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RESUMO

Carcinogénese € um processo multipassos que pode ser induzido e/ou modulado por
agentes quimicos ou fisicos, incluindo aqueles que induzem espécies reativas de
oxigénio (EROs). Estas espécies sdo geradas a partir de uma grande variedade de
processos como a respiracdo mitocondrial e a NADPH oxidase. A producéo excessiva
de EROs pode oxidar biomoléculas e facilitar processos relacionados com a
carcinogénese. Em baixas doses, estas moléculas podem agir como importantes
mediadores do crescimento celular, ades&o, diferenciagdo e apoptose. As EROs
podem, por exemplo, modular a via da PKC. PKC é uma familia de serina-treonina
cinases que regulam uma variedade de funcdes celulares. A ativacao aberrante da PKC
esta relacionada a doencas como o cancer e o diabetes. A PKC pode ser ativada por
EROs e a producédo de EROs pode requerer a ativacao da PKC porque essas cinases
tem um papel na ativacdo da NADPH oxidase. Dessa forma, a ativacdo da PKC e da
NADPH oxidase podem elevar os niveis de EROs, causando danos celulares. Estas
reacdes potencialmente deletérias podem ser controladas por um sistema de
antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutase - SOD e catalase - CAT) e nao
enzimaticos (flavondides e carotendides). O licopeno € um carotendide de coloracao
vermelha que esta presente em varios vegetais e frutas. Trata-se de um dos
antioxidantes mais potentes e tem demonstrado desempenhar um importante papel na
prevencao de varios tipos de céancer, incluindo o hepatocarcinoma. Sendo assim, este
estudo objetivou investigar o potencial antioxidante do licopeno e avaliar o efeito deste
carotendide na via da PKC, em células SK-Hep-1, uma linhagem de hepatocarcinoma
altamente invasiva. O potencial antioxidante do licopeno foi examinado através da
guantificacdo celular de EROs e das atividades das enzimas SOD e CAT. O efeito do
licopeno na via da PKC foi examinado pela quantificacdo celular de EROs apés
estimulacdo com PMA e ionomicina. O papel da NADPH oxidase foi avaliado através da
sua inibicdo com DPI, um inibidor desta enzima. Nossos resultados mostram que o DPI
inibiu a producdo de EROs, demonstrando a importancia da enzima NADPH oxidase na

geracdo de EROs na linhagem celular estudada. O licopeno diminuiu a producao basal

XVii



de EROs e aumentou a atividade da SOD. Além disso, o licopeno inibiu a producao de
EROs induzida por ionomicina e PMA. Estes resultados analisados em conjunto
sugerem que um dos mecanismos antioxidantes do licopeno seja através da modulacdo

da proteina cinase C. Entretanto, mais estudos sao necessarios para confirmar esta
hipotese.

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
guantification 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. INTRODUCAO

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a producédo de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) e a sua desintoxicacao por sistemas biol6gicos
antioxidantes. A producdo excessiva de EROs é capaz de oxidar biomoléculas como
carboidratos e o DNA facilitando a ocorréncia de processos relacionados com a
carcinogénse (DURACKOVA, 2010 e TREJO-SOLIS et al., 2013). Apesar dos efeitos
negativos, as EROs s&o produtos naturais do metabolismo celular e atuam como
estimulos para importantes vias de sinalizagdo, como a via da PKC.

A familia PKC é formada por serina-treonina cinases, muitas das quais sao
ativadas por co-fatores como fosfatidilserina e diacilglicerol (DAG). Quando ativada, a
PKC fosforila uma grande quantidade de alvos intracelulares e, como consequéncia
disso, apresenta papéis centrais na regulacdo de muitas vias de sinalizacéo celular (LI
et al., 2006).E sabido que a PKC induz a producéo de EROs e, recentemente, tem sido
mostrado que a ativacdo da PKC dependente de NADPH oxidase € responsavel, em
parte, pelo aumento do estresse oxidativo em doencas como o diabetes e pela
sinalizacdo na migracao celular em células de hepatocarcinoma (LEE et al., 2004 e WU,
2006).

Para se proteger dos efeitos deletérios do estresse oxidativo, o organismo lanca
mao de sistemas antioxidantes, os quais podem ser divididos em sistemas enzimaticos
e ndo enzimaticos (NORDBERG e ARNER, 2001). O licopeno é um dos mais potentes
antioxidantes ndo enzimaticos, apresentando uma habilidade duas vezes maior que o
B-caroteno de sequestrar o oxigénio singlete e 10 vezes maior que o a-tocoferol (DI
MASCIO et al., 1989). Estudos sugerem que o licopeno reduz o risco de diversas
doencas cronicas como o cancer (GIOVANNUCCI, 1999) e que pode modular os niveis
de EROs (PALOZZA et al., 2010). Recentemente, foi proposto que o licopeno pode ser
responsavel pela regulacdo de funcdes celulares ao modular diversas vias de

sinalizacao redox-sensiveis que sdo alteradas pelo cancer (PALOZZA et al., 2011).



O estresse oxidativo tem um importante papel na carcinogénese do figado. O
hepatocarcinoma é um dos tipos de cancer 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 tém demonstrado o poder preditivo que os biomarcadores do
estresse oxidativo podem ter no desenvolvimento do hepatocarcinoma (TANAKA et al.,
2011 e Ll et al.,2012).

Com base no que foi exposto, percebe-se que a investigacdo do efeito do
licopeno na producédo de espécies reativas de oxigénio bem como a avaliagdo da sua
capacidade antioxidante em células de hepatocarcinoma SK-HEP-1 pode trazer novas
perspectivas quanto ao efeito deste carotendide na modulacdo do estresse oxidativo

caracteristico do hepatocarcinoma.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cancer e Estresse Oxidativo

O cancer pode ser definido como uma doenca que se inicia a partir de mudancas
genéticas e epigenéticas que ocorrem em uma célula normal (PITOT, 1993). O seu
desenvolvimento é gradual e pode ser dividido em trés estagios: iniciagdo, promogao e
progressdo. A iniciacdo é um processo rapido e irreversivel causado pela exposicdo a
carcinbgenos enddégenos ou exogenos. E caracterizada por alteracbes gendmicas
dentro da “célula cancerosa” tais como mutagbes pontuais, delecdo de gene,
amplificacdo e rearranjos cromossOmicos. A promog¢ao € um processo reversivel
caracterizado pela expansao clonal das células pré-neoplasicas iniciadas. A progressao
consiste no crescimento do tumor e ou potencial invasdao e metastase (PITOT, 1993;
KINZLER et al., 1996 e RAKOFF-NAHOUM, 2006).

Um dos fatores que pode, eventualmente, desencadear a iniciacdo e a
progressdo da carcinogénese € 0 estresse oxidativo (ISHIKAWA, et al., 2008 e
KLAUNING, et al., 2004).0 estresse oxidativo representa um processo natural derivado
das funcgdes vitais das quais dependem o oxigénio e ocorre quando a geracao de EROs
e/ou espécies reativas de nitrogénio (ERNs) é maior que a capacidade celular de
desintoxicar essas espécies com antioxidantes nao enzimaticos e enzimaticos
(PALOZZA et al., 2011).

As EROs incluem moléculas com variados graus de reatividade. Como exemplos
dessas moléculas, pode-se citar os radicais superoxido (O;), o hidroxila (OH-) e
peroxila (ROO"), além de espécies nao radicais como o oxigénio singlete (*O.), 0 0z6nio
(O3), e o perdxido de hidrogénio (H,0O,). Estas espécies quimicas altamente tdxicas sao
geradas por fontes como NADPH oxidase, respiracdo mitocondrial, xantina oxidase,
citocromo P450, entre outras (HAUSLADEN e STAMLER, 1999 e LEUNG et al.,
2013).Dentre estas, a familia NADPH oxidase e a respiragdo mitocondrial se destacam

como as principais produtoras de EROs.



A producdo excessiva dessas espécies pode levar a oxidacdo celular de
biomoléculas, incluindo carboidratos, lipideos, proteinas e o DNA, facilitando a
ocorréncia de processos relacionados com a carcinogénse como alteracdes genéticas,
epigenéticas, instabilidade genética e alteracdes celulares (TREJO-SOLIS et al., 2013).
Além disso, o estresse oxidativo pode induzir lesbes em membranas celulares e
desencadear uma série de reacbes que prejudicam a homeostase celular e que
constituem importante fator causal no desenvolvimento e na progressdao de varias

doencas cronicas, como as doengas cardiovasculares (PALOZZA et al., 2011).

Paradoxalmente, as EROs também atuam como importantes moléculas de
sinalizacdo mediando varias respostas relacionadas ao crescimento, o que torna a sua
presenca importante para o metabolismo celular (WEYEMI et al.,, 2013). As EROs
podem, por exemplo, modular a via da proteina cinase ¢ (PKC) (GOMES et al., 2012).

2.2A Familia da Proteina Cinase C e sua influéncia no estresse oxidativo

A proteina PKC faz parte de uma familia composta por serina-treonina cinases
gue estdo envolvidas na regulacdo de diversas funcbes celulares tais como o
crescimento celular, organizacao do citoesqueleto, diferenciacéo e apoptose (CARTER
et al., 2004).

E constituida de duas subunidades: a regulatéria e a catalitica. A subunidade
regulatéria apresenta os dominios C1 e C2, sendo aquele responsavel pela ligacdo com
o éster de forbol (PMA) e com o diacilglicerol (DAG) e este pela ligacdo com o célcio. A
subunidade catalitica apresenta os dominios C3, responsavel pela ligacdo do ATP, e

C4, responsavel pela ligacao do substrato (CUNHA, 2006).

Tendo como base suas caracteristicas estruturais e de ativacdo, a familia PKC
pode ser classificada em trés subfamilias: convencional, nova e atipica (STEIMBERG,
2008) (figura 1). A classe convencional inclui as isoenzimas a (alfa), y (gama) e,

alternativamente, I (beta 1) e BlI (beta Il); apresenta em sua estrutura sitios de ligagao
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para o PMA e para o calcio e requer como ativador priméario o DAG e, como co-fatores
de ativagéo fosfatidilserina e calcio (Ca.,). A classe nova inclui as isoenzimas 6 (delta),
€ (épsilon), n/L (neta) e 6 (teta) e também sao reguladas por DAG, mas independem de
calcio e fosfatidilserina para sua ativagéo. A classe atipica é composta pelas isoenzimas
¢ (zeta) e /A (lambida). Estas isoenzimas sdo calcio independentes e apresentam um
dominio C1 modificado que impede a interagdo com o DAG e ndo dispde de sitio de
ligacdo para o PMA; sua ativacdo € estimulada apenas pela fosfatidilserina
(STEINBERG, 2008 e CUNHA, 2006).

Regulatory Domain Hinge Catalytic Domain Activators
vi DAG v Ca¥ v ATP va Substrate Vs
Classical N C1A CIBH c2 c DAG, PMA, Ca*
Vi 2 DAG V3 ATP Ve Substrate Vs
Novel N wf C2-like s PS W C1A | C1B C  DAG,PMA
ATP Substrate

) V1 W2 V3 V4 V5
Atypical N PSm Cl C PIP3

Figura 1: Sequéncia esquematica das isoenzimas de PKC indicando o dominio estrutural das subfamilias
e seus respectivos ativadores. Fonte: (GOMES et al, 2012).

Pertencendo a uma subfamilia distinta de PKCs encontram-se a PKC-u (mu) ou
proteina cinase D(PKD) e a PKC-v. A PKD é ativada por diacilglicerol e fosfolipidios,
mas apresenta diferencas estruturais quando comparada a outras PKCs. A PKC-v
apresenta sequéncias semelhantes a PCK-u e sé foi descoberta na ultima década.
(CARTER et al., 2004).

Muitos estudos tém explorado a ativagdo, os mecanismos e as func¢des das
isoenzimas da PKC no desenvolvimento de muitas doengas (KANG, 2014). Uma forma
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de ativagdo da PKC se dé& através da via da Proteina G. Uma vez ativada, esta proteina
degrada o fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP2) presente na membrana em 1,45
trifosfato de inositol (IP3) e 1,2 diacilglicerol (DAG). O IP3, por ser hidrossolavel, migra
pelo citosol e se liga a receptores especificos no reticulo endoplasmético e
mitocéndrias, liberando Ca*? no citosol aumentando a sua concentracéo e provocando a
translocacdo da PKC para a membrana (MOURA e VIDAL, 2011 e NEWTON, 1995).
Por ser hidrofébico, o DAG fica associado a membrana plasmatica e media a ativacao
da PKC e de proteinas da familia Ras-MAPK. Somadas, essas vias levarao a ativacao
de diversos fatores de transcricdo, como NFkB, NFAT e c-MYC, que, ao alterar o
padrdao de expressao génica das células ativadas, provocam a sua proliferacdo e
diferenciacao (WU, 2006).

Experimentalmente, a via da PKC pode ser ativada através da utilizacdo do PMA
e da ionomicina. Isso acontece porque o PMA mimetiza o DAG e a ionomicina promove

0 aumento da concentracdo de calcio favorecendo a ativacao da via.

Modificacbes oxidativas também podem ativar a via da PKC. O dominio
regulatério N-terminal da PKC contém anéis de zinco, ricos em residuos de cisteina que
sdo importantes alvos da oxidacdo por peréxido. Quando oxidada, a funcao
autoinibitoria do dominio regulatorio fica comprometida, o que estimula a ativacdo da
PKC e a sinalizacdo para o crescimento celular e a promocdo tumoral
(GOPALAKRISHNA E JAKEN, 2000).

A ativacdo da PKC pode se tornar aberrante diante de alteracbes do ambiente
celular, tais como as que ocorrem na presenca de doencas, lesées ou exposicao a pro-
oxidantes (INOGUCHI et al., 2003).

2.3. Geracdo de EROs através da ativacdo da PKC e NADPH oxidase

A familia NADPH oxidase consiste em um complexo multiprotéico que esta

presente em diversas células de origem mesodermal. Em células em repouso, fica
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inativa e seus componentes ficam distribuidos entre o citosol e membrana. O principal
componente de membranas, citocromo bssg, € composto de duas subunidades (gp91P"™
e gp22°™*): os componentes citosdlicos sdo compostos por quatro proteinas principais
(p40P™ pa7P"* p67P"* e a proteina G Rac) (BABIOR, 1999 e FORMAN et al, 2001).
Quando as células sdo estimuladas os componentes citosoélicos sdo fosforilados e
migram para a membrana, formando com os componentes membranares um complexo
ativo. Este complexo catalisa a transferéncia de elétrons do NADPH para o O
produzindo O, o qual é utilizado na producdo de uma grande variedade de EROs
(BABIOR, 1999).

O complexo NADPH oxidase pode ser ativado por uma grande variedade de
estimulos, entre os quais pode se citar a ativacdo da via da PKC. Varias isoenzimas da
PKC sao capazes de fosforilar os residuos de serina da subunidade p47°"™, um passo
critico na ativacdo da NADPH oxidase. A fosforilacdo da p47°"* permite que esta se
ligue & fosfolipideos de membrana, interaja com a p22°"* e ainda atraia a p67°"* para
formar um complexo. A p67°"* por sua vez, propicia a ligacdo e estabilizacdo do
complexo com a GTPase Rac, completando a formacdo do complexo NADPH oxidase

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

Estudos recentes mostraram que a PKCRII induz a ativagdo da NADPH oxidase
através da fosforilacdo da p47°" e da p67°"™ em mondcitos. Quando tratada com
zimozan opsonizado (um ativador da NADPH oxidase) a PKC3 fosforila a p67°" em
monacitos (SIOW, et al., 2006 e ZHAO, et al., 2005). Os resultados de outro estudo
mostraram que todas as isoenzimas da PKC presentes em neutrofilos sdo capazes de
ativar a NADPH oxidase através de fosforilacdes diferenciadas da p67°" (FONTAYNE
et al., 2001). Essa capacidade das isoenzimas de PKC de fosforilarem a p47°"*, bem
como a p67°"*, fazem delas as principais cinases responsaveis pela ativacédo da
NADPH oxidase e esta, por sua vez, € a maior fonte de producdo de EROs em uma
grande variedade de condicbes, tais como fibrose, arteriosclerose, e varios tipos de
cancer (LAMBETH, 2007).



Sendo assim, diversos estudos tém demonstrado que a ativacdo da PKC pode
ser requerida para a producdo de EROs em diversos sistemas incluindo as
complicacdes do diabetes (LEE et al., 2003). Em um estudo realizado com células de
hepatocarcinoma da linhagem HepG2 observou-se que a geracdo de EROs foi
dependente de PKC e que a presenca de sequestradores de EROs preveniu a ativacao
da PKC (WU et al., 2006). Isso sugere que a producdo de EROs pode tanto preceder
guando suceder a ativagao da via da PKC (WU, 2006).

2.4 Protecéo antioxidante

Para evitar ou minimizar os efeitos deletérios causados pelo estresse oxidativo, o
organismo utiliza sistemas antioxidantes que inativam os radicais livres. Estes sistemas
sdo classificados em enzimaticos de acao intracelular (catalase - CAT, superéxido
dismutase - SOD e glutationa peroxidase - GPx) e ndo enzimaticos (substancias
eliminadoras e sequestradoras de EROs, como as vitaminas E e C e os carotenoides)
(FRIDOVICH, 1995, MURADIANA, et al, 2002 e NAVARRO et al, 2005).

A PKC pode ser desativada pela acdo de antioxidantes devido as caracteristicas
da sua estrutura. A porcdo C-terminal do dominio catalitico da PKC apresenta alta
concentracdo de residuos de cisteina os quais sdo alvos de agentes antioxidantes
como a curcumina e os analogos da vitamina E. Ao reagirem com o dominio catalitico,
estes agentes provocam alteracdes nas cisteinas inibindo a atividade celular da PKC e,
consequentemente, interferindo na acdo dos promotores tumorais (GOPALAKRISHNA
E JAKEN, 2000).

2.4.1 Licopeno como possivel antioxidante inibidor da PKC

O licopeno é um carotendide, isbmero do beta-caroteno, de férmula CsoHsg.
Apresenta estrutura aciclica e, por ndo ter o anel beta-ionona, ndo tem atividade pré-

vitamina A (Figura 2). Constitui-se no pigmento natural lipossoltvel de frutas e legumes
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vermelhos e alaranjados e é considerado um carotendide de grande reatividade tanto
para o oxigénio como para os radicais livres. Tal reatividade se deve a sua estrutura
quimica que apresenta treze duplas ligacdes, das quais onze sdo 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 funcbes a absorcdo da luz durante a fotossintese,

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

As principais fontes de licopeno na dieta humana sdo os tomates e os produtos a
base de tomate. Contudo, melancia, uva rosa, mamao, goiaba, pitanga e damasco
também séo fontes importantes de licopeno (MANGELS et al., 1993). O licopeno pode
se apresentar na configuracdo cis ou trans. Nos alimentos naturais, ele se encontra
ligado a matriz em sua forma trans, o que dificulta sua liberacdo e o torna menos
susceptivel a digestdo e absorcdo. 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 apés sua ingestao, o licopeno € incorporado as
micelas dos lipideos da dieta e é absorvido por difusdo passiva na mucosa intestinal,
incorporando-se a quilomicrons e liberando-se para ser transportado através do sistema
linfatico (BOJORQUEZ et al., 2013).
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Figura 3. Absorc&o e transporte do licopeno. BOJORQUEZ et al., 2013.

Estudos in vitro sugerem que a absorcao preferencial do isémero 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 acido
biliar, sendo preferencialmente incorporado em quilomicrons. (BOILEAU, BOILEAU, &
ERDMAN, 2002).

Assim, além de estar presente nos alimentos, o licopeno é amplamente
distribuido no corpo humano, sendo o carotendide predominante no soro humano com
niveis plasmaticos que variam de 0,22 a 1,06 nmol/mL. O licopeno é encontrado ainda
em varios tecidos do corpo humano, como figado, rim, glandulas renais, testiculos,
ovarios e proéstata (LU, et al., 2011).Sua concentracdo € proporcional a sua ingestao
alimentar, mas é pouco influenciada pelas variaces diarias, devido ao fato de que a

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

O metabolismo do licopeno envolve reagdes quimicas e clivagens enzimaticas e

gera um conjunto de licopendides (BLANCHE et al., 2014). Os compostos carbonilicos
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tornam o licopeno susceptivel a clivagem por auto-oxidacdo, oxidacdo mediada por
radical, e oxigénio singlete (BRITTON et al.,, 2004). Estes produtos podem ser
produzidos in vivo se os tecidos sdo expostos ao estresse oxidativo (MEIN et al., 2008).

Em relagdo a clivagem enzimatica,0os estudos tém demonstrado que,
diferentemente dos carotendides com atividade pro vitamina A, que séo clivados pela
caroteno 15,15-oxigenase (CMOL1), o licopeno é um substrato pobre para esta enzima.
Aparentemente, a isomerizacdo do licopeno impede a capacidade da CMO1 de
metaboliza-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,
guanto maior a perda da enzima CMO2, maior é a concentragao de licopeno intacto no
sangue em modelo murino (FORD et al.,, 2010 e HU et al.,, 2006). Os metabdlitos
provenientes dessas reacfes podem apresentar efeitos bioldégicos e tém se tornado
objetos de estudos, a medida em que mais evidéncias relacionam o consumo de

licopeno a reducao do risco de doencas cronicas em humanos (BLANCHE et al., 2014).

Uma meta-analise que reuniu 72 estudos mostrou que, em 57 destes estudos, o
risco de diversos tipos de cancer (incluindo préstata, mama, pulmdo e célon) é
inversamente proporcional a ingestdo de licopeno (GIOVANUCCI, 1999).
Recentemente, estudos epidemioldgicos, in vitro, in vivo e ensaios clinicos sugeriram
gue o licopeno tem efeitos positivos no tratamento de cancer oral e de lesbes pré
cancerosas (SINGH et al., 2004 e MAYNE et al., 2004).

Estudos demonstraram que o licopeno inibe o CYP2E1l, uma isoforma do
citocromo P450, que € responsavel pela conversdo de certos xenobiéticos em
carcinégenos (LOUISA, et al, 2009). Além disso, o licopeno induz as enzimas de fase |
(como as enzimas dependentes do citocromo P450) e as enzimas de desintoxicacéo de
fase Il, sendo estas enzimas importantes para a eliminacédo de substancias estranhas e
carcinégenos 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
responsavel pela reducdo 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 doencas crbnicas. Este estudo, contudo, se atera a acdo do
licopeno enquanto antioxidante e a sua prote¢cdo na modulacdo de espécies reativas

em linhagem celular de hepatocarcinoma.

Antioxidant
N& Reactive oxygen potential |

species (ROS)

Oxidative
damage

‘J'L, Oxidative
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Cancer
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J'L Chronic
diseases

Dletary Blood and tissue
chopene lycopene levels

Cardiovascular
disease risk

Other
mechanisms
Gene function / Metabolic

regulation / \ pathways
Gap-junction Carcinogen

communication metabolism
Hormone and

immune modulation

Figura 4: Mecanismos propostos para o papel do licopeno na prevencdo de doencas cronicas.
(AGARWAL e RAO, 2000).

O figado € um importante local de metabolismo e apresenta, portanto, altos
niveis de EROs o que resulta em aumento do estresse oxidativo (SUZUKI et al., 2013).
O CHC (hepatocarcinoma celular) € a forma dominante de cancer primario de figado
(YU et al., 2008), sendo o quinto tipo de cancer mais comum no mundo e a terceira

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

O desenvolvimento de CHC esté frequentemente associado com uma inflamacao
cronica do figado seguida de cirrose induzida por infecgdes persistentes causadas pelo
virus da hepatite B (VHB) ou pelo virus da hepatite C (VHC). Outros fatores de risco
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para o desenvolvimento de CHC incluem esteatose hepatica alcodlica e ndo alcodlica,
hemocromatose hereditaria, hepatite autoimune, algumas porfirias, obesidade e
diabetes mellitus tipo Il (EL-SARAG, 2007).

Os estudos tém demonstrado que pacientes com infec¢cdes por VHC tendem a
apresentar altos niveis de EROs e reduzidos niveis de antioxidantes (SERONELLO et
al., 2007). Além disso, niveis elevados de EROs estdo envolvidos nos processos de
migracao, invasao e metastase de células de hepatocarcioma (HU et al., 2011).

Estas evidéncias sugerem que biomarcadores do estresse oxidativo podem ser
Uteis para predizer o desenvolvimento e a recorréncia de CHC em pacientes com
doenca hepatica crénica. Como as isoenzimas da PKC apresentam papéis chave na
sinalizacdo celular, elas também podem ser alvos terapéuticos para diversos tipos de
doencas incluindo desordens metabolicas e multiplos tipos de cancer (KANG, 2014).
Por essa razao, identificar meios de inativar a acao das isoenzimas da PKC é de grande

importancia.

Assim, baseando-se nas propriedades ja 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 s&do 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 influéncia na via de sinalizacéo de PKC
em linhagem de células de hepatocarcinoma SK-Hep-1.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar a viabilidade celular da linhagem SK-Hep-1 expostas a diferentes concentragdes
de licopeno;

Avaliar o efeito do licopeno na modulagéo basal de EROs;
Avaliar a influéncia da NADPH oxidase na geracdo de EROs em células SK-Hep-1;
Avaliar a influéncia do licopeno na via de sinalizacao 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 75cm? contendo o meio de cultura DMEM e 10% (v/v) de soro fetal bovino. As
garrafas foram incubadas em estufa a 37°C umidificadas com 5% de diéxido de carbono
(CO2). O meio foi substituido a cada dois ou trés dias, de acordo com a confluéncia da

monocamada celular, que era diariamente observada em microscépio invertido.

As células foram utilizadas para os ensaios quando a confluéncia atingia em
torno de 80%, assim o0 meio era aspirado e a monocamada lavada com solugéo salina
tamponada (PBS). Apos a lavagem para o descolamento da monocamada utilizava-se 4
mL de solucédo de Tripsina e EDTA (0,20% e 0,02% respectivamente). Posteriormente,
as células eram retiradas do frasco, colocadas em tubos Falcon estéreis, completando-
se 0 volume para 10mL com meio DMEM. Os tubos com as células eram entdo
centrifugados a 640xg por 5 minutos. Ap6s a centrifugacdo, 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 Camara de Neubauer.

4.2. Contagem celular utilizando azul de Tripan

Para a realizacdo dos experimentos, bem como para a manutencédo das células
viaveis em estoque, o numero de células viaveis era estimado com o uso do corante
azul de Tripan. O fundamento desse método baseia-se na observacdo de que células
viaveis sdo impermeaveis ao referido corante, ao passo que as células ndo viaveis
apresentam permeabilidade, devido a formac&o de poros na membrana, o que permite
a penetracdo do corante e assim as células ndo viaveis exibem coloracdo azul apés

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

colocada na camara de Neubauer para a realizagao da contagem.

4.3. Preparo das solucdes de Licopeno

O licopeno puro foi armazenado ao abrigo da luz a -80°C para minimizar a
oxidacdo. A solucdo estoque de licopeno foi preparada em tetrahidrofurano (THF)
contendo 0,25% de butil-hidroxi-tolueno (BHT) como conservante, a uma concentragao
de 1 pM e armazenada no escuro a -80°C. Para a realizagcdo dos experimentos, a
solugdo Licopeno-THF era adicionada ao meio de cultura de modo a obter as
concentragoes finais de 0,5;1,0;2,5;5;10 uM 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 rapida e objetiva, com

base em uma reacao colorimétrica.

A mitocondria 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 namero de células viaveis. Assim, quanto mais escura a coloracao, ao

final da reacdo, maior a viabilidade celular e a atividade da cadeia respiratoéria.

As células foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pocos na
concentracdo de 5x10° células em cada poco em presenca de meio DMEM e 10% de

soro fetal bovino, perfazendo um volume final de 200uL. As placas foram entao
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incubadas em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO; por 24 horas para a aderéncia
das células e formag&o da monocamada celular. Decorrido este tempo, o sobrenadante
foi retirado, e foram adicionados 180uL de meio DMEM, e 20uL da solucdo preparada
de licopeno nas concentracdes 0,5;1,0;2,5;5;10uM. As placas foram entdo incubadas
novamente em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO; por 12, 24 e 48 horas. Decorrido
o tempo de incubacé&o, o sobrenadante foi retirado e os pocos lavados com PBS. Foram
adicionados 200 pL/pogo de uma solucao contendo 5,0 mg/mL de MTT em DMEM e
incubadas por 4h a 37°C. A solucdo de MTT foi removida e 100 pL de DMSO foram
adicionados a cada poco. A absorbancia foi lida a 570 nm.

O célculo utilizado para avaliar a porcentagem de viabilidade celular foi o
seguinte: Absorbancia das células tratadas/ absorbéancia do controle x 100. A
porcentagem de citotoxicidade foi calculada como segue: 100 — porcentagem de

viabilidade.

Para cada tempo de incubacéo foi realizado um controle (células ndo tratadas).
Ao controle foi atribuido 100% de viabilidade (0% de citotoxicidade). De acordo com a
ISSO 2009 - 10993-5, um composto € considerado citotoxico quando a viabilidade
celular € menor ou igual a 70%. Sendo assim, os resultados obtidos no teste de MTT

foram comparados com as determinacdes da I1SO.

4.5. Andlise da producao de EROs por citometria de fluxo

Para avaliacdo da producdo de EROs em células de linhagem hepatica SK-Hep-
1 foi utilizado o Kit Image-iT™ LIVE Green Reactive Oxygen Species (Invitrogen®) que
permite a detec¢cdo de EROs intracelular por citometria de fluxo. A técnica utiliza um
marcador fluorogénico nao fluorescente (5-ou-6)-carboxy-
2' 7'dichlorodihydrofluoresceindiacetate (carboxy-H2DCFDA), que quando quebrado por
esterases intracelulares nédo especificas, gera a molécula carboxy-DCFH que reage

com as EROs néo especificas tornando-se fluorescente.
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Primeiramente, procedeu-se o descolamento das células nas garrafas com
solugdo de tripsina/EDTA e elas foram transferidas para tubos de citdmetro, nos quais
foram adicionados o meio de cultura DMEM e o licopeno nas concentracdes de 0,5 ou
10 pM, perfazendo o volume final de 500uL. Apos verificarmos a viabilidade das células
em todas as concentragcdes avaliadas, optamos por realizar 0s experimentos
subsequentes utilizando as concentracdes de 0,5 e 10 uM, por representarem a menor
e maior concentracdo de licopeno testada no ensaio de viabilidade. Em seguida as
células foram incubadas em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO; por 30 minutos ou
6 horas.

Apoés a incubacado, os tubos foram centrifugados a 640xg por 3 minutos e o
sobrenadante descartado. Por fim foi adicionado o marcador carboxi-H2DCFDA (10uM)
para a avaliagdo da producdo de EROs. As células foram entdo incubadas por 30
minutos em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, as células foram
lavadas com solucdo de Hanks (pH 7.4) e centrifugadas por 2 vezes a 640xg por 3
minutos. Na ultima lavagem, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas
em 200uL de solucdo de fixacdo (MFF). A aquisicdo dos dados foi realizada em

citdmetro de fluxo BD FACSCalibur™, utilizando o software CellQuest™.

4.5.1 Influéncia do licopeno na modulagéo de EROs induzida por PKC

Como descrito anteriormente, a associacdo de PMA e ionomicina é capaz de
ativar a PKC e esta, por sua vez, ativa a enzima NADPH oxidase levando a producéao
de quantidades significativas de EROs. Para avaliar a influéncia do licopeno na
modulacdo de EROs induzida pela PKC, a ativacdo desta foi realizada pelo uso de PMA
e ionomicina. Para a execucao 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, entdo, o marcador carboxi-
H2DCFDA (10uM), o PMA (50uM) e a ionomicina (100uM) em todos os tubos. Em

seguida, as células foram incubadas por 30 minutos em estufa umidificada a 37°C e 5%
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de CO,. Posteriormente, as células foram lavadas com solucdo de Hanks (pH 7.4) e
centrifugadas por 2 vezes a 640xg por 3 minutos. Apés a Ultima lavagem, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 200uL de solucdo de
fixacdo (MFF). A aquisicdo dos dados foi realizada em citbmetro de fluxo BD

FACSCalibur™, utilizando o software CellQuest™.

4.5.2 Avaliacao da Influéncia da NADPH oxidase na geracdo de EROs

Para verificar a influéncia da NADPH oxidase na geracao de EROs foi utilizado o
Diphenyleneiodoniumchloride (DPI), um potente inibidor desta enzima. Apés o
descolamento das células com solucéo de tripsina/EDTA, estas foram transferidas para
tubos de citdmetro, nos quais foram adicionados o meio de cultura DMEM, as
concentracdes de licopeno (0,5 ou 10 puM) e ou DPI (20 uM), perfazendo o volume final
de 500uL. Em seguida as células foram incubadas em estufa umidificada a 37°C e 5%
de CO; por 30 minutos ou 6 horas. O procedimento pds-incubacdo ocorreu como

descrito no item anterior.

Apés cada ensaio para determinacdo da producdo de EROs nas células foi

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

4.6. Atividade da Superoxido Dismutase

A superoxido dismutase é uma enzima antioxidante que catalisa a dismutacao do
superéxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio. A atividade da superoxido dismutase
total foi determinada utilizando o “Superoxide Dismutase assay Kit” (Chemical Cayman,
MI, EUA). Resumidamente, apOs incubacdo por 30 minutos ou 6 horas com as
respectivas concentracfes de licopeno e subsequente estimulacdo ou ndo por PMA e
ionomicina, as células (1x10%/mL) foram homogeneizadas em tamp&o HEPES 20 mM,
gelado, pH 7,2, contendo 1mM de EGTA, 210 mM de sacarose e 70 mM de manitol.

Para a realizacdo do ensaio foram utilizados 10 pL de sobrenadante, os quais foram
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transferidos para placas de ELISA. Adicionou-se entdo, a xantina oxidase a qual é
responsavel pelo inicio da reacdo. A placa foi incubada em um agitador a temperatura
ambiente por 20 minutos e a absorbancia 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 decomposicao do peréxido
de hidrogénio (H,O,) em &gua e oxigénio. A atividade da catalase foi determinada
usando o “EnzyChromTM Catalase Assay Kit” (BioAssay System, CA, USA).
Resumidamente, apos incubacdo por 30 minutos ou 6 horas com as respectivas
concentracdes de licopeno e subsequente estimulacdo ou ndo por PMA e ionomicina as
células (1x10°mL) foram homogeneizadas em 200 pL de tamp&o fosfato pH 7,4 e
transferidas para placas de Elisa. Apos a adicdo de 50 mM H,0; iniciou-se a reacgao
gque durou 30 minutos. Depois dessa incubacdo foram acrescentados 100 pyL de
reagente de deteccdo por reacdo, a placa foi agitada e incubada por 10 minutos. A
absorbancia foi medida em 570 nm wusando um leitor de placa de ELISA
(BioteKELx808).

Para a realizacdo do calculo foi feita a seguinte normatizacdo: uma unidade € a
quantidade de catalase que decompde um pmol de H,O, por min em pH 7,0 e

temperatura ambiente.

4.8. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Foi realizado o teste
de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados apresentavam distribuicdo normal.
Apos esta analise, os dados foram estatisticamente avaliados pela analise de variancia

ANOVA one-way seguido pelo pos-teste de Bonferroni para multiplas comparacdes. O
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nivel de significancia adotado foi de p<0,05. O software Prism 5.0 foi utilizado para
realizacdo das andlises e plotagem de graficos.
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5. RESULTADOS
5.1 Avaliagdo do Licopeno na Viabilidade Celular

Os resultados do ensaio de viabilidade celular (MTT) demonstram que o licopeno
nas concentracoes de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10 uM durante os tempos de incubacéo de 12,
24 e 48 horas nao 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

concentragdes avaliadas (Figura 5).
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Figura 5: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem SK-Hep-1 ap6s 12 (A), 24 (B) e 48 (C) horas de
incubacdo com o licopeno. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo. Os ensaios foram

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

5.2 Avaliacédo da Producéo de EROs

O efeito do licopeno na producédo basal de EROs intracelular foi avaliado através
da marcacdo 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 concentraces distintas (0,5 ou 10 uM) de licopeno.

Os resultados mostram que as células incubadas com licopeno nas
concentragbes de 0,5 e 10 pM por 30 minutos ndo foram capazes de reduzir

significativamente a producdo de EROs quando comparado ao controle (figura 6A).
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Entretanto, as células incubadas durante 6 horas com licopeno na concentracdo de
10puM apresentaram uma diminui¢do significativa (p<0,05) de EROs (figura 6B). Nao foi
observada nenhuma alteracdo na producdo destas espécies em células incubadas 6

horas com licopeno na concentragao de 5 uM (figura 6B).
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Figura 6: Efeito do Licopeno na producédo de EROs em células SK-Hep-1. (A) Niveis 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 séo apresentados como média + desvio padrdo. Este experimento
foi realizado em duplicata em trés ensaios independentes. O licopeno na concentracdo de 10uM por 6
horas inibiu significativamente (p<0.05) a producéo de EROs. CM: Células marcadas com a sonda
carboxi-H2DCFDA,; Lic 0.5: células incubadas com 0,5 uM de licopeno + sonda carboxi-H2DCFDA,; Lic
10: células incubadas com 10 uM de licopeno + sonda carboxi-H2DCFDA.

5.3 Avaliacdo das influéncias da NADPH oxidase na geracdo de EROs e do

licopeno navia de sinalizacdo da PKC

A producéo de EROs pode ser induzida pelo uso de PMA e ionomicina, 0s quais
sdo ativadores da PKC e, consequentemente, da NADPH oxidase (Gustafsson e
Bengtsson, 1999). Para avaliar a influéncia da NADPH oxidase na geracdo de EROs as
células foram incubadas na presenca de DPI, um inibidor da NADPH oxidase. Para
avaliar a influéncia do licopeno na via de sinalizacdo de PKC, as células foram
estimuladas ou ndo com PMA e ionomicina por 30 minutos. Os resultados mostram que,
conforme esperado, a adicdo de PMA e ionomicina aumentou significativamente a
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producéo de EROs e a adicdo de DPI reduziu significativamente a producdo dessas
espécies. A incubacdo com o licopeno reduziu significativamente a producado de EROs
tanto na concentracdo de 0,5 puM quanto na concentracdo de 10 pM em ambos os

tempos (figura 7 — painel A e B).
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Figura 7: Efeito do licopeno na producéo de EROs induzida por PMA e lonomicina em células SK-Hep-1.
Os gréaficos mostram os niveis de EROs apés pré-incubacdo 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 trés ensaios independentes. A adicdo de PMA e ionomicina
aumentou significativamente a producdo de EROs e a adicdo de DPI reduziu significativamente a
producdo dessas espécies. O tratamento com licopeno reduziu significativamente a producdo de EROs
em ambas as concentra¢des 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 + lonomicina;
DPI: células + carboxi-H2DCFDA + DPI; Lic 0.5: células + carboxi-H2DCFDA + 0.5 uM de licopeno +
PMA + lonomicina. Lic 10: células + carboxi-H2DCFDA + 10 uM de licopeno + PMA + lonomicina.

5.4 Avaliacdo da viabilidade celular através do teste de exclusdo por Azul de

Tripan

Apés cada ensaio para determinacdo da producdo de EROs nas células foi
realizado o teste de exclusdo por azul de tripan para analise de células viaveis. As
figuras 8 e 9 apresentam o efeito da incubagdo com diferentes concentragbes de

licopeno sobre a viabilidade celular na auséncia (figura 8) e na presenca de estimulo
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(figura 9) e em diferentes tempos (painel A: 30 minutos e painel B: 6 horas). A
incubacdo com licopeno ndo reduziu significativamente a porcentagem de células
viaveis em nenhuma das concentracdes e tempos estudados.
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Figura 8. Porcentagem de células vivas apés a incubacao por (A) 30 minutos e (B) 6 horas com diferentes
concentracdes de licopeno. CM: células controle marcadas com a sonda carboxi DCFDA; Lic 0.5 e Lic 10:

respectivamente, células pré-incubadas com 0,5 uM e 10 uM de licopeno e marcadas com carboxi-
DCFDA.
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Figura 9. Porcentagem de células vivas ap@s aincubacéo por (A) 30 minutos e (B) 6 horas com diferentes
concentracdes 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 pM e 10 puM de licopeno, marcadas com carboxi DCFDA e estimuladas com PMA
e lonomicina.
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5.5 Atividade da Superoxido 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 10uM de licopeno
e estimuladas por PMA e ionomicina quando comparadas ao controle estimulado
(painel B). J& a atividade da catalase néo foi afetada pela incubagdo com licopeno em

nenhuma das concentracdes e em nenhum dos tempos estudados.
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Figura 10: Efeito do licopeno na atividade das enzimas SOD e CAT. Efeito do licopeno na atividade da
SOD apés (A) 30 minutos e (B) 6 horas de incubagéo. Efeito do licopeno na atividade da CAT apés (C) 30
minutos e (D) 6 horas de incubacdo. O ensaio de SOD foi realizado em duplicata em trés 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 pM e 10 pM de licopeno, marcadas com carboxi DCFDA. Lic 0.5E e Lic 10E:
respectivamente, células pré-incubadas com 0,5 uM e 10 uM de licopeno, marcadas com carboxi DCFDA
e estimuladas com PMA e lonomicina.
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6. DISCUSSAO

O licopeno é um carotendide que se caracteriza por possuir uma estrutura
quimica aciclica formada por 40 atomos de carbono com 12 duplas ligag6es sendo 11
conjugadas. Tal estrutura o torna muito reativo ao oxigénio e aos radicais livres
(BOJORQUEZ, 2013). Entre os carotendides, o licopeno é considerado como o de
maior potencial antioxidante e, muitos estudos tém demonstrado um forte efeito protetor
contra varias doencas (DI MASCIO, 1989 e CLINTON, 1998).

Apesar de seus efeitos positivos, assim como os demais carotendides, quando
em altas concentragfes, o licopeno pode exibir atividade pré-oxidante (LOWE et al.,
1999) causando dano celular e alterando a viabilidade destas células. Por essa razéo,
nosso primeiro passo foi verificar a viabilidade das células SK-Hep-1 expostas a
diferentes concentracbes de licopeno através do ensaio de MTT. O ensaio de
viabilidade celular por MTT mostrou que o licopeno ndo apresentou citotoxicidade para
as células SK-Hep-1 em nenhuma das concentracdes (0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10 uM) 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 cancer de mama
(MCF-7) quando incubadas por 24, 48 e 72 horas com licopeno nas concentracfes de
0,125, 0,5, 1, 5, 10, 20, 50 e 100 uM. O licopeno apresentou citotoxicidade apenas na
maior concentracao, apdés 24 horas de incubacéo, 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 concentracdes de 1, 3 ou 5 uM por 24, 48 e 96 horas. Os
resultados das incubacdes por 24 e 48 horas mostraram que ndo houve alteracdo no
namero de células viaveis. Apenas em 96 horas de incubacao a viabilidade foi reduzida
em algumas linhagens, sobretudo diante da maior concentracdo de licopeno
(TEODORO et al, 2012).

Como mencionado anteriormente, muitos beneficios do licopeno para a saude
sdo atribuidos ao seu potencial antioxidante. Contudo, quando em altas concentracoes,

o licopeno pode apresentar atividade pro-oxidante (Young e Lowe, 2001). Nas dietas
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ocidentais, ha um elevado consumo de alimentos ricos em licopeno e sua concentracdo
fisiologica varia de 1-2 UM (RAFI et al., 2007 e EGLASS et al., 2012). Estudos apontam
gue concentragdes inferiores a 0,292 e 0,260 uM estéo relacionados, respectivamente,
ao aumento do risco de cancer de mama e prostata. Por outro lado, concentracdes
superiores a 0,92 e 0,838 uM estéo relacionadas a reducao do risco dessas neoplasias
(ELIASSEN et al., 2012 e ZHANG et al, 2007).

Com base nessas informacdes, e nos resultados obtidos no ensaio de viabilidade
celular do presente estudo, nés optamos por utilizar as concentracdes de 0,5 e 10 uM
nos experimentos seguintes. Dessa forma, as concentragdes utilizadas estariam dentro
de uma faixa fisiologica e seria possivel testar se haveria alguma diferenca na
modulacdo do estresse oxidativo bem como se, em maior concentracdo (10 uM), o

licopeno teria efeito pro-oxidante.

Como mencionado anteriormente, as evidéncias indicam que o0 estresse
oxidativo tem um importante papel no desenvolvimento de varios tipos de doencas
humanas, incluindo o hepatocarcinoma (SASAKI, 2006). O figado € o principal érgdo de
controle metabdlico e, como tal, exibe altos niveis de EROs, 0 que resulta em aumento
do estresse oxidativo. Além disso, a infeccdo pelo VHB, condicdo comum no
desenvolvimento de hepatocarcinoma, esta associada com elevados niveis de EROs e
baixos niveis de antioxidantes (SERONELLO et al, 2007). Estudos in vitro e in vivo tem
sugerido que o licopeno pode atenuar o dano ao figado e prevenir o desenvolvimento

do hepatocarcinoma.

Nesse contexto, um dos objetivos deste estudo foi o de avaliar o efeito do
licopeno na geracdo basal de EROs em células de hepatocarcinoma. Para isso as
células foram incubadas em dois tempos (30 minutos e 6 horas) na presenca e na
auséncia de licopeno em duas concentracdes distintas (0,5 e 10 uM). Foi observado
gue a incubacdo de 30 minutos com 0,5 e 10 puM de licopeno nédo alterou de forma
significativa a producdo de EROs. Ja a incubacdo de 10 uM de licopeno durante 6

horas reduziu significativamente a producdo de EROs em relagéo as 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 modulacdo da geracdo de EROs promovida
pela doenca. Vale ressaltar também que, em uma situacdo basal (sem estimulo) o
licopeno foi capaz de reduzir a producdo de EROs apenas quando o tempo de
exposicdo a este carotendide foi maior. Isto nos levou a questionar se o licopeno
poderia estar modulando vias de sinalizagao celular ou atuando de forma direta. Neste
sentido, sabendo-se da importancia da via de PKC para a geracao de EROs através da
NADPH oxidase, principalmente em situacdes patoldgicas, resolvemos como préximo
passo avaliar o efeito do licopeno mediante ativacdo desta via. E sabido que o uso de
PMA e ionomicina promove a ativacdo da PKC e esta, por sua vez, ativa a NADPH
oxidase o que aumenta a producédo de EROs. Sendo assim, os niveis de EROs foram
medidos apoés incubacdo com licopeno seguida de estimulo com PMA e ionomicina. Os
resultados mostraram que o licopeno inibiu de forma significativa a producéo de EROs,
em ambas as concentracbes e tempos avaliados. Para confirmar a participacdo da
NADPH oxidase neste processo, 0s niveis de EROs também foram avaliados na
presenca de DPI, um importante inibidor desta enzima. A exposi¢cao das células ao DPI
causou uma reducdo significativa na producdo 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 ativacdo da NADPH
oxidase dependente da via da PKC. Este resultado estdo em concordancia com CHAO
et al (2014) que observaram que o pré-tratamento com licopeno nas concentracfes de
3-10 uM diminuiu significativamente a producdo de EROs através da reducédo da

expressdo da NADPH oxidase.

Estudos recentes tém demonstrado que danos excessivos ao DNA, sobretudo
aquele induzido pelo radical peréxido nitrito (ONOQ’), provocam a superativacdo da
PARP (uma enzima envolvida na manutencéo da estrutura da cromatina e no reparo do
DNA) promovendo a deplecdo de NAD", falha de energia e a inibigdo da gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase. Nessas condi¢des, hd um aumento da produgdo mitocondrial de

EROs bem como a ativacdo de vias de sinalizacdo, como a PKC. Essa ativacao se da
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via sintese 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 presenca de um inibidor da PKC ou da
NADPH oxidase, a producao de ONOO’¢ inibida bem como a ativacdo da PARP. Estes
resultados sugerem que a ativacado da PKC dependente da NADPH oxidase constitui a
via principal para geragdo de ONOO",0 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
niveis intracelulares de EROs e que essa reducao pode acontecer diretamente pelo
sequestro dessas espécies ou indiretamente através da habilidade de inibir a expressao
da enzima NADPH oxidase. Da mesma forma, PALOZZA et al (2011) também
sugeriram que a reducéo da producéao de EROs pelo licopeno se da por um mecanismo
gue envolve a inibicdo da NADPH oxidase.

Apesar de alguns trabalhos na literatura observarem o efeito do licopeno na
inibicio da NADPH oxidase, este € o primeiro estudo que sugere o envolvimento do
licopeno na modulacdo da via de sinalizacdo da PKC. Sendo assim, nossos resultados
sugerem que o efeito do licopeno sobre a producdo de EROs em células estimuladas
por PMA e ionomicina estd relacionada a inibicdo desta via. Entretanto, mais

experimentos sao necessarios para validar esta hipétese.

A analise de viabilidade celular € uma ferramenta bastante Gtil em varios
procedimentos experimentais, incluindo aqueles que objetivam avaliar a morte
espontanea de células expostas a diferentes condicdes (CHAN et al., 2012). Tendo a
integridade da membrana como critério basico para a distincdo entre células vivas e
mortas, 0 ensaio de Azul de Tripan € muito utilizado para avaliar a citotoxicidade em
investigacGes experimentais. Neste ensaio, por perderem a seletividade da membrana,
as células mortas absorvem o Azul de Tripan para o citoplasma e sao coradas de azul,
enquanto as células vivas permanecem intactas e ndo coradas (TENNANT, 1964).
Neste estudo o ensaio com Azul de Tripan permitiu a avaliagdo da citotoxicidade do

licopeno em todos os experimentos realizados. Os resultados mostraram que o licopeno
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ndo afetou a viabilidade das células SK-HEP-1. Quando o ensaio de Azul de Tripan é
realizado em um grande numero de amostras, pode proporcionar resultados de baixa
precisdo devido ao longo tempo de execuc¢do e ao intensivo exame microscopico (KIM
et al.,, 2011). Tais limitagcbes foram consideradas e, para a realizacdo dos ensaios,
foram utilizadas amostras de numero reduzido de modo a agilizar o trabalho e evitar

perdas de precisédo 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
dismutacéo do superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio (ONYEKA et al, 2012).
Ja a catalase decompde o peroxido de hidrogénio e é considerada como uma protecao
contra os radicais hidroxila (KIM et al, 2006). Este estudo mostrou que, diante da
estimulagdo com PMA e ionomicina, a incubagéo com licopeno a 10 pM por 6 horas foi
capaz de aumentar significativamente a atividade da SOD. A atividade da CAT néo

sofreu alteracfes em nenhuma das concentracdes e tempos estudados.

CHEN et al (2010) avaliaram o efeito do licopeno na atividade da SOD em
células vasculares do musculo liso. Os resultados mostraram que o licopeno aumentou
a atividade desta enzima, principalmente na concentracdo de 1uM. 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 concentracdes de 10, 20 e 40 mg/kg. SULOGLU et al
(2014) investigaram o efeito do licopeno em figado 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 ndo provocou qualquer alteracdo na atividade da

enzima catalase.
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7. CONCLUSAO

Este estudo sugere que o licopeno pode ter a habilidade de proteger as células SK-
Hep-1 do estresse oxidativo através da modulacdo da geracdo de EROs, modulacaoda
PKC, além de estimular a atividade da enzima antioxidante SOD. Entretanto, mais

experimentos sdo necessarios para validar esta hipotese.

/on icBes ™ LICOPENO) (3) \
(Z)@ CID

DAG / Ca*? ) T PKC

l

T\ NADPH oxidase
‘1’@ S . |, £ROs

\ Outras fontes

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

Setas azuis indicam inibi¢do, setas vermelhas indicam ativagdo. (1) A producdo de EROs em células da
linhagem SK-Hep-1 é dependente, em grande parte, da ativacdo da NADPH oxidase. Uma pequena
parte, decorrente de outras fontes como, por exemplo, a respiragdo mitocondrial (metabolismo basal). (2)
Células de linhagem tumoral estariam expostas a um maior desequilibrio redox, conduzindo a um
aumento na concentragdo de DAG e liberagdo de calcio, levando a uma ativacdo da PKC e
consequentemente da enzima NADPH oxidase, aumentando assim, a producéo de espécies reativas. (3)
J& o licopeno atuaria como um inibidor da via de PKC, conduzindo a uma menor geracdo de EROs

proveniente da NADPH oxidase.
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