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RESUMO 

Carcinogênese é um processo multipassos que pode ser induzido e/ou modulado por 

agentes químicos ou físicos, incluindo aqueles que induzem espécies reativas de 

oxigênio (EROs). Estas espécies são geradas a partir de uma grande variedade de 

processos como a respiração mitocondrial e a NADPH oxidase. A produção excessiva 

de EROs pode oxidar biomoléculas e facilitar processos relacionados com a 

carcinogênese. Em baixas doses, estas moléculas podem agir como importantes 

mediadores do crescimento celular, adesão, diferenciação e apoptose. As EROs 

podem, por exemplo, modular a via da PKC. PKC é uma família de serina-treonina 

cinases que regulam uma variedade de funções celulares. A ativação aberrante da PKC 

está relacionada a doenças como o câncer e o diabetes. A PKC pode ser ativada por 

EROs e a produção de EROs pode requerer a ativação da PKC porque essas cinases 

tem um papel na ativação da NADPH oxidase. Dessa forma, a ativação da PKC e da 

NADPH oxidase podem elevar os níveis de EROs, causando danos celulares. Estas 

reações potencialmente deletérias podem ser controladas por um sistema de 

antioxidantes enzimáticos (superóxido dismutase - SOD e catalase - CAT) e não 

enzimáticos (flavonóides e carotenóides). O licopeno é um carotenóide de coloração 

vermelha que está presente em vários vegetais e frutas. Trata-se de um dos 

antioxidantes mais potentes e tem demonstrado desempenhar um importante papel na 

prevenção de vários tipos de câncer, incluindo o hepatocarcinoma. Sendo assim, este 

estudo objetivou investigar o potencial antioxidante do licopeno e avaliar o efeito deste 

carotenóide na via da PKC, em células SK-Hep-1, uma linhagem de hepatocarcinoma 

altamente invasiva. O potencial antioxidante do licopeno foi examinado através da 

quantificação celular de EROs e das atividades das enzimas SOD e CAT. O efeito do 

licopeno na via da PKC foi examinado pela quantificação celular de EROs após 

estimulação com PMA e ionomicina. O papel da NADPH oxidase foi avaliado através da 

sua inibição com DPI, um inibidor desta enzima. Nossos resultados mostram que o DPI 

inibiu a produção de EROs, demonstrando a importância da enzima NADPH oxidase na 

geração de EROs na linhagem celular estudada. O licopeno diminuiu a produção basal 
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de EROs e aumentou a atividade da SOD. Além disso, o licopeno inibiu a produção de 

EROs induzida por ionomicina e PMA. Estes resultados analisados em conjunto 

sugerem que um dos mecanismos antioxidantes do licopeno seja através da modulação 

da proteína cinase C. Entretanto, mais estudos são necessários para confirmar esta 

hipótese. 

Palavras chave: Estresse oxidativo, Licopeno, PKC, NADPH oxidase, EROs. 
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ABSTRACT 

Carcinogenesis is a multistep process which can be induced and/ or modulated by 

chemical and physical agents, including those that induce reactive oxygen species 

(ROS).These species are generated by a wide variety of processes like mitochondrial 

respiration and NADPH oxidase. The excessive generation of ROS might oxidize cellular 

biomolecules and facilitate carcinogenesis-related processes. In lower doses, these 

molecules can act as important mediators of cell growth, adhesion, differentiation and 

apoptosis. ROS can, for example, modulate the PKC pathway. PKC is a family of 

serine/threonine kinases that regulates a variety of cell functions. Aberrant PKC 

activation is related to diseases such as cancer and diabetes. PKC can be activated by 

ROS and ROS production can require PKC activation because these kinases have a 

role in NADPH oxidase activation. On this way, the PKC and NADPH oxidase activation 

might elevate intracellular levels of ROS causing damage. These potentially deleterious 

reactions can be controlled by a system of enzymatic (SOD and CAT) and nonenzymatic 

antioxidants (flavonoids and carotenoids). Lycopene is a red colored carotenoid present 

in many vegetables and fruits. It‟s one of the most potent antioxidants and has been 

shown to play an important role in preventing from various types of cancer, including 

hepatoma. This study aimed to investigate the antioxidant potential of lycopene and 

evaluate the effect of this carotenoid on PKC pathway, in SK-Hep-1 cells, a highly 

invasive hepatoma cell line. The antioxidant potential of lycopene was examined by 

quantification of cellular ROS and of SOD and CAT activities. The effect of lycopene on 

PKC pathway was examined by quantification of cellular ROS after stimulation with 

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and ionomycin. The role of NADPH oxidase was 

examined by its inhibition with DPI, an NADPH oxidase inhibitor. Our results show that 

DPI inhibited ROS production, demonstrating the importance of NADPH oxidase in ROS 

generation in SK-Hep-1cell. Lycopene decreased basal ROS production and increased 

SOD activity. Furthermore, lycopene inhibit ROS by ionomycin and PMA-induced. Taken 

together, these results suggest lycopene antioxidant mechanisms are through 
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modulation of protein kinase C. However, more studies are needed to confirm this 

hypothesis. 

Key words: Oxidative stress, Lycopene, PKC, NADPH oxidase, ROS. 
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1. INTRODUÇÃO 

O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre a produção de 

Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) e a sua desintoxicação por sistemas biológicos 

antioxidantes. A produção excessiva de EROs é capaz de oxidar biomoléculas como 

carboidratos e o DNA facilitando a ocorrência de processos relacionados com a 

carcinogênse (DURACKOVA, 2010 e TREJO-SOLÍS et al., 2013). Apesar dos efeitos 

negativos, as EROs são produtos naturais do metabolismo celular e atuam como 

estímulos para importantes vias de sinalização, como a via da PKC. 

A família PKC é formada por serina-treonina cinases, muitas das quais são 

ativadas por co-fatores como fosfatidilserina e diacilglicerol (DAG). Quando ativada, a 

PKC fosforila uma grande quantidade de alvos intracelulares e, como consequência 

disso, apresenta papéis centrais na regulação de muitas vias de sinalização celular (LI 

et al., 2006).É sabido que a PKC induz a produção de EROs e, recentemente, tem sido 

mostrado que a ativação da PKC dependente de NADPH oxidase é responsável, em 

parte, pelo aumento do estresse oxidativo em doenças como o diabetes e pela 

sinalização na migração celular em células de hepatocarcinoma (LEE et al., 2004 e WU, 

2006). 

Para se proteger dos efeitos deletérios do estresse oxidativo, o organismo lança 

mão de sistemas antioxidantes, os quais podem ser divididos em sistemas enzimáticos 

e não enzimáticos (NORDBERG e ARNÉR, 2001). O licopeno é um dos mais potentes 

antioxidantes não enzimáticos, apresentando uma habilidade duas vezes maior que o 

β-caroteno de sequestrar o oxigênio singlete e 10 vezes maior que o α-tocoferol (DI 

MASCIO et al., 1989). Estudos sugerem que o licopeno reduz o risco de diversas 

doenças crônicas como o câncer (GIOVANNUCCI, 1999) e que pode modular os níveis 

de EROs (PALOZZA et al., 2010). Recentemente, foi proposto que o licopeno pode ser 

responsável pela regulação de funções celulares ao modular diversas vias de 

sinalização redox-sensíveis que são alteradas pelo câncer (PALOZZA et al., 2011). 



2 
 

O estresse oxidativo tem um importante papel na carcinogênese do fígado. O 

hepatocarcinoma é um dos tipos de câncer mais comuns e letais no mundo, totalizando 

cerca de 750,000 novos casos e aproximadamente 700,000 mortes por ano (JEMAL et 

al., 2011). Estudos têm demonstrado o poder preditivo que os biomarcadores do 

estresse oxidativo podem ter no desenvolvimento do hepatocarcinoma (TANAKA et al., 

2011 e LI et al.,2012). 

Com base no que foi exposto, percebe-se que a investigação do efeito do 

licopeno na produção de espécies reativas de oxigênio bem como a avaliação da sua 

capacidade antioxidante em células de hepatocarcinoma SK-HEP-1 pode trazer novas 

perspectivas quanto ao efeito deste carotenóide na modulação do estresse oxidativo 

característico do hepatocarcinoma. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Câncer e Estresse Oxidativo 

O câncer pode ser definido como uma doença que se inicia a partir de mudanças 

genéticas e epigenéticas que ocorrem em uma célula normal (PITOT, 1993). O seu 

desenvolvimento é gradual e pode ser dividido em três estágios: iniciação, promoção e 

progressão. A iniciação é um processo rápido e irreversível causado pela exposição a 

carcinógenos endógenos ou exógenos. É caracterizada por alterações genômicas 

dentro da “célula cancerosa” tais como mutações pontuais, deleção de gene, 

amplificação e rearranjos cromossômicos. A promoção é um processo reversível 

caracterizado pela expansão clonal das células pré-neoplásicas iniciadas. A progressão 

consiste no crescimento do tumor e ou potencial invasão e metástase (PITOT, 1993; 

KINZLER et al., 1996 e RAKOFF-NAHOUM, 2006). 

Um dos fatores que pode, eventualmente, desencadear a iniciação e a 

progressão da carcinogênese é o estresse oxidativo (ISHIKAWA, et al., 2008 e 

KLAUNING, et al., 2004).O estresse oxidativo representa um processo natural derivado 

das funções vitais das quais dependem o oxigênio e ocorre quando a geração de EROs 

e/ou espécies reativas de nitrogênio (ERNs) é maior que a capacidade celular de 

desintoxicar essas espécies com antioxidantes não enzimáticos e enzimáticos 

(PALOZZA et al., 2011).  

As EROs incluem moléculas com variados graus de reatividade. Como exemplos 

dessas moléculas, pode-se citar os radicais superoxido (O2
−), o hidroxila (OH∙) e 

peroxila (ROO∙), além de espécies não radicais como o oxigênio singlete (1O2), o ozônio 

(O3), e o peróxido de hidrogênio (H2O2). Estas espécies químicas altamente tóxicas são 

geradas por fontes como NADPH oxidase, respiração mitocondrial, xantina oxidase, 

citocromo P450, entre outras (HAUSLADEN e STAMLER, 1999 e LEUNG et al., 

2013).Dentre estas, a família NADPH oxidase e a respiração mitocondrial se destacam 

como as principais produtoras de EROs. 
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A produção excessiva dessas espécies pode levar à oxidação celular de 

biomoléculas, incluindo carboidratos, lipídeos, proteínas e o DNA, facilitando a 

ocorrência de processos relacionados com a carcinogênse como alterações genéticas, 

epigenéticas, instabilidade genética e alterações celulares (TREJO-SOLÍS et al., 2013). 

Além disso, o estresse oxidativo pode induzir lesões em membranas celulares e 

desencadear uma série de reações que prejudicam a homeostase celular e que 

constituem importante fator causal no desenvolvimento e na progressão de várias 

doenças crônicas, como as doenças cardiovasculares (PALOZZA et al., 2011). 

Paradoxalmente, as EROs também atuam como importantes moléculas de 

sinalização mediando várias respostas relacionadas ao crescimento, o que torna a sua 

presença importante para o metabolismo celular (WEYEMI et al., 2013). As EROs 

podem, por exemplo, modular a via da proteína cinase c (PKC) (GOMES et al., 2012). 

 

2.2A Família da Proteína Cinase C e sua influência no estresse oxidativo 

A proteína PKC faz parte de uma família composta por serina-treonina cinases 

que estão envolvidas na regulação de diversas funções celulares tais como o 

crescimento celular, organização do citoesqueleto, diferenciação e apoptose (CARTER 

et al., 2004). 

É constituída de duas subunidades: a regulatória e a catalítica. A subunidade 

regulatória apresenta os domínios C1 e C2, sendo aquele responsável pela ligação com 

o éster de forbol (PMA) e com o diacilglicerol (DAG) e este pela ligação com o cálcio. A 

subunidade catalítica apresenta os domínios C3, responsável pela ligação do ATP, e 

C4, responsável pela ligação do substrato (CUNHA, 2006).  

Tendo como base suas características estruturais e de ativação, a família PKC 

pode ser classificada em três subfamílias: convencional, nova e atípica (STEIMBERG, 

2008) (figura 1). A classe convencional inclui as isoenzimas α (alfa), γ (gama) e, 

alternativamente, βI (beta I) e βII (beta II); apresenta em sua estrutura sítios de ligação 
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para o PMA e para o cálcio e requer como ativador primário o DAG e, como co-fatores 

de ativação fosfatidilserina e cálcio (Ca+2). A classe nova inclui as isoenzimas δ (delta), 

ε (épsilon), ε/L (neta) e ζ (teta) e também são reguladas por DAG, mas independem de 

cálcio e fosfatidilserina para sua ativação. A classe atípica é composta pelas isoenzimas 

δ (zeta) e η/ι (lâmbida). Estas isoenzimas são cálcio independentes e apresentam um 

domínio C1 modificado que impede a interação com o DAG e não dispõe de sítio de 

ligação para o PMA; sua ativação é estimulada apenas pela fosfatidilserina 

(STEINBERG, 2008 e CUNHA, 2006). 

 

Figura 1: Sequência esquemática das isoenzimas de PKC indicando o domínio estrutural das subfamílias 

e seus respectivos ativadores. Fonte: (GOMES et al, 2012). 

 

Pertencendo a uma subfamília distinta de PKCs encontram-se a PKC-κ (mu) ou 

proteína cinase D(PKD) e a PKC-ʋ. A PKD é ativada por diacilglicerol e fosfolipídios, 

mas apresenta diferenças estruturais quando comparada a outras PKCs. A PKC-ʋ 

apresenta sequências semelhantes à PCK-µ e só foi descoberta na última década. 

(CARTER et al., 2004). 

Muitos estudos têm explorado a ativação, os mecanismos e as funções das 

isoenzimas da PKC no desenvolvimento de muitas doenças (KANG, 2014). Uma forma 
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de ativação da PKC se dá através da via da Proteína G. Uma vez ativada, esta proteína 

degrada o fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP2) presente na membrana em 1,4,5 

trifosfato de inositol (IP3) e 1,2 diacilglicerol (DAG). O IP3, por ser hidrossolúvel, migra 

pelo citosol e se liga a receptores específicos no retículo endoplasmático e 

mitocôndrias, liberando Ca+2 no citosol aumentando a sua concentração e provocando a 

translocação da PKC para a membrana (MOURA e VIDAL, 2011 e NEWTON, 1995). 

Por ser hidrofóbico, o DAG fica associado à membrana plasmática e media a ativação 

da PKC e de proteínas da família Ras-MAPK. Somadas, essas vias levarão à ativação 

de diversos fatores de transcrição, como NFθB, NFAT e c-MYC, que, ao alterar o 

padrão de expressão gênica das células ativadas, provocam a sua proliferação e 

diferenciação (WU, 2006). 

Experimentalmente, a via da PKC pode ser ativada através da utilização do PMA 

e da ionomicina. Isso acontece porque o PMA mimetiza o DAG e a ionomicina promove 

o aumento da concentração de cálcio favorecendo a ativação da via. 

Modificações oxidativas também podem ativar a via da PKC. O domínio 

regulatório N-terminal da PKC contém anéis de zinco, ricos em resíduos de cisteína que 

são importantes alvos da oxidação por peróxido. Quando oxidada, a função 

autoinibitória do domínio regulatório fica comprometida, o que estimula a ativação da 

PKC e a sinalização para o crescimento celular e a promoção tumoral 

(GOPALAKRISHNA E JAKEN, 2000). 

A ativação da PKC pode se tornar aberrante diante de alterações do ambiente 

celular, tais como as que ocorrem na presença de doenças, lesões ou exposição a pró-

oxidantes (INOGUCHI et al., 2003). 

 

2.3. Geração de EROs através da ativação da PKC e NADPH oxidase 

A família NADPH oxidase consiste em um complexo multiprotéico que está 

presente em diversas células de origem mesodermal. Em células em repouso, fica 
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inativa e seus componentes ficam distribuídos entre o citosol e membrana. O principal 

componente de membranas, citocromo b558, é composto de duas subunidades (gp91phox 

e gp22phox); os componentes citosólicos são compostos por quatro proteínas principais 

(p40phox, p47phox, p67phox e a proteína G Rac) (BABIOR, 1999 e FORMAN et al, 2001). 

Quando as células são estimuladas os componentes citosólicos são fosforilados e 

migram para a membrana, formando com os componentes membranares um complexo 

ativo. Este complexo catalisa a transferência de elétrons do NADPH para o O2 

produzindo O2
- o qual é utilizado na produção de uma grande variedade de EROs 

(BABIOR, 1999). 

O complexo NADPH oxidase pode ser ativado por uma grande variedade de 

estímulos, entre os quais pode se citar a ativação da via da PKC. Várias isoenzimas da 

PKC são capazes de fosforilar os resíduos de serina da subunidade p47phox, um passo 

crítico na ativação da NADPH oxidase. A fosforilação da p47phox permite que esta se 

ligue à fosfolipídeos de membrana, interaja com a p22phox e ainda atraia a p67phox para 

formar um complexo. A p67phox, por sua vez, propicia a ligação e estabilização do 

complexo com a GTPase Rac, completando a formação do complexo NADPH oxidase 

capaz de gerar radicais superóxido (SIOW et al., 2006). 

Estudos recentes mostraram que a PKCβII induz a ativação da NADPH oxidase 

através da fosforilação da p47phox e da p67phox em monócitos. Quando tratada com 

zimozan opsonizado (um ativador da NADPH oxidase) a PKCδ fosforila a p67phox em 

monócitos (SIOW, et al., 2006 e ZHAO, et al., 2005). Os resultados de outro estudo 

mostraram que todas as isoenzimas da PKC presentes em neutrófilos são capazes de 

ativar a NADPH oxidase através de fosforilações diferenciadas da p67phox (FONTAYNE 

et al., 2001). Essa capacidade das isoenzimas de PKC de fosforilarem a p47phox, bem 

como a p67phox, fazem delas as principais cinases responsáveis pela ativação da 

NADPH oxidase e esta, por sua vez, é a maior fonte de produção de EROs em uma 

grande variedade de condições, tais como fibrose, arteriosclerose, e vários tipos de 

câncer (LAMBETH, 2007).  
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Sendo assim, diversos estudos têm demonstrado que a ativação da PKC pode 

ser requerida para a produção de EROs em diversos sistemas incluindo as 

complicações do diabetes (LEE et al., 2003). Em um estudo realizado com células de 

hepatocarcinoma da linhagem HepG2 observou-se que a geração de EROs foi 

dependente de PKC e que a presença de sequestradores de EROs preveniu a ativação 

da PKC (WU et al., 2006). Isso sugere que a produção de EROs pode tanto preceder 

quando suceder a ativação da via da PKC (WU, 2006). 

 

2.4 Proteção antioxidante 

Para evitar ou minimizar os efeitos deletérios causados pelo estresse oxidativo, o 

organismo utiliza sistemas antioxidantes que inativam os radicais livres. Estes sistemas 

são classificados em enzimáticos de ação intracelular (catalase - CAT, superóxido 

dismutase - SOD e glutationa peroxidase - GPx) e não enzimáticos (substâncias 

eliminadoras e sequestradoras de EROs, como as vitaminas E e C e os carotenóides) 

(FRIDOVICH, 1995, MURADIANA, et al, 2002 e NAVARRO et al, 2005). 

A PKC pode ser desativada pela ação de antioxidantes devido às características 

da sua estrutura. A porção C-terminal do domínio catalítico da PKC apresenta alta 

concentração de resíduos de cisteína os quais são alvos de agentes antioxidantes 

como a curcumina e os análogos da vitamina E. Ao reagirem com o domínio catalítico, 

estes agentes provocam alterações nas cisteínas inibindo a atividade celular da PKC e, 

consequentemente, interferindo na ação dos promotores tumorais (GOPALAKRISHNA 

E JAKEN, 2000). 

 

2.4.1 Licopeno como possível antioxidante inibidor da PKC 

O licopeno é um carotenóide, isômero do beta-caroteno, de fórmula C40H56. 

Apresenta estrutura acíclica e, por não ter o anel beta-ionona, não tem atividade pró-

vitamina A (Figura 2). Constitui-se no pigmento natural lipossolúvel de frutas e legumes 
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vermelhos e alaranjados e é considerado um carotenóide de grande reatividade tanto 

para o oxigênio como para os radicais livres. Tal reatividade se deve a sua estrutura 

química que apresenta treze duplas ligações, das quais onze são conjugadas (VITALE 

et al.,2010). 

Figura 2: Estrutura do licopeno. 

 

O licopeno é sintetizado exclusivamente por microrganismos e plantas e tem 

como uma de suas principais funções a absorção da luz durante a fotossíntese, 

protegendo, assim, a planta da fotossensibilidade (VITALE et al., 2010). 

As principais fontes de licopeno na dieta humana são os tomates e os produtos à 

base de tomate. Contudo, melancia, uva rosa, mamão, goiaba, pitanga e damasco 

também são fontes importantes de licopeno (MANGELS et al., 1993). O licopeno pode 

se apresentar na configuração cis ou trans. Nos alimentos naturais, ele se encontra 

ligado à matriz em sua forma trans, o que dificulta sua liberação e o torna menos 

susceptível à digestão e absorção. O processamento mediante calor rompe as paredes 

celulares e transforma as formas isoméricas trans do licopeno em cis(5-cis, 9-cis, 13-cis 

y 15-cis) melhorando a sua biodisponibilidade (PERDOMO et al., 2012).Como pode ser 

visto na figura 3, cerca de trinta minutos após sua ingestão, o licopeno é incorporado às 

micelas dos lipídeos da dieta e é absorvido por difusão passiva na mucosa intestinal, 

incorporando-se a quilomícrons e liberando-se para ser transportado através do sistema 

linfático (BOJÓRQUEZ et al., 2013). 
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Figura 3. Absorção e transporte do licopeno. BOJÓRQUEZ et al., 2013. 

Estudos in vitro sugerem que a absorção preferencial do isômero cis do licopeno 

sobre a forma trans deriva do fato de que aquele tem estrutura ligeiramente modificada, 

tornando a molécula mais curta e mais adequada para se encaixar nas micelas do ácido 

biliar, sendo preferencialmente incorporado em quilomícrons. (BOILEAU, BOILEAU, & 

ERDMAN, 2002). 

Assim, além de estar presente nos alimentos, o licopeno é amplamente 

distribuído no corpo humano, sendo o carotenóide predominante no soro humano com 

níveis plasmáticos que variam de 0,22 a 1,06 nmol/mL. O licopeno é encontrado ainda 

em vários tecidos do corpo humano, como fígado, rim, glândulas renais, testículos, 

ovários e próstata (LU, et al., 2011).Sua concentração é proporcional à sua ingestão 

alimentar, mas é pouco influenciada pelas variações diárias, devido ao fato de que a 

taxa média de meia vida do licopeno no plasma é de 12 a 33 dias (COHEN, 2002). 

O metabolismo do licopeno envolve reações químicas e clivagens enzimáticas e 

gera um conjunto de licopenóides (BLANCHE et al., 2014). Os compostos carbonílicos 
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tornam o licopeno susceptível à clivagem por auto-oxidação, oxidação mediada por 

radical, e oxigênio singlete (BRITTON et al., 2004). Estes produtos podem ser 

produzidos in vivo se os tecidos são expostos ao estresse oxidativo (MEIN et al., 2008). 

Em relação à clivagem enzimática,os estudos têm demonstrado que, 

diferentemente dos carotenóides com atividade pro vitamina A, que são clivados pela 

caroteno 15,15‟-oxigenase (CMO1), o licopeno é um substrato pobre para esta enzima. 

Aparentemente, a isomerização do licopeno impede a capacidade da CMO1 de 

metabolizá-lo (MEIN et al., 2008 e BLANCHE et al., 2014). Por outro lado, o caroteno-

9‟,10‟-oxigenase (CMO2) tem se demonstrado capaz de clivar o licopeno, de modo que, 

quanto maior a perda da enzima CMO2, maior é a concentração de licopeno intacto no 

sangue em modelo murino (FORD et al., 2010 e HU et al., 2006). Os metabólitos 

provenientes dessas reações podem apresentar efeitos biológicos e têm se tornado 

objetos de estudos, à medida em que mais evidências relacionam o consumo de 

licopeno à redução do risco de doenças crônicas em humanos (BLANCHE et al., 2014). 

Uma meta-análise que reuniu 72 estudos mostrou que, em 57 destes estudos, o 

risco de diversos tipos de câncer (incluindo próstata, mama, pulmão e cólon) é 

inversamente proporcional à ingestão de licopeno (GIOVANUCCI, 1999). 

Recentemente, estudos epidemiológicos, in vitro, in vivo e ensaios clínicos sugeriram 

que o licopeno tem efeitos positivos no tratamento de cancer oral e de lesões pré 

cancerosas (SINGH et al., 2004 e MAYNE et al., 2004). 

Estudos demonstraram que o licopeno inibe o CYP2E1, uma isoforma do 

citocromo P450, que é responsável pela conversão de certos xenobióticos em 

carcinógenos (LOUISA, et al, 2009). Além disso, o licopeno induz as enzimas de fase I 

(como as enzimas dependentes do citocromo P450) e as enzimas de desintoxicação de 

fase II, sendo estas enzimas importantes para a eliminação de substâncias estranhas e 

carcinógenos do corpo (BREINHOLT et al., 2000 e VELMURUGAN et al., 2002).   
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Assim, o licopeno tem sido apontado como um importante componente bioativo 

responsável pela redução do risco de cancer. Como pode ser visto na figura 4, o 

licopeno pode atuar atenuando o estresse oxidativo e/ou através de outros mecanismos 

e reduzir, assim, o risco de doenças crônicas. Este estudo, contudo, se aterá à ação do 

licopeno enquanto antioxidante e à sua proteção na modulação de espécies reativas 

em linhagem celular de hepatocarcinoma.  

Figura 4: Mecanismos propostos para o papel do licopeno na prevenção de doenças crônicas. 

(AGARWAL e RAO, 2000). 

O fígado é um importante local de metabolismo e apresenta, portanto, altos 

níveis de EROs o que resulta em aumento do estresse oxidativo (SUZUKI et al., 2013). 

O CHC (hepatocarcinoma celular) é a forma dominante de câncer primário de fígado 

(YU et al., 2008), sendo o quinto tipo de câncer mais comum no mundo e a terceira 

causa mais comum de morte por câncer (BOSCH, et al., 2004). 

O desenvolvimento de CHC está frequentemente associado com uma inflamação 

crônica do fígado seguida de cirrose induzida por infecções persistentes causadas pelo 

vírus da hepatite B (VHB) ou pelo vírus da hepatite C (VHC). Outros fatores de risco 
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para o desenvolvimento de CHC incluem esteatose hepática alcoólica e não alcoólica, 

hemocromatose hereditária, hepatite autoimune, algumas porfírias, obesidade e 

diabetes mellitus tipo II (EL-SARAG, 2007). 

Os estudos têm demonstrado que pacientes com infecções por VHC tendem a 

apresentar altos níveis de EROs e reduzidos níveis de antioxidantes (SERONELLO et 

al., 2007). Além disso, níveis elevados de EROs estão envolvidos nos processos de 

migração, invasão e metástase de células de hepatocarcioma (HU et al., 2011). 

Estas evidências sugerem que biomarcadores do estresse oxidativo podem ser 

úteis para predizer o desenvolvimento e a recorrência de CHC em pacientes com 

doença hepática crônica. Como as isoenzimas da PKC apresentam papéis chave na 

sinalização celular, elas também podem ser alvos terapêuticos para diversos tipos de 

doenças incluindo desordens metabólicas e múltiplos tipos de câncer (KANG, 2014). 

Por essa razão, identificar meios de inativar a ação das isoenzimas da PKC é de grande 

importância. 

Assim, baseando-se nas propriedades já citadas do licopeno e no fato de que a 

PKC pode ser inativada por antioxidantes, este projeto pretende utilizar como 

ferramenta de estudo células da linhagem SK-Hep-1, que são células de 

hepatocarcinoma altamente invasivas, com o objetivo de avaliar o potencial antioxidante 

do licopeno nestas células, sobretudo, na via da PKC. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito antioxidante do licopeno e a sua influência na via de sinalização de PKC 

em linhagem de células de hepatocarcinoma SK-Hep-1. 

 

3.2. Objetivos específicos  

Avaliar a viabilidade celular da linhagem SK-Hep-1 expostas a diferentes concentrações 

de licopeno; 

Avaliar o efeito do licopeno na modulação basal de EROs; 

Avaliar a influência da NADPH oxidase na geração de EROs em células SK-Hep-1; 

Avaliar a influência do licopeno na via de sinalização da PKC; 

Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT. 
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4. METODOLOGIA 

4.1. Cultivo celular 

A linhagem celular SK-Hep-1 foi adquirida do Banco de Células do Rio de 

Janeiro. Para o cultivo, as células foram colocadas em frascos estéreis de crescimento 

de 75cm² contendo o meio de cultura DMEM e 10% (v/v) de soro fetal bovino. As 

garrafas foram incubadas em estufa a 37ºC umidificadas com 5% de dióxido de carbono 

(CO2). O meio foi substituído a cada dois ou três dias, de acordo com a confluência da 

monocamada celular, que era diariamente observada em microscópio invertido.  

As células foram utilizadas para os ensaios quando a confluência atingia em 

torno de 80%, assim o meio era aspirado e a monocamada lavada com solução salina 

tamponada (PBS). Após a lavagem para o descolamento da monocamada utilizava-se 4 

mL de solução de Tripsina e EDTA (0,20% e 0,02% respectivamente). Posteriormente, 

as células eram retiradas do frasco, colocadas em tubos Falcon estéreis, completando-

se o volume para 10mL com meio DMEM. Os tubos com as células eram então 

centrifugados à 640xg por 5 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante era 

descartado e o pellet de células ressuspenso em 1mL de meio DMEM. Em seguida, era 

realizada a contagem das células com Azul de Tripan 0,3% em Câmara de Neubauer.  

 

4.2. Contagem celular utilizando azul de Tripan 

Para a realização dos experimentos, bem como para a manutenção das células 

viáveis em estoque, o número de células viáveis era estimado com o uso do corante 

azul de Tripan. O fundamento desse método baseia-se na observação de que células 

viáveis são impermeáveis ao referido corante, ao passo que as células não viáveis 

apresentam permeabilidade, devido à formação de poros na membrana, o que permite 

a penetração do corante e assim as células não viáveis exibem coloração azul após 

tratamento (KANOPKA et al., 1996). Resumidamente, 100 µL da suspensão celular 
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eram adicionados a 900 µL do azul de tripan (0,3%) e posteriormente uma gota era 

colocada na câmara de Neubauer para a realização da contagem. 

 

4.3. Preparo das soluções de Licopeno 

O licopeno puro foi armazenado ao abrigo da luz a -80°C para minimizar a 

oxidação. A solução estoque de licopeno foi preparada em tetrahidrofurano (THF) 

contendo 0,25% de butil-hidroxi-tolueno (BHT) como conservante, a uma concentração 

de 1 µM e armazenada no escuro a -80°C. Para a realização dos experimentos, a 

solução Licopeno-THF era adicionada ao meio de cultura de modo a obter as 

concentrações finais de 0,5;1,0;2,5;5;10 µM de licopeno. 

 

4.4. Ensaio de viabilidade celular (MTT) 

O teste MTT (3-(4,5 dimethyazol-2yi)-2,5 diphenyltetrazoliumbromide) constitui-

se em um modelo para avaliar a viabilidade celular, de forma rápida e objetiva, com 

base em uma reação colorimétrica. 

A mitocôndria é a maior fonte de EROs através da cadeia transportadora de 

elétrons, e o MTT reage com enzimas indicando a atividade da cadeia transportadora 

de elétrons, e consequentemente, a viabilidade das células. O MTT quando incubado 

com células vivas, tem seu substrato clivado por enzimas mitocondriais como a 

succinato-desidrogenase, transformando um composto amarelo em um composto 

violeta (Formazan). A quantidade de cristais de Formazan formados é diretamente 

proporcional ao número de células viáveis. Assim, quanto mais escura a coloração, ao 

final da reação, maior a viabilidade celular e a atividade da cadeia respiratória.  

As células foram colocadas em placas de cultura celular de 96 poços na 

concentração de 5x103 células em cada poço em presença de meio DMEM e 10% de 

soro fetal bovino, perfazendo um volume final de 200µL. As placas foram então 
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incubadas em estufa umidificada à 37ºC e 5% de CO2 por 24 horas para a aderência 

das células e formação da monocamada celular. Decorrido este tempo, o sobrenadante 

foi retirado, e foram adicionados 180µL de meio DMEM, e 20µL da solução preparada 

de licopeno nas concentrações 0,5;1,0;2,5;5;10µM. As placas foram então incubadas 

novamente em estufa umidificada à 37ºC e 5% de CO2 por 12, 24 e 48 horas. Decorrido 

o tempo de incubação, o sobrenadante foi retirado e os poços lavados com PBS. Foram 

adicionados 200 µL/poço de uma solução contendo 5,0 mg/mL de MTT em DMEM e 

incubadas por 4h a 37°C. A solução de MTT foi removida e 100 µL de DMSO foram 

adicionados a cada poço. A absorbância foi lida a 570 nm.   

O cálculo utilizado para avaliar a porcentagem de viabilidade celular foi o 

seguinte: Absorbância das células tratadas/ absorbância do controle x 100. A 

porcentagem de citotoxicidade foi calculada como segue: 100 – porcentagem de 

viabilidade.  

Para cada tempo de incubação foi realizado um controle (células não tratadas). 

Ao controle foi atribuído 100% de viabilidade (0% de citotoxicidade). De acordo com a 

ISSO 2009 - 10993-5, um composto é considerado citotóxico quando a viabilidade 

celular é menor ou igual a 70%. Sendo assim, os resultados obtidos no teste de MTT 

foram comparados com as determinações da ISO.  

 

4.5. Análise da produção de EROs por citometria de fluxo 

Para avaliação da produção de EROs em células de linhagem hepática SK-Hep-

1 foi utilizado o Kit Image-iT™ LIVE Green Reactive Oxygen Species (Invitrogen®) que 

permite a detecção de EROs intracelular por citometria de fluxo. A técnica utiliza um 

marcador fluorogênico não fluorescente (5-ou-6)-carboxy-

2′,7′dichlorodihydrofluoresceindiacetate (carboxy-H2DCFDA), que quando quebrado por 

esterases intracelulares não específicas, gera a molécula carboxy-DCFH que reage 

com as EROs não específicas tornando-se fluorescente. 
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Primeiramente, procedeu-se o descolamento das células nas garrafas com 

solução de tripsina/EDTA e elas foram transferidas para tubos de citômetro, nos quais 

foram adicionados o meio de cultura DMEM e o licopeno nas concentrações de 0,5 ou 

10 µM, perfazendo o volume final de 500µL. Após verificarmos a viabilidade das células 

em todas as concentrações avaliadas, optamos por realizar os experimentos 

subsequentes utilizando as concentrações de 0,5 e 10 µM, por representarem a menor 

e maior concentração de licopeno testada no ensaio de viabilidade. Em seguida as 

células foram incubadas em estufa umidificada à 37ºC e 5% de CO2 por 30 minutos ou 

6 horas.  

Após a incubação, os tubos foram centrifugados a 640xg por 3 minutos e o 

sobrenadante descartado. Por fim foi adicionado o marcador carboxi-H2DCFDA (10µM) 

para a avaliação da produção de EROs. As células foram então incubadas por 30 

minutos em estufa umidificada à 37ºC e 5% de CO2. Posteriormente, as células foram 

lavadas com solução de Hanks (pH 7.4) e centrifugadas por 2 vezes a 640xg por 3 

minutos. Na última lavagem, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas 

em 200µL de solução de fixação (MFF). A aquisição dos dados foi realizada em 

citômetro de fluxo BD FACSCalibur™, utilizando o software CellQuestTM. 

 

4.5.1 Influência do licopeno na modulação de EROs induzida por PKC 

Como descrito anteriormente, a associação de PMA e ionomicina é capaz de 

ativar a PKC e esta, por sua vez, ativa a enzima NADPH oxidase levando à produção 

de quantidades significativas de EROs. Para avaliar a influência do licopeno na 

modulação de EROs induzida pela PKC, a ativação desta foi realizada pelo uso de PMA 

e ionomicina. Para a execução deste experimento, as células foram incubadas durante 

30 minutos ou 6 horas com o licopeno, os tubos foram centrifugados a 640xg por 3 

minutos e o sobrenadante descartado. Adicionou-se, então, o marcador carboxi-

H2DCFDA (10µM), o PMA (50µM) e a ionomicina (100µM) em todos os tubos. Em 

seguida, as células foram incubadas por 30 minutos em estufa umidificada à 37ºC e 5% 
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de CO2. Posteriormente, as células foram lavadas com solução de Hanks (pH 7.4) e 

centrifugadas por 2 vezes a 640xg por 3 minutos. Após a última lavagem, o 

sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 200µL de solução de 

fixação (MFF). A aquisição dos dados foi realizada em citômetro de fluxo BD 

FACSCalibur™, utilizando o software CellQuestTM. 

 

4.5.2 Avaliação da Influência da NADPH oxidase na geração de EROs 

Para verificar a influência da NADPH oxidase na geração de EROs foi utilizado o 

Diphenyleneiodoniumchloride (DPI), um potente inibidor desta enzima. Após o 

descolamento das células com solução de tripsina/EDTA, estas foram transferidas para 

tubos de citômetro, nos quais foram adicionados o meio de cultura DMEM, as 

concentrações de licopeno (0,5 ou 10 µM) e ou DPI (20 µM), perfazendo o volume final 

de 500µL. Em seguida as células foram incubadas em estufa umidificada à 37ºC e 5% 

de CO2 por 30 minutos ou 6 horas. O procedimento pós-incubação ocorreu como 

descrito no item anterior. 

Após cada ensaio para determinação da produção de EROs nas células foi 

realizado teste de viabilidade por azul de tripan, como descrito anteriormente.  

 

4.6. Atividade da Superóxido Dismutase 

A superóxido dismutase é uma enzima antioxidante que catalisa a dismutação do 

superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio. A atividade da superóxido dismutase 

total foi determinada utilizando o “Superoxide Dismutase assay Kit” (Chemical Cayman, 

MI, EUA). Resumidamente, após incubação por 30 minutos ou 6 horas com as 

respectivas concentrações de licopeno e subsequente estimulação ou não por PMA e 

ionomicina, as células (1×106/mL) foram homogeneizadas em tampão HEPES 20 mM, 

gelado, pH 7,2, contendo 1mM de EGTA, 210 mM de sacarose e 70 mM de manitol. 

Para a realização do ensaio foram utilizados 10 µL de sobrenadante, os quais foram 
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transferidos para placas de ELISA. Adicionou-se então, a xantina oxidase a qual é 

responsável pelo início da reação. A placa foi incubada em um agitador a temperatura 

ambiente por 20 minutos e a absorbância foi medida a 450 nm utilizando um leitor de 

placa de ELISA (Biotek ELx808). 

 

4.7. Atividade da Catalase 

A catalase é uma enzima antioxidante que catalisa a decomposição do peróxido 

de hidrogênio (H2O2) em água e oxigênio. A atividade da catalase foi determinada 

usando o “EnzyChromTM Catalase Assay Kit” (BioAssay System, CA, USA). 

Resumidamente, após incubação por 30 minutos ou 6 horas com as respectivas 

concentrações de licopeno e subsequente estimulação ou não por PMA e ionomicina as 

células (1×106/mL) foram homogeneizadas em 200 µL de tampão fosfato pH 7,4 e 

transferidas para placas de Elisa. Após a adição de 50 mM H2O2 iniciou-se a reação 

que durou 30 minutos. Depois dessa incubação foram acrescentados 100 µL de 

reagente de detecção por reação, a placa foi agitada e incubada por 10 minutos. A 

absorbância foi medida em 570 nm usando um leitor de placa de ELISA 

(BiotekELx808). 

Para a realização do cálculo foi feita a seguinte normatização: uma unidade é a 

quantidade de catalase que decompõe um κmol de H2O2 por min em pH 7,0 e 

temperatura ambiente. 

 

4.8. Análise estatística 

Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. Foi realizado o teste 

de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados apresentavam distribuição normal. 

Após esta análise, os dados foram estatisticamente avaliados pela análise de variância 

ANOVA one-way seguido pelo pós-teste de Bonferroni para múltiplas comparações. O 
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nível de significância adotado foi de p<0,05. O software Prism 5.0 foi utilizado para 

realização das análises e plotagem de gráficos.  
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5. RESULTADOS 

5.1 Avaliação do Licopeno na Viabilidade Celular 

Os resultados do ensaio de viabilidade celular (MTT) demonstram que o licopeno 

nas concentrações de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10 µM durante os tempos de incubação de 12, 

24 e 48 horas não teve efeito significativo sobre a viabilidade da linhagem de células 

SK-Hep-1 (p>0.05), sendo que a viabilidade manteve-se acima de 85% em todos as 

concentrações avaliadas (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Avaliação da viabilidade celular da linhagem SK-Hep-1 após 12 (A), 24 (B) e 48 (C) horas de 

incubação com o licopeno. Os dados são expressos como média ± desvio padrão. Os ensaios foram 

realizados em sextuplicata.O licopeno não afetou a viabilidade celular nos tempos estudados. 

 

5.2 Avaliação da Produção de EROs 

O efeito do licopeno na produção basal de EROs intracelular foi avaliado através 

da marcação com a sonda carboxy-H2DCFDA por citometria de fluxo. Para tal, as 

células da linhagem SK-Hep-1 foram incubadas, durante 30 minutos ou 6 horas, em 

duas concentrações distintas (0,5 ou 10 µM) de licopeno. 

Os resultados mostram que as células incubadas com licopeno nas 

concentrações de 0,5 e 10 µM por 30 minutos não foram capazes de reduzir 

significativamente a produção de EROs quando comparado ao controle (figura 6A). 



23 
 

Entretanto, as células incubadas durante 6 horas com licopeno na concentração de 

10µM apresentaram uma diminuição significativa (p<0,05) de EROs (figura 6B). Não foi 

observada nenhuma alteração na produção destas espécies em células incubadas 6 

horas com licopeno na concentração de 5 µM (figura 6B). 

 

Figura 6: Efeito do Licopeno na produção de EROs em células SK-Hep-1. (A) Níveis de EROs em células 

pré-incubadas por (A) 30 minutos e (B) 6 horas com licopeno e marcadas com a sonda carboxi-

H2DCFDA por 30 minutos. Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. Este experimento 

foi realizado em duplicata em três ensaios independentes. O licopeno na concentração de 10µM por 6 

horas inibiu significativamente (p<0.05) a produção de EROs. CM: Células marcadas com a sonda 

carboxi-H2DCFDA; Lic 0.5: células incubadas com 0,5 µM de licopeno + sonda carboxi-H2DCFDA; Lic 

10: células incubadas com 10 µM de licopeno + sonda carboxi-H2DCFDA. 

 

5.3 Avaliação das influências da NADPH oxidase na geração de EROs e do 

licopeno na via de sinalização da PKC  

A produção de EROs pode ser induzida pelo uso de PMA e ionomicina, os quais 

são ativadores da PKC e, consequentemente, da NADPH oxidase (Gustafsson e 

Bengtsson, 1999). Para avaliar a influência da NADPH oxidase na geração de EROs as 

células foram incubadas na presença de DPI, um inibidor da NADPH oxidase. Para 

avaliar a influência do licopeno na via de sinalização de PKC, as células foram 

estimuladas ou não com PMA e ionomicina por 30 minutos. Os resultados mostram que, 

conforme esperado, a adição de PMA e ionomicina aumentou significativamente a 
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produção de EROs e a adição de DPI reduziu significativamente a produção dessas 

espécies. A incubação com o licopeno reduziu significativamente a produção de EROs 

tanto na concentração de 0,5 µM quanto na concentração de 10 µM em ambos os 

tempos (figura 7 – painel A e B).  

 

Figura 7: Efeito do licopeno na produção de EROs induzida por PMA e Ionomicina em células SK-Hep-1. 

Os gráficos mostram os níveis de EROs após pré-incubação de (A) 30 minutos e (B) 6 horas com 

licopeno em células expostas ao PMA e ionomicina ou DPI (inibidor da NADPH oxidase). Este 

experimento foi realizado em duplicata em três ensaios independentes. A adição de PMA e ionomicina 

aumentou significativamente a produção de EROs e a adição de DPI reduziu significativamente a 

produção dessas espécies. O tratamento com licopeno reduziu significativamente a produção de EROs 

em ambas as concentrações e tempos estudados. (*) p<0,5; (**) p<0,05; (***) p<0,01. CM: Células 

marcadas com sonda carboxi-H2DCFDA; PMA+iono: células + carboxi-H2DCFDA + PMA + Ionomicina; 

DPI: células + carboxi-H2DCFDA + DPI; Lic 0.5: células + carboxi-H2DCFDA + 0.5 µM de licopeno + 

PMA + Ionomicina. Lic 10: células + carboxi-H2DCFDA + 10 µM de licopeno + PMA + Ionomicina. 

 

5.4 Avaliação da viabilidade celular através do teste de exclusão por Azul de 

Tripan 

Após cada ensaio para determinação da produção de EROs nas células foi 

realizado o teste de exclusão por azul de tripan para análise de células viáveis. As 

figuras 8 e 9 apresentam o efeito da incubação com diferentes concentrações de 

licopeno sobre a viabilidade celular na ausência (figura 8) e na presença de estímulo 
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(figura 9) e em diferentes tempos (painel A: 30 minutos e painel B: 6 horas). A 

incubação com licopeno não reduziu significativamente a porcentagem de células 

viáveis em nenhuma das concentrações e tempos estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Porcentagem de células vivas após a incubação por (A) 30 minutos e (B) 6 horas com diferentes 

concentrações de licopeno. CM: células controle marcadas com a sonda carboxi DCFDA; Lic 0.5 e Lic 10: 

respectivamente, células pré-incubadas com 0,5 µM e 10 µM de licopeno e marcadas com carboxi-

DCFDA. 

 

Figura 9. Porcentagem de células vivas após aincubação por (A) 30 minutos e (B) 6 horas com diferentes 

concentrações de licopeno e estimuladas com PMA e ionomicina. CEM: células controle marcadas com a 

sonda carboxi DCFDA e estimuladas com PMA e ionomicina; Lic 0.5 e Lic 10: respectivamente, células 

pré-incubadas com 0,5 µM e 10 µM de licopeno, marcadas com carboxi DCFDA e estimuladas com PMA 

e Ionomicina. 
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5.5 Atividade da Superóxido Dismutase (SOD) e da Catalase (CAT)  

A figura 10 mostra a atividade total das enzimas antioxidantes SOD (painéis A e 

B) e CAT (painéis C e D). Os resultados mostram que a atividade da SOD foi 

aumentada significativamente nas células incubadas por 6 horas com 10µM de licopeno 

e estimuladas por PMA e ionomicina quando comparadas ao controle estimulado 

(painel B). Já a atividade da catalase não foi afetada pela incubação com licopeno em 

nenhuma das concentrações e em nenhum dos tempos estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Efeito do licopeno na atividade das enzimas SOD e CAT. Efeito do licopeno na atividade da 

SOD após (A) 30 minutos e (B) 6 horas de incubação. Efeito do licopeno na atividade da CAT após (C) 30 

minutos e (D) 6 horas de incubação. O ensaio de SOD foi realizado em duplicata em três experimentos 

independentes. O ensaio de CAT foi realizado em triplicata. C: células controle; CE: células marcadas 

com carboxi-DCFDA e estimuladas com PMA e ionomicina; Lic 0.5 e Lic 10: respectivamente, células pré-

incubadas com 0,5 µM e 10 µM de licopeno, marcadas com carboxi DCFDA. Lic 0.5E e Lic 10E: 

respectivamente, células pré-incubadas com 0,5 µM e 10 µM de licopeno, marcadas com carboxi DCFDA 

e estimuladas com PMA e Ionomicina. 
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6. DISCUSSÃO 

O licopeno é um carotenóide que se caracteriza por possuir uma estrutura 

química acíclica formada por 40 átomos de carbono com 12 duplas ligações sendo 11 

conjugadas. Tal estrutura o torna muito reativo ao oxigênio e aos radicais livres 

(BOJÓRQUEZ, 2013). Entre os carotenóides, o licopeno é considerado como o de 

maior potencial antioxidante e, muitos estudos têm demonstrado um forte efeito protetor 

contra várias doenças (DI MASCIO, 1989 e CLINTON, 1998).  

Apesar de seus efeitos positivos, assim como os demais carotenóides, quando 

em altas concentrações, o licopeno pode exibir atividade pró-oxidante (LOWE et al., 

1999) causando dano celular e alterando a viabilidade destas células. Por essa razão, 

nosso primeiro passo foi verificar a viabilidade das células SK-Hep-1 expostas à 

diferentes concentrações de licopeno através do ensaio de MTT. O ensaio de 

viabilidade celular por MTT mostrou que o licopeno não apresentou citotoxicidade para 

as células SK-Hep-1 em nenhuma das concentrações (0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10 µM) e em 

nenhum dos tempos estudados (12, 24 e 48 horas) (Figura 5). Resultado semelhante foi 

encontrado por um estudo que avaliou a viabilidade de células de câncer de mama 

(MCF-7) quando incubadas por 24, 48 e 72 horas com licopeno nas concentrações de 

0,125, 0,5, 1, 5, 10, 20, 50 e 100 µM. O licopeno apresentou citotoxicidade apenas na 

maior concentração, após 24 horas de incubação, quando a viabilidade foi de 68% 

comparado aos 89% do controle (FORNELLI et al, 2006). Outro estudo testou o efeito 

do licopeno na viabilidade de 8 tipos diferentes de linhagens celulares. As células foram 

incubadas com licopeno nas concentrações de 1, 3 ou 5 µM por 24, 48 e 96 horas. Os 

resultados das incubações por 24 e 48 horas mostraram que não houve alteração no 

número de células viáveis. Apenas em 96 horas de incubação a viabilidade foi reduzida 

em algumas linhagens, sobretudo diante da maior concentração de licopeno 

(TEODORO et al, 2012).  

Como mencionado anteriormente, muitos benefícios do licopeno para a saúde 

são atribuídos ao seu potencial antioxidante. Contudo, quando em altas concentrações, 

o licopeno pode apresentar atividade pró-oxidante (Young e Lowe, 2001). Nas dietas 
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ocidentais, há um elevado consumo de alimentos ricos em licopeno e sua concentração 

fisiológica varia de 1-2 µM (RAFI et al., 2007 e EGLASS et al., 2012). Estudos apontam 

que concentrações inferiores a 0,292 e 0,260 µM estão relacionados, respectivamente, 

ao aumento do risco de câncer de mama e próstata. Por outro lado, concentrações 

superiores a 0,92 e 0,838 µM estão relacionadas à redução do risco dessas neoplasias 

(ELIASSEN et al., 2012 e ZHANG et al, 2007). 

Com base nessas informações, e nos resultados obtidos no ensaio de viabilidade 

celular do presente estudo, nós optamos por utilizar as concentrações de 0,5 e 10 µM 

nos experimentos seguintes. Dessa forma, as concentrações utilizadas estariam dentro 

de uma faixa fisiológica e seria possível testar se haveria alguma diferença na 

modulação do estresse oxidativo bem como se, em maior concentração (10 µM), o 

licopeno teria efeito pró-oxidante. 

Como mencionado anteriormente, as evidências indicam que o estresse 

oxidativo tem um importante papel no desenvolvimento de vários tipos de doenças 

humanas, incluindo o hepatocarcinoma (SASAKI, 2006). O fígado é o principal órgão de 

controle metabólico e, como tal, exibe altos níveis de EROs, o que resulta em aumento 

do estresse oxidativo. Além disso, a infecção pelo VHB, condição comum no 

desenvolvimento de hepatocarcinoma, está associada com elevados níveis de EROs e 

baixos níveis de antioxidantes (SERONELLO et al, 2007). Estudos in vitro e in vivo tem 

sugerido que o licopeno pode atenuar o dano ao fígado e prevenir o desenvolvimento 

do hepatocarcinoma. 

Nesse contexto, um dos objetivos deste estudo foi o de avaliar o efeito do 

licopeno na geração basal de EROs em células de hepatocarcinoma. Para isso as 

células foram incubadas em dois tempos (30 minutos e 6 horas) na presença e na 

ausência de licopeno em duas concentrações distintas (0,5 e 10 µM). Foi observado 

que a incubação de 30 minutos com 0,5 e 10 µM de licopeno não alterou de forma 

significativa a produção de EROs. Já a incubação de 10 µM de licopeno durante 6 

horas reduziu significativamente a produção de EROs em relação às células controle 
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(figura 6). Isso sugere que o licopeno pode ter a habilidade de proteger as células SK-

Hep-1 do estresse oxidativo através da modulação da geração de EROs promovida 

pela doença. Vale ressaltar também que, em uma situação basal (sem estímulo) o 

licopeno foi capaz de reduzir a produção de EROs apenas quando o tempo de 

exposição a este carotenóide foi maior. Isto nos levou a questionar se o licopeno 

poderia estar modulando vias de sinalização celular ou atuando de forma direta. Neste 

sentido, sabendo-se da importância da via de PKC para a geração de EROs através da 

NADPH oxidase, principalmente em situações patológicas, resolvemos como próximo 

passo avaliar o efeito do licopeno mediante ativação desta via. É sabido que o uso de 

PMA e ionomicina promove a ativação da PKC e esta, por sua vez, ativa a NADPH 

oxidase o que aumenta a produção de EROs. Sendo assim, os níveis de EROs foram 

medidos após incubação com licopeno seguida de estímulo com PMA e ionomicina. Os 

resultados mostraram que o licopeno inibiu de forma significativa a produção de EROs, 

em ambas as concentrações e tempos avaliados. Para confirmar a participação da 

NADPH oxidase neste processo, os níveis de EROs também foram avaliados na 

presença de DPI, um importante inibidor desta enzima. A exposição das células ao DPI 

causou uma redução significativa na produção de EROs em ambos os tempos 

estudados (Figura 7). Estes resultados em conjunto sugerem que o licopeno pode 

proteger a célula SK-Hep-1 do estresse oxidativo promovido pela ativação da NADPH 

oxidase dependente da via da PKC. Este resultado estão em concordância com CHAO 

et al (2014) que observaram que o pré-tratamento com licopeno nas concentrações de 

3-10 µM diminuiu significativamente a produção de EROs através da redução da 

expressão da NADPH oxidase. 

Estudos recentes têm demonstrado que danos excessivos ao DNA, sobretudo 

aquele induzido pelo radical peróxido nitrito (ONOO-), provocam a superativação da 

PARP (uma enzima envolvida na manutenção da estrutura da cromatina e no reparo do 

DNA) promovendo a depleção de NAD+, falha de energia e a inibição da gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase. Nessas condições, há um aumento da produção mitocondrial de 

EROs bem como a ativação de vias de sinalização, como a PKC. Essa ativação se dá 
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via síntese de novo de diacilglicerol e, subsequentemente, da NADPH oxidase, 

aumentando o estresse oxidativo endotelial (DU et al, 2013 e OBROSOVA et al, 2005). 

YORGOV et al (2009) observaram que, na presença de um inibidor da PKC ou da 

NADPH oxidase, a produção de ONOO-é inibida bem como a ativação da PARP. Estes 

resultados sugerem que a ativação da PKC dependente da NADPH oxidase constitui a 

via principal para geração de ONOO-,o qual ativa PARP em células endoteliais. Sabe-se 

que o licopeno também apresenta como importante propriedade a capacidade de 

sequestrar EROs. ZOU et al (2013), observaram que o licopeno foi capaz de inibir os 

níveis intracelulares de EROs e que essa redução pode acontecer diretamente pelo 

sequestro dessas espécies ou indiretamente através da habilidade de inibir a expressão 

da enzima NADPH oxidase. Da mesma forma, PALOZZA et al (2011) também 

sugeriram que a redução da produção de EROs pelo licopeno se dá por um mecanismo 

que envolve a inibição da NADPH oxidase.  

Apesar de alguns trabalhos na literatura observarem o efeito do licopeno na 

inibição da NADPH oxidase, este é o primeiro estudo que sugere o envolvimento do 

licopeno na modulação da via de sinalização da PKC. Sendo assim, nossos resultados 

sugerem que o efeito do licopeno sobre a produção de EROs em células estimuladas 

por PMA e ionomicina está relacionada à inibição desta via. Entretanto, mais 

experimentos são necessários para validar esta hipótese. 

A análise de viabilidade celular é uma ferramenta bastante útil em vários 

procedimentos experimentais, incluindo aqueles que objetivam avaliar a morte 

espontânea de células expostas a diferentes condições (CHAN et al., 2012). Tendo a 

integridade da membrana como critério básico para a distinção entre células vivas e 

mortas, o ensaio de Azul de Tripan é muito utilizado para avaliar a citotoxicidade em 

investigações experimentais. Neste ensaio, por perderem a seletividade da membrana, 

as células mortas absorvem o Azul de Tripan para o citoplasma e são coradas de azul, 

enquanto as células vivas permanecem intactas e não coradas (TENNANT, 1964). 

Neste estudo o ensaio com Azul de Tripan permitiu a avaliação da citotoxicidade do 

licopeno em todos os experimentos realizados. Os resultados mostraram que o licopeno 
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não afetou a viabilidade das células SK-HEP-1. Quando o ensaio de Azul de Tripan é 

realizado em um grande número de amostras, pode proporcionar resultados de baixa 

precisão devido ao longo tempo de execução e ao intensivo exame microscópico (KIM 

et al., 2011). Tais limitações foram consideradas  e, para a realização dos ensaios, 

foram utilizadas amostras de número reduzido de modo a agilizar o trabalho e evitar 

perdas de precisão dos resultados. 

A SOD é uma enzima considerada a primeira linha de defesa contra os efeitos 

deletérios do estresse oxidativo em células. Ela sequestra EROs ao catalizar a 

dismutação do superóxido em peróxido de hidrogênio e oxigênio (ONYEKA et al, 2012). 

Já a catalase decompõe o peróxido de hidrogênio e é considerada como uma proteção 

contra os radicais hidroxila (KIM et al, 2006). Este estudo mostrou que, diante da 

estimulação com PMA e ionomicina, a incubação com licopeno a 10 µM por 6 horas foi 

capaz de aumentar significativamente a atividade da SOD. A atividade da CAT não 

sofreu alterações em nenhuma das concentrações e tempos estudados.  

CHEN et al (2010) avaliaram o efeito do licopeno na atividade da SOD em 

células vasculares do músculo liso. Os resultados mostraram que o licopeno aumentou 

a atividade desta enzima, principalmente na concentração de 1µM. DANIEL et al (2015) 

avaliaram o efeito do licopeno na atividade da SOD e da CAT em ratos Wistar 

diabéticos. Foi observado um aumento na atividade de SOD e CAT diante do 

tratamento com licopeno nas concentrações de 10, 20 e 40 mg/kg. SULOGLU et al 

(2014) investigaram o efeito do licopeno em fígado de ratos e nos marcadores do 

estresse oxidativo. Assim com o relatado no presente estudo, o licopeno foi capaz de 

aumentar a atividade da SOD e não provocou qualquer alteração na atividade da 

enzima catalase. 
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7. CONCLUSÃO 

Este estudo sugere que o licopeno pode ter a habilidade de proteger as células SK-

Hep-1 do estresse oxidativo através da modulação da geração de EROs, modulaçãoda 

PKC, além de estimular a atividade da enzima antioxidante SOD. Entretanto, mais 

experimentos são necessários para validar esta hipótese. 

 

Figura 11: Hipótese de atuação do licopeno em células da linhagem de hepatocarcinoma SK-Hep-1. 

Setas azuis indicam inibição, setas vermelhas indicam ativação. (1) A produção de EROs em células da 

linhagem SK-Hep-1 é dependente, em grande parte, da ativação da NADPH oxidase. Uma pequena 

parte, decorrente de outras fontes como, por exemplo, a respiração mitocondrial (metabolismo basal). (2) 

Células de linhagem tumoral estariam expostas à um maior desequilíbrio redox, conduzindo a um 

aumento na concentração de DAG e liberação de cálcio, levando a uma ativação da PKC e 

consequentemente da enzima NADPH oxidase, aumentando assim, a produção de espécies reativas. (3) 

Já o licopeno atuaria como um inibidor da via de PKC, conduzindo a uma menor geração de EROs 

proveniente da NADPH oxidase. 
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