotendides, como por exemplo, o aumento da
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comunicagao intracelular da juncdo “gap”, redugao de imunosupressao e
atividade pro-vitamina A (no caso do beta-caroteno) (Rao e Agarwal,

1999).
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6 - CONCLUSOES

Existe um interesse crescente sobre o papel da nutricdo na
prevencao de diversas doencgas associadas a processos oxidativos.
Estudos epidemiologicos sugerem a participacdo de carotendides na
reducédo de risco de cancer, doengas cardiovasculares, catarata, entre
outras. Apesar dos diversos trabalhos com seres humanos, os
mecanismos dessa possivel protecao ainda nao estdo comprovados, uma
vez que existem ainda poucos estudos com sistemas modelo in vivo. Os
resultados aqui apresentados, realizados em células e em ratos tratados
com o conhecido sistema gerador de lesbes oxidativas in vivo (FENTA),
demonstram que: (i) pré-tratamento de células de mamifero com licopeno
leva a protecao contra lesées oxidativas (lipoperoxidacao e 8-oxodGuo)
induzidas por tratamento com ferro; (ii) em ratos tratados com FeNTA i.p.,
tanto o licopeno como o beta-caroteno protegeram contra lesées oxidativas
em biomoléculas (membranas e DNA) em diversos sitios (rim, figado,
prostata, pulmao e linfocitos); (iii) licopeno e beta-caroteno reduziram de
maneira expressiva as alteragdes histoldgicas, tipicas de lesbes pré-
carcinogénicas (necrose, esteatose, degeneracédo em bal&o) nos tecidos
estudados.

Estes dados sugerem que o licopeno e o beta-caroteno tém acao
antioxidante na protecdo de lesbes oxidativas induzidas por ferro e
contribuem para o esclarecimento da agao bioldgica dos carotendides em
organismos submetidos a sistemas que induzem o estresse oxidativo. A

conhecida habilidade desses carotenodides em seqilestrar radicais peroxila
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oxidativas em biomoléculas e alteragdes histologicas nos tecidos, aqui

descritas.
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