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RESUMO

Evidências experimentais e epidemiológicas sugerem que o Iicopeno

e o p-caroteno, presentes em tomates, produtos de tomates, muitas frutas e

vegetais, podem prevenir certos tipos de câncer em seres humanos.

Entretanto, para estabelecer firmemente as relações do licopeno com a

prevenção de doenças, maiores informações sobre os possíveis

mecanismos bioquímicas associados a esses processos são necessárias.

Com este intuito, investigamos o efeito do licopeno em células de mamífero

e em ratos submetidos a excesso de ferro, sistema conhecido por promover

o estresse oxidativo gerando lesões em biomoléculas.

Inicialmente investigamos o efeito protetor do licopeno em

lipoperoxidação 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

NTAlascorbato mostram uma redução de 86% na lipoperoxidação e

redução em 77% na formação de 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8

oxodGuo), quando comparadas com as células tratadas apenas com Fe

NTAlascorbato. Considerando esses resultados, resolvemos seguir nossos

estudos, in vivo, verificando se o pré-tratamento com licopeno e p-caroteno

protegeria ratos Wisfar, submetid(j~ a tratamento com injeção intraperitonial

de Fe-NTA, da lipoperoxidação, de danos oxidativos em DNA e de

mudanças histopatológicas em fígado, rim, próstata e linfócitos.

Comparados com os tecidos de ratos do grupo controle, o fígado, o rim, o
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pulmão, a próstata e os linfócitos de ratos tratados com Fe-NTA mostraram

um aumento de 2-5 vezes na concentração de 8-oxodGuo e um aumento

de 40-75% na concentração de malonaldeído (MOA). Concomitantes

mudanças histopatológicas no rim e no fígado (necrose e esteatose) foram.

também observadas. Com o pré-tratamento por cinco dias consecutivos

com Iicopeno ou B-caroteno (10 mg/kg de massa corpórea, í.p),

observamos completa prevenção dos danos oxidativos em DNA, da

lipoperoxidação e das alterações histológicas nos tecidos estudados.

Diversos estudos in vitro têm demonstrado a habilidade desses

carotenóides em seqüestrar radicais peroxila e suprimir oxigênio singlete. O

presente trabalho indica que essa ação antioxidante ocorre também em

células e in vivo, através da proteção de lesões oxidativas em biomoléculas

e danos em tecidos induzidos por ferro. Os dados apresentados contribuem

para o esclarecimento da ação biológica dos carotenóides em organismos

submetidos a sistemas que induzem o estresse oxidativo e suportam um

dos possíveis mecanismos responsáveis pelo potencial anticâncer de

carotenóides observados em estudos epidemiológicos.
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ABSTRACT

Experimental and epidemiological evidences suggest that Iycopene

and ~-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 Iycopene 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 Iycopene (20 fmol/106 cells) showed an approximate

reduction of 80% in Fe-NTAlascorbate-induced lipid peroxidation (TBARS).

Leveis of 8-oxodGuo in the cells increased over tenfold after treatment with

Fe-NTAlascorbate as compared to the control group. Lycopene

supplementation decreased 8-oxodGuo in Fe-NTAlascorbate-treated cells

to approximately 70%.

In arder to verify if these effects are also operative in vivo, we have

investigated the effect of Iycopene and ~-carotene pre-treatment on lipid

peroxidation, oxidative damage to ONA and histopathological changes in

liver, kidney, lung, prostate and Iymphocytes of animais subjected to i.p.

ferric nitrilotriacetate (Fe-NTA) admini3tration. Compared with control rats,

liver of Fe-NTA treated animais showed a 2-5 fold increase in 8-oxodGuo

levei and 40-75 % increase in malodialdehyde (MOA) accumulation

concomitant with tissue histopathological changes. Five days of Iycopene

11



and ~-carotene pre-treatment (10 mg/kg body weight, i.p.) almost

completely prevented liver biomolecule oxidative damage and protected the

tissue against the observed histological alterations.

In conclusion, it is shown that Iycopene and ~-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. INTRODUÇÃO

1.1 - Propriedades químicas eestruturais dos carotenóides

Os carotenóides são uma classe de mais de 600 pigmentos naturais

lipofílicos presentes em frutas, vegetais e alguns microorganismos (Stahl e

cal., 1996). A cor e a atividade antioxidante são conseqüências de sua

estrutUl a única, um sistema de duplas ligações conjugadas. Os

carotenóides são tetraterpenos formados pela ligação de duas unidades de

C-20 e em muitos carotenóides o grupamento final é modificado em anéis

de 5 e 6 membros, gerando compostos monociclos e diciclos. Com base

na sua composição os carotenóides são subdivididos em dois grupos.

Aqueles que contêm apenas átomos de carbono e hidrogênio são

designados carotenos. Entretanto, a maioria dos carotenóides naturais

contém pelo menos um átomo de oxigênio compondo grupos ceto-,

hidroxi- ou epóxi-carotenóides. A presença de oxigênio nos carotenóides

gera um grupo chamado de xantofilas, por exemplo, luteína e

cantaxantinas (Straub, 1987, van der Berg e cal., 2000) (Figura 1).

Em princípio, cada cadeia poliênica de duplas ligações pode existir

na conformação eis ou trans, criando um enorme número de isômeros

geométricos. Entretanto, devido a restrições estéricas, poucos isômeros

são formados em quantidades apreciáveis. Nos organismos humanos a

distribuição de isômeros varia entre os carotenóides, e diferentes

distribuições são encontradas nos diversos compartimentos do corpo.

As cores características relativas à absorção de luz dos

carotenóides na região de 400 a 500 nm do espectro de luz ocorrem

devido à presença de duplas ligações conjugadas nessas moléculas. O

13



licopeno e ~-caroteno apresentam apenas duplas ligações carbono

carbono, mas em algumas outras moléculas, como as cantaxantinas, duas

duplas ligações carbono-oxigênio se estendem da cadeia poliênica do

cromóforo.

A cadeia poliênica rica em elétrons é suscetível ao ataque

eletrofílico. Deste modo, agentes oxidantes e radicais livres reagem

rapidamente com os carotenóides in vitro. De fato, os carotenóides em

solução são facilmente degradados em presença de apenas traços de

oxigênio, levando-os a ter menos cor, assim que o cromóforo é c1ivado.

Entretanto, in vivo, devido a suas propriedades hidrofóbicas, a molécula do

carotenóide é muitas vezes estabilizada contra ataques de agentes

eletrofílicos por proteínas, especialmente lipoproteínas e lipídios

constituintes de proteínas de membranas. Portanto, a instabilidade dos

carotenóides em solução não reflete a sua taxa de degradação em célula.

Além disso, a orientação do carotenóide dentro da membrana deve

influenciar sua suscetibilidade para diferentes ataques de radicais livres.

Se a molécula de carotenóide estiver nos limites das áreas hidrofóbicas

das membranas, elas só reagirão eficientemente com os radicais que

estiverem nas suas proximidades. Em contraste, os grupos funcionais

polares das xantofilas, tal como hidroxilas, favorecem maior acessibilidade

para as moléculas de água do meio (Britton, 1995).
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1.2 - Carotenóides como antioxidantes

Uma definição geral de antioxidante foi proposta por Halliwelle

Gutteridge (1999) como qualquer substância que, quando presente em

baixas concentrações relativas aos substratos oxidáveis, pode suprimir,

atrasar ou previnir a oxidação de~~es ~:Jbstratos.

A atividade antioxidante de carotenóides in vitro foi bem

estabelecida pela descrição de sua propriedade de supressão do 102

(Foote e coL, 1968) e sua habilidade para seqüestrar radicais peroxilas

(Burtun e coL, 1984). A supressão do oxigênio singlete por

carotenóides ocorre por supressão química e física, vias que têm sido

discutidas em detalhe na literatura (Krinsk e coL, 1989; Sies e coL,

1995). A eficiência da supressão física excede muito a quimica e

envolve transferência de energia do 102 para o carotenóide, resultando

em oxigênio no estado fundamental e carotenóide excitado no estado

triplete. A energia deste estado é dissipada em forma de calor através

de interações rotacionais e vibracionais, produzindo carotenóide na

forma fundamental (Tachon e coL, 1989; Di Mascio e coL, 1996; Di

Mascio e coL, 1989; Krinsky, 1991).

102 + ~-caroteno ----* 302 + *~-caroteno

·~-caroteno ----* ~-caroteno + energia (calor)

A constante de supressão de oxigênio singlete por carotenóides

está na ordem de 109 M-1
S-1, isto é, aproxima-se da constante de controle

por difusão.
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A atividade supressora dos carotenóides depende

fundamentalmente do número de ligações duplas conjugadas e, com

menor importância, dos grupos terminais (cíclicos ou acíclicos) ou da

natureza do substituinte em carotenóides contendo cadeias cíclicas

(Hirayama e coL, 1994). A supressão química contribui com menos de

0,05% do total da capacidade d€ supressão dos carotenóides e é

responsável pela decomposição final dos carotenóides (Krasnovskii e coL,

1983). Alguns dos produtos da decomposição formados da interação do

licopeno com o oxigênio singlete têm sido recentemente identificados. A

irradiação do licopeno em presença de azul de metileno como

sensibilizador e atmosfera de oxigênio induz a formação de 2-metil-2

heptano-6-ona e apo-6-licopenal, bem como outros produtos da reação

(Ukai e coL, 1994). Especula-se também que a decomposição ocorre via

formação de um dioxoetano intermediário nas posições 5-6 das duplas

ligações. Os produtos da decomposição podem ter atividades biológicas

como está descrito para os apocarotenais formados do ~-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

carotenóides durante fotooxidação de plasma humano e lipoproteína de

baixa densidade (LDL) (Ojima e coL e Terao, 1993). Em ambos, plasma e

LDL, os carotenóides e tocoferois foram consumidos, quando

hidroperóxidos de éster colesteril foram acumulados. Licopeno e ~

caroteno foram mais resistentes à fotooxidação em plasma do que luteína

e zeaxantir.a. Em contraste, o decréscimo de licopeno foi alto em LDL e

plasma, quando o ácido 12-(1-pireno) dodecanóico foi utilizado como
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fotossensibilizador. ~-Caroteno é um eficiente seqüestrador de radicais

peroxilas, especialmente em baixa tensão de oxigênio (Burtun e coL, 1984;

Kennedy e coL, 1991). Este efeito pode ser exibido também com outros

carotenóides, incluindo licopeno. A interação de carotenóides com radicais

peroxila pode produzir um aduto instável do ~-caroteno (Burtun e coL,

1984).

A reação de carotenóides (abreviados como Car nas reações

abaixo) com radicais de oxigênio pode ocorrer por:

1- transferência de elétrons, como por exemplo:

CCI30 2• + Car ~ Caro+ + CCI30 2

2- reação adição

Car + R02• ~ [ Car-OOR] o

Os carotenóides podem também reagir com HO· como doador de átomo

de hidrogênio

HO· + CarH ~ Caro + H20

Os radicais centrados no carbono do Caro são relativamente

estáveis devido à delocalização eletrônica o que torna a reação com o

oxigênio lenta.

CarO + Oz B CarOzo

O Car" pode também adicionar outro radical, por exemplo:

Caro + RO/ ~ Car-OOR

gerando um produto não radicalar.
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Além das funções como antioxidante é importante ressaltar que os

carotenóides desempenham diversos outros papéis nos sistemas

biológicos (van den Berg e col. , 2000; ülson e Krinsky, 1995 e Krinsky,

1993). A função mais estudada de carotenóides é a atividade pró-vitamina

desempenhada por alguns desses compostos, especialmente o ~-caroteno

(o a-caroteno e a ~-criptoxantina também possuem atividade pró-vitamina

A só que menor que a do ~-caroteno).

Alguns estudos têm apontado efeitos imunomoduladores, como a

redução de imunossupressão induzida por UV (Fuller e col., 1992). É

descrita também a capacidade de carotenóides em aumentar a

comunicação intercelular, junção "gap" (Rao e Agarwal, 1999). A perda

desta comunicação pode ser um fator importante para a transformação

maligna e a restauração desta pode reverter o processo maligno (Stahl e

Sies, 1998). As principais funções biológicas do licopeno e ~-caroteno

estão sumarizadas na Tabela I.

19



Tabela I

Propriedades química e bioquímica do licopeno e 13-caroteno (Stahl e col., 1996).

Licopeno l3-caroteno Referência

Número total de duplas ligações conjugadas 11 9

Supressão de oxigênio singlete 17 x 109 13 x 109 (1,2)

Sequetro de radicais (equivalente em Trolox) 2,9 1,9 (3)

Reação de ânions radicais de carotenóides com

02; k ( M-1 s-1 ) 2 X 108 25 X 108 (4)

Atividades biológicas

Indução de junções gap comunicantes ++ ++++ (5)

Inibição do crescimento de células + ++++ (6)

quimicamente transformadas (C3H/1 OT1 /2)

Supressão da proliferação 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 p-caroteno

Iniciando com o mevalonato, os carotenóides são biossintetizados

por uma via especial dos terpenóides (Figura. 1) (Yung e col., 1993). A

primeira unidade hidrocarboneto formada com C- 40 é o fitoeno, um

carotenóide que possui três duplas conjugadas, é enzimaticamente

dessaturado para produzir sucessivamente ç-caroteno, neurosporeno e

licopeno. Outros carotenóides, tal como o p-caroteno e oxocarotenóides,

são produzidos a partir do licopeno através de ciclização e reações de

hidroxilação. Portanto, o licopeno é a molécula central na via de
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biossíntese dos carotenóides. Tomate (So/anum /ycopersieum) e seus

produtos são a maior fonte de licopeno em dietas humanas. Existe

também no tomate e seus produtos uma certa quantidade de a, p, y, ç

caroteno e luteína (Tonucci e coL, 1995). Outras fontes de licopeno são

melancia, goiaba vermelha e uva roxa (Gross, 1987, 1991; Mangels e coL,

1993). Tomates contêm cerca de 30 m~ de licopeno/kg de fruto cru (Hart e

coL, 1995). Altas concentrações são encontradas nos produtos do tomate;

por exemplo, no suco de tomate temos 150 mg de Iicopeno/L e, em

"ketchup", cerca de 100 mg/kg. Entretanto, a quantidade de licopeno em

produtos concentrados de tomates é geralmente menor do que o

esperado, resultado de perdas durante o processamento do produto

(Tavares e coL, 1994). Na Tabela 11 estão apresentadas as concentrações

de licopeno e p-caroteno em frutas e vegetais.

Novas técnicas têm sido utilizadas para detectar e quantificar

isômeros do licopeno em alimentos e amostras biológicas (Yeum e coL,

1996; Clinton e coL, Sander e coL, 1994; Di Mascio e coL, 1989).

Pequenas concentrações de isômeros eis têm sido detectadas em

produtos processados de tomates (Clinton e coL, 1996), enquanto que

grandes concentrações 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 padrão de isômeros em amostras

humanas é qualitativamente similar aos derivados de dietas de ratos

contendo produtos derivados de tomates. Observa-se também 12-13 tipos

de isômeros diferentes em amostras de plasmas humanos e 14-18
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diferentes isômeros em próstata (Clinton e coL, 1996). O trans-licopeno é o

isômero geométrico que se encontra em maior quantidade em tomates

frescos, mas a isomerização de trans para eis ocorre durante o

processamento e estocagem. Em vários produtos alimentícios à base de

tomates, todos os isômeros trans contribuem com 35-96% do licopeno total

(Schierle e coL, 1996). O isômero 5-eis do licopeno foi isolado de tomates

maduros e identificado por ressonância magnética nuclear (RMN)

(Zumbrunn e coL, 1985). A proporção de 5-eis-licopeno em alimentos à

base de tomates foi de 4-27%; uma pequena quantidade de outros

isômeros foi detectada (Schierle e coL, 1996). O conteúdo de licopeno em

tomates difere de acordo com a variedade de tomate. Algumas destas

variedades, como a vermelha, contêm cerca de 50 mg/kg, enquanto que a

amarela possui 5 mg/kg (Hart e coL, 1995). O conteúdo de muitos

carotenóides, incluindo o licopeno, aumenta de acordo com o

amadurecimento (Liu e coL, 1977). Extratos de carotenóides, de tomates,

são usados também como corantes na indústria de alimentos (Nir e coL,

1993).

Até o momento, a relevância biológica dos isômeros eis é

desconhecida. O isômero eis difere significativamente em seu formato

molecular do isômero trans. Desta forma, podemos conjecturar que a

habilidade do isômero eis em ser incorporado dentro de Iipoproteínas ou

estruturas lipídicas subcelulares, assim como de interagir com várias

proteínas, pode ser significativamente diferente quando comparada ao

isômero trans. Os isômeros eis também têm menor probabilidade de se

cristalizarem ou se agregarem, podendo, portanto, ser mais facilmente

solubilizados em soluções Iipofílicas e mais rapidamente transportados
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dentro de células, ou entre tecidos. A possibilidade da participação dos

isômeros eis do licopeno em reações biológicas específicas ainda precisa

ser mais estudada (Steven 1998).

Tabela"

Concentração de licopeno e p-caroteno em frutas e vegetais

Fruta ou vegetal Licopeno p-caroteno

(mg/100 g de porção crua consumida)

Tomate cru

Suco de tomate

Polpa de tomate

Melancia

Goiaba vermelha

Brócolis

Manga

Mamão (papaia)

Jerimum Caboclo

3,1-9,3

6,1 - 10,8

6,3 - 16,7

4,1

5,2

1,9-4,0

0,2 - 0,5

0,3 - 0,9

0,4 - 1,0

0,4

2,3

1,5

0,1 - 0,6

0,8 - 3,4

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

1990)

1.4- Cinética, absorção, tr~nsporte e metabolismo

Carotenóides exibem distintas propriedades físicas e estruturais.

Assim, indubitavelmente, exibem diferenças na dinâmica de absorção,

distribuição, metabolismo e excreção (Parker, 1996; Bierer e coI. , 1995;
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Erdman e col., 1993). Muito do nosso conhecimento é derivado de estudos

do ~-caroteno; muito pouco se conhece de outros carotenóides. Os

carotenóides encontram-se fortemente associados a macromoléculas na

maioria dos alimentos, o que deve tornar a sua absorção problemática

(Zhou e col., 1996). Muitos fatores influenciam a liberação do carotenóide

da matriz física do alimento e a sua dissoluç::1o dentro das gotas de lipídios

no estômago e duodeno (Erdman e col., 1993). Aquecer o alimento antes

da ingestão pode melhorar a biodisponibilidade como um resultado da

dissociação do complexo proteína-carotenóide ou da dispersão dos

agregados de cristais de carotenóides. Os lipídios têm uma importante

função na dissolução dos carotenóides e subseqüente absorção. Por

exemplo, licopeno é mais eficientemente absorvido quando o suco de

tomate é misturado com um lipídio suplementar (Stahl e col., 1992). Como

resultado da ação de sais biliares e Iipases pancreáticas, as gotas de

lipídios contendo carotenóides entram no duodeno e formam micelas

multilamelares (Parker, 1996). A transferência dos carotenóides de dentro

das micelas para as células da mucosa parece ocorrer por meio de difusão

passiva (EI-Gorab, 1975; Hollander e col., 1978).

A capacidade das micelas em incorporar carotenóides pode

depender do padrão da dieta em ácidos graxos e da estrutura do

carotenóide (Parker, 1996). Absorção deficiente de lipídios ou doenças

associadas a este processo, ou ao metabolismo de drogas, podem afetar a

absorção de carotenóide. Lipídios não absorvíveis como poliésteres de

glicose, que vem sendo adicionados a dieta como substituintes de ácidos

graxos, pelo seu caráter hidrofóbico, podem diminuir a absorção de
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carotenóides no lúmen intestinal. De fato, a administração de 18 g/dia, em

dietas deste tipo, mostra uma redução nos níveis plasmáticos de licopeno

na faixa de 30% depois de 16 semanas de consumo (Koonsvitsky e coI. ,

1997).

Quilomícrons são os responsáveis pelo transporte de carotenóides

da mucosa intestinal para a corrente sangüínea via sistema linfático

(Parker, 1996). Carotenóides são transportados no plasma exclusivamente

por lipoproteínas e nenhum outro transportador específico de carotenóide

ou proteína transportadora foi identificado (Parker, 1996; Krinsky e col.,

1958). As propriedades físicas definidas pelas estruturas dos carotenóides

parecem contribuir para a distribuição variada de carotenóides específicos

entre as classes de lipoproteínas. Os carotenóides intactos e os produtos

da quebra nos enterócitos são incorporados em quilomícrons e secretados

dentro do sistema linfático para serem transportados para a corrente

sangüínea. Desta maneira, eles são internalizados na corrente sangüínea

e os quilomícrons liberam os lipídios pela ação de lipases de lipoproteína,

associados com o endotélio e com lipoproteínas do plasma. Os

quilomícrons remanescentes são absorvidos pelo fígado através da

mediação de um receptor. Os carotenóides lipofílicos, como o licopeno,

são distribuídos dentro do corpo hidrofóbico das partículas de

Iipoproteínas, enquanto que os carotenóides com grupos funcionais

polares podem estender-se mais pela interface aquosa da superfície,

facilitando a absorção por outras lipoproteínas. Esta orientação dos

carotenóides pode influenciar a absorção pelo tecido extra-hepático. Pela

estrutura do Iicopeno e do ex e ~-caroteno, estes são transportados através
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da LOL, enquanto que os carotenóides oxigenados (Iuteína, zeaxantina,

cantaxantina, ~-criptoxantina) são mais igualmente distribuídos entre LOL

e HDL (Goulinet e col., 1997). O conteúdo de carotenóides e vitamina E é

pequeno em LDL oxidada, quando comparado com LDL normal (Goulinet e

coL, 1997). Os autores concluem que a diminuição destes carotenóides e

vitamina E na LDL densa estaria associada a menor resistência dessa

partícula a danos oxidativos e também uma menor disponibilidade de

antioxidantes nos tecidos alvo em indivíduos com fenótipo associado com

esse tipo de LOL.

Um outro problema não resolvido é se a HOL com carotenóides

participa em algum tipo de transporte reverso de tecidos extra-hepáticos

para o fígado, como o proposto para o colesterol (Parker, 1996; Krinsk e

coL, 1958). Estudos adicionais devem ser realizados a fim de saber como

as lipoproteínas influenciam na distribuição de licopeno para os tecidos e

quais as funções de seus isômeros e metabólitos para o organismo.

Depois de internalizado dentro dos enterócitos parte do p-caroteno

absorvido é convertido em vitamina A (através de ésteres de retinal). Duas

diferentes vias têm sido mostradas in vivo para o processo de conversão

biológica do p-caroteno em retinal, c1ivagem central e acêntrica. A

c1ivagem central da cadeia poliênica do ~-caroteno envolve uma 15,15'

dioxigenase (Goodman e Olson 1996), que conduz, em um primeiro passo,

a duas moléculas de retinaL As outras reações descrevem a c1ivagem

acêntrica descrita por Wang e coL (1991), como ocorre in vitra, que produz

apo-carotenais. Como o retinal tem sido identificado como sendo o

primeiro produto de reação em muitos estudos in vitra, a c1ivagem central é
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assumida. Entretanto ainda existem controvérsias com relação a

estequiometria da reação de c1ivagem central sobre a relevância da

c1ivagem acêntrica in vivo. Muitas das evidências estão a favor da

clivagem central, mas a c1ivagem acêntrica pode ocorrer dentro de

determinadas condições (Wang e col, 1991). Já está bem estabelecido que

20 a 75% do ~-caroteno é c1ivado (Goodrnan e coL, 1966; Van Vliet e coL,

1996 e Novotny e coL, 1995) e a taxa de quebra é dose dependente e é

influenciada pelo nível de vitamina A (Van Vliet e coL, 1996).

A concentração média de licopeno no plasma em diferentes

populações varia de 50 a 900 nM/L, embora a variação interindividual seja

tipicamente muito ampla, com padrão de variação na faixa de 50% ou mais

da média. A concentração média de licopeno em diferentes populações do

mundo reflete o consumo de tomates e seus produtos. Por exemplo, na

América Central, Japão e Senegal, a concentração plasmática em crianças

varia de 70 a 120 nM/L, enquanto que crianças nos EUA têm uma média

de 800 nM/L. Poucos estudos têm sido feitos para examinar os

coeficientes de correlação dos níveis plasmáticos de licopeno com o

tempo. Alguns trabalhos mostram que a concentração de licopeno flutua

modestamente, exceto quando ocorrem mudanças significativas de

ingestão (Apgar e coL, 1996). Licopeno parece ser relativamente estável

em amostras de sangue, quando estas são coletadas dentro de um padrão

clínico de coleta e estocadas a -700 C por muitos anos (Apgar e coL, 1996

e Gross e coL, 1995).

Diversos estudos têm avaliado a variação nos níveis plasmáticos do

licopeno, depois de mudanças na concentração de carotenóides na dieta.
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Restrições na dieta de fontes de licopeno resultam num gradual declínio

das concentrações plasmáticas de Iicopeno. Por exemplo, em estudos com

indivíduos saudáveis consumindo uma dieta com baixas concentrações de

carotenóides, a meia vida plasmática do licopeno foi de 12 a 33 dias e a do

~-caroteno foi menor que 12 dias (Rock e col., 1992). Em investigações

com suplementação de dietas com alilT;~ntos contendo licopeno, verificou

se que as concentrações de Iicopeno no plasma são restabelecidas muito

gradualmente (Carughi e coL, 1994; Micozzi e coL, 1992). Em seis

semanas de estudo com voluntários recebendo 180 mg de suco de tomate

contendo 12 mg de licopeno, verificou-se que a concentração 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

concentração de Iicopeno em frações de quilomícrons da circulação

sistêmica (Gartner e col., 1993). Cada fonte continha 23 mg de licopeno

que foi misturada com 15 g de óleo comestível. A pasta de tomate mostrou

um aumento 2,5 vezes maior na concentração de licopeno do que a

porção de tomates frescos. Observou-se um aumento significativamente

maior de isômeros eis depois da ingestão da pasta de tomate do que na de

tomates frescos. Estas observações apoiam o conceito de que o

processamento do alimento pode aumentar a biodisponibilidade dos

carotenóides (Erdman e coI. , 1993; Zhou e col., 1996; Poor e col., 1993).

Muito pouco se conhece sobre o metabolismo ou degradação do

licopeno em mamíferos (Stahl e coI. , 1996; Gerster, 1997). Poucos

metabólitos de licopeno foram detectados em plasma humano ou tecidos.
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Por exemplo, 5,6 dihidroxi-5,6 dihidro-Iicopeno foi detectado por Khachik e

col.(1997), o qual postula que este composto pode ser um produto de uma

reação de oxidação in vivo via um epóxido de licopeno como intermediário.

Pesquisas adicionais são necessárias na área de técnicas analíticas para

estabelecer melhores ferramentas para examinar as quantidades muito

pequenas dos metabólitos de licopc!Jo ;:;:-esentes em sangue e/ou tecidos.

1.5 - Distribuição de carotenóides em tecidos

o Iicopeno e p-caroteno acumulam-se nos tecidos humanos. Este

fato é confirmado através da licopenemia e carotenemia após consumo

excessivo desses carotenóides (Mathews-Roth, 1988). Um caso de

licopenemia foi descrito por Reich e cal. (1960) depois de prolongado e

excessivo consumo de suco de tomate por uma mulher de meia idade. Tal

consumo induziu mudança da coloração da sua pele por meio do aumento

do nível plasmático de Iicopeno e provocou a mudança da cor do fígado

para laranja-amarelado. A cor da pele da paciente voltou ao normal depois

de três semanas de uma dieta livre de suco de tomate.

Os níveis de licopeno e p-caroteno em tecidos humanos estudados

são apresentados na Tabela 111. Diferenças intra-individuais nos níveis de

carotenóides foram encontradas. Mais apropriadamente, altos níveis de

licopeno e p-caroteno foram encontrados em fígado, glândulas adrenais e

testículos, enquanto que em pulmão e rim, a concentração foi menor. Em

estudos realizados nos EUA (Kaplan e col., 1990; Nierenberg e cal., 1992;

Schimitz e coI. , 1991), os níveis de licopeno excederam os de p-caroteno
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em todos os tecidos analisados, exceto no ovário. Altos valores, tanto de

p-caroteno como de Iicopeno, foram encontrados no fígado, glândulas

adrenais e rim. Outro estudo feito na Alemanha (Stahl e coL, 1992)

confirmou estes dados, mas a concentração de licopeno encontrada no

testículo foi maior que o de p-caroteno. Embora carotenóides sejam

bastante lipofílicos, seu nível no tecido adiposo é baixo, comparado, por

exemplo, com o fígado ou testículos. O tecido adiposo contribui

consideravelmente para o conteúdo total de carotenóides no organismo,

pois este tecido representa mais de 20% do peso do corpo.

A absorção e a distribuição de licopeno dentro de diferentes tecidos

de ratos e macacos foram estudadas depois de aplicação de Iicopeno

marcado radioativamente (Mathews-Roth e coL, 1990) e o fígado foi o

órgão no qual houve maior acúmulo de licopeno.
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Tabela 111

Níveis de licopeno e ~-caroteno em tecidos de ratos

(nmol/g de tecido úmido)

Kaplan et aI. Nierenberg and Nan Schmitz et aI.Tecido Stahl et aI.

(1990) (1990)

Licopeno

(1992) (1991 )

Fígado 1,28 2,45 5,72

Rim 0,15 0,39 0,62

Adrenal 1,90 21,60

Testículo 4,34 21,36

Ovário 0,25 0,28

Adiposo 0,20 1,30

Pulmão 0,22 0,57

Cólon 0,31

Pele 0,78

Mama 0,42

~-caroteno

Fígado 3,02 1,82 4,41

Rim 0,55 0,31 0,55

Adrenal 5,60 9,39

Testículo 2,68 4,36

Ovário 0,45 0,97

Adiposo 0,38 0,38

Pulmão 0,12 0,35

Cólon 0,17

Pele 0,71

Mama 0,27
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1.6 - Complexo fe-NTA (ácido nitrilotriacético de ferro 111)

o ácido nitrilotriacético (NTA) é um ácido aminotricarboxílico

sintético que forma complexos solúveis em água com vários cátions

metálicos em pH neutro e, por causa dcs efeitos ambientais dos fosfatos

nos despejos (eutroficação), tem sido usado como substituto de

polifosfatos em detergentes para uso doméstico e hospitalar nos Estados

Unidos, Canadá e Europa (Mottola, 1974; Anderson e coL, 1985).

Estudos iniciais realizados com a forma não-complexada do ácido

nitrilotriacético foram descritos na literatura, tendo sido observadas

alterações microscópicas nos túbulos renais e uma baixa incidência de

tumores no trato urinário de animais experimentais que receberam altas

doses de NTA não-complexado (Anderson e coL, 1985).

O interesse na toxicidade do ácido nitrilotriacético complexado com

metais surgiu quando Awai e colaboradores (Awai e coI. , 1977; Awai e coL,

1979) mostraram a ocorrência de glicosúria e de depósitos de ferro no

fígado de ratos, após injeções intraperitoniais de Fe-NTA. Essas

alterações eram semelhantes às observadas em pacientes com

hemocromatose idiopática, doença hereditária em que há excessiva

absorção de ferro ao nível intestinal. O ferro em excesso se acumula no

fígado, levando a danos neste órgão, inclusive câncer (Okada e col.,

1987). Entretanto, o principal alvo dos .danos provocados por

nitrilotriacetato de ferro é o rim e foi verificado que a administração

intraperitonial de Fe-NTA induz necrose tubular proximal, levando a uma
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alta incidência de adenocarcinoma renal em ratos e camundongos (Okada

e co!., 1983; Hamazaki e co!., 1985; Hamazaki e col.,1986; Ebina e col.,

1986; Li e co!., 1987).

É sabido que Fe-NTA é um potente indutor de peroxidação lipídica.

Isso foi demonstrado pela detecção de substâncias reativas ao ácido

tiobarbitúrico, produção de etano e t.;uin-:;oluminescência em homogenatos

de fígado e rins de ratos ou em suspensão de hepatócitos após a adição

de Fe-NTA, in vitra, ou após injeção intraperitonial (Okada e co!., 1987;

Yamoni e col., 1984; Goddard e co!., 1986; Preece e col., 1988). O

aparecimento de dienos conjugados em frações mitocondriais de fígado de

ratos tratados com Fe-NTA (Bacon e col., 1983) e a exalação de alcanos

com subseqüente aumento de malonaldeído em fígado de camundongos

que receberam Fe-NTA (Goddard e col., 1983) também indicam a indução

de peroxidação lipídica.

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

de lipoperoxidação não foi ainda completamente entendido.

Foi demonstrada a formação de radical superóxido (02--) em soro

de ratos 1 hora após a administração de Fe-NTA (Matsura e co!., 1983).

Tal fato sugere que o complexo de ferro leva à produção desse radical.

Para isso é necessário que o ferro do complexo seja inicialmente reduzido

por agentes redutores presentes no sangue, tais como ascorbato ou

glutationa (Preece e co!., 1988). As reações podem ser assim

esquematizadas (Preece e col., 1988):
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3+ - 2+
NTAFe + e ~ NTAFe

2+ 2+ 3+ - 3+.-
NTAFe + 02 B [NTAFe 02] B [NTAFe 02 1B NTAFe + 02

o radical superóxido formado promove a redução de Fe3+ para

Fe2+ e produção de H202 para a subseqüente reação de Fenton (Preece

e coL, 1988):

.- 3+ 2+02 + Fe -+ 02 + Fe

2 02·- + 2H+ -+ H20 2 + 02

2+ 3+ - • _
Fe + H202 -+Fe + OH + HO (reaçao de Fenton)

Dessa forma, o processo de peroxidação lipídica é iniciado pela

abstração, por radicais HO·, de átomos de hidrogênio dos ácidos graxos

poliinsaturados das membranas celulares (Preece e coL, 1988).

Entretanto, o radical HO· é muito reativo, sendo pouco provável que

radicais HO· formados na fase aquosa atinjam os lipídios das membranas,

pois, devem reagir in situo Foi verificado que seqüestradores de radicais

HO· não inibem a peroxidação lipídica induzida por ferro in vitro (Girotti e

coL, 1984; Braughler e coL, 1986). Tal fato pode ser decorrente da falta de

acesso do seqüestrador ao local de geração da espécie reativa (geração

sítio específica). Mecanismos alternativos propostos para promover o início

do processo de peroxidação lipídica propõem a formação de radicais HO·

na vizinhança dos lipídios alvos das membranas (Girotti e coL, 1984;

Samuni e coL, 1981) e a formação de complexos de ferro-oxigênio

(Braughler e coL, 1986; Minotti e coL, 1987). Foi demonstrada a formação

de HO· via reação de Fenton envolvendo ferro associado à fase lipídica,
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sendo sugerido que o ferro presente no compartimento hidrofóbico das

membranas poderia ser responsável pelo início da peroxidação lipídica

(Schaich e coL, 1988). A carga (Fukuzawa e coL, 1998) e a proticidade

(Schaich e coL, 1988) dos lipídios, que dependem da configuração e

composição dos mesmos, e o tipo de quelante (Schaich e coL, 1988)

afetam a lipofilicidade do ferro. Foi sug.:"'rido que Fe2+-NTA entra em

contato com os lipídios das membranas e, por isso, induz facilmente a

lipoperoxidação (Hamazaki e coL, 1989).

O ferro não apenas promove o início da peroxidação lipídica como

também afeta as fases de propagação e terminação da mesma (Vaca e

coL, 1988). Os hidroperóxidos lipídicos formados durante a fase de

propagação reagem com Fe2+ e reiniciam a peroxidação (Minotti e coL,

1988). Quando há excesso de Fe2+ou Fe3+, estes reagem com os radicais

lipídicos da fase de propagação e finalizam a reação em cadeia (Vaca e

coL, 1988). Assim, proporção ótima de peroxidação lipídica é determinada

pela razão entre Fe2+e Fe3+, tendo sido demonstrado que essa taxa ocorre

quando a razão Fe2+/Fe3+ se aproxima de 1 (Minotti e coL, 1992).

A indução de peroxidação lipídica por Fe-NTA em células de túbulos

proximais renais in vivo tem sido explicada segundo o mecanismo descrito

a seguir. Foi demonstrado que, primeiramente, é necessária a redução do

ferro para que seja iniciada a peroxidação dos ácidos graxos

poliinsaturados, os quais estão presentes em grande quantidade no córtex

renal (onde se encontram os túbulos proximais) (Hamazaki e coL, 1989;

Okada e coL, 1993). Na luz dos túbulos proximais estão presentes as

enzimas y-glutamil transpeptidase (y-GTP) e dipeptidase, que hidrolizam a
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glutationa (GSH) aí presente, liberando os seus aminoácidos constituintes

(Hamazaki e coL, 1989). A cisteína, um desses aminoácidos, reduz o ferro

do complexo Fe3+-NTA para Fe2+-NTA, iniciando-se a lipoperoxidação na

orla em escova das células dos túbulos proximais, o que leva à necrose

tubular proximal (Hamazaki e coL, 1989).

Iniciaram-se, então, trabalhos ~rocurando elucidar o mecanismo

pelo qual o complexo Fe-NTA leva à carcinogênese. Há a hipótese de que

a ocorrência de tumores em células renais seja devida à indução de danos

oxidativos por radicais de oxigênio ao DNA dessas células. Assim, os

radicais livres que promovem o início da peroxidação lipídica dependente

de ferro também poderiam atacar o DNA, levando, por exemplo, à

formação de 8-hidroxideoxiguanosina (8-oxodGuo) (Umemura e coL,

1990), a qual induz erro de leitura durante a síntese de DNA in vitro

(Kuchino e coL, 1987). Vários estudos in vitro demonstraram a formação

de 8-oxodGuo em DNA após incubação com vários agentes geradores de

espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio (Nair e coL, 1987; Floyd e

coL, 1998; Roiser e coL, 1989). Estudos in vivo também mostraram um

aumento no nível de 8-oxodGuo em DNA de rins de ratos 24 horas após

uma única administração de Fe-NTA (Umemura e coL, 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 observação

desses danos em bases do DNA, foram detectadas quebras em DNA

incubado corro Fe3+-NTA na presença de H202, L-cisteína 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 carcinogênese induzida por

Fe-NTA (Yamada e co!., 1990), uma vez que podem resultar em

aberrações cromossômicas e transformação celular (Brayant e co!., 1984;

Brayant e co!., 1989).

Entretanto, há dúvidas de que os danos ao DNA resultantes de

reações com radical HO· são os único.; í€3ponsáveis pela carcinogênese

induzida por sistemas geradores de radicais livres (Inoue e coL, 1987).

Isso porque algumas das lesões identificadas no DNA são pró

mutagênicas, enquanto que a mutagenicidade de outras dessas lesões

ainda não foi investigada (Breimer e coL, 1990), já tendo sido verificada a

ocorrência de reparo das mesmas (Toyokuni e coL, 1994). Dentre as

lesões estudadas, é sabido que 8-oxodGuo induz a transversões G:C ~

T:A que podem ativar o oncogene ras por mutação de ponto (Higinbotham

e coL, 1992).

Há indícios de que a formação de bases modificadas no DNA se dá

no mesmo curso de tempo da peroxidação lipídica (Okada e coL, 1991).

Sendo assim, os produtos da lipoperoxidação podem desempenhar um

importante papel na indução de danos ao DNA in vivo (Inoue e co!., 1987;

Park e coL, 1992). Conseqüentemente, torna-se importante o estudo de

danos ao DNA induzidos por estresse oxidativo, relacionando-os ao

processo de peroxidação lipídica (Park e coL, 1992). O maior problema em

elucidar os mecanismos responsáveis pela genotoxicidade do processo de

peroxidação lipídica é a discriminação entre danos ao DNA causados pela

ação direta dos radicais livres e o papel destes na iniciação da

peroxidação lipídica, sendo o dano causado pela reação do DNA com
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produtos finais da lipoperoxidação (Vaca e col., 1988). Na verdade, há

efeitos diretos e indiretos, bem como vários tipos de danos ao DNA, tais

como quebras (Inoue, 1984), mudanças estruturais (Reiss e col., 1973) e

hidroxilação de bases (Park e col., 1992).

1.7 - A lipoperoxidação

As espécies reativas de oxigênio e nitrogênio podem danificar não

só o DNA, mas também outros componentes celulares. Muitos fosfolipídios

contêm ácido graxo poliinsaturados e a presença de grupos metilênicos

entre duplas ligações faz com que fiquem susceptíveis a oxidação (Porter,

1986). Esses ácidos graxos poliinsaturados são, para os oxidantes, alvos

mais prováveis do que o DNA, uma vez que são mais abundantes (Wagner

e col., 1994). É estimado que 60 moléculas de ácido linoleico (o ácido

graxo poliinsaturado mais comum nas células) são consumidas por

oxidante que reage com a bicamada lipídica (Howard, 1973). Como essa

oxidação desencadeia uma cascata autocatalítica que gera numerosas

substâncias genotóxicas, tais danos aos lipídios podem ter grandes

implicações para a integridade do DNA.

A peroxidação lipídica se inicia pelo ataque de qualquer espécie

suficientemente reativa para abstrair um átomo de hidrogênio de um grupo

metilênico presente entre átomos de carbono que participam de ligações

duplas nos ácidos graxos poliinsaturados. Esses átomos de hidrogênio

(bis-alílicos) estão mais fracamente ligados ao respectivo carbono devido à

presença das duplas ligações nos átomos de carbono adjacentes.
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Espécies tais como HO°, H02°, RO° e R02° podem, termodinamicamente,

realizar essa oxidação. Após iniciado, o processo torna-se autocatalítico,

levando à formação de hidroperóxidos e produtos secundários. A Figura 2

resume as três fases do processo. A iniciação ocorre com a abstração de

um átomo de hidrogênio de um ácido graxo poliinsaturado (LH), levando à

formação de um radical lipídico (LO). Este sofre um re-arranjo rápido e

adquire a estrutura de dieno conjugado. A adição extremamente rápida de

uma molécula de oxigênio ao radical lipídico leva à formação do radical

peroxil (LOOO). Este é capaz de reagir com outro ácido graxo

poliinsaturado, iniciando uma nova cadeia de oxidação que leva à

formação de hidroperóxido lipídico (LOOH) e outro radical lipídico (LO). A

fase de propagação compreende o início de uma nova cadeia de oxidação

pelo radical peroxil (LOOO) e a decomposição dos hidroperóxidos lipídicos

em outros radicais intermediários (Vaca e coL, 1988).

Fe2+ Fe3 + + HO-

Iniciação

LH~
Ho-I H 20

O2

L·~

Propagação
H+
Fe2+ Fe3+

LOO- H LOOH7T LO· I •

LH L-

Terminação

Aldeídos

Cetonas

Epóxidos

Figura 2 -Representação das fases da peroxidação lipídica (esquema modificado de

Vaca e caL, 1988).

Os hidroperóxidos lipídicos são instáveis na presença de metais de

transição, tais como ferro ou cobre, originando radicais alcoxil (LO·) e

peroxil (LOO·):

LOOH + Fe2+ ---+ LO· + OH- + Fe3+
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LOOH + Fé+ ~ LOO· + H+ + Fe2+

A decomposição dos hidroperóxidos lipídicos é importante porque,

além de gerar radicais que propagam a peroxidação lipídica, também gera

produtos não radicalares. Esses produtos secundários (aldeídos, cetonas,

epóxidos, entre outros) são mais está\!eis do que os radicais livres que

iniciaram o processo e os radicais lipídicos formados durante a fase de

propagação. Conseqüentemente, podem atingir pontos distantes do local

em que se formaram (Vaca e caL, 1988). Os sistemas biológicos contêm

uma mistura de diferentes ácidos graxos poliinsaturados com vários graus

de insaturação. Sendo assim, a peroxidação lipídica irá gerar uma mistura

de hidroperóxidos lipídicos cujas quebras podem produzir uma variedade

de aldeídos diferentes e espécies radicalares. Entretanto, o significado

biológico de todos os possíveis produtos ainda não está bem claro

(Cheeseman, 1993).

Um número crescente de trabalhos têm mostrado que os aldeídos

ou interagem diretamente com o ONA e causam danos genéticos, ou são

metabolizados a epóxidos, compostos conhecidos por serem agentes

alquilantes do ONA com alta atividade mutagênica (Ehrenberg e caL, 1977;

Segerback, 1983, Cadet e caL, 1999; Carvalho e caL, 2000; Loureiro e cal.

2000). Os produtos finais mais extensivamente estudados são os aldeídos

e, dentre estes, o malonaldefdo (MOA) e o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE).
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1.8 - Danos em DNA

o ácido desoxirribonucléico (DNA), por ser o banco das

informações genéticas, possui um papel central na vida celular. O

processo de replicação permite que o DNA faça cópias de si mesmo

quando a célula se divide doando as células filhas as características da

.célula original. Portanto, a manutenção da integridade da estrutura dessa

macromolécula é fundamental. Entretanto, modificações na estrutura

química das bases, quebras de ligações e de fitas ocorrem por diversos

agentes externos e internos. Erros também podem acontecer durante os

processos de replicação e recombinação do DNA, levando à incorporação

de uma ou mais bases erradas.

O desenvolvimento de métodos analíticos ultra-sensíveis mostrou

que além da instabilidade química intrínseca da molécula do DNA, um

nível 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, são capazes de danificar o

DNA (Bartsch, 1999).

1.8.1 - Lesões em DNA promovidas por espécies reativas do oxigênio

Reações de oxidação em ácidos núcleicos em células ocorrem sob

diversas condições de estresse oxidativo, incluindo o metabolismo de

xenobióticos € exposição a agentes físicos como raios-y, pulsos de laser

de alta intensidade, radiação solar, etc. A principal espécie reativa de
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oxigênio formada durante a homólise de moléculas de água ou pela

decomposição de peróxido de hidrogênio catalisada por metal (reação de

Fenton), é o radical hidroxila (Halliwell e Gutteridge, 1999) e ele pode

induzir modificação na base ou no resíduo de açúcar do DNA. O ânion

radical superóxido e suas formas ácidas conjugadas, não apresentam

reatividade significante, pelo menos em rneios hidrofóbicos (Cadet e

Téoule, 1978). O peróxido de hidrogênio gerado pela dismutação do ânion

radical superóxido é fracamente reativo, mas pode difundir através das

membranas celulares. O peróxido de hidrogênio pode reagir

especificamente com resíduos de adenina e também está envolvido na

reação de Fenton (Cadet e Téoule, 1978). Outra espécie biologicamente

importante é o oxigênio singlete, o qual pode ser gerado por reações

enzimáticas ou fotossensitizações (Cadet, 1994; Ravanat e co1.2000;

Martinez e col., 2000).

1.8.2 - Radical hidroxila

A geração do radical hidroxila em organismos vivos tem sido

atribuída principalmente à redução do peróxido de hidrogênio por Fe+2

(reação de Fenton) (Hatahet e col. 1993). Por ter alta reatividade, esta

espécie pode reagir com diversas biomoléculas. Diversos produtos já

foram identificados pela reação de HO· com as bases nitrogenadas,

nucleosídeos ou com a molécula de DNA (Figura 3).

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

adição na posição oito da dG produz um intermediário radicalar que pode
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gerar 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (Fapi-dG) (Singer e col.

1989) após oxidação e protonação e 8-oxo-2'-desoxiguanosina (8-oxo-dG)

(Spratt e col. 1994) após redução. Embora não seja necessariamente o

principal produto de oxidação do DNA, a 8-oxodG tem sido extensivamente

estudada devido à facilidade com a qual pode ser medida em tecidos e

fluidos biológicos.

O radical hidroxila pode também abstrair elétrons do resíduo de

açúcar levando a formação de um radical centrado no carbono 5' da dG ou

dA e este por sua vez, ataca a dupla ligação 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·. Abstração de

elétron ou do grupo metila da timina gera radicais que posteriormente são

decompostos em timina-glicóis (Li e col. 1987). Também podem sofrer

adições do HO· às duplas ligações, a citosina, por exemplo, é convertida a

5-0H-dC após ataque do HO· na dupla ligação C-5,C-6 (Bodepudi e col.

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

1.8.3 - Oxigênio singlete

o oxigênio no estado excitado pode apresentar-se em duas formas

o 11<.g e o 1L:g+, tendo o primeiro nível energético 22 kcal/mol acima do

estado fundamental e vida-média alta (ca. 2-4 I-Is em H20) e o segundo

tem energia de 37,5 kcal/mol acima do estado fundamental e vida-média

muito menor, decaindo rapidamente para o estado 11<.g. Considerando
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estas características, a única forma de oxigênio singlete que apresenta

interesse em sistema biológicos é a forma 1i1g , que será denotado por 102.

A formação 102 , em sistemas biológicos tem sido amplamente

demonstrada e relacionada com processos celulares diversos tais como o

mecanismo de defesa contra vírus e bactérias promovido por células

fagocitárias. Os possíveis mecanismos de formação desta es~.éc:é em

sistemas biológicos incluem reações de quimioexcitação (reações no

escuro) catalisadas por peroxidases (mieloperoxidase) ou oxigenases

(Iipoxigenase ou ciclooxigenase); a reação de peróxido de hidrogênio com

hipoclorito ou peróxinitrito; termodecomposição de dioxetanos entre outras.

O oxigênio singlete é uma das principais espécies envolvidas nos efeitos

citotóxicos da terapia fotodinâmica. Esta espécie apresenta alta

reatividade, oxida muitas moléculas orgânicas ricas em elétrons, como

sulfetos, aminas e fenóis. Sendo assim, são importantes alvos biológicos

do 102 moléculas fundamentais como ácidos graxos insaturados, proteínas

e DNA (Di Mascio e col., 1995).

A reatividade do 102 em relação aos ácidos nucléicos tem sido

amplamente discutida (Sies, 1993; Di Mascio e coI. , 1989; Cadet e col.,

1997 e Briviba e col., 1997) e quebras em fitas e sítios álcali-Iábeis foram

identificados em DNA exposto a diferentes fontes de 102 (Blazek e Peak,

1989 e Di Mascio e Sies, 1989). Sítios de oxidação de guaninas foram

encontrados adjacentes as quebras fosfodiéster (Cadet e col. 1997)

É importante ressaltar que a mutagenicidade do 102 já foi

reportada em bactérias (Di Mascio e coI. , 1990) e em células de

mamíferos (Ribeiro e col., 1992)
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Em DNA, 102 reage preferencialmente com resíduos de

desoxiguanosina (dGuo), levando a formação de diferentes produtos de

reação (Figura 4): incluindo a 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8

oxodGuo) que uma vez produzida reage dez vezes mais rápido com 102

gerando ácido cianúrico, 2,2-diamino-4-[-(2-desoxi-~-D-eritro

pentafranosii)amina]-5-(2H)-oxazolona (Oxazolona) e :.:s

distereisômeros 4R* e 4S* da 4-OH-8-oxodGuo ( Duarte e caL, 2000 e

Sheu e Foote, 1995)
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1.9- Carotenóides na prevenção de doenças

Diversos trabalhos têm apontado que indivíduos com dieta pobre em

carotenóides ou com níveis plasmáticos baixos dessas espécies têm

maiores ris-:'Js de doenças degenerativas (Sies e Krisnh..'j, 1995)

Entretanto, uma associação causal definitiva, em estudos com humanos,

entre os efeitos benefícios para a saúde e carotenóides ainda precisa ser

estabelecida.

1.9.1 - Licopeno, ~-caroteno e câncer

Até um passado recente pouca atenção estava sendo dada para os

benefícios à saúde fornecidos pelos tomates. Entretanto, diversos estudos

têm indicado fortes associações entre dietas ricas em carotenóides e

redução no risco de câncer (Machlin, 1995 e Van Poppel e Goldbohm,

1995). Apesar dos poucos estudos epidemiológicos ainda não fornecerem

dados totalmente consistentes, alguns indicam uma associação inversa

entre dieta rica em ~-caroteno ou níveis plasmáticos aumentados de ~

caroteno e risco de câncer (Buring e Hennekens, 1995). Ressaltamos,

entretanto, que um estudo realizado na Finlândia não apontou nenhum

benefício para a saúde em um grupo de pessoas suplementado com ~

caroteno tendo sido observado, na verdade, uma tendência de aumento de

risco em indivíduos fumantes (Cancer Prevention Study Group, 1994)
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Recentemente, as propriedades antioxidantes do licopeno,

carotenóide consumido largamente através dos tomates, têm aumentado o

interesse nesse fruto como um alimento com propriedades potenciais

anticâncer (Di Mascio e col. 1989). De fato, um consumo mais elevado de

tomates é compatível com as recomendações para um aumento na

ingestão de frut33 e vegetais. Contudo é importante estabelecer E€ os

únicos benefícios derivam apenas dos tomates uma vez que tomates são

usados em muitos itens processados que não são 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 são melhores fontes de licopeno na

forma biodisponível 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 língua inglesa sobre tomates ou licopeno em relação ao

risco de qualquer tipo de câncer. Uma vez que a ingestão do tomate ou

nível de licopeno no sangue foi freqüentemente um dos numerosos fatores

dietéticos examinados, registros epidemiológicos que tinham frutas,

vegetais, ou carotenóides 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 têm sido usados para

examinar o licopeno e produtos com tomate em relação ao risco de câncer.

Um modelo de estudo tem sido baseado em questionários 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 níveis de carotenóides em amostras sangüíneas

armazenadas. Entre 72 estudos selecionados, 57 encontraram

associações inversas entre o consumo de tomate ou licopeno ou nível de

licopeno no sangue e risco de câncer; 35 destas associações inversas

foram estatistic2l'C1ente significativas. Os 15 estudos restante; foram

inconclusivos ou indicaram uma associação direta fraca.

Comparações por sexo tenderam a mostrar mais estudos com

associações inversas para homens, mas a maioria dos estudos também

indicou um benefício para mulheres. Para os tipos de câncer, como de

pulmão ou estômago, nos quais ambos os sexos estão em risco, os

estudos não indicaram diferenças marcantes entre os sexos.

Uma tendência de associação inversa entre o consumo de tomates

ou produtos com tomate ou níveis de licopeno foi observada para casos de

câncer em diversos sítios anatômicos. Os dados mais indicativos são para

o câncer próstata, pulmão e estômago. Os resultados também indicam

proteção para outros tipos de câncer como pancreático, c%rreta/,

esofágico, oral, de mama e cervical.

O resultado mais impressionante foi o obtido com os participantes

do "Health Professionals Follow-up Study" (Giovannucci e coI. , 1995), onde

dados obtidos de 773 casos de câncer de próstata revelaram que o

aumento da ingestão de alimentos ricos em licopeno (tomates, molho de

tomates, pizza) estava fortemente associado com um menor risco deste

tipo de câncer. O estudo ressalta que não foi encontrada essa correlação
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quando a análise foi feita para (X- e p-caroteno, luteína ou cryptoxantina,

indicando uma atividade benéfica específica de licopeno.

Apesar dos benefícios dos tomates e de produtos com tomate

serem freqüentemente atribuídos ao carotenóide licopeno, estudos

mostrando benefícios diretos do licopeno ainda não foram conclusivos e

outros compostc5 presentes somente em tomates ou que possam interagir

com o Iicopeno podem ser importantes. É crítico reconhecer que as

evidências atuais considerando a ingestão dietética e concentrações 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 farmacológicas de

licopeno para qualquer benefício à saúde. São claramente necessários

mais estudos sobre biodisponibilidade, farmacologia e biologia deste

carotenóide potencialmente importante. Até que dados mais definitivos

considerando benefícios específicos de formas purificadas do licopeno

estejam disponíveis, as recomendações atuais devem enfatizar os

benefícios à saúde de dietas ricas em uma variedade de frutas e vegetais,

incluindo tomates e produtos derivados do tomate (Giovannucci 1999).

Em resumo, os dados epidemiológicos indicam que os

consumidores de altos níveis de tomates e produtos com tomate têm

riscos substancialmente menores para diversos tipos de câncer, mas não

provavelmente para todos os tipos de câncer. Os resultados são

consistentes para uma variedade de tipos de câncer avaliados em

populações numerosas e diversas e com o uso de diferentes tipos de
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modelos de estudo. Estes incluem estudos ecológicos, caso-controle de

dieta, estudos prospectivos de dieta e investigações baseadas em

marcadores sangüíneos.

2 - OBJETIVOS

Um número crescente de evidências experimentais e

epidemiológicas sugere que o licopeno e o ~-caroteno, presentes em

tomates, produtos de tomates, muitas frutas e vegetais podem prevenir

certos tipos de câncer em humanos. Por outro lado, estudos in vitro têm

demonstrado a habilidade desses carotenóides em seqüestrar radicais

peroxila e suprimir oxigênio singlete, este estudo visa investigar em células

em cultura e in vivo os possíveis mecanismos bioquímicos nesse processo.

Entretanto, para estabelecer firmemente as relações do licopeno com a

com a prevenção de doenças, maiores informações sobre os possíveis

mecanismos bioquímicos associados com esses processos são

necessárias. Com este intuito, este trabalho teve como objetivo investigar o

efeito do Iicopeno e do ~-caroteno em células de mamífero e em ratos

submetidos a excesso de ferro, sistema conhecido por promover o estresse

oxidativo com lesões em biomoléculas.
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 - Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram os mais puros comercialmente

disponíveis. Soro fetal bovino (SFB) foi proveniente da Cultilab - materiais

para cultura de células (Campinas, SP, Brasil). Clorofórmio e etanol (P.A.)

foram fornecidos pela Cinética Química (São Paulo, Brasil). 2'

Desoxiguanosina, ácido fórmico, tetrahidrofurano (THF), metanol, hidróxido

de sódio, fosfato de potássio monobásico, sulfato de magnésio, ácido

fosfórico e ácido perclórico foram obtidos da Merck (Darmstadt,

Alemanha). Fosfatase alcalina e nuclease P1 foram provenientes da

Pharmacia Biotech (Upsala, Suécia). Acetonitrila e metanol grau

cromatografia foram adquiridos da EM Science (Gibbstown, NJ).

Carbonato de sódio anidro foi fornecido pela Mallinckrodt Chemical (Paris,

França); azul de tripan pela Nuclear (São Paulo, Brasil); alaranjado de

xilenol pela Labsynth Produtos para Laboratórios Ltda. (Diadema, SP,

Brasil); tubos Supelclean LC-18 (6 mL, 1 g) pela Supelco (Bellefonte, PA) e

filtros Ultrafree-Mc (10,000 NMWL) e Ultrafree-Mc (poro: 0,22 f..l.m) pela

Millipore (Bedford, MA). Todos os outros reagentes foram obtidos da

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). CHELEX, RNAses A e T1, fenol,

proteinase K, licopeno (foi uma dação do Dr. Zohar Nir, LycoRed Natural

Products Industries Ltd. (Beer-Sheva, Israel); l3-caroteno, ácido

tiobarbitúrico (TBA), cloreto férrico, cloreto de sódio, éter etílico, n-butanol

e EDTA foram obtidos da Sigma Co (St. Louis, MO). Ficoll paque plus,

Pharmacia. Todas as soluções foram preparadas com água Milli Q. Filtros

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

Os espectros de absorbância foram adquiridos em um

espectrofotômetro Hitachi U3000 (Tokyo, Japão). As medidas de

fluorescência foram feitas em um espectrofluorímetro Spex modelo 1681

(Spex Industries, Edison, NJ). Para as centrifugações foram utilizadas as

centrífugas refrigeradas modelos Centrifuge 5403 da Eppendorf (Hamburg,

Alemanha) e Himac CR21 E da Hitachi. As incubações que necessitavam

de agitação foram feitas em um Orbital Incubator Shaker, Gyromax TM 703

(Amerex Instruments, Lafayette, CA). As observações microscópicas foram

feitas em um microscópio invertido Diaphot 300 da Nikon (Tokyo, Japão).

As soluções foram autoclavadas em autoclave vertical modelo 415 da

Fanem (São Paulo, Brasil). As medidas de pH foram feitas em um

potenciômetro da Corning modelo 320 (Sigma). As células foram

incubadas em uma estufa de CO2 Napco®, modelo 5100 da Precision

Scientific (Chicago, IlIinois). Foram utilizados balança analítica da A&D

Company (Tokyo, Japan), banho maria modelo 144 da Fanem e um

módulo para esterilização do ar, equipado com luz UV (EACI/ENVIRCO

Environmental Air Control, Albuquerque, NM). Os outros equipamentos

serão 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 NaHC03 (1,2 g/L), 100 j.Jg/mL de penicilina, 94 /-lg/mL

de sulfato de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (SFB). O meio de

cultura sem suplementação com SFB foi esterilizado por filtração através

de membrana de 0,22 /-lm diretamente para o interior de frascos estéreis.

Foram utilizados filtros estéreis descartáveis da Corning. O SFB estéril foi

adicionado a alíquotas do meio estéril de acordo com a necessidade de

uso.

Soluções:

PBS: 137 mM NaCI, 1,68 mM KC/, 1,47 mM Na2HP04, pH 7,0.

Solução autoclavada.

Tripsina: 0,05% (p/v) de tripsina em PBS (pH 7,0) contendo 1 mM

de EDTA. Solução esterilizada por filtração através de membrana de 0,22

/-lm 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 CO2, a 3rC, no escuro. As

células cresceram aderidas à superfície de garrafas plásticas de cultura e

foram repicadas em períodos de 5 a 6 dias.

Procedimento para o repique das células: após a retirada do meio, a

cultura foi lavada 2 vezes com PBS. A seguir, foi incubada a 3rC com

volume mínimo (5 mL) de solução de tripsina até que as células se
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desprendessem (± 2 min). As células foram, então, ressuspensas no meio

de cultura suplementado e a suspensão distribuída para novas garrafas ou

placas na diluição desejada.

Tais células foram, posteriormente, submetidas ao tratamento com

nitrilotriacetato de ferro (Fe-NTA) para que se pudesse medir o índice de

lipoperoxidação bem como a proteção da iipoperoxidação com a solução

de licopeno.

3.4 - Tratamento das células

3.4.1 - Solução estoque de licopeno

o licopeno foi inicialmente dissolvido em 1 mL de THF

(tetrahidrofurano) destilado para completa dispersão dos cristais. Este

extrato foi filtrado em membranas de 0,45 )...I.m e a concentração (3 mM) foi

determinada espectrofotometricamente em um Ciba-Corning 2800

Spectran (Ciba-Corning Analytical, Essex, England) e estocada a -lO°C

(Joseph e col., 1995).

3.4.2 - Tratamento e absorção de licopeno pelas células

Nove placas contendo 1 x 106 células foram incubadas com

licopeno por 2 h em condições apropriadas e a concentração de licopeno

no meio de cultura depois da extração (2,6 ± 0,6 )...I.M) foi sistematicamente

analisada por espectrofotometria (Joseph e col., 1995). A concentração de

THF de 0,5% não afeta o crescimento celular. Todo o procedimento foi
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realizado na ausência de luz. As placas com experimentos controle não

foram tratadas com a solução 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 solução de PBS-A.

Para a análise de licopeno absorvido pelas células foram sempre

separadas 3 placas. As demais placas foram submetidas ao tratamento

com Fe-NTA, descrito abaixo. As células foram raspadas das placas. O

licopeno foi extraído das células como descrito por Lowe e co/. (1999),

usando 1 mL metanol e 1 mL de 1 M NaCl, seguido da adição de 1,5 mL

de éter dietílico e 1,5 mL de hexano em tubo de ensaio. As amostras foram

vigorosamente agitadas e as fases foram separadas. A fase orgânica foi

removida e seca em atmosfera de nitrogênio a 30°C no escuro; os

resíduos foram ressuspensos em 100 ).lL da fase móvel e a concentração

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-M1OAV, controlado

por um módulo de comunicação CBM-10A e um software CLASS LC

10AWS. As condições do HPLC foram: uma coluna de fase reversa C-18

(Spherex, 250 x 4.6 mm, 5 !Jm) usando um sistema de isocrático de

solventes, composto por acetonitrila: THF: metanol (68:22: 10 v/v/v), com

0.025%(p/v) acetato de amônia a um fluxo de 1 mL /min. O licopeno foi

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

A solução de Fe-NTA foi preparada a partir de concentrações (0,01

M) de FeCI3.6H20 e (0,04 M) de ácido nitrilotriacético (NTA). Essas duas

substâncias foram dissolvidas em água e o pH ajustado para 7,3 com

NaOH, servindo como solução estoque.

Após as células terem sido suplementadas por 2 h com a solução

de licopeno em meio de cultura com 10% SFB, o meio de cultura foi

removido e as placas foram lavadas duas vezes com solução de PBS-A. A

solução de Fe-NTA foi diluida em um novo meio de cultura (DME + SFB

10%), resultando na concentração final de 1 mM Ferro para 4 mM de NTA,

juntamente com 200 I-lL de uma solução 40 I-lM de ácido ascórbico e foi

adicionado às 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 níveis de

lipoperoxidação, foram efetuadas as dosagens de NPSH e de proteína

total e foi feita a extração do DNA para avaliação de possíveis danos.
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3.5 - Determinação da lipoperoxidação através da medida de

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico - TBARS

Inicialmente são preparados padrões de malonaldeído através da

diluição de uma solução estoque de 10,6 :JM. para concentrações de 0,2

nmol; 0,4 nmol; 0,6 nmol; 0,8 nmol; e 1,0 nmol. São preparadas soluções

estoques de: SOS 1,7%, EOTA 40 mM, solução 0,67% de ácido

tiobarbitúrico em solução 10% de ácido tricloroácetico, solução de BHT a

2% em etanol, Fe-NTA (FeCI3 0,01 MeNTA 0,04 M) e duas soluções

estoque de ácido ascórbico 2 mM e 1 mM.

Depois que as células atingem a confluência desejada, aspira-se o

meio das placas e adiciona-se quantidades de meio que resulte em uma

concentração final de Fe-NTA (0,01 mM de FeCI3 e 0,04 mM de NTA) e 40

IJL 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.

Separam-se 700 IJL para análise com TBA e 300 IJL para análise de

proteína. À suspensão de 700 IJL adiciona-se 300 IJI de SOS 1,7%, 50 IJL

de solução 40 mM de EDTA, em seguida 1 mL de TBA preparado em

solução de ácido tricloroácetico a 10%, aquece-se a 90°C durante 20 min,

esfria-se em gelo e faz-se extração com 2 mL de butanol. Centrifuga-se

por 10 min a 3000 rpm. Coleta-se a fase orgânica (sobrenadante) para

análise de fluorescência (À excitação= 515 nm e À emissão = 550 nm).
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Branco: todos reagentes adicionados menos a amostra. Para calibração

dos dados de fluorecência foi usado 1,1 ,3,3-tetraetoxipropano, como um

produto quantitativo do aduto de malonaldeido-TBA. Os dados foram

expressos como substâncias reativas ao ácido tiobarbitúricos (TBARS) por

conteúdo de proteína em células, determinado pelo metodo de Bradford.

Os dados da fluorescência foram obtidos em um espectrofluorímetro Spex

modelo 1681 (Spex, Edison, NJ). A análise estatística foi feita pelo

Student's t-test (Hartwig e coL, 1993).

3.6 - Viabilidade celular

Determinação da viabilidade celular pelo método de coloração com

azul de tripan.

Soluções: PBS - 137 mM NaCI, 1,68 mM KCI, 1,47 mM Na2HP04,

pH 7,0. Azul de tripan - 0,4% de azul de tripan em água (p/v).

Este método se baseia no principio de que células viáveis não

adquirem coloração, enquanto as células não-viáveis adquirem (Patterson,

1979).

As células (- 1 x 106
) foram lavadas 2 vezes com PBS e

ressuspensas em 2 mL desse tampão. Em um tubo foram misturados 500

I-!L de solução de azul de tripa~, 200 I-!L de PBS e 300 I-!L da suspensão

de células. Após 5 min foi iniciada a contagem das células utilizando-se um

hemocitômetro.

Cada quadrado do hemocitômetro, com a lamínula no local certo,

representa um volume total de 0,1 mm3 ou 10-4 cm3
. Desde que 1 cm3
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equivale a aproximadamente 1 mL, o subseqüente número de células por

mL e o número total de células foram determinados usando-se os

seguintes cálculos:

células/mL = média das células contadas em cada quadrado x fator

de diluição x 104

total de células = (células/mL) x volume original da solução da qual

a amostra de células foi removida

viabilidade celular (%) =células viáveis totais (não coradas) -7 total

de células (coradas e não coradas) x 100

O gráfico de sobrevivência relativa foi feito dividindo-se a viabilidade

das células tratadas pela viabilidade das células controle.

3.7 - Dosagem de sulfidrilas não-protéicas (NPSH)

Soluções

PBS: 137 mM NaCl, 1,68 mM KCI, 1,47 mM Na2HP04, pH 7,0.

Solução A: 2 M HCI04, 4 mM EDTA.

Solução B: 2 M NaOH.

Solução C: 300 mM tampão fosfato, pH 8.

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

Após 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 suspensões foram transferidas para tubos e centrifugadas a 1500

g por 5 min a 10e C. Os sobrenadantes foram removidos e os precipitados

celulares ressuspensos em 10 mL de PBS com auxílio de pipeta Pasteur.
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Foi feita nova centrifugação a 1500 g por 5 min a 10°C, o sobrenadante foi

removido e o precipitado foi ressuspenso em 250 f-LL de PBS.

Em seguida, as células foram lisadas e desproteinizadas com

adição de 250 f-LL da solução A. As suspensões 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 proteínas.

Para a dosagem de NPSH, 200 f-LL de sobrenadante foram

neutralizados pela adição de 62 f-LL da solução B e 800 f-LL da solução C. O

volume de 1 mL dessa solução foi transferido para uma cubeta e foram

adicionados 7 f-LL da solução de DTNB. A absorbância a 412 nm, devida à

formação de 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB), foi verificada 1 minuto após a

adição de DTNB: 2GSH + DTNB ~ GSSG + 2 TNB.

A concentração de NPSH foi determinada utilizando-se um

coeficiente de extinção molar de 13600 M-1cm-1 (Ellman, 1959). A

concentração proteica do precipitado foi determinada pelo método de

Bradford. A concentração de NPSH foi expressa por f-Lg de proteína.

3.8 - Dosagem de proteínas (método de Bradford)

Reagente para dosagelT.· 100 mg de azul brilhante de coomassie G

250 dissolvidos em 50 mL de etanol 95%. A essa solução foram

adicionados 100 mL de ácido fosfórico 85% (p/v). A solução resultante foi

diluída para o volume final de 1 litro. Solução A: 0,15 M NaCI. Solução B:

300 mM NaOH.
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o método consiste na observação 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 após ligação à proteína. O

complexo é formado rapidamente (2 min), permanece disperso em solução

por um tempo relativamente longo (1 h) e tem um alto coeficiente de

extinção, o que permite grande sensibilidade na dosagem das proteínas

(Bradford, 1976).

A curva-padrão para dosagem das proteínas foi construída

utilizando-se albumina de soro bovino (10 a 100 fl9 de albumina em 100

flL de solução). As soluções de proteína foram preparadas na solução A.

Aos tubos contendo 100 IlL de solução de proteína foram adicionados 5

mL da solução para dosagem. Após agitação, a absorbância a 595 nm foi

medida em cubetas de 3 mL contra o branco contendo 100 flL da solução

A e 5 mL da solução para dosagem. Uma curva padrão foi elaborada para

determinação do conteúdo de proteínas em amostras desconhecidas.

Para a dosagem de proteínas nas amostras, os precipitados foram

ressuspensos em 400 IlL da solução B. As soluções de proteínas foram

preparadas juntando-se 20 IlL de cada amostra com 80 IlL da solução A.

Às soluções resultantes foram adicionados 5 mL da solução para dosagem

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

Ratos Wistar com 3 meses de idade foram tratados com injeção

intraperitonial de solução de 10 mg Fe/kg (Fe-NTA). Os animais, 40 ratos,

foram divididos em quatro grupos: 10 ratos para controle tratados com

salina, G par8 tratamento com Fe-NTA por 24 h e 5 para o Íiatar!1ento 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 solução de ~-caroteno, 10 mg/kg, durante

cinco dias. Posteriormente tanto o grupo pré-tratado com o licopeno quanto

o pré-tratado com ~-caroteno foram submetidos ao tratamento com a

solução de Fe-NTA divididos nos 4 grupos seguintes: 10 ratos, 5 pré

tratados com o licopeno e 5 pré-tratados com o ~-caroteno, foram tratados

com Fe-NTA por 24 h. Outros 10 ratos, 5 pré-tratados com o licopeno e 5

pré-tratados com o ~-caroteno foram tratados com Fe-NTA por 3 h.

Após estes tratamentos, os animais foram anestesiados com éter e

os órgãos: próstata, fígado, pulmão e rim, foram retirados por incisão

cirúrgica. Partes dos órgãos foram congelados em nitrogênio líquido e

mantidos a -85°C para análise de malonaldeído, extração de DNA para

análise de 8-oxo-dGuo e preparo de lâminas para análises histológicas.

3.10 - Administração de carotenóides

Os carotenóides são fotossensíveis e facilmente oxidados. As

soluções estoque de licopeno e ~-caroteno foram preparadas na

concentração de 50 mg/mL de Tween. O licopeno e o ~-caroteno foram

triturados em 1 mL de Tween 80, na temperatura ambiente, obtendo-se
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uma pasta. Solução salina foi adicionada e as soluções foram

homogeneizadas em vórtex até a concentração final de 5 mg/mL de

suspensão. As soluções, 0,2 mL, foram injetadas intraperitonialmente nos

ratos (Forsberg e coL, 1959). Experimentos foram realizados com grupo de

animais recebendo apenas o veículo (Tween).

3.11 - Isolamento do DNA

A extração do DNA genômico foi feita usando o método caotrópico

com Nal (Wang e coL, 1994) com algumas modificações.

Aproximadamente 100 mg ou (- 1 x 106 células) de tecido (fígado, rim,

pulmão e próstata) foi homogeneizado com 2 mL de solução 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 IJL

de 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, contendo 5 mM EDTA e 0,15 mM

desferroxamina. Adicionou-se 30 IJL de RNAse 1 mg/mL e 8 IJL 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 ~L

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 líquida foi coletada e 1,2

mL de Nal 7,6 M foi adicionado, seguido da adição 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 IJL

de desferroxamina 0,1 mM e a concentração foi medida
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espectrofotometricamente a 260 nm. A pureza foi analisada usando a
I

relação A260/A280 > 1,75. O DNA (100 IJg) foi diluído em 200 IJL de água

deionizada. Adicionou-se 4 IJL de tampão acetato 1 M, pH 4,8, com 5

unidades de nuclease P1 e incubou-se a 37° C por 30 mino Adicionou-se

150 flL de Tris-HCI 1 M, pH 7,4, 3 unidades de fosfatase alcalina seguido

de incuuaçã(;. a 37° C por 1 h. A amostra foi centrifugada e êl fase aquosa

foi coletada para análise via HPLC.

Possíveis contaminações de proteínas nos ácidos nucléicos foram

descartadas por medidas utilizando-se o método de Bradford.

3.12 - Hidrólise enzimática

O DNA extraído das células foi hidrolisado enzimaticamente para

subseqüente análise por HPLC. Para a hidrólise, foi utilizado o

procedimento descrito abaixo.

Um total de 1 mg de DNA foi dissolvido em 1 mL de tampão acetato

de sódio 20 mM, pH 4,8. Em seguida, foi adicionada nuclease P1 (10

unidades para cada 100 IJg de DNA) e a amostra foi incubada a 3rC por 4

h. Então, foram adicionados 150 flL de tampão Tris-HCI 1M, pH 7,4 para

cada 1 mL de solução e 15 unidades de fosfatase alcalina para cada 1 mg

de DNA. A amostra foi incubada a 37°C por 2 horas, filtrada e alíquotas do

DNA hidrolisado foram submetidas à análise por HPLC (Fiala e coL, 1989).
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3.13 - Análise de 8-oxo-7,8-dihidro-2'-deoxiguanosina (8-oxo-dGuo)

por HPLC por detecção eletroquímica

Foi utilizado um sistema de HPLC, consistindo de uma bomba

625LC e injetor Rheodyne modelo 9125-080, com detectores fotodiodos

WATERS [}!,'31 e detector coulométrico ESA, cela analítica rnode!o 5010,

acoplado a um sistema de aquisição de espectros NEC Power Mate SX

Plus. A separação foi obtida em uma coluna de fase reversa C18 Supelco

(25 cm X 4,6 mm), eluída com 50 mM KH2P04 , pH 5,5 contendo 6% de

metanol a 0,6 mLlmin.

3.14 - Determinação do malonaldeído como indicador de

lipoperoxidação

Aproximadamente 300 mg de fígado, próstata, rim e pulmão, foram

pesados e homogeneizados com 1 mL de tampão 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 IJm e 100 IJL do filtrado foi injetado

no HPLC. A separação ocorreu em uma coluna S-5 Spherisorb-NH2 com

um fluxo de 0,5 mLlmin de tampão Tris-HCI contendo 20% de acetonitrila.

O malonaldeído foi monitorado pela medida da absorbância a 267 nm. A

quantificação do malonaldeído nas amostras, foi feita com o auxílio de

curva de calibração elaborada a partir de uma solução estoque de MDA 10

mM (Esterbauer e col., 1990).

67



3.15 - Extração de carotenóides dos órgãos

Aproximadamente 300 mg de cada órgão (fígado, próstata, rim e

pulmão) foram triturados, em seguida, foi adicionado THF e a mistura foi

homogeneizada e sonicada. Depois de 5 extrações com THF, a mistura foi

seca em atmosfera de N2 e o resíduo foi tratado com 10% de KOH

metanólico dentro de atmosfera de N2 por 1h à temperatura ambiente para

remoção de lipídios. O licopeno foi extraído com 1,5 mL de NaCI (10%), 2

mL de metanol e 1,5 mL de diclorometano. O sobrenadante (fase orgânica)

foi removido no escuro e seco em atmosfera de nitrogênio a 30°C. O

resíduo foi ressuspenso em 200 flL de fase móvel e a concentração 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 módulo de comunicação (CBM-10A) com um software CLASS LC

10AWS. A separação isocrática ocorreu com uma coluna (Spherex, 250 x

4.6 mm, 5 jJm) tendo usado como fase móvel acetonitila: THF: metanol

(68:22: 1O v/v/v), com 0,025%(p/v) de acetato de amônio, com um fluxo de

1 mUmin. O licopeno e o p-caroteno foram detectados pela absorbância

de 460 nm (Zhao e coL, 1998).
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3.16 - Procedimento histológico

Para o estudo histológico (300 mg) os tecidos foram fixados. O rim

foi fixado em Bouin (aldeído fórmico 38%, 250 mL, ácido acético, 5 mL,

ácido pic.dcc solução aquosa saturada, 750 mL) por 12 h; e Cl pr~stata, o

fígado e o pulmão foram fixados em 10% formol tamponado, por 24 h; para

posterior prepara das lâminas com suas colorações específicas:

Hematoxilina e eosina (HE), Perls (ferrocianeto de potássio 19, ácido

clorídrico solução aquosa 13%), específica para ferro. Sudam IV para

gordura, PAS (ácido periódico-schiff) para mucopolissacarídeos. As

lâminas foram analisadas em colaboração com a patologista Prafa. Ora.

Vera Capelozzi da Faculdade de Medicina da USP. Os tecidos foram

embebidos em parafina e cortados em fatias para coloração com H&E.

Para detecção da gordura, fatias de 3 I-lm de fígados, rim, pulmão e

próstata foram congeladas e coloridas com Sudan IV, gerando uma

coloração vermelha para os lipídios presentes. Para detectar os depósitos

de ferra presentes nos hepatócitos, células renais, células pulmonares e

células de próstatas, fatias de 5 I-lm de fígado, rim, pulmão e próstata

foram embebidas em parafina e submetidas à coloração com azul da

prússia.

1. Parâmetros relatados para microarquitetura e forma

• desorganização da estrutura do parênquima

2. Parâmetros relatados para injúria hepática e renal

• degeneração em balão, esteatoses, necrases e regeneração
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3. Parâmetros relatados para deposição de pigmentos e acúmulo

intracelular

• ferro e lipídios

Estes parâmetros foram semi-quantificados por um escore

histológico dA acordo com a. extensão da severidade dás lesões

histológicas presentes no tecido examinado:

• O: ausência de lesões;

• 1: presença de lesões em 1% até 25%;

.2: presença de lesões em 26% até 50%;

.3: presença de lesões em 51 % até 75%;

.4: presença de lesões em 76%até 100%.

3.17 - Biodisponibilidade do p-caroteno e do licopeno

3.17.1 - Canulação dos ratos

Um catéter de polietileno foi introduzido na artéria carótida esquerda

dos ratos, previamente anestesiados com éter. O catéter foi exteriorizado

entre as escápulas e preenchido com uma solução salina e heparina 500

U/mL. Após um período de recuperação de 4 a 6 dias, os ratos foram

colocados em gaiolas individuais, com total liberdade de movimentação,

para permitir as coletas de sangue pela cânula. Retirou-se 1 mL de sangue

dos ratos após 3, 6, 9, e 24 h da aplicação dos carotenóides. Amostras de
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sangue de ratos "controle", ou seja, ratos que não receberam

carotenóides, também foram analisadas.

3.17.2 - Coleta de sangue por incisão na cauda

Os ratos, exceto grupos controle, receberam lico~,cílo Ou ~

caroteno, após 3, 6, 9 e 24 h da inoculação dos carotenóides nos ratos,

amostras de sangue foram coletadas (1 mL) por incisão na cauda como

descrito a seguir:

Os ratos foram colocados em uma estufa, com a porta aberta, a

uma temperatura variável de 36 a 42°C durante 15 min sob observação;

este procedimento é realizado para se estimular a circulação sanguínea

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

respiração e um orifício por onde se passava a cauda, ficando assim

impossibilitados de se movimentar. A coleta do sangue (1 mL) foi feita

atavés de uma pequena incisão na cauda.

3.17.3 - Preparo das amostras de sangue

O sangue recolhido em tubo com anticoagulante foi centrifugado à

3000 rpm por 5 mino O plasma sanguíneo foi recolhido. À 250 flL de

plasma foram adicionados 250 flL de etanol e 500 fll de hexano. As

amostras foram agitadas por 1 min no vórtex e então levadas à centrífuga

por 5 minutos a 2500 rpm. Além das proteínas do plasma, observaram-se
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duas fases, uma delas bem límpida que foi então removida. Esta fase foi

seca sob nitrogênio e em seguida adicionou-se 10 IJ.L de uma solução 5

mM de ~-ionona utilizada como padrão interno e ainda 40 f.!L da fase

utilizada para injeção no HPLC. Alíquota de 20 IJ.L foram injetadas no

HPLC utilizando-se o sistema: Coluna C-18 (250 X4,6 mm, 5 IJ.m), fluxo: 1

mLlmin. Solvente: 68% ACN, 22% THF, 10% MeOH e 0,025% NH~c,

modo isocrático; tempo da corrida: 20 min (Lowe e col., 1999; Riso e coI. ,

1999).

3.17.4 - Separação de linfócitos

Adiciona-se 10 mL de ficoll-paque em um tubo de centrífuga, com

cuidado, coloca-se 10 mL de sangue diluído em solução salina. Centifuga

se a 400 g por 30 - 40 min à 18 - 20°C. Descarta-se a fase superior e

retira-se a camada subseqüente (linfócitos). Transfere-se para um outro

tubo, adiciona-se 6 mL de solução salina homogeneiza-se e centrifuga-se

a 60 - 100 g por 10 min à 18 - 20° C. Ressuspende-se os linfócitos em 6

mL de salina e torna-se a centrifugar a 60 - 100 g por 10 min à 18 ~ 20° C.

Remove-se o sobrenadante e promove-se a extração do DNA com o

precipitado celular.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Efeito de licopeno em células em cultura

4.1.1 - Nível de licopeno em células

A determinação da concentração (picomolar) do licopeno foi

realizada em células que foram tratadas com licopeno dissolvidos em THF.

A concentração de Iicopeno nas células foi determinada depois de 2 h de

incubação com a solução de licopeno (2,6 ± 0,6 f.lM). O valor reprodutível

de três experimentos independentes em que as células foram expostas à

solução de Iicopeno foi de 20 + 6 pmol /106 células. Não foi detectado

licopeno nas células controle (dados não mostrados).

4.1.2 - Relação entre formação de substâncias reativas ao ácido

tiobarbitúrico (TBARS) e sulfidrilas não-protéicas em células

tratadas com Fe-NTA

Tratamentos com Fe-NTA em presença de ascorbato causaram

substancial lipoperoxidação em células CV1-P, como monitorado pela

formação de TBARS (Tabela IV). As maiores concentrações de TBARS

foram observadas depois que as células foram tratadas com Fe-NTA e

ascorbato (40 f.lM) por 1 h. O tempo de formação de TBARS está

correlacionado com a depleção máxima dos compostos de NP-SH. Um

aumento na lipoperoxidação com um concomitante decréscimo hepático
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de glutationa já foi descrito anteriormente depois de tratamento com Fe

NTA em ratos(lgbal e coL, 1995). As células suplementadas com licopeno

mostraram uma inibição de 86% na formação de TBARS depois do

tratamento de 2 h com Fe-NTAlascorbato (Tabela IV). O licopeno foi

portanto capaz de evitar quase que completamente os danos à membrana

induzidos ~ 'er f"e- NTAlascorbato.

4.1.3 - Redução da formação de 8-oxodGuo em DNA de células por

licopeno

Danos oxidativos induzidos por Fe-NTA são já bem conhecidos

(Umemura e coL, 1990; Yamaguchi e coL, 1996). Usando um método

sensível para detectar 8-oxodGuo por HPLC-ED, o nível basal de 8

oxodGuo no DNA das células controle foi de 1,6 ± 0,09 resíduos/106

dGuo. Depois do tratamento com Fe-NTAlascorbato foi de 14 ± 0,4

resíduos/106 dGuo. Portanto, o nível de 8-oxodGuo no DNA das células

tratadas com Fe-NTAlascorbato foi 8,8 vezes significativamente mais alto

para p<O,001, quando comparado com o grupo controle. As células

suplementadas anteriormente com licopeno e tratadas posteriormente com

Fe-NTAlascorbato por 2 h mostraram uma redução de 77% no nível de 8

oxodGuo 3,2± 0,4 resíduos/106 dGuo (Tabela V).
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4.2 - Efeito de carotenóides em tecidos de ratos

4.2.1 - Concentração de licopeno em fígado de ratos

Os ratos (12 semanas) receberam diariamente injeções ip. de

licopeno ou ~-caroteno, 10 mg/kg de massa corpórea, por cinco dias

consecut~'Jos. No último dia de tratamento os animais foram sacrific3dos e

a concentração de licopeno e ~-caroteno no fígado foram determinadas.

Os valores reprodutíveis de licopeno de cinco fígados foram 23,4 ± 3,9

nmollg tecido para o grupo tratados apenas com licopeno de 21,9 ± 6,3

nmollg 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 nmollg de

tecido para o grupo com pré-tratamento por 5 dias e posterior tratamento

com Fe-NTA por 24 h. Licopeno não foi detectado no fígado do grupo

controle (resultados não mostrados). Os valores para o grupo tratado

apenas com ~-caroteno por 5 dias foi de 10,1± 1,6 nmollg de tecido.

Para o grupo com pré-tratamento com ~-caroteno por 5 dias e posterior

tratamento com Fe-NTA por 3 h foi de 1,3 ± 0,6 nmollg de tecido e de 3,9

± 0,8 nrnollg de tecido para o grupo com pré-tratamento com ~-caroteno

por 5 dias e posterior tramento com Fe-NTA por 24 h. ~-caroteno não foi

detectado no fígado do grupo controle (resultados não mostrados)

(Tabela VI)

75



4.2.2 - Concentração de malonaldeído (MOA) em fígado de ratos

tratados com Fe- NTA

o tratamento com Fe-NTA causou um aumento na Iipoperoxidação

em fígado de ratos, quando monitorado pela formação de MOA (Tabela

VII). Altas cO!l(::entrações de MOA foram observadas depois do tratRmento

com Fe-NTA por 3h (521 ± 26 nmollg de tecido) e após 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 concentrações foram de 323 ± 28 nmollg de tecido e para

o tratamento com Fe-NTA 24 h obtivemos concentrações de 347 ± 26

nmollg de tecido. Para os grupos suplementados com ~-caroteno e

tratados com Fe-NTA obtivemos concentrações de MOA de 367 ± 36

nmollg de tecido para o tratamento com Fe-NTA por 3 h e de 357 ± 21

nmollg de tecido para o tratamento com Fe-NTA por 24 h. O licopeno e o

~-caroteno portanto previniram os danos oxidativos em membranas

induzidas por Fe-NTA. A concentração de MOA no grupo controle foi de

330 ± 31 nmollg de tecido (Tabela VII).

4.2.3 - Redução da formação de 8-oxodGuo em ONA de fígado de rato

tratados com licopeno ou p-caroteno

A concentração de 8-oxodGuo detectados por HPLC-EO em ONA

de fígado de animais do grupo controle foi 2,3 ± 0,06 resíduos/106 dGuo.

Quando os animais foram submetidos ao tratamento com Fe-NTA, a
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concentração aumentou 4 vezes (p < 0.0005) após o tratamento com Fe

NTA por 3 h (9,3 ± 2,0 resíduos/10G dGuo) e 4,8 vezes, (p<0.0005) depois

do tratamento com Fe-NTA por 24 h (11,1 ± 1,5 resíduos/10G 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 reduções

nas concentrações de 8-oxodGuo atingindo a mesma conceniração

observada nas amostras do grupo controle (Tabela VIII).

4.2.4 - Alterações histológicas no fígado

A presença de injúria hepática em fígados de ratos tratados com Fe

NTA foi revelada por estudos histológicos. A micro-arquitetura do fígado

evoluiu para a configuração lobular e acinar depois do tratamento com Fe

NTA, normalmente os hepatócitos apresentam uma configuração

cribiforme e anatomástica. Entretanto, a forma e o aspecto adquiridos

pelos hepatócitos depois do tratamento com Fe-NTA evoluíram para uma

leve degeneração em balão e esteatose, culminando em uma severa

necrose induzida pelo tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 horas. A Figura

10 mostra a evolução 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 prevenção

com o pré-tratamento com licopeno e com o ~-c~roteno por 5 dias e

posterior tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h (painel C). A evolução

temporal da degeneração lipídica no tecido hepático é mostrada na figura

11 (Fig. 11, painéis E até H). Uma visão da degeneração lipídica é

mostrada no painel E depois do tratamento com Fe-NTA por 3 h. Os
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hepatócitos mostram uma intensa degeneração lipídica depois do

tratamento com Fe-NTA por 24 h (Fig. 11. painel F) contrastando com uma

uniforme c%ração citoplasmática dos hepatócitos após o pré-tramento

com licopeno ou com o ~-caroteno por 5 dias e posterior tratamento com

Fe-NTA (Fig. 11 painel G). A evolução temporal do Fe-NTA induzindo

degeneraç30 :~pídica, visualizada por coloração com Suc10rn IV, é

mostrada na Figura 12. Depois do tratamento com Fe-NTA por 3 h é

possível ver um pequeno aumento de degeneração lipídica (Fig. 12, painel

I). No entanto, depois do tratamento com Fe-NTA por 24 h ocorre uma

maior deposição de lipídio (Fig. 12, painel J). Com o pré-tratamento com

licopeno ou com o ~-caroteno por 5 dias e posterior tratamento com Fe

NTA por 3 e 24 h, verificamos a prevenção nos depósitos de lipídios nos

hepatócitos (Fig. 12, painel K). Os dados da análise semi-quantitativa dos

estudos histológicos estão resumidos na Tabela IX.

4.2.5 - Concentração de licopeno e de l3-caroteno em rim de ratos

Os ratos (12 semanas) receberam diariamente injeções í.p. de

licopeno ou de l3-caroteno, 10 mg/kg de massa corpórea, por cinco dias

consecutivos. No último dia de tratamento os animais foram sacrificados e

a concentração de Iicopeno e de ~-caroteno foram determinada nos rins.

Os valores reprodutíveis de Iicopeno em cinco rins foram 0,13 ± 0,04

nmollg tecido. Licopeno não foi detectado nos rins do grupo controle

(resultados não mostrados). Os valores para o grupo tratado com 13

caroteno por 5 dias foram de 0,30 ± 0,08 nrnollg tecido. ~-Caroteno não
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foi detectado nos rins do grupo controle (resultados não mostrados)

(Tabela X).

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

Fe- NTA

o tratamento com Fe-NTA causou um aumento da lipoperoxidação

em rins de ratos, como mostrado pela formação de MOA. Uma alta

concentração de MOA 114 ± 34 nmol/g de tecido foi observada depois do

tratamento com Fe-NTA por 3 h e de 199 ± 37 nmol/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

concentração de MOA foi de 64 ± 17 nmol/g de tecido e para o

tratamento com Fe-NTA por 24 h foi de 55 ± 15 nmol/g de tecido. Nos

grupos suplementados com l3-caroteno e tratados com Fe-NTA por 3 h

obtivemos concentrações de MOA de 77 ± 16 nrnol/g de tecido e

concentrações de 74 ± 16 nmol/g de tecido para tratamento com Fe-NTA

24 h. O licopeno e o l3-caroteno evitaram os danos oxidativos em

membranas induzidos por Fe-NTA. A concentração de MOA no grupo

controle foi de 62 ± 12 nmol/g de tecido. A concentração de MOA no

grupo suplementado apenas com licopeno foi de 63 ± 10 nmol/g de

tecido e para o grupo suplementado apenas com l3-caroteno foi de 67 ±

13 nrnol/g de tecido (Tabela XI).
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4.2.7 - Redução da formação de 8-oxodGuo em DNA de rim de ratos

suplementados com licopeno ou com o p-caroteno

A concentração de 8-oxodGuo em DNA de rins de ratos do grupo

controle foi 0,7 ± 0,03 resíduos/106 dGuo. Quando os animais foram

submetidos ao tratamento com Fe·NT.A, a concentração aumentou 7,6

vezes (p < 0.005) depois do tratamento com Fe-NTA por 3 h (5,3 ± 0,6

resíduos/106 dGuo) e 8,7 vezes (p<0.005) depois do tratamento com Fe

NTA por 24 h (6,1 ± 0,8 resíduos/106 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 reduções nas

concentrações de 8-oxodGuo ao nível do grupo controle, (1,5 ± 0,3 e 1,2 ±

0,2 resíduos/106 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 p-caroteno e posteriormente tratados

com Fe-NTA por 3 e 24 h as concentrações obtidas foram 1,3 ± 0,12 e

0,98 ± 0,15 resíduos/106 dGuo respectivamente (Tabela XII).

4.2.8 - Alterações histológicas no rim

A presença de injúria em células renais de ratos tratados com Fe

NTA foi revelada por estudos histológicos. A micro-arquitetura do rim

apresenta o padrão usual depois do tratamento com Fe-NTA. Entretanto,

a forma e o aspecto adquiridos pelas células renais depois do tratamento

com Fe-NTA foi de uma pequena degeneração em balão, 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 evolução da degeneração em balão nos

túbulos proximais. No painel B (Figura 13) é mostrado um glomérulo

normal, adjacente a degeneração em balão e necrose hialina no epitélio de

um túbulo proximal, que é mais pronunciado no painel C e O depois do

tramento com Fe-NTA por 24 h, pod6.:i se, verificados também nos painéis

A e B depois do tratamento com Fe-NTA por 3 horas. Também na Figura

13 é possível vislumbrar o acúmulo intralumial de ácido

mucopolissacarídeo, que variam de uma visualização focal (painel F) para

uma visualização difusa (painel E). A Figura 14 (painéis A - F) representa

o padrão histológico depois do pré-tratamento com licopeno ou ~-caroteno

e posterior tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h. Genericamente,

observamos uma menor extensão dos danos, degeneração em balão e

necrose hialina, e uma menor severidade da injúria renal; o painel A

mostra a presença de um glomérulo preservado (seta), contrastando com

o o aumento das característica tintorias nuclear e citoplasmática devido a

regeneração do epitélio (ponta da seta) e o decréscimo da degeneração

em balão observadas no painel B. Entretanto, alguns túbulos proximais

mostrados nos painéis C e O, ainda apresentam sinais de necrose hialina.

A remodelação da histoarquitetura renal pode ser melhor observada nos

painéis E e F depois da c%ração com PAS. A Figura 15 ilustra de

maneira geral (painéis A - O) a preservação da histoarquitetura renal

vislumbrada num menor aumento, com o pré-tratamento com os

carotenóides e posterior tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h. Igualmente

ilustrativos são os aspectos histopatológicos encontrados em visão
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panorâmica (Figura 16, painéis A - O) dos efeitos da agressão renal

induzida por Fe-NTA. Nota-se o aumento das características tintoriais

núcleo/citoplamáticas no epitélio proximal (painel A - O) decorrentes da

necrose hialina e a vacuolização difusa pela degeneração hidrópica. Os

dados da análise semi-quantitativa dos estudos histológicos estão

resumidos na Tabela XIII que mostiam a evolução temporal da necrose

hialina e degeneração em balão depois de 3 e 24 h do tratamento com Fe

NTA. No pré-tratamento com licopeno e com o ~-caroteno por 5 dias e

posterior tratamento com Fe-NTA por 3 e 24 h, verificamos a redução da

necrose hialina e da degeneração em balão.

4.2.9 - Concentração de licopeno e de ~-caroteno em pulmão de ratos

Os ratos (12 semanas) receberam diariamente injeções i.p. de

licopeno ou de ~-caroteno, 10 mg/kg de massa corpórea, por cinco dias

consecutivos. No último dia de tratamento os animais foram sacrificados e

as concentrações de licopeno e de ~-caroteno foram determinadas nos

pulmões. Os valores de licopeno em cinco pulmões foram 0,64 ± 0,2

nmollg tecido. Licopeno não foi detectado nos pulmões dos ratos do

grupo controle (resultados não mostrados). Os valores para o grupo

tratado com ~-caroteno por 5 dias foram de 0,17 ± 0,05 nmollg tecido. ~

caroteno não foi detectado nos pulmões dos ratos do grupo controle

(resultados não mostrados) (Tabela XIV).
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4.2.10 - Concentração de MDA em pulmão de ratos tratados com

Fe- NTA

Um aumento na concentração de MOA (215 ± 28 nmollg de tecido)

foi observado depois do tratamento com Fe-NTA 3 e 24 h (458 ± 77

nmollg de tecido). Nos grupos de ratos 3uplementados com licopeno por

5 dias e posteriorrmente tratados com Fe-NTA por 3 h a concentração de

MOA foi de 142 ± 17 nmol/g de tecido. Para o tratamento com Fe-NTA

por 24 h a concentração de MOA foi de 139 ± 15 nmollg de tecido. Nos

grupos suplementados com ~-caroteno e tratados com Fe-NTA por 3 h

obtivemos concentrações de MOA de 117 ± 16 nmollg de tecido.

Concentrações de 124 ± 19 nmollg de tecido foram obtidos para

tratamento com Fe-NTA 24. Portanto o licopeno e ~-caroteno evitaram os

danos oxidativos em membranas induzidos por Fe-NTA. A concentração

de MOA no grupo controle foi de 135 ± 25 nmol/g de tecido. A

concentração de MOA no grupo suplementado apenas com licopeno foi de

123 ± 15 nmollg de tecido e para o grupo suplementado apenas com ~

caroteno foi de 137 ± 13 nmollg de tecido (Tabela XV).

4.2.11 - Redução da formação de 8-oxodGuo em DNA de pulmão de

ratos suplemenb,r:los com licopeno ou com o ~-caroteno

A concentração de 8-oxodGuo em ONA de pulmões de ratos do

grupo controle foi 0,6 ± 0,07 resíduos/106 dGuo. Quando os animais

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

83



vezes (p < 0,005) depois do tratamento com Fe-NTA por 3 h (2,5 ± 0,1

resíduos/106 dGuo) e 3,6 vezes (p<0,005) depois do tratamento com Fe

NTA por 24 h (2,2 ± 0,2 resíduos/106 dGuo). Nos grupos de ratos pré

tratados por 5 dias com licopeno ou ~-caroteno e posteriormente

submetidos aos tratamentos com Fe-NTA foram verificadas reduções nas

concentrações de 8-oxodGuo ao nívei ob~ervado no grupo controle 0,4 ±

0,1 e 0,6 ± 0,15 resíduos/106 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 ~-caroteno e

posteriormente tratados com Fe-NTA por 3 e 24 h as concentrações

obtidas foram de 0,6 ± 0,1 e 0,71 ± 0,08 resíduos/106 dGuo

respectivamente (Tabela XVI).

4.2.12 - Concentração de licopeno e de ~-carotenoem próstata de

ratos

Os ratos (12 semanas) receberam diariamente injeções i.p. de

licopeno ou de ~-caroteno, 10 mg/kg de massa corpórea, por cinco dias

consecutivos. No último dia de tratamento os animais foram sacrificados e

a concentração de Iicopeno e de ~-caroteno foram determinadas nas

próstatas. Os valores reprodutíveis de licopeno em próstatas de cinco

animais tratados com licopeno foram 0,51 ± 0,04 nmollg tecido. Licopeno

não foi detectado nas próstatas do grupo controle (resultados não

mostrados). Os valores para o grupo tratado com ~-caroteno por 5 dias
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foram de 0,13 ± 0,01 nmol/g tecido. ~-Caroteno não foi detectado nas

próstatas do grupo controle (resultados não mostrados) (Tabela XVII).

4.2.13 - Concentração de MDA em próstata de ratos Wistar tratados

com Fe- NTA

o tratamento com Fe-NTA causa um aumento da lipoperoxidação

em próstata de ratos como verificado pela formação de MOA. Uma alta

concentração de MOA (817 ± 122 nmollg de tecido) foi observada depois

do tratamento com Fe-NTA por 3h e para o tratamento com Fe-NTA 24 h

(1176 ± 57 nmollg tecido). Nos grupos de ratos suplementados com

licopeno por 5 dias e posteriormente tratados com Fe-NTA por 3 h a

concentração de MOA foi de 364 ± 17 nmol/g de tecido e para o

tratamento com Fe-NTA por 24 h foi de 355 ± 35 nmol/g de tecido. Nos

grupos suplementados com ~-caroteno e tratados com Fe-NTA por 3 h as

concentrações de MOA obtidas foram de 377 ± 36 nmol/g de tecido e

concentrações 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 concentração de MOA no grupo controle foi de 359 ± 32 nmol/g de

tecido. A concentração de MOA no grupo suplementado apenas com

Iicopeno foi de 363 ± 30 nmollg de tecido. Para o grupo suplementado

apenas com ~-caroteno as concentrações observadas foram de 367 ± 13

nmollg de tecido (Tabela XVIII).
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4.2.14 - Redução da formação de 8-oxodGuo em DNA de próstata de

ratos suplementados com licopeno ou com o p-caroteno

A concentração de 8-oxodGuo em DNA de próstatas do grupo

controle foi 1,7 ± 0,3 resíduos/106 dGuo. Quando os animais foram

submetiJos ao tratamento com Fe-NTA a concentração aum0ntou 3,7

vezes (p < 0.005) depois do tratamento com Fe-NTA por 3 h (6,3 ± 0,6

resíduos/106 dGuo). Nos grupos de ratos pré-tratados por 5 dias com

licopeno ou com o p-caroteno e posteriormente submetidos aos

tratamentos com Fe-NTA, foram verificadas reduções nas concentrações

de 8-oxodGuo atingindo o nível do grupo controle (1,8 ± 0,3 resíduos/106

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 concentrações obtidas

foram 1,9 ± 0,2 resíduos/106 dGuo respectivamente (Tabela XIX).

4.2.15 - Redução da formação de 8-oxodGuo em DNA de linfócitos de

ratos suplementados com licopeno ou com o p-caroteno

A concentração de 8-oxodGuo em DNA encontrada em linfócitos de

ratos do grupo controle foi 1,8 ± 0,6 resíduos/106 dGuo. Quando os

animais foram submetidos ao tratamento com Fe-NTA por 3 h, a

concentração aumentou 2,7 vezes (4,8 ± 0,6 resíduos/106 dGuo) para (p

< 0.005). Nos grupos de ratos pré-tratados por 5 dias com licopeno ou com

o p-caroteno e posteriormente tratados por 3 h com Fe-NTA, foram
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vericadas reduções nas concentrações de 8-oxodGuo para 2,0 ± 0,7

resíduos/106 dGuo no grupo pré-tratado com o licopeno e para 1,5 ± 0,1

resíduos/106 dGuo no grupo pré-tratado com o ~-caroteno (Tabela XX).
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TABELA IV

Efeito de licopeno (20 pmol/106 células) em mudanças temporais de

TBARS e compostos NP-SH em células CV1-P depois do tratamento

com Fe-NTAlascorbato

TBARS NP-SH

pmol/mg proteína % de controle pmol/!J.g proteína % do controle

Controle 9,8 ± 3.5 100 10,O±1.0 100

Fe-NTA (30 min) 95,5 ± 6.8* 974

Fe-NTA (1h) 145,9 ± 16.9* 1489 7,5±1.1* 75

Fe-NTA (2h) 82,4 ± 31.6* 841 8,7±1.7 87

Fe-NTA (3h) 64,5 ± 23.0* 658 10,9 ± 0.9 109

Fe-NTA (1h)+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

!J.M) em meio DME a 37°C. Resultados são expressos como média ±

desvio-padrão de 3 experimentos diferentes. A comparação estatística foi

realizada utilizando o Student's t-test.* Amostras são significativamente

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

Efeito de licopeno (20 pmol/106 células) na concentração de 8

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

NTA1ascorbato

8-oxodGuo

resíduos/10Ó dGuo % do controle

Controle

Fe-NTA (2h)

Fe-NTA (2h) + licopeno

1,6 ± 0.09

14,0 ± 0.41*

3,2 ± 0.41

100

882

204

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

(40 flM) em meio DME a 37°C. Resultados são expressos como média ±

desvio-padrão de 3 experimentos diferentes. A comparação estatística foi

realizada usando o Student's f-test. Amostras são significativamente

diferentes para *p< 0.001, quando comparadas com o grupo controle, ** p<

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

89



Tabela VI

Concentração de licopeno e do l3-caroteno em fígados de ratos

Licopeno/~-caroteno

(nmol/g tecido)

Licopeno 5 dias

Li(;üpC;G + Fe-NTA 3 h

Licopeno + Fe-NTA 24 h

~-caroteno 5 dias

~-caroteno + Fe-NTA 3 h

~-caroteno + Fe-NTA 3 h

23,4 ± 3

21,9 ± 6 *

25,5 ± 10 *

10.1± 1,6

1,3± 0,6**

3,9± 0,8**

Os ratos (12 meses) receberam diariamente, i.p.} injeções de licopeno, 10

mg/kg de massa corpórea por cinco dias consecutivos. A comparação

estátistica foi feita usando o Student's t-test. As amostras não são

significativamente diferentes para *p< 0.005, quando comparadas com o

grupo Licopeno 5 dias; para **p< 0.005, as amostras são

significativamente diferentes, quando comparadas com o grupo ~-caroteno

5 dias.
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TABELA VII

Efeito do licopeno ou ~-caroteno nas concentrações de MDA em

fígado de ratos depois do tratamento com Fe-NTA

MDA (nmol/g de tecido)

Controle 330 ± 31

Licopeno(5 dias) 321 ± 17

~-caroteno 349 ± 19

Fe-NTA (3 h) 521 ± 26*

Fe-NTA (24 h) 578± 61*

Fe-NTA (3h) + Iicopeno 323 ± 28**

Fe-NTA (24h) + licopeno 347 ± 26**

Fe-NTA (3h) + ~-caroteno 367 ± 36*

Fe-NTA (24 h) + ~-caroteno 357 ± 21*

Cada valor representa a média ± desvio-padrão (n=5 animais) para três

experimentos diferentes. Animais tratados com salina +Tween 80 servem

como controle. Licopeno ou ~-caroteno (10 mg/kg de massa corpórea)

foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com

Fe-NTA (10 mg/kg massa corpórea). A comparação estatística foi

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

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

p< 0.005, quando comparadas com o grupo de Fe-~TA.
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Tabela VIII

Efeito de licopeno ou J3-caroteno nas concentrações de 8-oxodGuo

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

8-oxodGuo

resíduos/106 dGuo

Controle

Licopeno 5 dias

Fe-NTA 3 h

Fe-NTA 24 h

Fe-NTA 3 h + licopeno

Fe-NTA 24 h + licopeno

J3-caroteno 5 dias

Fe-NTA 3 h + J3-caroteno

Fe-NTA 24 h + J3-caroteno

2,3 ± 0,6

2,2 ± 0,8

9,3 ± 2,0*

11,1 ± 0,2*

2,6±1,1

2,7±1,1**

2,4 ± 0,1

2,8 ± 0,7

2,9 ± 0,6**

Cada valor representa a média ± desvio:-padrão (n=5 animais) para três

experimentos diferentes. Animais tratados com salina+Tween 80 servem

como controle. Licopeno e J3-caroteno (10 mg/kg de massa corpórea)

foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com

Fe-NTA (10 mg/kg massa corpórea). A comparação estatística foi

realizada usando o Student's t test. Amostras são 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

Modificações histológicas e acúmulo de ferro e lipídios em fígado de

ratos depois do tratamento com Fe-NTA

Tempo Injúria Hepática Injúria Metabólica

(Acúmulos)

Degeneração Esteatose Necrose Lipídios Ferro

em balão

fe-NTA 3h 1 1 1 1 1
Fe-NTA fe-NTA 24h 4 4 4 3 3

L1COPENO fe-NTA 3h 2 O O 2 1
ou fe-NTA 24h O 1 21 O
~-cAROTENO

Condições como as descritas em materiais e métodos
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Tabela X

Concentração de Iicopeno e p-caroteno em rim de ratos

Licopeno/p-caroteno
(nmol/g tecido)

Liccpeno 5 dias

p-caroteno 5 dias

0,13 ± 0,04

0,30 ± 0,08

Os ratos (3 meses) receberam diariamente, injeções, í.p, de Iicopeno ou p

caroteno, 10 mg/kg de massa corpórea por cinco dias consecutivos.
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Tabela XI

Efeito de licopeno ou ~-caroteno nas concentrações de MDA

em rim de ratos depois do tratamento com Fe-NTA

MDA (nmol/g tecido)

Controle 62 ± 12

Licopeno 5 dias 63 ± 10

~-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 + ~-caroteno 77 ± 16

Fe-NTA 24h + ~-caroteno 74 ± 16 **

Cada valor representa a média ± desvio padrão (n=5 animais) para três

experimentos. Animais tratados com salina+Tween 80 servem como

controle. Licopeno e ~-caroteno (10 mg/kg de massa corpórea) foram

administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com Fe

NTA (10 mg/kg massa corpórea). A comparação estatística foi realizada

usando o Student's t tes1. Amostras são 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 XII

Efeito de licopeno ou ~-caroteno nas concentrações de 8-oxodGuo

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

8-oxodGuo

resíduos/106" dGuo

Controle

Fe-NTA 3 h

Fe-NTA 24 h

Fe-NTA 3 h + Iicopeno

Fe-NTA 24 h + licopeno

Fe-NTA 3 h + ~-caroteno

Fe-NTA 24 h + ~-caroteno

0,7 ± 0,03

5,3 ± 0,6*

6,1 ± 0,8*

1,5± 0,3

1,2 ± 0,2**

1,3± 0,12

0,98 ± 0,15**

Cada valor representa a média ± desvio-padrão (n=5 animais) para três

experimentos diferentes. Animais tratados com salina+Tween 80 servem

como controle. Licopeno e ~-caroteno (10 mg/kg de massa corpórea)

foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com

Fe-NTA (10 mg/kg massa corpórea). A comparação estatística foi

realizada usando o Student's t test. Amostras são 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 XIII

Modificações histológicas em rim de ratos após tratamento com Fe

NTA

Injúria renal
Tempo

Degeneração Necrose

em balão

Fe-NTA 3h 2 2
Fe-NTA Fe-NTA 24h 4 4

L1COPENO ou Fe-NTA 3h 1 2
p-CAROTENO Fe-NTA 24h 2 2

Condições como descritas em materiais e métodos
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Tabela XIV

Concentração de Licopeno e f3-caroteno em pulmão de ratos

Licopeno/f3-caroteno
(nmol/g tecido)

LicotJenc. 5 dias

f3-caroteno 5 dias

0,64 ± 0,2

0,17 ± 0,05

Os ratos Wistar (3 meses) receberam diariamente, injeções, i.p, de

licopeno ou f3-caroteno, 10 mg/kg de massa corpórea por cinco dias

consecutivos.
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Tabela XV

Efeito de licopeno ou J3-caroteno nas concentrações de MDA

em pulmão de ratos após tratamento com Fe-NTA

MDA (nmol/g tecido)

Controle 135 ± 25

Licopeno 5 dias 123 ± 15

J3-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 + J3-caroteno 117±16

Fe-NTA 24 h + J3-caroteno 124 ± 19 **

Cada valor representa a média ± desvio padrão (n=5 animais) para três

experimentos diferentes. Animais tratados com salina+Tween 80 servem

como controle. Licopeno e J3-caroteno (10 mg/kg de massa corpórea)

foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com

Fe-NTA (10 mg/kg massa corpórea). A comparação estatística foi

realizada usando o Student's t test. Amostras são 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 ~-caroteno nas concentrações de 8-oxodGuo

em DNA de pulmão de ratos após tratamento com Fe-NTA

S-oxodGuo

resíduos/1 Dó dGLJO

Controle

Fe-NTA 3 h

Fe-NTA 24 h

Fe-NTA 3 h + licopeno

Fe-NTA 24 h+ licopeno

Fe-NTA 3 ) + ~-caroteno

Fe-NTA 24 h + ~-caroteno

0,6 ± 0,07

2,5 ± 0,1*

2,2 ± 0,2*

0,4 ± 0,1 **

O,6± 0,15**

0,6 ± 0,1

0,7 ± O,OS

Cada valor representa a média ± desvio-padrão (n=5 animais) para três

experimentos diferentes. Animais tratados com salina+Tween SO servem

como controle. Licopeno e ~-caroteno (10 mg/kg de massa corpórea)

foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com

Fe-NTA (10 mg/kg massa corpórea). A comparação estatística foi

realizada usando o Student's t test. Amostras são 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 XVII

Concentração de licopeno e /3-caroteno em próstata de ratos

Licopeno//3-Caroteno
(nmol/g tecido)

Licopeno 5 dias

/3-Caroteno 5 dias

0,51 ± 0,04

0,13 ± 0,01

Os ratos Wistar (3 meses) receberam diariamente, injeções, i.p, de

licopeno ou /3-caroteno, 10 mg/kg de massa corpórea por cinco dias

consecutivos.
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Tabela XVIII

Efeito de Iicopeno ou ~-caroteno nas concentrações de MDA

em próstata de ratos após tratamento com Fe-NTA

MDA (nmol/g tecido)

Controle 359 ± 32

Iicopeno 5 dias 363 ± 30

~-caroteno 5 dias 367 ± 13

Fe-NTA 3 h 817 ± 122*

Fe-NTA 24 h 1176 ± 57 *

Fe-NTA 3 h + Iicopeno 364 ± 17

Fe-NTA 24 h + licopeno 355 ± 35 **

Fe-NTA 3 h + ~-caroteno 377± 36

Fe-NTA 24h + ~-caroteno 374,4 ± 26 **

Cada valor representa a média ± desvio padrão (n=5 animais) para três

experimentos diferentes. Animais tratados com salina+Tween 80 servem

como controle. Licopeno ou ~-caroteno (10 mg/kg de massa corpórea)

foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com

Fe-NTA (10 mg/kg massa corpórea). A comparação estatística foi

realizada usando o Student's t test. Amostras são 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 ~-caroteno nas concentrações de 8-oxodGuo

em DNA de próstata de ratos após tratamento com Fe-NTA

8-oxodGuo

resíduos/1 06" dGuo

Controle (Salina+Tween)

Fe-NTA 3 h

Fe-NTA 3 h + licopeno

Fe-NTA 3 h + ~-caroteno

1,7±O,3

6,3 ± 0,6*

1,8 ± 0,3**

1,9 ± 0,2

Cada valor representa a média ± desvio-padrão (n=5 animais) para três

experimentos diferentes. Animais tratados com salina+Tween 80 servem

como controle. Licopeno ou ~-caroteno (10 mg/kg de massa corpórea)

foram administrados por cinco dias consecutivos antes do tratamento com

Fe-NTA (10 mg/kg massa corpórea). A comparação estatística foi

realizada usando o Student's t test. Amostras são 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 l3-caroteno nas concentrações de 8-oxodGuo

em DNA de linfócitos de ratos após tratamento com Fe-NTA

8-oxodGuo

resíduos/106 dGuo

Controle

Fe-NTA 3 h

Fe-NTA 3 h + licopeno

Fe-NTA 3 h + l3-caroteno

1,8 ± 0,6

4,8 ± 0,6 *

2,0 ± 0,7

1,5 ± 0,1

Cada valor representa a média ± desvio-padrão do sangue de cinco

animais. Animais tratados com salina+Tween 80 servem como controle.

Licopeno ou l3-caroteno (10 mg/kg de massa corpórea) foram

administrados por 3 horas antes do tratamento com Fe-NTA (10 mg/kg

massa corpórea). A comparação estatística foi realizada usando o

Student's t test. Amostras são 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 sanguíneo de ratos

suplementados com ~-caroteno (o licopeno aparece em 10,5 min e o ~-caroteno em 15,5
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Figura 6: Curva da biodisponibilidade obtida para o ~-caroteno.
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(Iicopeno aparece em 9,7 min). Detecção em 445nm.
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5 - DISCUSSÃO

Apesar do oxigênio molecular ser essencial para a obtenção de

energia pelos organismos aeróbicos, esta molécula também está associada

a geração de espécies reativas potencialmente tóxicas para os organismos

vivos. A reatividade dessas espécies varia muito mas algumas são reativas

o suficiente para provocar lesõps em biomoléculas como o DNA, lipídeos e

proteínas. Entre as espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio temos o

íon radical superóxido, o peróxido de hidrogênio, o radical hidroxila, os

compostos carbonílicos tripletes, o oxigênio eletronicamente excitado ao

estado singlete, o óxido nítrico, o peróxinitrito, entre outras. A formação

dessas espécies pode preencher funções biológicas importantes como no

caso do combate a microorganismos invasores e controle da pressão

sanguínea. É importante ressaltar que algumas das interações entre essas

espécies reativas estão sendo reconhecidas como parte de segmentos de

cascatas de transdução de sinal. Por outro lado, devido a sua reatividade,

tais espécies podem também acarretar danos em biomoléculas e estruturas

celulares, fenômenos associados a eventos patológicos que podem estar

envolvidos nos mecanismos de diversas doenças (Halliwell e Gutteridge,

1999).

Entre as lesões em biomoléculas, já encontra-se bem descrito que o

estresse oxidativo pode causar danos no DNA, como fragmentação e

apoptose, modificaç'-Jes em bases (tal como dímeros de timina, alquilaç~o

de bases ou formação de 8-oxodGuo) (Dreher 1996; Singer e Bartsch,

1999) e quebras em DNA (Sarker e coI. , 1995). Modificações oxidativas

em DNA têm sido implicadas em mutagênese e carcinogênese (Halliwel
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eco!., 1999; Okada eco!., 1995; Dreher e co!., 1996; Sarker e co!., 1995; Di

Mascio e co!., 1990; Ribeiro e co!., 1992).

O ferro é ubíquo na vida dos organismos e desempenha um papel

essencial como elemento que existe em baixa concentração. Por outro

lado, o ferro pode produzir injúrias oxidativas em algumas condições, tal

como inflamação, transplante d0 ór~:::~os, carcinogênese e envelhecimento

(Halliwel e co!., 1999). Nitrilotriacetato de ferro é um bom modelo de

sistema gerador de estresse oxidativo e indutor de carcinogênese (Okada

e co!., 1995).

Com o intuito de investigar os possíveis mecanismos associados ao

efeito antioxidante de carotenóides este estudo investigou a indução de

lesões oxidativas em biomoléculas (Iipoperoxidação e oxidação de dGuo)

promovida por tratamento com Fe-NTA em células em cultura e in vivo.

Lesões histopatológicas associadas a esse proceso também foram

analisadas. Ressaltamos que a sobrecarga de ferro é um dos modelos de

estresse oxidativo adotado pelo grupo responsável pelo projeto

"Biomarkers of Oxidative Stress" (BOSS), projeto desenvolvido por cerca

de dez laboratórios norte-americanos sob a coordenação da Ora. M. B.

Kadiiska, National Institute of Environmental Science (NIEHS), com o

objetivo de determinar biomarcadores sensíveis de estresse oxidativo em

roedores e humanos (http://dir.niehs.nih.gov/dirover/biomarkers.htm).

Para facilitar d discussão dos resultados, este tópico será dividido

em duas partes:
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1 - Efeito protetor de licopeno contra lipoperoxidação e lesão 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, í :396 ;;} 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 suplementação de células de mamífero

(CV1-P) com licopeno e posterior exposição ao sistema Fe-NTA1ascorbato.

Nossos resultados mostram que a suplementação de células, CV1

P com licopeno (20 pmol/106 células) e posterior tratamento com Fe

NTAlascorbato reduziram os níveis de lipoperoxidação acompanhado pelo

decréscimo de compostos tiólicos não protéicos (NP-SH) (Tabela IV).

Esses resultados estão de acordo com dados publicados anteriormente

(Hartwig e col., 1993) mostrando aumento de TBARS após 1 h de

incubação de células de mamífero com Fe-NTA.

Além do processo de peroxidação lipídica, um possível dano

oxidativo em DNA das células (8-oxodGuo) também foi investigado.

Nossos resultados mostraram que a concentração de 8-oxodGuo

aumentou mais de oito vezes no DNA das células tratadas com Fe-NTA

quando comparada::. com o controle. O pré-tratamento das células com

licopeno diminuiu em 77% a concentração de 8-oxodGuo indicando que o

licopeno promove forte proteção contra oxidação de bases de DNA. Os
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possíveis mecanismos associados a essa proteção serão discutidos a

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

1 - Efeito protetor de licopeno e 13-caroteno contra lesões em

biomoléculas e alterações histológicas em tecidos de ratos

expostos a Fe-NTA

Diversos estudos epidemiológicos e experimentais têm sugerido

uma associação entre saúde e dietas ricas em frutas e vegetais (Sarker

1995). Entre os componentes dessas dietas, evidências experimentais

baseadas principalmente em estudos in vitra, apontam que carotenóides

podem estar exercendo um importante papel nos mecanismos de proteção

e diminuição de risco de câncer associado a esse tipo de alimentação

(Giovanucci, 1999 e Stahl e Sies, 1996).

Visando contribuir para o esclarecimento dos possíveis mecanismos

envolvidos na proteção verificada nos estudos com dietas, utilizamos o

modelo de indução de estresse oxidativo através de tratamento de ratos

com injeção i.p com Fe-NTA por 3 e 24 horas. Após os tratamentos, o

fígado, rim, pulmão, próstata e linfócitos foram analisados para avaliar

parâmetros associados ao estresse oxidativo (Iipoperoxidação e 8

oxodGuo). Alguns dos tecidos foram também avaliados com relação a

possíveis alterações histológicas associadas ao tratamento.

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

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

Fígado: Após tratamento com Fe-NTA, observamos no DNA de

hepatócitos (Tabela VIII) concentrações de 8-oxodGuo 4 a 5 vezes maior

que as concentrações encontradas no DNA do grupo controle. Com

relação aos dados obtidos nos estudos histológicos observamos que o

tratamento com Fe-NTA induziu modificações pré-carcinogênicas. Na

Figura 9 mostramos a evolução da morte celular (necrose) no fígado 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). É importante ressaltar que esteatose e necrose

são morfologicamente tipos distintos de injúrias que podem ser induzidos

por danos oxidativos (Fargion e col, 2000). Os dados também permitiram

acompanhar a evolução temporal da degeneração lipídica induzida por Fe

NTA (Figura 10 e 11).

As lesões observadas são especialmente interessantes para a

proposição de mecanismos de lesão uma vez que foram acompanhadas

pelo aumento de ferro no hepatócito (Tabela IX) e um significante aumento

no nível de MDA (58% -75%) conhecido indicador de estresse oxidativo

associado a lipoperoxidação (Tabela VII). A indução de um estado pró

oxidante foi também observado por Kuchino (1987) que relatou diminuição

nas concentrações de glutationa hepática após a administração de fe

NTA.

Rim: A habilidade de Fe-NTA em promover danos em DNA e

membranas celulares tem sido apontada como um mecanismo crítico de

carcinogênese renal associada com injeção intraperitonial deste complexo.
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De fato, Toyokuni e col. (1994) reportaram diversas modificações

oxidativas em bases na cromatina renal de ratos submetidos ao tratamento

por 24 h com Fe-NTA. Estas lesões são tipicamente produtos de reação

com o radical hidroxila (HO").

Os nossos resultados mostram um aumento na concentração de 8

oxodGuo em DNA de rim de 8 .3 9 \'ezes depois do tratamento dos ratos

com Fe-NTA por 3 horas e por 24 horas em relação à concentração

observada no DNA do grupo controle (Tabela XII).

Com relação a lipoperoxidação, o tratamento induziu aumento na

concentração de MOA de 84 a 221% depois do tratamento com Fe-NTA

por 3 e 24 h quando comparado com à concentração no rim de animais do

grupo controle (Tabela XI).

A presença de injúria renal foi também revelada por estudos

histológicosmostra que mostraram a evolução de uma leve degeneração

em balão nos túbulos proximais, culminando com uma severa necrose

hialina no epitélio de um túbulo proximal depois do tratamento com Fe

NTA (Figuras 12 e 15).

Próstata: Diversos estudos têm apontado uma possível

contribuição de espécies reativas de oxigênio nos mecanismos associados

ao câncer de próstata. As células epiteliais da próstata de muitos homens

na idade de risco de câncer estão sujeitas a exposição às espécies

reativas de oxigênio e de nitrogênio relacionadas com inflamações pOi

causa da alta incidência de prostatites. (Ripple e col., 1997; Malins e col.,

1997). Neste sentido, avaliar danos oxidativos nesse tecido é

especialmente importante.
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De fato, nossos resultados em próstatas de ratos tratados com

injeção i.p de Fe-NTA mostraram um aumento significativo (p<O,005) na

concentração de MOA (128% a 226%) quando comparamos à

concentrações do controle (Tabela XVIII). O mesmo efeito ocorreu para a

concentração de 8-oxodGuo que aumentou cerca de 4 vezes após o

tratamento com Fe-NTA por 3 h.)ras (Tabela XIX).

Pulmão: As fontes de espécies reativas diferem com o tipo de

tecido e inclui fumo, irradiação solar, inflamação crônica e processos

metabólicos normais (Cerutti 1985; Wiseman e Halliwell 1996; Ames e col.,

1993). Por exemplo, os pulmões de fumantes estão expostos a altas

concentrações de radicais livres. Por exemplo, o óxido nítrico (-NO)

presente na fumaça de cigarro pode reagir com o oxigênio para produzir

-N02 . Os radicais -N02 sobrevivem tempo bastante na fumaça para

alcançar o tecido pulmonar. A fumaça de cigarro também age como

irritante ativando macrófagos que irão gerar mais espécies reativas de

oxigênio e de nitrogênio (Halliwell e Gutteridge 1999). Sendo o pulmão

alvo dessas espécies o estudo do efeito de antioxidantes nesse tecido

também merece atenção especial.

O tratamento com Fe-NTA causou substancial lipoperoxidação em

pulmões de ratos quando monitorado pela formação de MOA. Obtivemos

aumentos de 59% a 239% nas concentrações de MOA após o tratamento

quando relacionados às concentrações obtidas no pulmão do grupo

controle (Tabela XV). As concentrações de 8-oxodGuo no ONA de pulmão

de ratos submetidos ao tratamento com Fe-NTA aumentaram cerca 4

vezes em relação ao ONA de pulmão de animais controle (Tabela XVI).
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Linfócitos: Nossos estudos também investigaram lesões oxidativas

em DNA de linfócitos. 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 concentração de 8-oxodGuo em DNA de

linfócitos quando comparadas às concentrações 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

alterações histológicas nos tecidos analisados.

O ferro está envolvido em muitas reações biológicas e é essencial

para muitas formas de vida. Apesar disso, distúrbios na homeostase de

ferro podem ter conseqüências dramáticas para as células (Meneghini e

col. 1995). O envolvimento do ferro em diversas patologias ocorre através

de uma variedade de mecanismos, incluindo desde processo de

deposição, ativação ou inativação de sistemas enzimáticos, diminuição das

funções de fagócitos e interferência em apoptose (Simonart e col. 2000).

A indução de estresse oxidativo promovida por Fe-NTA não foi

apenas demonstrada através da indução de lesões em biomoléculas

como também já foi detectada a formação de radical superóxido (02--) em

plasma sanguíneo de ratos 1 hora após a administração de Fe-NTA

(Matsura e col., 1983). Tal fato sugere que o complexo de ferro leva à

produção desse radical. Para isso é necessário que o ferro do complexo

seja inicialmente reduzido por agentes redutores presentes no sangue, tais

como ascorbato ou glutationa (Preece e col., 1988). As reações podem ser

assim esquematizadas (Preece e col., 1988):
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3+ - 2+
NTAFe + e ~ NTAFe

2+ 2+ 3+ - 3+.-
NTAFe + 02 f--7 [NTAFe 02] f--7 [NTAFe 02 ] f--7 NTAFe + 02

o radical superóxido formado promove a redução de Fe3+ para

Fe2+ e produção de H202 para a subseqüente reação de Fenton (Preece

e co/., 1988):

.- 3+ 2+
02 + Fe ~ 02 + Fe

- +
2 02· + 2H ~ H202 + 02

2+ 3+ - • _
Fe + H202 ~Fe + OH + HO (reaçao de Fenton)

Dessa forma, o processo de peroxidação lipídica pode ser iniciado

pela abstração, por radicais HO·, de átomos de hidrogênio dos ácidos

graxos poliinsaturados das membranas celulares (Preece e co/., 1988). Os

radicais iniciais gerados nesse processo, assim como espécies reativas

secundárias formadas a partir de reações do radical inicial podem induzir

os danos moleculares observados.

2.2- Efeito protetor de carotenóides em tecidos de ratos

tratados com Fe-NTA

Licopeno é um carotenóide presente em sangue humano em níveis

que variam de 0,22 - 1,06 nmol/mL (Stahl e co/., 1996). Já foi

suficientemente esclarecido que as dietas mediterrâneas ricas em

carotenóide são saudáveis. Uma correlação direta entre níveis de licopeno

e a saúde já foi descrita em muitos estudos, em que níveis

significativamente altos de licopeno e selênio diminuíram a incidência de
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câncer de bexiga e de pâncreas quando comparados com o controle

(Helzlsouer 1989; Burney 1989). Um importante estudo epidemiológico

também relatou um baixo risco de câncer de próstata em dietas ricas em

licopeno (Giovannucci 1999). Desde de 1981 vários experimentos têm sido

realizados para mostrar que o beta-caroteno pode funcionar como agente

red~j;.cr :j~ incidência de câncer em humanos (Peto e c0i., 1981). Krinsky

(1991), mostrou que o ~-caroteno inibiu mutagenicidade, transformação

malígna em célula e formação de tumor, sugerindo, portanto, com este

estudo que o ~-caroteno estaria exercendo um importante papel em

modular as ações relacionadas a processos carcinogênicos. Quando

suplementamos ratos com licopeno ou ~-caroteno por 5 dias e

submetemos os mesmos ao tratamento com Fe-NTA, verificamos que as

concentrações de MOA e 8-oxodGuo em fígado, rim, pulmão, próstata

diminuem ao nível encontrado no DNA do controle (Tabelas VII e VIII, XI e

XIII, XV e XVI, XVII e XIX). A concentração de 8-oxodGuo também foi

reduzida em linfócitos de ratos suplementados com os carotenóides

(Tabela XX). Os resultados com linfócitos são particulamente

interessantes uma vez que estudos com humanos vêm tentando associar

níveis de carotenóides em plasma e marcadores de estresse oxidativos em

linfócitos.

Verificamos também que os danos pré-carcinogênicos, necrose e

degeneração Iípidica foram também expressivamente reduzidos em fígado

e rim (Figuras 9-11 e 13-14, Tabela IX e XIII ). A proteção observada é

também nítida para parâmetros como o acúmulo de lipídios (diminuição de

4 a 5 vezes) e redução do acúmulo de ferro no hepatócito. A análise da
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Tabela VI indica que o licopeno no fígado exerceu sua ação antioxidante

sem ser consumido pelas espécies reativas de oxigênio, provavelmente

por um mecanismo de supressão física, o mesmo não acontecendo com o

~-caroteno que teve sua concentração diminuída em mais de 7 vezes, pois

pode ter sofrido oxidação pelas espécies reativas de oxigênio (Stahl e coL,

1991.i ) Ai-é:rn disso, o ~-caroteno sofre o efeito de primeIra ~3ssagem no

fígado, sendo convertido para vitamina A, já diminuindo desta maneira sua

concentração.

De fato, a atividade antioxidante de carotenóides in vitro está bem

estabelecida pela descrição de sua propriedade de supressão do 102

(Foote e col., 1968) e sua habilidade para seqüestrar radicais peroxilas

(Burtun e col., 1984). A supressão do oxigênio singlete por carotenóides

ocorre por supressão química e física, vias que têm sido discutidas em

detalhe na literatura (Krinsk e coL, 1989; Sies e col., 1995). A eficiência da

supressão física excede muito a química e envolve transferência de

energia do 102 para o carotenóide, resultando em oxigênio no estado

fundamental e carotenóide excitado no estado triplete. A energia deste

estado é dissipada em forma de calor através de interações rotacionais e

vibracionais, produzindo carotenóide na forma fundamental (Tachon e col.,

1989; Di Mascio e coL, 1996; Di Mascio e col., 1989; Krinsky, 1991).

102 + ~-caroteno ---* 302 + *~-caroteno

'~-caroteno ---* ~-caroteno + energia (calor)

Alguns estudos relatam a influência da diminuição de carotenóides

na dieta e o estado da defesa antioxidante. A diminuição de carotenóides

tem sido associada com o aumento no plasma de substâncias reativas ao
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ácido tiobarbitúrico, um índice de estresse oxidativo (Dixon e col., 1994;

Mobarhan e col., 1990).

Zhao e col. (1998) demonstram que quando ratos, machos e

fêmeas, são alimentados com uma dieta contendo uma mistura de

carotenóides extraídos do tomate, por dez semanas, observa-se um

gran(:e a. :mento da concentração de licopeno em fígadu (120-42 Ilg/g).

Níveis fisiologicamente significativos de licopeno foram também

encontrados em próstata (97-47 ng/g), pulmão (227-134 ng/g), glândulas

mamárias (309 -174 ng/g) e plasma (285 -160 ng/mL). Desta forma, a

suplementação dos animais está diretamente ligada a manutenção do

estado antioxidante não enzimático com a conseqüente diminuição da

extensão da lipoperoxidação induzida por Fe-NTA. O licopeno é um dos

principais carotenóides encontrados no tecido pulmonar e as

concentrações variam amplamente entre os indivíduos (Schmitz e col.,

1991). Usando um ensaio in vitra, Bbhm e col. (Bohm e coI. , 1995)

mostraram que os carotenóides são eficientes em proteger linfócitos contra

danos provocado pelo radical °N02 . Nesse estudo, os autores mostraram

que o licopeno foi pelo menos duas vezes mais efetivo que o ~-caroteno

nessa proteção. O licopeno possui também propriedades anticancerígenas

como demonstrado em um modelo de carcionogênese de pulmão em ratos

(Kim e coL, 1997). As propriedades farmacocinéticas do licopeno e ~

caroteno permanecem pobremente compreendidas e é prematuro

recomendar o uso de doses farmacológicas de licopeno para qualquer

benefício à saúde. São claramente necessários mais estudos sobre

biodisponibilidade, farmacologia e biologia destes carotenóides
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potencialmente importantes. Até que dados mais definitivos considerando

benefícios específicos de formas purificadas do licopeno e ~-caroteno

estejam disponíveis, as recomendações atuais devem enfatizar os

benefícios à saúde de dietas ricas em uma variedade de frutas e vegetais,

incluindo tomates, cenouras e seus produtos derivados.

O~ nossos dados mostraram também um au~ento nas

concentrações de licopeno e ~-caroteno no fígado, rim, pulmão e próstata

(Tabelas VI, X, XIV e XVII) depois da suplementação por cinco dias com

estes carotenóides. Também observamos que as concentrações de

licopeno e ~-caroteno no plasma de ratos aumentam depois de injeção i.p.

de 10 mg/Kg dos carotenóides (Figuras 6 e 8).

Portanto, utilizando o modelo de indução de estresse oxidativo

através de injeção i.p. de Fe-NTA em ratos suplementados ou não com

licopeno e o ~-caroteno nossos resultados mostraram que esses

carotenóides conseguiram previnir os danos oxidativos em todos os

tecidos estudados. A inibição destes processos oxidativos pelos

carotenóides, deve estar associada as suas habilidades, já amplamente

demonstradas em sistemas in vivo, em seqüestrar radicais peroxila e

(Stahl e co!., 1996) oxigênio singlete (Di Mascio e co!., 1989).

Os resultados aqui descritos podem portanto contribuir para o

melhor conhecimento dos mecanismos por meio dos quais os carotenóides

podem vir a contribuir para uma boa saúde. É importante ressaltar que os

dados obtidos em células e in vivo reforçam a possível ação antioxidante

dessas espécies mas não descartam a participação de outros efeitos que

vem sendo atribuídos a carotenóides, como por exemplo, o aumento da
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comunicação intracelular da junção "gap", redução de imunosupressão e

atividade pró-vitamina A (no caso do beta-caroteno) (Rao e Agarwal,

1999).
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6-CONCLUSÕES

Existe um interesse crescente sobre o papel da nutrição na

prevenção de diversas doenças associadas a processos oxidativos.

Estudos epidemiológicos sugerem a participação de carotenóides na

redução de risco de câncer, doenças cardiovasculares, catarata, entre

outras. Apesar dos diversos trabalhos com seres humanos, os

mecanismos dessa possível proteção ainda não estão 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 lesões oxidativas in vivo (FeNTA),

demonstram que: (i) pré-tratamento de células de mamífero com licopeno

leva à proteção contra lesões oxidativas (Iipoperoxidação 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 lesões oxidativas

em biomoléculas (membranas e DNA) em diversos sítios (rim, fígado,

próstata, pulmão e linfócitos); (iii) licopeno e beta-caroteno reduziram de

maneira expressiva as alterações histológicas, típicas de lesões pré

carcinogênicas (necrose, esteatose, degeneração em balão) nos tecidos

estudados.

Estes dados sugerem que o licopeno e o beta-caroteno têm ação

antioxidante na proteção de lesões oxidativas induzidas por ferro e

contribuem para o esclarecimento da ação biológica dos carotenóides em

organismos submetidos a sistemas que induzem o estresse oxidativo. A

conhecida habilidade desses carotenóides em seqüestrar radicais peroxila
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