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RESUMO



Objetivos: Estudos epidemiologicos mostrando que o aumento do consumo de tomate ou
seus derivados reduz o risco de doengas cronicas como cancer de prostata e doengas
cardiovasculares. Esses efeitos benéficos do tomate geralmente sdo atribuidos ao licopeno,
um carotenoide aciclico e com propriedade antioxidante. Este trabalho se propde analisar o
possivel efeito protetor do pré-tratamento com licopeno em condi¢des experimentais de
hipertensdo arterial e propde ainda avaliar os efeitos do tratamento agudo e crénico com
esse carotendide em modelos de inflamacdo aguda local e sistémica. Desta forma,
pretende-se contribuir na avaliagdo da eficacia do consumo regular de alimentos ricos em

licopeno na terapéutica e profilaxia associadas aos modelos experimentais deste trabalho.

1°. Avaliar o efeito do pré-tratamento com licopeno nas alteragdes cardiovasculares

funcionais induzidas pela inibi¢do cronica da sintese de 6xido nitrico em ratos Wistar;

2°. Avaliar o tratamento com licopeno em modelos de inflamacao aguda local (representado
pelo modelo de edema da pata) e sist€émica (isquemia e reperfusdo hepatica e lesdo

térmica).

Métodos: Na primeira etapa desse estudo foi realizado tratamento com licopeno nas doses
de 5, 10, 50 ou 100 mg de licopeno/kg/dia por gavagem associados ou nao com L-NAME
(45 mg/Kg/dia) por gavagem, por 28 dias. Os parametros analisados foram peso corporal,
pressao arterial média (PAM), débito cardiaco (DC) e resisténcia vascular periférica total
(RVPT). Na segunda etapa, no modelo de edema da pata, foram empregados dois tipos de
tratamento com licopeno: tratamento agudo (1 - 50 mg de licopeno/Kg administradas por
via intraperitonial, 15 minutos antes da inje¢cdo de carragenina para indugdo de edema de
pata) e tratamento cronico (25 ou 50 mg de licopeno/kg/dia, por gavagem, por 14 dias antes
da injecdo de carragenina). Nos modelos de Isquemia e reperfusdo (I/R) hepéatica e lesdo
térmica (LT), foi realizado o pré-tratamento dos animais com licopeno 25 mg/Kg/dia por
14 dias e, posteriormente, submetidos a I/R ou a LT. Para o protocolo de I/R foram
analisados os testes plasmaticos de alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), lactato desidrogenase (LDH) e da gama-glutamil transferase
(yGT). Ja& para lesdo térmica foram analisadas as concentragdes plasmaticas de ALT, AST,

creatinina, uréia ¢ amilase.
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Resultados: Os resultados obtidos na primeira etapa desse estudo mostraram que o
licopeno, nas diferentes doses associadas a administracdo de L-NAME causou aumento

significativo da PAM, RVPT e reducdo no DC.

Os resultados obtidos na segunda etapa desse estudo nos mostraram que o licopeno, tanto
no tratamento agudo quanto no tratamento cronico, inibiu significativamente a formacao de
edema na pata. O tratamento cronico por 14 dias de licopeno também reduziu a lesdo
hepatica provocada pelos dois modelos de inflamagdo aguda sistémica, entretanto,

ndo reduziu o grau de lesdo em outros tecidos.

Conclusao: O tratamento cronico com licopeno, nas doses usadas, ndo preveniu as
alteracoes cardiovasculares encontradas no modelo de inibi¢cdo cronica da sintese de 6xido
nitrico por L-NAME. Tanto o tratamento agudo quanto o crénico de licopeno exibiram
efeito antiinflamatorio local, o tratamento cronico limitou o grau de lesdo hepatica em

dois modelos de inflamagao sistémica.

Resumo
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ABSTRACT




Objectives: There is epidemiological data supporting the association between an increased
consumption of tomatoes or its products and a reduced risk for developing chronic diseases
such as prostate cancer and cardiovascular disease. These beneficial effects are generally
attributed to the antioxidant properties of lycopene, an acyclic carotenoid with 11 linearly

arranged conjugated double bonds.

Hence, we evaluated the influence of lycopene in the prevention of haemodynamics
alterations found in a hypertension model induced by chronic treatment with L-NAME and
we also evaluated the anti-inflammatory effect of lycopene in experimental acute

inflammation model.

Methods: To evaluate the influence of lycopene in the prevention of haemodynamics
alterations found in an endothelial dysfunction model induced by chronic treatment with
L-NAME, lycopene was administered by gavage and the dosages were 5, 10, 50 or 100 mg
of the lycopene/Kg/day, during 28 day. The analyzed parameters were body weight,
tail-cuff blood pressure (TCP), mean arterial pressure (MAP), cardiac output (CO) and total

peripheral vascular resistance (TPVR).

To evaluate the effects of lycopene in local inflammation, a carrageenan induced paw
edema model, lycopene was administered as an acute treatment (1, 10, 25 or 50 mg of the
lycopene/Kg, intraperitonial (i.p.), 15 minutes before the carrageenan injection) and as a
chronic treatment (25 or 50 mg of the lycopene/kg/day, gavage, during 14 days before the

carrageenan injection.

The evaluation of the liver ischemia-reperfusion and burn injury model, lycopene was
administered chronically (25mg/Kg) during 14 days. Injury was assessed by measurement
of the. In this model, lycopene was administered daily at two doses (25mg/kg and 50mg/kg)

in the 14 days that preceded the experiments.

After I/R process, it was measured serum levels of aspartate aminotransferase, alanine
aminotransferase, lactate dehydrogenase and gamma-glutamyl transferase. After burn
injury experiment, it was measured aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase,

creatinine, urea and amilase.

Abstract
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Results: The results obtained in the part of in this study showed that the chronic
administration of L-NAME and chronic treatment with lycopene plus L-NAME induced to
the significant increase of MAP, TPVR and reduction in CO.

The second part, results showed that lycopene significantly inhibited rat paw edema
formation at two doses (25 and 50 mg/Kg) in both acute and repeated administration.
Repeated administration of lycopene also reduced liver injury induced by ischemia-

reperfusion and by burn injury.

Conclusion: The chronic treatment with lycopene did not prevent the functional
cardiovascular alterations found in the model of chronic inhibition of the synthesis of nitric
oxide by L-NAME. However, lycopene exhibits local anti-inflammatory activity in the
carrageenan-induced paw edema model and attenuates liver injury induced by ischemia

reperfusion and burn injury.

Abstract
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1- INTRODUCAO
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A alimentagdo ha muito tempo deixou de ser considerada apenas como uma das
necessidades basicas dos seres humanos. A alimentacdo hoje ¢ impregnada de outros
sentimentos como prazer e expressdo de sentimentos, que vao além da busca para a
satisfacdo da fome. No contexto nutricional, o alimento também exerce uma fungado
suplementar ao da satisfacdo do apetite. Hipdcrates, o pai da medicina, no século V a.C.
dizia que “O seu alimento seja sua medicina e que a sua medicina seja seu alimento”,
enfatizando com isso, a importancia de certos alimentos no avango do conceito de que a
nutricdo, além de ser fonte de energia e substratos, também exerce fun¢do importante na
manuten¢do da saude e na prevencdo de doencas. Nesse contexto, na década de 80,
no Japao era observado que além do prazer gastrondomico e fornecimento de nutriente e
energia, o alimento também era capaz de atuar na prevencdo de doengas (Arai, 1996).

Deste modo criou-se o termo de alimentos funcionais.

Alimento funcional ¢ aquele alimento que ¢ convencionalmente consumido
como parte de uma alimentacdo normal, nas quantidades adequadas e suficientes para
produzir, além da sua funcdo nutricional bésica, efeitos metabdlicos ou fisiologicos
desejaveis na manuten¢do da saude, promovendo o bem-estar fisico e mental e prevenindo
o aparecimento precoce de doencas degenerativas (Lopez-Varela et al., 2002). Dentre os
diversos efeitos benéficos que os alimentos funcionais podem desempenhar destacamos

efeito antioxidante.

Assim, o tomate ¢ um dos alimentos que atualmente tém sido estudados como
alimentos funcionais. De fato, estudos epidemiologicos tém associado o aumento do
consumo desse produto e reducdo de doengas cronicas como cancer e patologias
cardiovasculares (Canene-Adams et al, 2005). Pacientes com hipertensdo arterial grau 1,
mostrou redu¢do na pressao arterial quando submetidos ao tratamento didrio com extrato de
tomate em capsula, durante 8 semanas, evidenciando para o beneficio desse alimento na
manutencdo da saude (Engelhard er al., 2005). Em camundongos, a ingestao diaria de
extrato de tomate concomitantemente a indu¢do da hipercolesterolemia durante 4 meses,
reduziu a peroxidagdo lipidica, bem como a disfuncdo endotelial induzidas pela
hipercolesterolemia (Saganuma & Inakuma , 1998). Além disso, o uso de derivados de
tomate melhorou o perfil lipidico de ratos hiperlipémicos (Ibrahim, Ahmed & EI-Din,

2008).
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Em todos os paises, o tomate ¢ um dos vegetais mais consumidos e populares.
Estima-se que o consumo médio por individuo nos Estados Unidos, em 2001, foi de,
aproximadamente, 8 kg de tomate fresco e 31 kg de tomate processado (forma mais
freqiientemente consumida). Quanto ao carater nutricional, tomate ¢ fonte de diversos
nutrientes como vitaminas do complexo A e do complexo B, minerais como fosforo e
potéssio, acido folico, célcio e licopeno (Canene-Adams et al., 2005). Dentre os nutrientes
citados presentes no tomate, o licopeno € o que esta em maior quantidade, apresentando-se
na concentragdo de 60 % (Clinton SK, 1995) e, por essa razdo, justificando os estudos que

associam os efeitos benéficos do tomate a acdo do licopeno.

No que se refere a prevengao do cancer de prostata pela dieta rica em tomate ou
seus produtos derivados, hd evidéncias epidemiologicas que associam essa protecao a acao
bioldgica do licopeno (Giovannucci E et al., 1995; Giovannucci E, 2005; Bunker CH et al.,
2007 Schwarz S et al., 2008), estudos in vivo (Siler U et al., 2005; Tang L et al., 2005) e
em estudos in vitro (Obermiiller-Jevic UC et al., 2003; Tang L et al., 2005; Liu X,
Allen JD, Arnold JT et al., 2008).

Além disso, ha consideraveis evidéncias que também confirmam o efeito
benéfico do licopeno na prevengdo de doencas cardiovasculares (Clinton SK, 1998;
Arab L & Steck S, 2000; Riccioni et al., 2008). Assim, o pré-tratamento com 1 mg de
licopeno por dia durante 31 dias proporcionou acao cardioprotetora em modelo de isquemia

e reperfusdo de miocardio de ratos (Bansal P ef al., 2006).

Outra propriedade relacionada ao licopeno ¢ sua agdo na inflamagdo cronica
onde o pré-tratamento com esse nutriente reduziu o estresse oxidativo e reduziu o estado

inflamatorio no modelo experimental de colite (Reifen R et al., 2004).

Licopeno: estrutura quimica, absorcao, distribuicio tecidual e mecanismo de acio

O licopeno ¢ uma substancia carotendide, sem atividade pro-vitamina A,
composto por 11 ligacdes conjugadas e duas duplas ligagdes ndo conjugadas (Figura 1),

de carater lipossolivel (Shami & Moreira, 2004). O organismo humano ndo ¢
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bioquimicamente capaz de sintetizar licopeno sendo necessaria sua obtencdo através da
ingestdo de alimentos que sejam fontes desse nutriente como pimentdo, melancia, mamao,
goiaba vermelha e principalmente o tomate e outros alimentos de coloracdo avermelhada,
sendo vegetal que apresenta maior quantidade dessa substancia e estima-se que 85 % da
ingestdo de licopeno, seja através do consumo de tomate ou seus derivados (Moritz &
Tramonte, 2006). A quantidade de licopeno nos vegetais ¢ regulada pela enzima licopeno-
ciclase que transforma licopeno em B-caroteno, comprometendo ndo somente a coloracao
avermelhada do vegetal, mas também o valor nutricional quanto a quantidade de licopeno

(Heber & Lu, 2002).

Se por um lado, as quantidades de licopeno presentes nos vegetais sao
reguladas pela enzima licopeno-ciclase, a estrutura quimica do licopeno também apresenta
variagdes de cis e trans-licopeno que também ¢ um dos fatores que interferem na sua
biodisponibilidade. Nos vegetais frescos, a forma isomérica do licopeno ¢é trans-licopeno
(all-trans) (Figura 1B) que ¢ mais estavel, mas pouco absorvido. J& com o processamento
desses vegetais pode ocorrer acarretar em degradacdo dessa forma e essas formas de
degradacgdo sdo a isomerizagao, que € a forma cis-licopeno (Figura 1B) que ¢ mais instavel,

entretanto melhor absorvida, e a forma de degradagdo por oxidagao.

A HalG CHsy B w’\)\w\_’\r all- trans

15- cis

CHg L‘—L\
LbX N
B-cis

5-cis

Figura 1- Estrutura quimica do Licopeno (Di Mascio, Kaiser & Sies, 1989)
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A absor¢ao de licopeno, segundo Boileau (2002), sugere que o licopeno seja
transportado entre as células por proteinas especificas ou migre agregado a gotas lipidicas,
formando micelas. No enterocito, licopeno ndo ¢ transportado como outros carotendides
com atividade por-vitamina A, que sdo metabolizados em vitamina A ou retinol. Entretanto,
metabolitos oxidativos do licopeno tém sido encontrado em soros humanos, embora pouco
se saiba sobre os locais ¢ mecanismos envolvidos na sua formacao (Clinton, 1998; Boileau
et al., 2002). O licopeno ¢ liberado dos enterdcitos incorporados a quilomicrons, ¢ entdo
transportado para todo o corpo pelo sistema linfatico (Figura 2), e pela acdo da enzima
lipase lipoprotéica ¢ retirado desses quilomicrons e absorvido de forma passiva para varios
tecidos, incluindo figado, adrenais, adipdcitos, esplénicos e 6rgaos reprodutivos (Tabela 1)
(Boileau et al., 2002). Esses carotenoides podem se acumular no figado ou ser envolvidos

pela lipoproteina de baixa densidade VLDL e levados novamente ao sangue (Boileau et al.,
2002).
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Figura 2- Mecanismo de absor¢dao de licopeno. (?) Pouco se conhece sobre o transporte
entre a mucosa intestinal e o mecanismo pelo qual ele se agrega aos

quilomicrons (Boileau, 2002).

Ha alguns fatores que podem interferir com a biodisponibilidade do licopeno.
A forma do produto consumido como fonte de licopeno também ¢ um fator importante,

pois verificou-se que o consumo de derivados de tomates como molho de tomate aumenta
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as concentragdes séricas de licopeno quando comparada ao consumo do tomate fresco ou
cru (Tabela 2). A ingestdo de molho de tomate cozido em O6leo aumentou ainda mais a
concentragdo sérica de licopeno. A diferenca de biodisponibilidade ¢ sugerida pela forma
isomérica. Clinton (1998) sugere que essa diferenca esta relacionada com a forma
isomérica onde o alimento fresco possui maior quantidade de trans- licopeno e comparando
com a forma encontrada nos tecidos e no soro, a forma mais encontrada ¢ a cis-licopeno
(Clinton, 1998). Além disso, estudos sugerem que a forma cis de licopeno ¢ melhor
absorvida do que a forma all trans e a sugestao para esse fato ¢ pela forma cis se solubilizar
melhor nas micelas (Boileau er al, 2002). E adicionalmente a essas informacgdes,
0 processamento térmico dos alimentos contendo licopeno melhora a biodisponibilidade
por romper a parede celular e extrair o licopeno contido nos cromoplastos e também
sugere-se que o processo térmico contribui para isomeriza¢do de trans para cis-licopeno

(Boileau et al., 2002).

Tabela 1- Concentragdo de licopeno nos tecidos humanos e em rato

Espécie/Tecido Concentracio de licopeno (nM/g) Referéncias
Figado 0,1-20,7 Kaplan, 1990
o Adrenal 0,2-21,6 Kaplan, 1990; Stahl, 1992
g Sangue 0,26-0,9* Gerster, 1997
E Prostata 0,0-1,7 Freeman, 2000
Pulmao 0,1-4,2 Boileau, 2000
Figado 5-223 Boileau, 2000
Adrenal 80-85 Boileau, 2000
é Sangue 0,02-0,23* Boileau, 2000
~ Proéstata 0,02-0,24 Boileau, 2000
Pulméo 0,065-0,70 Boileau, 2000

*Concentra¢ao do sangue de licopeno expresso em nmol/mL (Boileau et al., 2002).

O mecanismo de agdo para o efeito protetor do licopeno esta associado a seu
efeito antioxidante, agdo conferida pela presenca das duplas ligagdes conjugadas, tendo um
poder mais efetivo na remocdo de oxigénio singlete ('O,) (Di mascio er al., 1989). Outras

espécies reativas que o licopeno ¢ capaz de remover sao dioxido de nitrogénio (NO,),

Introdugdo

45



radicais tiil (RS), radicais sulfonil (RSO,), perdxido de hidrogénio (H,O,) (Clinton, 1998) e
peroxinitrito (ONOQO") (Muzandu et al.,2006). Embora as propriedades antioxidantes do
licopeno sejam consideradas as maiores responsaveis por seus beneficios (Devaraj et al.,
2008), evidéncias vém indicando que outros mecanismos também podem estar envolvidos
nos beneficios trazidos pelo uso de alimentos que sdo fontes desse nutriente. O aumento da
concentragdo de licopeno pode regular as fungdes dos genes, modulagdo de jungdes de

comunicagdo entre as células (gaps) modulacdo das respostas hormonais, imunoldgicas

(Agarwal & Rao, 2000) e enzimaticas (Fuhrman et al., 1997).

Tabela 2- Quantidade de licopeno nos alimentos

Produto Licopeno (pg /g do produto)

Tomate fresco 31£20

Puré de tomate em caixinha 13348
Puré de tomate em lata 114+89
Pasta de tomate em lata 164+53
Catchup 103+41

Mamao 19+4

Pitanga 73+1

Goiaba vermelha 53420

Fonte: Shami & Moreira, 2004

Os valores estdo expressos em médiat+desvio padrao

Espécies Reativas: sistema de equilibrio e relacio com doencas

A terminologia espécies reativas inclui os radicais livres (que sd3o moléculas
altamente reativas e que possuem numero impar de elétrons desemparelhado na ultima
camada) e outras moléculas que embora nao possua a caracteristica que define radical livre,

ou seja, ndo possuem elétron desemparelhado, sdo muito reativas em decorréncia de seu
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carater instavel. Os principais tipos de espécies reativas formadas em todo e qualquer ser
vivo aerobico sdao as Espécies Reativas derivadas do Oxigénio (ERO) e as Espécies
Reativas derivadas do Nitrogénio (ERN) (Sies & Cadenas, 1985; Bergendi et al., 1999;
Droge, 2002).

As ERO e ERN sao geradas no processo metabdlico normal aerébico das
células em compartimentos como citoplasma, mitocondrias ou membrana celular e em
baixa/moderadas concentragdes sdo fisiologicamente importantes para diversas fungdes do
organismo como resposta celular, regulacdo do tonus vascular, defesa contra agentes
agressores, vias de sinalizacdo celular e indugdo da resposta mitogénica (Bergendi et al.,
1999; Droge, 2002) exercendo assim efeito benéfico e fundamental ao organismo. Além

disso, as proprias espécies reativas, por seu carater reativo, auxiliam no equilibrio redox.

As principais espécies reativas geradas pelo organismo humano sdo radical
superoxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H,O,), radical hidroxil (OH’), radical peroxil
(ROO"), oxigénio singlet (102), 6xido nitrico (mondxido de azoto) (NO), peroxinitrito

(OONO) (Sies & Cadenas, 1985; Bergendi et al., 1999).

Para manter as propor¢des ideais quanto as quantidades dessas espécies
reativas, ou seja manter as concentragdes de espécies reativas em niveis que as células
conseguem tolerar ou se adaptar sem gerar conseqiiéncias como lesdo (reversiveis ou

irreversiveis) nas células, o organismo possui, naturalmente um sistema de controle.

Esse sistema de controle do equilibrio entre condi¢des pro-oxidantes e

antioxidantes atua em trés linhas especificas:

A) prevengao da formagdo de espécies reativas: esse mecanismo de defesa ¢ um sistema
antioxidante mais amplo, ou seja, age estabilizando o radical livre, ndo deixando elétron
desemparelhado e assim diminuindo a reatividade dos radicais livres; age na quelagao
de metais que podem agir como catalisadores ou transportadores de elétrons nas reacdes

quimicas com espécies reativas (YU, 1994; Sies, 1993; Droge, 2002).

B) eliminacdo de espécies reativas formadas: que pode ser enzimdtico € ndo enzimatico.
O sistema enzimatico age interceptando a espécie reativa ja formada e deixando as
concentragdes dessas espécies reativas dentro do que sdo fisiologicamente benéficas,

exemplos de enzimas desse sistema sao glutationa redutase (GSH-R), glutationa
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transferase (GST), glutationa-peroxidase (GSH-Px), superoxido dismutase (SOD),
catalase, e as enzimas do sistema tiorredoxina (tiorredoxina e tiorredoxina redutase).
J& o sistema antioxidante ndo enzimatico ¢ composto por moléculas (exdgenas ou
endogenas) que atuam na prote¢do de alvos biologicos da acdo das espécies reativas,
exemplos de antioxidante exdgenos que podem ser de componentes da dieta e de carater
liofilico (protegendo os compartimentos apolares das células) e hidrofilicos (protegendo
os compartimentos polares das células), acido ascérbico (vitamina C), tocoferol

carotendides, compostos fenolicos (YU, 1994).

C) Reparo de moléculas danificadas pelas espécies reativas: o mecanismo de reparo mais
conhecido ¢ o Sistema de reparo do DNA que sdo ativados quando o sistema
antioxidante ndo consegue impedir os danos ao DNA, levando a injlrias oxidativas
incluindo modificagcdes nas bases, agucares etc. Os mecanismos de reparo do DNA sdo
reparo de excisdo de bases (REB), reparo de excisdo de nucleotideo (REN) e reparo de
erro de pareamento (REP). As agdes das proteases e fosfolipases também sdo

consideradas como forma de reparo (Lunec et al., 2002; Drége, 2002).

O rompimento do estado de equilibrio formado entre os sistemas pro-oxidantes
e antioxidantes favorece o aumento na concentracdo além do ideal de espécies reativas
resultando no estresse oxidativo, que € um processo deletério que pode gerar conseqiiéncias
como lesdo em certas estruturas celulares, incluindo lipideos de membrana, proteinas,

carboidratos ¢ DNA.

Como exemplos de reacdes das espécies reativas com estruturas celulares
levando a alteracdo de suas funcdes sdo os acidos graxos poliinsaturados presentes nas
membranas celulares e organelas sdo alvos susceptiveis de oxidagdo pelas espécies reativas
(Sies, 1985; Droge, 2002). Os mecanismos propostos para lipoperoxidagdo sugerem a
participagdo do radical hidroxil, oxigénio molecular e ferro. A reacdo inicia-se com
separacao de hidrogénio do acido graxo, formando radical lipidico que reage com o
oxigénio molecular, levando a uma reacdo em cadeia formando produtos de quebra como
malondialdeido. A reacdo em cadeia gerada durante esse processo, se ndo forem cessadas,
pode levar a destruicdo da fase lipidicas, alterando a estrutura de membrana e mudanga de

particulas lipoproteicas, além disso pode gerar produtos que podem provocar lesdo em
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outras estruturas celulares como as proteinas. J4 com as proteinas podem ser oxidadas,
com acdo catalisadora de metais como o ferro, oxidando aminodcidos presentes nas cadeias
protéicas alterando a fungdo das proteinas (Sies, 1985). Os danos ao DNA envolvem
clivagem da ligagdo fosfodiéster, alteracdo de ribose e oxida¢do de bases e o acimulo

dessas lesdes, pode levar a mutagénese e carcinogénese (Sies, 1985; Toyokuni, 2008).

As alteragcdes em estruturas celulares provocadas pelas espécies reativas tém
sido associadas a fisiopatologia de diversas doengas como disfuncdo endotelial,
aterosclerose, inflamacgodes, cancer, catarata, artrite, doenca de Parkinson, diabetes, cancer e
envelhecimento. A questdo ¢ a compreensdo se as espécies reativas sdo a causa ou a

conseqiiéncia da perda da homeostase celular.

Por haver diversas condicdes patoldgicas, especialmente nas doencas
cardiovasculares e em processos inflamatorios, associadas ao estresse oxidativo,
o conhecimento dessas condigdes pode levar ao progresso nos ambitos preventivos e

terapéuticos dessas doengas.

Alimentos que contém compostos antioxidantes como vitamina C, vitamina E,
vitamina A, flavondides, carotendides e outros, sdo capazes de restringir as lesdes nos

tecidos induzidos pelo estresse oxidativo.

Com relacdo as doengas cardiovasculares, Ulker e colaboradores, (2003),
demonstraram que o uso de vitamina C (4cido ascdrbico) e vitamina E (a- tocoferol)
melhoraram a fun¢ao endotelial devido a reducao da produgdo de anion superoxido, através
da diminui¢do da ativacdo da NADPH oxidase e aumento da atividade da enzima oxido
nitrico sintase endotelial, em aorta de ratos espontaneamente hipertensos (Ulker, S, et al
2003). Essas vitaminas também foram eficientes contra danos provocados por espécies

reativas em cardiomiocitos isolados (Rinne ez al., 2000).

Vitamina C também foi efetiva na redug¢do da pressdo arterial em modelo
experimental de hipertensdao doca-sal, onde esse modelo também tem bases no estresse

oxidativo (Ettarh et al., 2002).

Estudos tém demonstrado a relagdo entre a presenga de flavondides e redugao
da disfuncdo endotelial (Hertog er al., 1993; Hertog et al., 1995; Dell’Agli, Busciala,

Bosisio, 2004), pois essas substancias agem aumentando a expressdo da enzima oxido
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nitrico sintase, diminuindo, assim a expressao das moléculas de adesao (Landolfi et al,
1984; Dell’Agli, Busciala, Bosisio, 2004), e removendo radicais livres derivados do

oxigénio (Dell’ Agli, Busciala, Bosisio, 2004).

Processos inflamatérios também estdo associados ao estresse oxidativo
(Fantone & Ward, 1982; Winrow et al., 1993; Conner & Grishan, 1996). Lesdes teciduais
induzidas por isquemia e reperfusdo, que ¢ um processo inflamatorio, associado ao estresse
oxidativo (Ferrari et al., 1990) vitaminas com atividade antioxidante tém sido estudadas
para reduzir o grau dessas lesdes. Dessa forma, vitamina C e vitamina E apresentaram
efeito citoprotetor em lesdes teciduais induzidas por isquemia e reperfusdo (Taha er al.,

2004a; Taha et al., 2004b).

Em suma, sabe-se que o efeito protetor do tomate contra o cincer e doencas
cardiovasculares estd relacionado com a presenca de licopeno que ¢ o composto em maior
concentragdo no tomate em relagdo aos outros nutrientes e que a propriedade benéfica
atribuida ao licopeno ¢ principalmente por sua a¢ao antioxidante. Além disso, hd estudos
que comprovam os beneficios do uso de nutrientes e vitaminas com propriedade
antioxidante em diversas patologias cardiovasculares com base na redugdo do estresse

oxidativo.

Diante disso, o presente trabalho propde analisar o possivel efeito protetor do
pré-tratamento com licopeno nas alteracdes cardiovasculares induzidas pela hipertensao
arterial experimental, assim como avaliar os efeitos do tratamento agudo e cronico com
esse carotendide em modelos de inflamacao aguda local e sist€émica, contribuindo assim,
para avaliar se o consumo regular de alimentos ricos em licopeno contribui na profilaxia de

danos provocados por estes tipos de patologias.
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2- OBJETIVOS
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1- Avaliar se o tratamento cronico com licopeno exerce efeito protetor contra alteragdes

cardiovasculares induzidas pelo no modelo de inibicdo cronica da sintese de 6xido
nitrico;
2- Avaliar os efeitos do tratamento cronico com licopeno em modelos de inflamagdo aguda

local e sistémica.
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3.1- Protocolo 1- Modelo de inibicao cronica da sintese de 6xido nitrico por L-NAME
3.1.1- Consideragoes Gerais

Para este protocolo foram utilizados ratos machos da cepa Wistar provenientes
do CEMIB da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), com idade entre oito e
dez semanas, pesando entre 150 e 200 gramas no inicio do tratamento. Os animais foram
colocados em gaiolas coletivas, em nimero maximo de cinco animais por unidade,
no biotério do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP. Os ratos foram mantidos em ciclos circadianos, artificialmente, com doze
horas de periodo diurno e com doze horas de periodo noturno. Os animais receberam agua e

racdo Purina (contendo 2,3 mg de sodio por grama de rac¢ao) “ad libitum”.

Essa etapa do trabalho esta de acordo com o guia de cuidados e uso de animais
de laboratério publicado pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América.
Os procedimentos experimentais usados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de

Bioética Local de Pesquisa Animal.

3.1.2- Grupos experimentais

Para avaliar o efeito do pré-tratamento com licopeno nas alteragdes
cardiovasculares funcionais induzidas pela inibi¢ao cronica da sintese de 6xido nitrico em

ratos Wistar foram utilizados 10 grupos experimentais.

Nos grupos que receberam o licopeno, receberam doses variadas dessa
substancia onde essas doses foram de 5 mg de licopeno/Kg de peso animal, 10 mg de
licopeno/Kg de peso animal, 50 mg de licopeno/Kg de peso animal ou 100 mg de

licopeno/Kg de peso animal diariamente por 28 dias.

O licopeno foi disperso em 4gua destilada e o L-NAME dissolvido em agua de

torneira. A via de administracdo utilizada para essas substancias foi gavagem.

Para todos os grupos a alimentacao convencional foi mantida.
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Os grupos experimentais foram distribuidos da seguinte forma:
(1) Controle: ratos receberam agua destilada, por gavagem;
(2) (3) (4) (5) Licopeno: ratos receberam 5, 10, 50 ou 100 mg de licopeno/kg/dia;
(6) L-NAME: ratos receberam 45 mg de L-NAME/kg/dia (Moreno Jr H, ef al, 1997);

(7) (8) (99 (10) Licopeno + L-NAME: ratos receberam 5, 10, 50 ou 100 mg de
licopeno/kg/dia de e 45 mg de L-NAME/kg/dia (Moreno Jr H, et al,
1997).

3.1.3- Procedimento experimental- Avaliagdo Hemodinadmica
3.1.3.1- Avaliagdo da pressao arterial média (PAM)

Apbs o periodo de tratamento, os animais foram anestesiados com uretano
(1,2 g/Kg) e submetidos a cateterizacdo da artéria cardtida para registro direto da pressao
arterial e da veia femoral para manuten¢do de anestesia, se necessaria. (Figura 3 e 4).
Os animais foram entubados com canula endotraqueal para assisténcia ventilatoria e essa
canula foi conectada a um respirador (Pressure Controlled Ventilador Kent Scientific 325
Norfolk RD — Litchfield CT 06759 — USA). Durante a cirurgia os animais foram mantidos
com volume corrente de 2,5ml de O, e freqii€ncia respiratoria de aproximadamente

56 movimentos por minuto.

Veia femoral

Figura 3- Local de dissec¢do para a cateterizacdo da veia femoral (Imagem cedida pela

Professora Dra Silvia Lacchini)
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O cateter arterial foi mantido com solu¢do de heparina. A pressao arterial média
(PAM) foi monitorada através de transdutor de pressdo previamente calibrado. O sinal da
PAM foi amplificado e processado por uma placa analdgico-digital conectada a um
computador. Os registros foram analisados pelo programa WINDAQ (DATAQ Instruments
Windaq, Version 1.78, Akron, OH, EUA) e Advanced Codas (DATAQ Intruments,
Calg Package, Version 3.19, EUA).

O programa WINDAQ permite a andlise dos pulsos de pressdo batimento-a-
batimento, para obtencdo de valores de pressdo arterial sistolica (PAS), pressdo arterial
diastdlica (PAD), pressdo arterial média (PAM) e FC. A PAM foi obtida a partir da
integragdao dos valores de pressdo entre duas detecgoes consecutivas da pressao diastolica

(Irigoyen, et al 1991).

Figura 4- Sistema de registro da pressdo arterial invasiva

3.1.3.2- Fluxo Adrtico

Apos registro direto de 15 minutos de pressdo arterial sistémica foi feita a
medi¢do do fluxo sangiliineo na raiz da aorta, como estimativa do débito cardiaco (DC).
Para essa técnica foram utilizadas sondas ultrassonicas (Transonic® Flowprobe - Transonic

Systems Inc. NY, EUA) que sdo constituidas por uma placa acustica refletora em formato
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de gancho, com um dispositivo que permite a abertura e o fechamento, possibilitando o

envolvimento do vaso sangiiineo.

Para esta técnica implantamos uma sonda na artéria aorta ascendente, através de
uma incisdo na altura do terceiro espacgo intercostal direito, através da qual foi possivel
acessar a cavidade toracica. A aorta ascendente foi dissecada e isolada e a sonda
ultrassonica devidamente posicionada (Figura 5). Apds a colocacdo da sonda a incisdo da

pele foi suturada com fio de algodao.

Os registros de fluxo aoértico foram monitorados e gravados durante 15 minutos
apos estabilizacdo dos mesmos. A andlise destes registros foi feita utilizando-se o mesmo

programa descrito para a analise da PAM.

Ao final do procedimento, os animais foram sacrificados com cloreto de

potassio injetado através da veia femoral canulada.

Figura 5- A aorta foi isolada da artéria pulmonar e cuidadosamente separada através de
pingas cirargicas para imediatamente ser envolvida pelo fluxometro

(Foto cedida pela Dra Silvia Elaine F. Melo).

3.1.3.3- Resisténcia Vascular Periférica Total (RVPT)

A resisténcia vascular periférica (RVPT, mmHg/mL) foi estimada através do
calculo da razdo entre a PAM (mmHg), medida diretamente através da canulacio da artéria
carotida, ¢ o DC (mL/min), obtido através da medida do fluxo da artéria aorta ascendente.

(RVPT =PAM/DC).
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3.2- Protocolo 2- Modelos de inflamacao aguda
3.2.1- Consideragdes gerais

Para a realizacdo dessa etapa do estudo utilizaram-se ratos machos da raga
Wistar (para os experimentos de edema da pata- com peso entre 150-200 g, isquemia e
reperfusdo de figado- com peso entre 250-320 g e queimadura- com peso entre 300-350 g)
provenientes da Harvard Ibérica, os quais foram sujeitos a um periodo de aclimatagdo até
obtencdo do peso ideal para experimentacdo no biotério de manuten¢do da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Lisboa, a temperatura de 25°C e com ciclos de luz de 14 horas

diarias, com uma dieta de manutencao IPM-R20 (Letica) e agua ad libitum.

Todos os animais foram manuseados em concordancia com Guidande in the
Operation of the Animals (Scientific Procedures) Act 1986, publicada pela Her Majesty’s
Stationery Office, bem como com as regulamentacdes da Comunidade Europeia

(Jornal Oficial da Comunidade Europeia L 358/1 de 18/12/1986).

3.2.2- Edema da pata
3.2.2.1- Grupos experimentais

Para realizagcdo da avaliagdo do efeito do licopeno no modelo de inflamagao
aguda por edema de pata, foram estudados dois tipos de tratamento com o licopeno,

tratamento agudo e tratamento cronico.

A substancia usada como estimulo inflamatorio foi a A-carragenina 1% que foi

diluida em soro fisiologico estéril.
Os grupos experimentais foram distribuidos da seguinte forma:

Tratamento agudo

O licopeno para esse protocolo foi disperso em soro fisiologico estéril e a via de

administracdo foi intraperitonial (i.p.).
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(1) Controle: animais foram pré-tratados com soro fisiologico estéril (I mL/kg; i.p.)

15 minutos antes da administracdo de 0,1 mL soro fisioldgico estéril por via intraplantar

(ipl);

(2) Carragenina: animais foram pré-tratados com soro fisioldgico estéril (1 mL/kg; i.p.)
15 minutos antes da indugdo de edema de pata através da administragdo intraplantar

(i.pl.) de 0,1 mL da dispersdo A carragenina 1%;

(3) Licopenolmg: animais foram pré-tratado com licopeno por via intraperitonial (i.p.)
(1 mg de licopeno/Kg) 15 minutos antes da indu¢do de edema de pata através da

administragdo intraplantar (i.pl.) de 0,1 mL da dispersdo A carragenina 1%;

(4) LicopenolOmg: animais foram pré-tratado com licopeno por via intraperitonial (i.p.)
(10 mg de licopeno /Kg) 15 minutos antes da inducdo de edema de pata através da

administracdo intraplantar (i.pl.) de 0,1 mL da dispersdo A carragenina 1%;

(5) Licopeno 25mg: animais foram pré-tratado com licopeno por via intraperitonial (i.p.)
(25 mg de licopeno /Kg) 15 minutos antes da indu¢do de edema de pata através da

administracao intraplantar (i.pl.) de 0,1 mL da dispersdo A carragenina 1%;

(6) Licopeno 50mg: animais foram pré-tratado com licopeno por via intraperitonial (i.p.)
(50 mg de licopeno /Kg) 15 minutos antes da inducdo de edema de pata através da

administragdo intraplantar (i.pl.) de 0,1 mL da dispersdo A carragenina 1%;

(7) Indometacina: animais foram pré-tratado com indometacina por via intraperitonial (i.p.)
(10 mg /Kg) 15 minutos antes da inducdo de edema de pata através da administragao

intraplantar (i.pl.) de 0,1 mL da dispersao A carragenina 1%

Tratamento cronico

Os animais foram submetidos ao pré-tratamento com licopeno (que para esse
protocolo foi disperso em agua destilada) ou dgua destilada, por gavagem, por 14 dias.

Para manutencao da dose, os animais foram pesados 4 vezes por semana.
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(1) Controle: animais foram submetidos ao tratamento com agua destilada (1 mL/kg) e ao
final desse tratamento os animais foram submetidos a administracdo de 0,1 mL soro

fisiologico estéril por via intraplantar (i.pl.);

(2) Carragenina: animais foram submetidos ao tratamento com agua destilada (1 mL/kg) e
ao final desse tratamento os animais foram submetidos a indugcdo de edema de pata

através da administragdo intraplantar (i.pl.) de 0,1 mL da dispersdo A carragenina 1%;

(3) Licopeno 25mg: animais foram tratados com licopeno (25 mg de licopeno/Kg) e ao
final desse tratamento animais foram submetidos a indu¢do de edema de pata através da

administragdo intraplantar (i.pl.) de 0,1 mL da dispersdo A carragenina 1%;

(4) Licopeno 50mg: animais foram tratados com licopeno (50 mg de licopeno/Kg) e ao
final desse tratamento animais foram submetidos a indu¢do de edema de pata através da

administracdo intraplantar (i.pl.) de 0,1 mL da dispersao A carragenina 1%.

3.2.2.2- Procedimento experimental- Edema da pata

Primeiramente marcou-se com caneta a articulacdo da pata esquerda de cada
rato (ao nivel do maléolo). O volume da pata foi medido através de um pletismometro
(Digital Plethysmometer LE 7500 — Letica™ Scientific Instruments) onde a pata marcada foi
mergulhada em um recipiente contendo a solugdo do pletismometro (solugdo de
Triton X-100 a 0,15% (V/V) e cloreto de sddio a 0,1% (m/V) em dgua bidestilada) fazendo
coincidir a marcacdo na articulacdo da pata esquerda com a marcagdo existente no

recipiente garantindo que a pata ¢ mergulhada sempre a mesma altura.

A A-carragenina, usada como estimulo inflamatoério, foi administrada por via
intraplantar na pata esquerda de cada rato (exceto no grupo controle, ao qual se administrou

soro fisioldgico).

Ao momento da administragdo da A-carragenina atribuiu-se o tempo zero
(t=0h), procedendo-se entdo a medicdo do volume da pata esquerda, repetindo-se esta
medi¢do 3 horas (t=3h), 6 horas (t=6h) e 24 horas (t=24h) (para os grupos que tiveram a
medi¢do das 24 horas) apos o estimulo inflamatorio. O volume medido antes de qualquer

administracao ¢ designado por Vprecarr (Volume pré carragenina), o volume medido a
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zero hora (V0), 3 horas (V3), 6 horas (V6) e 24 horas (V24) apds administracdo de

A-carragenina.

Os resultados obtidos foram expressos na diferenga da variagdo do volume da
pata obtidos em fun¢do do tempo e nos dois tempos onde se observou maior aumento de

volume da pata utilizou-se a formula da porcentagem seguindo a formula:

oLV = Vx - Vprecarr . 100

Vprecarr

Vx onde X=3 ou 6

3.2.3- Modelo de inflamacao aguda sistémica: Isquemia e reperfusdo hepatica e lesao

térmica

Para realizacdo da avaliagdo do efeito do licopeno no modelo de inflamagao
aguda sistémica, foram usados dois modelos experimentais: isquemia e reperfusao (I/R)
hepéatica e lesdo térmica (LT), e para esses dois modelos, foram estudados somente o
pré-tratamento com o licopeno, em uma s6 dose segundo os grupos experimentais descritos
nos itens 3.2.3.1.1 e 3.2.3.2.1. Para manutencao da dose, os animais foram pesados 4 vezes

por s€mana.

3.2.3.1- Isquemia e reperfusdo hepatica

Para esse estudo, os animais do grupo licopeno foram submetidos ao
pré-tratamento com licopeno, que foi disperso em agua destilada, os animais do grupo sham
e I/R receberam apenas o veiculo onde foi disperso o licopeno, ou seja, dgua destilada.

A via de administracdo foi gavagem e o tempo de tratamento foi 14 dias.
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3.2.3.1.1- Grupos experimentais

(1) Controle: os animais ndo foram tratados e ndo sofreram qualquer tipo de procedimento

cirargico ou manipulagdo hepatica;

(2) Sham: ratos foram tratados com agua destilada e terminado o periodo de tratamento os
ratos foram sujeitos a procedimentos cirurgicos para canulacdo da traquéia e da veia

jugular, que serdo melhores descritos no item 3.2.3.1.2;

(3) I/R: ratos foram tratados com agua destilada e terminado o periodo de tratamento os
ratos foram sujeitos a procedimentos cirrgicos para canulagdo da traquéia e da veia
jugular, e procedeu-se a isquemia hepatica por periodo de 45 minutos ao qual se seguiu

outro periodo de reperfusdo durante 2 horas;

(4) I/R + Licopeno 25mg: ratos foram tratados com licopeno (25 mg de licopeno/Kg/dia) e
terminado o periodo de tratamento os ratos foram sujeitos a procedimentos cirtirgicos
para canulagdo da traquéia e da veia jugular, e procedeu-se a isquemia hepatica por

periodo de 45 minutos ao qual se seguiu outro periodo de reperfusdao durante 2 horas;

(5) Licopeno 25mg: ratos foram tratados com licopeno (25 mg de licopeno/Kg/dia) e
terminado o periodo de tratamento os ratos foram sujeitos a procedimentos cirtirgicos

para canulagdo da traquéia e da veia jugular, como descrito no grupo Sham.

3.2.3.1.2- Procedimento experimental- Isquemia e reperfusdo (I/R)

hepatica

Os animais foram anestesiados com pentobarbital de sodio (Eutasil™,
60 mg/kg i.p., Sanofi Veterindria, Algés, Portugal) no inicio do trabalho experimental e
sempre que se considerou necessario, através de administragdes suplementares, garantindo
auséncia de sensibilidade em todo o periodo desse protocolo. Todos os animais incluidos
nesse protocolo, exceto o grupo controle, foram sujeitos a canulagdo da traqueia
(com o objetivo de facilitar a fungdo respiratoria) e a canulagdo da veia jugular (PP25, 1.D.

0.40 mm, Portex) para a administracdo de soro fisioldgico ou anestésico quando necessario.
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Nos grupos I/R + licopeno 25mg e I/R, foram efetuados um periodo de isquemia parcial a
%2 do figado com a duracdo de 45 minutos, através de uso de microclamp na artéria hepatica
e veia porta para interromper o fluxo de sangue. A isquemia hepatica foi confirmada
visualmente por descoloracdo imediata dos 16bulos hepaticos afetados. O periodo de
reperfusdo comecou quando se retirou o microclamp vascular, essa fase durou 2 horas e
durante esse periodo pode-se observar a recuperacdo gradual da coloragdo dos l6bulos

hepaticos sujeitos a isquemia.

Anadlise bioquimica dos marcadores de disfuncao e lesao hepatica

Ao final desse protocolo experimental foram colhidos cerca de 5 ml de sangue
arterial por puncdo cardiaca para tubos de colheita com gel SST® e ativador de coagulacdo
(Becton Dickinson Vacutainer Systems Europe®, Franga). Os animais foram sacrificados
recorrendo a uma superdosagem de pentobarbital de sodio. Apds livre retragdo do coagulo,
centrifugaram-se as amostras (3000 rpm, 10 minutos, 25°C); o soro obtido por separagdo do
coagulo foi dividido em aliquotas de amostragem para andlise e conseqiiente caracterizacao
bioquimica da disfuncdo e lesdo hepaticas. As amostras de soro foram enviadas para um
laboratorio certificado e qualificado de analises clinicas - Clinica Médica e Diagndstico

Dr. Joaquim Chaves (Miraflores, Algés, Portugal).

Para avaliacdo da lesdo hepatica induzida pela isquemia-reperfusdo hepatica,
quantificaram-se os niveis séricos das transaminases: alanina aminotransferase (ALT) -
descrita como marcador especifico da lesdo hepatocelular - aspartato aminotransferase
(AST) - descrita como marcador nao-especifico da lesao hepatica - lactato desidrogenase
(LDH) - descrita como marcador inespecifico da lesdo celular, e da gama-glutamil
transferase (y —GT), um indicador muito sensivel mas ndo especifico da doenca hepatica

com atividade aumentada na colestase e na lesdo hepatocelular).

Medida de malondialdeido (MDA) no tecido hepatico

Os niveis de Malondialdeido (MDA) no tecido hepatico foram determinados

como indicador de peroxidagdo lipidica e foi usando o método do 4cido tiobarbiturico.
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Ao final do protocolo experimental de I/R as amostras de tecido hepatico foram
homogeneizadas em solugdo de cloreto de potassio (KCl) 1,15%. Foi retirada uma aliquota
de 100 pL. do sobrenadante desse homogenato e a ele foram adicionados: 200 pL de
SDS 8,1% , 1500 uL de acido acético 20% (pH 3.5), 1500 uL de acido tiobarbitarico a
0,08% e 700 pL de agua destilada. Essa mistura foi incubada por 60 minutos a 95°C e
centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos. A absorbancia do sobrenadante foi medida por

espectrofotometria (650nm).

3.2.3.2- Lesdo térmica

Assim como descrito no item 2.2.3.1 (modelo de I/R hepatica), os animais do
grupo licopeno foram submetidos ao pré-tratamento com licopeno, disperso em &agua
destilada, os animais do grupo sham e LT receberam apenas o veiculo onde foi disperso o
licopeno, ou seja, dgua destilada. A via de administragdo foi gavagem e¢ o tempo de

tratamento 14 dias.

3.2.3.2.1- Grupos experimentais

(1) Controle: os animais ndo foram tratados e ndo sofreram qualquer tipo de procedimento

cirtrgico ou Lesdo;

(2) Sham: ratos foram tratados apenas com &agua destilada e terminado o periodo de
tratamento os ratos foram sujeitos apenas ao procedimento cirurgico de canulagdo da

traquéia;

(3) LT: ratos foram tratados com 4gua destilada e terminado o periodo de tratamento os
ratos foram sujeitos a procedimentos cirtirgicos para canulacio da traquéia e procedeu-

se a lesdo térmica;

(4) LT + Licopeno 25mg: ratos foram tratados com licopeno (25 mg de licopeno/Kg/dia) e
terminado o periodo de tratamento os ratos foram sujeitos a procedimentos cirirgicos

para canulagdo da traquéia e procedeu-se a lesdo térmica;
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(5) Licopeno 25mg: ratos foram tratados com licopeno (25 mg de licopeno/Kg/dia) e
terminado o periodo de tratamento os ratos foram sujeitos a procedimentos cirtrgicos

para canulagdo da traquéia, assim como descrito no grupo Sham.

3.2.3.2.2- Procedimento experimental- Lesao térmica

Os animais foram anestesiados com pentobarbital de sodio (Eutasil™,
60 mg/kg 1.p., Sanofi Veterinaria, Algés, Portugal) no inicio do trabalho experimental e ao
longo de todos os estagios desse procedimento através de administragdes suplementares
para garantir auséncia de sensibilidade em todo o procedimento. Todos os animais
incluidos nesse protocolo foram sujeitos a canulacdo da traquéia (com o objetivo de
facilitar a fungdo respiratoria) e tosquiados na regido do dorso. Os grupos LT + licopeno
25mg e LT foram submetidos a lesdo térmica através da exposicao da drea dorsal em agua a
99° C com duragdo de 10 segundos. Essa lesdo representa a uma lesdo térmica equivalente a
30%. Apos esse procedimento, aguardou-se intervalo de 6 horas para retirada de amostra de
sangue para avaliacdo clinica das fung¢des de orgdos especificos. Como ja citado, durante
esse periodo, a auséncia de sensibilidade dos animais foi garantida pela constante

manuten¢do da anestesia.

Analise bioquimica dos marcadores de lesao nos orgaos

Ap6s o intervalo de 6 horas, foram colhidos cerca de 5 mL de sangue arterial
por punc¢io cardiaca para tubos de colheita com gel SST® e ativador de coagulagdo (Becton
Dickinson Vacutainer Systems FEurope®, Franga). Os animais foram sacrificados
recorrendo a uma superdosagem de pentobarbital de s6dio. Assim como descrito no item
2.2.3.1, centrifugaram-se as amostras (3000 rpm, 10 minutos, 25°C); o soro foi dividido em
aliquotas de amostragem para analise e conseqliente caracteriza¢ao bioquimica da lesdo de
orgdos. As amostras de soro foram enviadas para um laboratorio certificado e qualificado
de analises clinicas - Clinica Médica e Diagndstico Dr. Joaquim Chaves (Miraflores, Algés,

Portugal).
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Para avaliagdo de lesdao em orgdos especificos, foram quantificadas as seguintes

enzimas:

1- Avaliag¢do da lesdo hepatica: transaminases: alanina aminotransferase (ALT), aspartato

aminotransferase (AST);
2- Avaliacao da lesdo renal: creatinina, uréia;

3- Avaliacdo da lesdo pancreatica: amilase.

3.3- Procedéncia das substincias quimicas

Licopeno (Redivivo™ 10% WS) - DSM Produtos nutricionais (Sao Paulo-SP,
Brasil).

L-arginina N®-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME), Uretano - Sigma -

Aldrich Quimica SA (Sao Paulo-SP, Brasil).

Pentobarbital sodium (Eutasil) - Sanofi Veterindria (Miraflores, Algés,

Portugal).

A-Carragenina - Sigma-Aldrich Quimica SA (Sintra, Portugal).

3.4- Analise estatistica

Para efeito de tratamento estatistico, os dados — apresentados na forma de
média + erro padrao da média (EPM), foram estudados através de uma analise de variancia
ANOVA de uma entrada, seguida de um pos-teste de Bonferroni para comparagdes
multiplas. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas para um valor

de p<0,05.
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4- RESULTADOS
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4.1- Protocolo 1- Modelo de inibicao cronica da sintese de 6xido nitrico por L-NAME
4.1.1- Avaliagdo do peso corporal

Na avaliacdo do peso corporal observou-se que houve uma elevacao
progressiva esperada do aumento de peso ao longo das semanas de tratamento em todos os

grupos tratados (Figura 6)

—=— Controle
150+ -4- Licopeno 5mg
-¥- Licopeno 10mg
-+- Licopeno 50mg
-eo- Licopeno 100mg
-4~ Licopeno 5mg+LNAME
-¥- Licopeno 10mg+LNAME
-4— Licopeno 50mg+LNAME
-©- Licopeno 100mg+LNAME
—— L-NAME

100+
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Figura 6- Apresentacdo grafica da evolugdo do peso corporal nos grupos: Controle (n=10),
Licopeno 5mg (n=10), Licopeno 10mg (n=10), Licopeno 50mg (n=10), licopeno
100 mg (n=10), Licopeno 5mg + L-NAME (n=10), Licopeno 10mg + L-NAME
(n=10), Licopeno 50mg + L-NAME (n=10), licopeno 100 mg + L-NAME (n=10)
e L-NAME (n=10) durante as 4 semanas de tratamento. Os resultados estdo

expressos em média das medidas semanais + EPM.

4.1.2- Avaliagdo da pressdo arterial média (PAM)

A administracdo cronica de L-NAME induziu ao aumento significativo da
pressao arterial média (PAM, mmHg) nos ratos dos grupos L-NAME (152,9+7,9 mmHg),
Licopeno 5mg + L-NAME (146,8+5,4 mmHg), Licopeno 10mg + L-NAME (158,9+4,6
mmHg), Licopeno 50mg + L-NAME (144,8+3,7 mmHg) e Licopeno 100mg + L-NAME
(144,7+7,9 mmHg) quando comparado ao grupo Controle (111,1+7,5 mmHg) (Figura 8).
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A PAM dos animais dos grupos Licopeno 5Smg (116,6+4,2 mmHg), Licopeno 10mg

(119,5£3,4 mmHg), Licopeno 50mg (107,2+4,3 mmHg) e Licopeno 100mg

(117,4+2,7 mmHg), ndo apresentaram diferengas significativamente quando comparados ao
grupo Controle (Figura 7).
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Figura 7- Valores de pressao arterial média (PAM) obtida por canulacdo da artéria cardtida
ap6s 4 semanas de tratamento nos grupos Controle (n=9), Licopeno 5mg (n=9),
Licopeno 10mg (n=8), Licopeno 50mg (n=9), Licopeno 100mg (n=8) e
L-NAME (n=8). Os valores estdo expressos em milimetros de merctrio (mmHg),

sob a forma de média + EPM. *P < 0,05 vs. Controle
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Figura 8- Valores de pressdo arterial média (PAM) obtida por canulacdo da artéria cardtida
apods 4 semanas de tratamento nos grupos Controle (n=9), Licopeno 5Smg +
L-NAME (n=9), Licopeno 10mg + L-NAME (n=9), Licopeno 50mg + L-NAME
(n=9), Licopeno 100mg + L-NAME (n=9) e L-NAME (n=8). Os valores estdo
expressos em milimetros de mercurio (mmHg), sob a forma de média + EPM.

*P < 0,05 vs. Controle

4.1.3- Fluxo Adrtico

A administracdo cronica de L-NAME causou redugdo significativa do DC nos
ratos dos grupos L-NAME (21,3£1,6 mL/min), Licopeno 5mg + L-NAME
(15,6+1,8 mL/min), Licopeno 10mg + L-NAME (24,143,3 mL/min), Licopeno 50mg +
L-NAME (18,8+1,8 mL/min) e Licopeno 100mg + L-NAME (18,1£2,1 mL/min) quando
comparados com o grupo Controle (48,3 + 4,5 mL/min). A administragdo concomitante de
L-NAME e licopeno nas diversas doses, ndo aumentaram o DC quando comparado ao
grupo de animais que recebeu apenas L-NAME isoladamente (21.3 + 1,6 mL/min)
(Figura 10). O DC dos animais que receberam apenas licopeno nao diferiu do grupo

Controle (Figura 9).
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Figura 9- Débito cardiaco (DC) apds 4 semanas de tratamento nos grupos Controle (n=9),
Licopeno 5mg (n=9), Licopeno 10mg (n=9), Licopeno 50mg (n=9), Licopeno
100mg (n=8) ¢ L-NAME (n=8). Os valores estdo expressos em mililitros por

minuto (mL/min), sob forma de média = EPM. *P < 0,05 vs. Controle.

Figura 10-
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Débito cardiaco (DC) apos 4 semanas de tratamento nos grupos Controle (n=9),
Licopeno 5mg + L-NAME (n=9), Licopeno 10mg + L-NAME (n=9), Licopeno
50mg + L-NAME (n=9), Licopeno 100mg + L-NAME (n=9) e L-NAME (n=8).
Os valores estao expressos em mililitros por minuto (mL/min), sob forma de

média + EPM. *P < 0,05 vs. Controle.
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4.1.4- Resisténcia Vascular Periférica Total (RVPT)

Os resultados demonstram que houve um significante aumento na RVPT
(mmHg/mL/min) nos grupos L-NAME (5.5+0.5), Licopeno 5mg + L-NAME (7,3+0,8),
Licopeno 10mg + L-NAME (5,7+0,9), Licopeno 50mg + L-NAME (6,1+0,7) e Licopeno
100mg + L-NAME (6,7+0,7) quando comparados ao grupo Controle (1,3+0.2) (Figura 12).
Nos animais que receberam apenas licopeno, Licopeno 5mg (1,9+0,2), Licopeno 10mg
(1,7£0,2), Licopeno 50mg (2,0+0,2) e Licopeno 100mg (2,6+0,3), ndo verificou-se
diferenca significativa nos valores de RVPT quando comparados ao grupo Controle

(Figura 11).
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Figura 11- Avaliacdo indireta da Resisténcia Vascular Periférica Total (RVPT) apods
4 semanas de tratamento nos grupos Controle (n=9), Licopeno 5mg (n=9),
Licopeno 10mg (n=9), Licopeno 50mg (n=9), Licopeno 100mg (n=8) e
L-NAME (n=8). Os valores estdo expressos em milimetros de merctrio por
mililitros por minuto (mmHg/mL/min), sob forma de média + EPM.

*P < 0,05 vs. Controle.
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10.0-

RVPT (mmHg/mL/min)

Figura 12- Avaliacdo indireta da Resisténcia Vascular Periférica Total (RVPT) apods
4 semanas de tratamento dos grupos Controle (n=9), Licopeno Smg +
L-NAME (n=9), Licopeno 10mg + L-NAME (n=9), Licopeno 50mg +
L-NAME (n=9), Licopeno 100mg + L-NAME (n=9) e L-NAME (n=8).
Os valores estdo expressos em milimetros de mercurio por mililitros por

minuto (mmHg/mL/min), sob forma de média £ EPM. *P < 0,05 vs. Controle.

4.2- Protocolo 2- Modelos de inflamacao aguda
4.2.1- Edema da pata

De uma maneira geral, observamos que nos dois tratamentos (agudo e cronico)
usados para esse estudo, a administragdo intraplantar de carragenina conduziu a um
aumento no volume da pata de forma tempo-dependente (Figura 13 e 17). Esse aumento no
volume da pata foi observado 3 horas apds a administragdo da carragenina e o valor
maximo do aumento do volume da pata obtido foi 6 horas apds a administracdo da
carragenina (Figura 13). Entretanto, o volume do edema da pata induzido pela carragenina

foi reduzido com a administragdo de licopeno, de forma dose dependente (Figura 13).
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Figura 13- Avaliagdo da diferenga da variacdo do volume da pata em fungdo do tempo no
tratamento agudo com licopeno. Grupos Controle (n=3), Carragenina (n==8),
Licopeno 1mg (n=7), Licopeno 10mg (n=7), Licopeno 25mg (n=7) e Licopeno
50mg (n=8) que compdem o tratamento agudo. Os resultados estdo em

expressos em mililitros (mL) em fung¢do do tempo em horas (h) (média + EPM)

Outro ponto de interseccao entre os dois tratamentos ¢ a formacao do edema da
pata induzido pela administragdo da carragenina quando comparados aos grupos Controle,
em que foi administrado suplantar apenas soro fisioldgico. No tratamento agudo nota-se o
aumento do volume da pata em porcentagem para o grupo Carragenina (32,0+5,2)
comparado ao grupo Controle (-1,716,0) apo6s 3 horas a inducdo da formagdo do edema
(Figura 14) e essa diferenca foi maior ap6és 6 horas da administracdo, onde o grupo
Carragenina apresentou uma porcentagem maior de aumento do volume da pata (46,917,6)

comparado ao grupo controle (-1,89%0,9) (Figura 15).
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Figura 14- Efeito do tratamento agudo com licopeno no tempo de 3 horas apos
desenvolvimento do edema da pata induzido pela injecdo intraplantar de
carragenina. Grupos Controle (n=3), Carragenina (n=7), Licopeno 1mg (n=7),
Licopeno 10mg (n=7), Licopeno 25mg (n=7), Licopeno 50mg (n=8) no
desenvolvimento do edema da pata induzido pela injecdo intraplantar de
carragenina. Resultados estdo apresentados em porcentagem de aumento do
volume da pata no tempo de 3 horas apos a administracdo da carragenina e
estdo expressos como Média £EPM. * P<0,05 vs Controle, # P<0,05

vs Carragenina
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Figura 15- Efeito do tratamento agudo com licopeno no tempo de 6 horas apds
desenvolvimento do edema da pata induzido pela inje¢do intraplantar de
carragenina. Grupos Controle (n=3), Carragenina (n=7), Licopeno 1mg (n=7),
Licopeno 10mg (n=7), Licopeno 25mg (n=7), Licopeno 50mg (n=8) no
desenvolvimento do edema da pata induzido pela inje¢do intraplantar de
carragenina. Resultados estdo apresentados em porcentagem de aumento do
volume da pata no tempo de 6 horas apds a administragdo da carragenina e
estdo expressos como Média £EPM. * P<0,05 vs Controle, # P<0,05

vs Carragenina

Esse comportamento se manteve para os grupos do tratamento cronico, apos 3
horas da administragdo da carragenina observa-se o aumento do volume da pata em
porcentagem para o grupo Carragenina (26,7£2,7) comparado ao grupo Controle (0,643,4)
(Figura 18) e apds 6 horas da administracdo, o a intensidade do edema também foi maior,
o grupo Carragenina apresentou uma porcentagem maior de aumento do volume da pata

(67,844,7) comparado ao grupo Controle (1,26+0,6) (Figura 19).
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Especificamente ao que se refere ao tratamento agudo, apos 3 horas da inducao
de edema de pata pela carragenina observou-se uma redu¢do da porcentagem do aumento
do volume da pata apenas nos grupos Licopeno 10mg (12,1£3,4) e Licopeno
50mg(13,843,2) quando comparados ao grupo Carragenina (32,0+5,2) (Figura 14).
Entretanto, apds 6 horas da administracdo de carragenina houve um menor aumento da
formacdo do edema da pata em porcentagem nos grupos Licopeno 25mg (19,917,6) e
Licopeno 50mg (13,9+2,5) quando comparados ao grupo Carragenina (47,0£7,6)
(Figura 15). Em adi¢do a essa notificacdo, a redu¢do do aumento do volume da pata
observados nesses dois grupos, Licopeno 25mg e Licopeno 50mg, foi da mesma magnitude
de um composto usado como referéncia de atividade antiinflamatéria Indometacina

(10mg/Kg, i.p.) (13,144,7) (Figura 16).

Volume da pata %
w
o
[l

Carragenina Licopel;o 25mg Licopel;o 50mg Indometacina

Figura 16- Comparacao do efeito do tratamento agudo com licopeno 25mg (n=7) e
Licopeno 50 mg (n=8) com o efeito da Indometacina (10 mg/kg ip; n=8) no
desenvolvimento do edema da pata induzido pela administracdo intraplantar
de carragenina. Resultados estdo apresentados em porcentagem de aumento do
volume da pata no tempo de 6 horas ap6s a administracdo da carragenina e

estao expressos como Média £EPM. # P<0,05 vs Carragenina
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Nos grupos referentes ao tratamento cronico, apos 14 dias de tratamento nao se
observou uma redu¢do da porcentagem do aumento do volume da pata, apds 3 horas da
inducdo de edema de pata pela carragenina em ambos os grupos tratados com licopeno,
Licopeno 25mg (24,344,3) e Licopeno 50mg (31,244,9) quando comparados ao grupo
Carragenina (26,712,7) (Figura 18). Entretanto, ap6s 6 horas da administragdo desse
estimulo inflamatdrio pode-se observar a reducdo em porcentagem, do aumento do volume
da pata nos grupos Licopeno 25mg (43,245,7) e Licopeno 50mg (39,9+4,8) quando
comparados ao grupo Carragenina (67,8+4,7) (Figura 19).
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Figura 17- Avalia¢do da diferenga variacdo do volume da pata em fungdo do tempo no
tratamento cronico com licopeno. Grupos Controle (n=3), Carragenina (n=11),
Licopeno 25mg (n=14) e Licopeno 50mg (n=14). Os resultados estdo em

expressos em mililitros (mL) em func¢do do tempo em horas (h) (média £ EPM)
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Figura 18- Efeito do tratamento cronico com licopeno durante 14 dias no tempo de 3 horas
apos desenvolvimento do edema da pata induzido pela inje¢do intraplantar de
carragenina. Grupos Controle (n=3), Carragenina (n=11), Licopeno 25mg
(n=14), Licopeno 50mg (n=14) no desenvolvimento do edema da pata induzido
pela inje¢do intraplantar de carragenina. Resultados estdo apresentados em
porcentagem de aumento do volume da pata no tempo de 3 horas apds a

administracdo da carragenina e estdo expressos como Média £EPM. * P<0,05

vs Controle
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Figura 19- Efeito do tratamento cronico com licopeno durante 14 dias no tempo de 6 horas
apods desenvolvimento do edema da pata induzido pela inje¢do intraplantar de
carragenina. Grupos Controle (n=3), Carragenina (n=11), Licopeno 25mg
(n=14), Licopeno 50mg (n=14). Resultados estdo apresentados em porcentagem
de aumento do volume da pata no tempo de 6 horas ap6s a administracdo da
carragenina e estdo expressos como Média +EPM. * P<0,05 vs Controle,

# P<0,05 vs Carragenina

4.2.2- Modelo de inflamag¢do aguda sistémica: Isquemia e reperfusdo hepatica e lesdao

térmica
4.2.2.1- Isquemia e reperfusao hepatica

De acordo com os resultados obtidos, o procedimento cirirgico do grupo Sham
ndo resultou em alteracdes significativas nos niveis séricos de ALT (50,8+3,7)
(Figura 20A), AST (157,4+ 11,2) (Figura 20B), LDH (1011,4+£165,6) (Figura 21A),
e vy -GT (0,3+£0,06) (Figura 21B), quando comparados com os valores obtidos para o grupo
Controle que apresentou valores de ALT (30,8+ 1,7), AST (118,7£15,1) (Figura 20 A e B),
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LDH (503,4£105,7), e y-GT (0,2+0,06) (Figura 21 A e B). Entretanto, quando se procedeu
a metodologia de isquemia-reperfusdo hepatica (I/R) observou-se o aumento significativo
nos niveis séricos das enzimas marcadores de lesao ALT (1675,8+78,9), AST (1146,5+
138,1) (Figura 20 A e B), LDH (5209,6+589.4), ¢ y -GT (1,1+£0,08) (Figura 21 A e B),
quando comparado com o grupo Sham com valores ALT (50,8+3,7), AST (157,4+ 11,2)
(Figura 20 A e B), LDH (1011,4+165,6) e y-GT (0,3+0,06) (Figura 21 A e B). Esses dados

denotam o desenvolvimento de lesdo hepatica.

Os animais sujeitos ao pré-tratamento com o Licopeno 25mg e submetidos ao
procedimento de I/R hepatica, apresentaram uma redugao estatisticamente significativa nos
niveis séricos de ALT (915,8+134,9), AST (758,1£101,7) e y-GT (0,3+0,08) quando
comparados aos grupos I/R hepatica (ALT- 1675,8+78,9; AST- 1146,5+ 138.,1; e
v—GT- 1,1£0,08). Entretanto, o nivel de LDH (4541,3+774,3) se manteve elevado quando
comparado ao grupo I/R hepatica (LDH -5209,6+589,4).

O Licopeno 25mg quando administrado pelo mesmo periodo de tratamento e
ndo submetido ao processo I/R hepatica ndo apresentou qualquer efeito nos niveis séricos
de ALT (23,3+1,36), AST (113,0+9,5) e LDH (928,5+123,6) quando comparados aos

grupos Controle ¢ Sham.

Quanto aos valores de MDA o pré-tratamento com Licopeno resultou em
reducdo nos niveis de MDA no tecido hepatico quando comparado ao tecido hepatico do

grupo submetido somente a I/R (Figura 22).
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Figura 20- Avaliacdo do efeito do tratamento cronico com o Licopeno (25mg/Kg) nos
niveis séricos de em (A) alanina aminotransferase (ALT) e em (B) aspartato
aminotransferase (AST) apos o procedimento de Isquemia e reperfusdo (I/R)
hepatica. Grupos Controle (n=10), Sham (n=11), I/R (n=8), I/R+Licopeno
25mg (n=7) e Licopeno 25mg (n=10). Os resultados estdo expressos em média

+ EPM. *P<0,05 vs Sham; # P<0,05 vs I/R
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Figura 21- Avaliagdo do efeito do tratamento cronico com o Licopeno (25mg/Kg) nos
niveis séricos de em (A) lactato desidrogenase (LDH) e em (B) gama-glutamil
transferase (y - GT) apds o procedimento de Isquemia e reperfusdo (I/R)
hepatica. Em (A) os grupos sdo: Controle (n=10), Sham (n=11), I/R (n=8),
I/R+Licopeno 25mg (n=7) e Licopeno 25mg (n=10) e em (B) os grupos sdo
Controle (n=10), Sham (n=11), I/R (n=8), I/R+Licopeno 25mg (n=7).
Os resultados estdo expressos em média £ EPM. *P<0,05 vs Sham; # P<0,05

vs I/R
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Figura 22- Avaliacdo do efeito do tratamento cronico com o Licopeno (25mg/Kg) nos
niveis teciduais de malondialdeido (MDA) apds o procedimento de Isquemia e
reperfusdo (I/R) hepatica. Grupos Controle (n=4), Sham (n=9), /R (n=7),
I/R+Licopeno 25mg (n=7), Licopeno 25mg (n=4). Os resultados estao
expressos em média = EPM. *P<0,05 vs Sham; # P<0,05 vs /R

4.2.2.2- Lesdo térmica

Nessa metodologia, também se observa que no grupo Sham nao ha alteragdes
significativas nos niveis séricos de ALT (40,3+6,7) (Figura 23A), AST (147,6+ 28.2)
(Figura 23B), Uréia (36,7+2,3) (Figura 24A), Creatinina (0,3+0,04) (Figura 24B) e Amilase
(1913,4+102,6) (Figura 25) quando comparados aos valores do grupo Controle com valores
de ALT (30,8+ 1,7), AST (118,7«15,1), (Figura 23 A e B), Uréia (33,4+0,8), Creatinina
(0,2+0,01) (Figura 24 A e B) e Amilase (1932,4+97,1) (Figura 25).

Entretanto, com a Lesdao Térmica (LT) observou-se o aumento significativo nos
niveis séricos das enzimas estudadas, ALT (262,8+32,9), AST (786,5+ 59,9), (Figura 23 A
e B), Uréia (112,1£3,4), Creatinina (1,7+0,1) (Figura 24A e B), Amilase (2431,44+90,5)

(Figura 25) quando comparado com o grupo Sham.
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Os animais que foram submetidos ao pré-tratamento com o Licopeno 25mg e
posteriormente submetidos a Lesdo Térmica (LT), apresentaram uma redugdo
estatisticamente significativa apenas nos niveis séricos de ALT (182,2+18,2). Os demais
parametros como AST (693,2+80,8), Uréia (109,1+4,0), Creatinina (1,5+0,1) ¢ Amilase

(3188,6£156,7) ndo apresentaram redugao nos niveis sé€ricos desses marcadores.

O Licopeno 25mg quando administrado pelo mesmo periodo de tratamento e
ndo submetido ao processo LT ndo apresentou qualquer efeito nos niveis séricos de ALT
(23,3+1,36), AST (113,049,5), Uréia (27,9+1,0), Creatinina (0,24+0,01) e Amilase
(1916,8+115,9) quando comparados aos grupos Controle ¢ Sham.
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Figura 23- Avaliagdo do efeito do tratamento cronico com o Licopeno (25mg/Kg) nos
niveis séricos de em (A) alanina aminotransferase (ALT) e em (B) aspartato
aminotransferase (AST) na Lesdo Térmica (LT). Grupos Controle (n=10),
Sham (n=9), LT (n=12), LT+Licopeno 25mg (n=8) e Licopeno 25mg (n=10).
Os resultados estdo expressos em média £ EPM. *P<0,05 vs Sham; # P<0,05

vs LT
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Figura 24- Avaliacdo do efeito do tratamento cronico com o Licopeno (25mg/Kg) nos
niveis séricos de em (A) Ureia e em (B) Creatinina apos o procedimento de
Lesdao térmica (LT). Grupos Controle (n=10), Sham (n=9), LT (n=12),
LT+Licopeno 25mg (n=8) e Licopeno 25mg (n=10). Os resultados estdo

expressos em média = EPM. *P<0,05 vs Sham
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Amilase (U/I)

Figura 25- Avaliagdo do efeito do tratamento cronico com o Licopeno (25mg/Kg) nos
niveis sé€ricos de Amilase apds o procedimento de Lesao térmica (LT). Grupos
Controle (n=10), Sham (n=9), LT (n=12), LT+Licopeno 25mg (n=8) e
Licopeno 25mg (n=10) Os resultados estdo expressos em média + EPM.

*P<0,05 vs Sham; # P<0,05 vs LT
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Pesquisas tém sido feitas para demonstrar que os alimentos funcionais
desempenham um papel importante na manuten¢do da saude e na prevencdo de doengas
cronicas como cancer ¢ aterosclerose (Lopez-Varela et al., 2002). Nesse contexto, estudos
epidemioldgicos associam o aumento do consumo de tomate ou derivados na redugdo de
risco de doencas cardiovasculares e cancer (Agarwal & Rao, 2000; Arab & Steck, 2000).
Tomate ¢ um vegetal muito consumido em todo o mundo e ¢ fonte de importantes
nutrientes para o organismo como potdssio, vitaminas A, C e E. Além de conter
carotendides (luteina, licopeno e B-caroteno) e flavonodides (Canene-Adams et al., 2005).
Mas os efeitos benéficos do aumento no consumo de tomate ou seus derivados ¢ atribuido
principalmente pela agdo do licopeno, carotendide que apresenta acao antioxidante como a
sua principal atividade biologica (Clinton, 1998; Agarwal & Rao, 2000; Arab & Steck,
2000; Devaraj et al., 2008).

Pelo fato de espécies reativas estarem envolvidas em processos fisiopatologicos
de diversas doencas, o conhecimento da a¢ao de substancias com propriedade antioxidante
e a busca de seu possivel efeito benéfico na satde se tornou essencial ndo somente para
melhor conhecer a participacdo dessas espécies reativas na patogénese das doengas, mas
também buscar a reducdo de danos provocados quando ha excesso na produ¢do de espécies

reativas.

Estudo clinico usando cronicamente capsulas contendo 250 mg de extrato de
tomate (equivalente a 15mg de licopeno) durante 8 semanas em pacientes com hipertensao
grau 1 mostrou redugdo na pressdo arterial a partir da 6* semana de tratamento com a
capsula de extrato de tomate por sua agcdo antioxidante ao demonstrar redugao de produtos
da oxidacdo do LDL (Engelhard et al., 2005) por essa razdo estudamos a possibilidade do
tratamento cronico com licopeno poderia impedir ou reduzir as alteracdes cardiovasculares
funcionais encontradas no modelo de hipertensdo por inibigdo cronica da sintese de 6xido

nitrico por L-NAME.

Esse modelo foi escolhido, pois permite tornar ratos normotensos em
hipertensos sem intervencdes cirurgicas ou dietas especificas, e mesmo apresentando
fisiopatologia complexa, o fato desse modelo provocar redugdo da produgdo da sintese de

oxido nitrico, essa reducao de NO € uma situacao também encontrada em muitas condi¢oes

Discussio

97



patologicas de hipertensao, disfuncao endotelial, processos inflamatorios e principalmente
estresse oxidativo (Kitamoto et al., 2000; Koyanagi et al. 2000). Além disso, a inibi¢cdo da
sintese de 6xido nitrico provoca aumento nos niveis da pressdo arterial, provoca também
lesdes no rim (Ribeiro et al., 1992), no coracao (isquemia) e remodelamento miocardico e
vasos sanguineos (fibrose e hipertrofia) (Moreno et al., 1996) e a complexidade de fatores
humorais, como a ativacdo do sistema renina angiotensina aldosterona (Ribeiro et al.,
1992), regulacdo da proliferacdo e hipertrofia do miocardio e vasos (Moreno et al., 1995),
e a participacdo de fatores relacionados ao processo inflamatério (Tomita et al., 1998;
Koyanagi et al., 2000) , participagdo de espécies reativas especialmente anion superoxido
(Kitamoto et al., 2000) envolvidos na fisiopatologia desse modelo contribuem para as

alteracoes cardiovasculares encontradas.

Embora essa reducdo tenha sido vista nesse estudo clinico sob aquelas
condi¢des com comprovacao dessa redugdo pela acdo antioxidante do extrato de tomate,
os resultados obtidos no nosso estudo com modelo de inibicao cronica da sintese de 6xido
nitrico por L-NAME e tratados concomitantemente com variadas doses de licopeno
demonstraram que ndo houve reducdo nos parametros analisados, ou seja, o tratamento
crénico com licopeno em nenhuma das doses de licopeno usadas nao impediu as alteragdes
na pressao arterial, debito cardiaco e resisténcia vascular periférica, encontradas nesse

modelo experimental e nessa dose de L-NAME que foi usada.

No que se refere especificamente ao estresse oxidativo provocado nesse
modelo, essa auséncia de alteragdo no parametro de pressdo arterial também foi observada
com o uso de outro antioxidante mimético da enzima superdxido dismutase, TEMPOL,
onde a administracdo desse composto ndo reduziu os niveis pressoricos nesse modelo de
hipertensdo (Preti et al., 2005), por outro lado essa mesma molécula reduziu a pressio

arterial no modelo de hipertensao renovascular dois-rins e 1-clipe (Guron et al., 2006).

Embora o tratamento cronico com licopeno ndo tenha impedido aparentemente
as alteragOes cardiovasculares funcionais encontradas no modelo de inibi¢do cronica da
sintese de oxido nitrico, o licopeno apresentou agdo antiinflamatéria nos modelos de

inflamacao aguda usados.
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A inflamacao consiste em uma reacao complexa a varios agentes nocivos, como
microrganismos e células danificadas, geralmente necroticas, que consiste de respostas
vasculares, migracdo e ativacdo de leucdcitos e reagdes sist€émicas. Seu objetivo ¢
fundamentalmente mecanismo de defesa para eliminar a causa da lesdo celular e eliminar as

conseqiiéncias de tal lesao.

A fisiopatologia da inflamacdo ¢ composta de complexas interagdes celulares e
moleculares, mediacdes por diversos tipos de células e mediadores como por exemplo
citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-1, IL-6 e IL-8), a expressdo de moléculas de adesao
para adesdo de leucdcitos nas células endoteliais (vascular cell adhesion molecule -1
VCAM-1 e intercellular adhesion molecule —1 -ICAM-1) e a producdo elevada de
moléculas vasoativas (0xido nitrico e eicosandides) constituem algumas das etapas

fundamentais do desenvolvimento da resposta inflamatoria.

Diversos sdo os fatores que podem desencadear um processo inflamatorio como
infecgdes ou toxinas microbianas, trauma, agentes fisicos e quimicos, necrose tissular,
reagoes imunologicas. Nessa etapa do trabalho analisamos os seguintes modelos de
inflamacdo aguda: 1- inflamag¢do aguda local induzida pela inje¢do de carragenina na pata,
2- inflamacdo aguda sist€émica representada pelo processo de isquemia e reperfusdo

hepatica, lesdo térmica.

O modelo de edema de pata induzido pela injecao de carragenina foi descrito
por Winter et al. 1962 e ¢ amplamente usado para avaliar substancias com propriedades
antiinflamatorias, pois produz um estimulo inflamatorio agudo local, sem efeitos sistémicos
e com uma boa reprodutibilidade. Esse modelo possui como caracteristica, a formagao de
edema em duas fases: a fase inicial (1 a 2 horas apds a administragdo da carragenina)
seguida de uma fase mais sustentada, a fase tardia (entre 2 a 6 horas ap6s a administracao
da carragenina). A fase inicial estd relacionada com a liberacdo de mediadores
inflamatorios imediatos como histamina, bradicinina, leucotrienos, 5-hidroxitriptamina,
enquanto que na fase tardia (entre as 2 e 6 horas) ¢ mediado por prostaglandinas
(D1 Rosa et al., 1971), espécies reativas derivadas de neutrofilos, peroxido de hidrogénio

(Dawson et al.,1991).e peroxinitrito (Salvemini et al., 1996).
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Os resultados apresentados nesse modelo, especialmente o grupo carragenina
nos mostram que também observamos que a formacdo de edema da pata foi tempo
dependente (Di Rosa et al., 1971), entretanto quando administramos doses crescentes de
licopeno observamos que a menor dose de licopeno usada nesse protocolo (1mg/Kg) nao
reduziu a formagdo de edema da pata em nenhum dos tempos analisados, mas quando
aumentamos a dose de licopeno (10mg/Kg) a partir das 3 horas, ja havia uma reducao
significativa na forma¢do do edema mas ndo foi sustentada nas 6 horas apods a inje¢do de
carragenina. Entretanto, quando aumentamos a dose para 25 mg e 50mg/Kg, observamos
que houve uma limitagdo na formagdo do edema a partir das ja as 3 horas apds a
administracao da carragenina sendo essa redugao significativa apenas na dose de 50mg/Kg
mas as 6 horas apos a administragdo de carragenina houve uma limita¢do na formagao do
edema da pata significativamente nessas duas doses. O interessante dessa informagao ¢ que
nos tempos analisados (3 e 6 horas), sdo consideradas fases tardias desse modelo com
mediadores envolvidos ja citados, mas as 6 horas hd uma producao aumentada de espécies
reativas na tentativa de eliminar o agente agressor. E justamente nesse tempo ¢ que o

licopeno foi mais efetivo.

Além disso, foi claramente visto que o licopeno limitou a formagao de edema
de forma dose-dependente e nas duas doses que demonstraram mais pronunciado esse
efeito, ou seja a reducdo na formacgdo do edema provocado pela injecdo de carragenina foi
vista nas doses 25mg e 50mg/Kg e nos tratamentos usados, o agudo e cronico. Especulamos
que esse efeito tenha sido devido a fase tardia de formacdo desse edema, pois ¢ ha uma
maior producdo de espécies reativas derivadas de neutrofilos, peroxido de hidrogénio
(Dawson et al.,1991) especialmente peroxinitrito pois o licopeno exibe capacidade de
seqiiestrar essa espécie reativa (Muzandu et al., 2006). Entretanto as reduc¢des na formacao
de edema no pré-tratamento com licopeno por 14 dias ndo apresentou a caracteristica dose-
dependente tdo evidente quanto a administracdo aguda mostrou. Isso aconteceu
provavelmente devido a diferenca nas vias de administracdo e tempo de tratamento usado

nesse modelo.

A grande importancia dessa informagdo ¢ que em ambas as vias de
administracao usadas o licopeno reduziu a formac¢ao do edema nas duas doses de 25 e

50mg/kg.
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Outra informagao importante observada nesse mesmo experimento no protocolo
de tratamento agudo ¢é que as duas doses 25 e 50 produziram a redu¢do na formagdo de
edema na mesma magnitude da reducdo provocada pela indometacina que ¢ um composto

usado como padrio de efeito antiinflamatorio.

No que se refere ao modelo isquemia e reperfusdo hepatica os resultados
apresentados demonstram que o processo de isquemia e reperfusdo no figado provocou
aumento nos marcadores de lesio ALT, AST, y GT e LDH onde ALT ¢ um marcador
especifico de lesdo no parénquima hepatico, AST e LDH sdo marcadores de lesdo
inespecificos de 6rgaos em geral e y GT apesar de marcador inespecifico, ¢ elevado quando
ha lesdo hepatica e o pré tratamento com licopeno durante 14 dias na dose 25mg/Kg
reduziu substancialmente o grau de lesdo no figado caracterizado pelo aumento nos
marcadores de lesdo hepatica ALT e y GT. AST ¢ um marcador inespecifico de lesdo do
parénquima hepatico, mas também apresentou reducao nos niveis plasmaticos nos animais
tratados com licopeno. Entretanto, LDH nado apresentou reducdo mostrando que esse
método provou lesdes além do figado e que o licopeno foi mais especifico quanto a redugdo
de lesdo, esse dado pode ser pelo fato que em ratos o 6rgdo que mais acumula licopeno € o

figado (Boileau et al., 2000), portanto ele exerceu um efeito protetor nesse 6rgao.

A lesdo associada ao processo de isquemia e reperfusdo ¢ um complexo
fenomeno envolvendo ndo somente lesdo intracelular, mas também uma resposta
inflamatoria onde pode provocar lesdo. Esse fenomeno ocorre quando o fluxo sanguineo a
um o6rgao ou tecido ¢ diminuido ou interrompido durante um determinado periodo de
tempo, reduzindo assim o aporte de oxigénio e nutrientes as células e posteriormente ao
periodo isquémico o fluxo de sangue ¢ novamente restaurado. Com o restabelecimento do
fluxo sanguineo, os 6rgdos sofrem em geral uma agressdo maior que a propria privagao de
oxigénio e nutrientes, agravando a lesdo decorrente do periodo isquémico. Embora a
reperfusdo seja fundamental para a sobrevivéncia do tecido isquémico, ela propria causa
uma lesdo celular adicional. Este fendmeno toma a designacdo de lesdo por isquemia e
reperfusdo. Nesse contexto, o figado ¢ um dos 6rgdos mais sensiveis a lesdo por esse
processo, que pode ser encontrado em situagdes clinicas como o transplante e outras

cirurgias hepaticas, cirurgia cardiovascular com circulagdo extracorpérea, podendo levar a
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estabelecimento de um quadro de disfungao hepatocelular ou até de faléncia hepatica grave

(Huguet et al., 1999).

A lesdo observada nos orgdos apos o inicio do periodo de reperfusdo ¢ uma
conseqiiéncia direta da complexa interligacdo entre diferentes mecanismos. No figado,
no inicio da fase de reperfusdo, ocorre uma ativagao das células endoteliais, vasoconstri¢ao,
recrutamento de leucécitos, e a agregacdo plaquetaria, originando uma significativa
alteracdo na microcirculagdo. Esta situacdo prolonga o periodo de hipoxia, havendo zonas
do figado que permanecem isquémicas mesmo apds o inicio do periodo de reperfusao.
Apo6s a disfungdo microcirculatoria ocorre ativagdo das células de Kupffer e neutréfilos,
responsaveis pela produgdao de citocinas pro-inflamatorias (Colleti et al., 1996;
Jaeschke, 2006; Zhang et al., 2006; Groot & Rauen, 2007) e espécies reativas, contribuindo

para um agravamento da lesdo hepatica (Shirasugui., 1997; Groot & Rauen, 2007).

A formagdo de espécies reativas pelos leucdcitos fagocitarios ¢ um dos mais
importantes marcos de todo o processo inflamatério. Uma série de evidéncias
circunstanciadas tem associado as espécies reativas, especialmente o radical superdxido,
o radical hidroxilo, peroxinitrito, na lesdo provocada na sindrome da lesdo por isquemia e
reperfusdo em particular as espécies reativas geradas na fase de reperfusdo (Shirasugui.,
1997; Groot & Rauen, 2007). Diversos estudos demonstraram que as espécies reativas sao
gerados durante o processo de reperfusdo em diversos modelos de isquemia e reperfusao
incluindo no coracdo e o grau de lesdo provocado pelo aumento na produgdo de espécies
reativas levando a lesdo de orgdos pode ser prevenido ou atenuado através do uso de
antioxidantes como o licopeno (Bansal et al., 2006). Sepodes et al., demonstrou que o uso
de Tempol, composto com atividade antioxidante reduziu o grau de lesdo hepatica induzida

pela isquemia e reperfusdo do figado em ratos (Sepodes et al., 2004).

A dosagem de niveis teciduais de malondialdeido (MDA) revela que a lesdo por
I/R aumenta a producao de MDA, como conseqiiéncia do aumento de peroxidagao lipidica.
O tratamento com licopeno mostrou uma redu¢do na concentragdo de MDA indicando que
a peroxidacao lipidica foi reduzida nos animais tratados com licopeno sugerindo que o
efeito benéfico demonstrado pelo licopeno no modelo de I/R hepatica pode estar

relacionada com suas propriedades antioxidantes.
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Os resultados obtidos no protocolo de lesdao térmica indicam que o uso crénico
de licopeno reduziu o grau de lesdo hepdtica, através da reducdo do marcador especifico de
lesdo hepatica ALT. Com relagdo ao AST, observa-se redugdo no grupo pré-tratado com
licopeno, mas essa redugdo ndo foi significativa. Isso pode ter acontecido pela Com relagao
aos demais parametros como marcadores de lesdo renal (creatinina e uréia) e pancreatica

(amilase) o licopeno nao reduziu o grau de lesao.

A suplementacdo com outros compostos com propriedade antioxidante
melhorou a lesdo multipla de o6rgdos sugerindo que o dano provocado pelo estresse
oxidativo nesse modelo ¢ responsavel ndo somente pelo dano local, mas também sistémico

na fisiopatologia desse modelo (Horton, 2003; Parihar et al., 2007).

A sindrome da faléncia multipla de 6rgdos ¢ definida como uma progressiva
deterioracdo de fungdes o qual ocorre em vdarios Orgdos em pacientes que apresentam
choque séptico, lesdo térmica ou pancreatite (Faist et al., 1983). A lesdo térmica usada
nessa etapa desse trabalho ¢ uma resposta inflamatoria sist€émica envolvendo mecanismos
complexos para o grau de lesdo sist€émico gerado nesse modelo de inflamag¢do. Essa lesdo
assim como a j& descrita isquemia e reperfusdo inicia uma complexa resposta inflamatoria
caracterizada pela ativagdo do sistema complemento que ativa polimorfonucleares
neutréfilos gerando espécies reativas (principalmente peroxinitrito, radical superdxido,
peroxido de hidrogénio), prostanoides e proteases lisossomais. Esses mediadores

inflamatorios causam injuria vascular e danos em 6rgaos.

Em suma, apesar do tratamento cronico com licopeno ndo ter provocado
alteragdo nos parametros analisados no modelo de hipertensdao por administragdo de
L-NAME, nos modelos de inflamagdo, o uso desse composto mostrou atividade
antiinflamatdria e protecdo hepatica. Diante disso, o consumo de alimentos ricos em
licopeno, além do carater nutricional, pode trazer beneficios na profilaxia de danos
decorrentes de processos inflamatorios € que o uso regular de alimentos ricos nesse

nutriente pode trazer beneficios a saude.
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* O tratamento com licopeno ndo preveniu as alteragdes cardiovasculares funcionais

caracteristicas do modelo de inibi¢do da sintese de 6xido nitrico;

* Nos processos inflamatorios agudos locais o licopeno age como antiinflamatério tanto na
exposicdo aguda quanto na exposicdo cronica e sua acdo aguda ¢é forma

dose-dependente;

* O uso cronico do licopeno limitou a lesdo hepatica nos modelos de inflamagao sist€émica

estudados.

Portanto, embora o uso de licopeno ndo tenha produzido efeitos benéficos
nessas condi¢des experimentais de hipertensdo provocados pelo modelo de inibicdo da
sintese de 6xido nitrico, o uso produziu efeito antiinflamatério sugerindo que o uso
continuo de alimentos ricos em licopeno contribuird para profilaxia de danos provocados
por processos inflamatdrios e sua a¢do hepatoprotetora demonstrada nesse trabalho parece
ser um composto com grande importancia na protecao do figado em condicdes associadas a
isquemia e reperfusdo hepdtica e assim € um importante composto de fécil acesso com agao

farmacoldgica quando se pretende a busca na conservacao de 6rgaos.

Conclusio

107



7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

109



Agarwal A, Rao AV. Tomato lycopene and its role in human health and chronic disease.

Can Med Assoc J 2000; 163: 457-465.

Arai S. Studies on functional foods in Japan - state of the art. Biosci Biotechnol Biochem

1996; 60: 9-15.
Arab L, Steck S. Lycopene and cardiovascular disease. Am J Clin Nutr 2000;71:1691S-5S.

Bansal P, Gupta SK, Ojha SK, Nandave M, Mittal R, Kumari S et al. Cardioprotective
effect of lycopene in the experimental model of myocardial ischemia-reperfusion injury.

Mol Cell Biochem 2006; 1-9.

Bergendi L, Benes L, Durackova Z, Ferencik M. Chemistry, physiology and pathology of
free radicals. Life Sci 1999; 65(18-19):1865-74.

Boileau TW, Boileau AC, Erdman Junior J. Bioavailability of all-trans and cis-isomers of

lycopene. Biol Med 2002; 227:914-919.

Boileau TWM, Clinton SK, Erdman Junior JW. Tissue lycopene concentrations and isomer
patterns are affected by androgen status and dietary lycopene concentration in male F344

rats. J Nutr 2000; 130:1613-1618.

Bunker CH, Mcdonald AC, Evans RW, de La Rosa N, Boumosleh JM, Patrick AL. A
randomized trial of lycopene supplementation in Tobago men with high prostate cancer

risk. Nutr Cancer 2007; 57(2):130-7.

Canene-Adams K, Campbell JK, Zaripheh S, Jeffery EH, Erdman Junior JW. The Tomato
as a Functional Food. J. Nutr 2005; 135: 1226-1230.

Clinton SK. Lycopene: chemistry, biology and implications for human health and disease.

Nutrition Reviews 1998; 56: 35-51.

Colleti LM, Kunkel SL, Walz A. The role of cytokine networks in the local liver injury
following hepatic ischemia/reperfusion in the rat. Hepatology 1996; 23:506-4.

Conner EM, Grisham MB. Inflammation, free radicals and antioxidants. Nutrition 1996;

12: 274-277.

Referéncias Bibliograficas

111



Dawson J, Sedgwick AD, Edwards JC, Lees P. A comparative study of the cellular,
exudative and histological responses to carrageenan, dextran and zymosan in the mouse. Int

J Tissue React 1991; 13: 171-85.

Dell'Agli M, Busciala A, Bosisio E. Vascular effects of wine polyphenols. Cardiovasc Res
2004; 63(4):593-602.

Devaraj S, Mathur S, Basu A, Aung HH, Vasu VT, Meyers S et al. A dose-response study
on the effects of purified lycopene supplementation on biomarkers of oxidative stress.

J Am Coll Nutr 2008; 27(2):267-73.

Di Mascio P, Kaiser S, Sies H. Lycopene as the most efficient biological carotenoid singlet

oxygen quencher. Arch Biochem Biophys 1989; 274(2): 532-8.

Di Rosa M, Giroud JP, Willoughby D.A. Studies on the mediators of the acute
inflammatory response induced in rats in different sites by carrageenan and turpentine.

J Pathol 1971; 104,15-29.

Droge W. Free Radicals in the Physiological Control of Cell Function. Physiol Rev 2002;
82: 47-95.

Engelhard YN, Gazer B, Paran E. Natural antioxidants from tomatoes extract reduce blood
pressure in patients with grade-1 hypertension: a doble-blind, placebo-controlled pilot

study. Am heart J 2006; 151:100e1-100¢6.

Ettarh RR, Odigie IP, Adigun SA. Vitamin C lowers blood pressure and alters vascular
responsiveness in salt-induced hypertension. Can J Physiol Pharmacol 2002; 80(12):
1199-202.

Faist E, Baue AE, Dittmer H, Heberer G. Multiple organ failure in poly-trauma patients.
J Trauma 1983; 23: 775-787.

Fantone JC, Ward PA. A review: role of oxygen-derived free radicals and metabolites in

leukocyte-dependent inflammatory reactions. Am J Pathol 1982; 107:395-418.

Ferrari R, Alfieri O, Curello S, Ceconi S, Cargnoni A, Marzollo P et al. Occurrence os

stress oxidative during reperfusion of the human heart. Circulation 1990; 81: 201-211.

Referéncias Bibliograficas

112


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Dawson%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sedgwick%20AD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Edwards%20JC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lees%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Di%20Rosa%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Giroud%20JP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Willoughby%20DA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Freeman VL, Meydani M, Yong S, Pyle J, Wang Y, Arvizu-Durazo R et al. Prostatic levels
of tocopherols, carotenoids, and retinol in relation to plasma levels and self-reported usual

dietary intake. Am J Epidemiol 2000; 151:109-118.

Fuhrman B, Elis A, Aviram M. Hypocholesterolemic effect of lycopene and beta-carotene
is related to suppression of cholesterol synthesis and augmentation of LDL receptor activity

in macrophages. Biochem Biophys Res Commun 1997; 233(3):658-62, 1997.

Gerster H. The potential role of lycopene for human health. J Am Coll Nutr 1997;
16:109-126.

Giovannucci E, Ascherio A, Rimm EB, Stampfer MJ, Colditz GA, Willett WC. Intake of
carotenoids and retinal to risk of prostate cancer. J Natl Cancer Inst 1995; 87(3): 1767-76.

Giovannucci E. Tomato products, lycopene, and prostate cancer: a review of the

epidemiological literature. J Nutr 2005; 135 (8): 2030S-1S.

de Groot H, Rauen U. Ischemia-reperfusion injury: Process in pathogenetic networks a

review. Transplant Proc 2007; 39: 481-484.

Guron GS, Grimberg ES, Basu S, Herlitz H. Acute effects of the superoxide dismutase
mimetic tempol on split kidney function in two-kidney one-clip hypertensive rats.

J Hypertens 2006; 24(2):387-94.

Heber D, Lu QY. Overview of mechanism of action of lycopene. Exp Biol Med 2002;
227:920-923.

Hertog M, Feskens E, Hollman PC, Katan MB, Kromhout D. Dietary antioxidant
flavonoids and risk of coronary heart disease: the Zurphen Eldery Study. Lancet 1993;
342: 1007-11.

Hertog MG, Kromhout D, Aravanis C, Blackburn H, Buzina R, Fidanza F et al. Flavonoid
intake and long-term risk of coronary heart disease and cancer in the seven countries study.

Arch Intern Med 1995; 155(4): 381-6.

Horton JW. Free radicals and lipid peroxidation mediated injury in burn trauma: the role of

antioxidant therapy. Toxicology 2003; 189(1-2):75-88.

Referéncias Bibliograficas

113


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Guron%20GS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Grimberg%20ES%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Basu%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Herlitz%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Hypertens.');

Huguet C, Addario-Chieco P, Gavelli A, Arrigo E, Harb J, Clement RR. Technique of

hepatic vascular exclusion for extensive liver resection. Am J Surg 1992; 163(6):602-5.

Ibrahim HS, Ahmed LA, El-Din MM. The functional role of some tomato products on lipid
profile and liver function in adult rats. ] Med Food 2008; 11(3):551-9.

Irigoyen MC, Moreira ED, Cestari 1A, Krieger E.M. The relationship between renal
sympathetic nerve activity and arterial pressure after selective denervation of baroreceptors

and chemoreceptors. Braz J Med Biol Res 1991; 24(2): 219-22.

Jaeschke H. Mechanism of liver injury. Mechanism of neutrophil induced liver cell injury
during hepatic ischemia reperfusion and other acute inflammatory conditions. Am J Physiol

Gastrointest Liver Physiol 2006; 290:1083-1088.

Kaplan LA, Lau JM, Stein EA. Carotenoid composition, concentrations, and relationships

in various human organs. Clin Physiol Biochem 1990; 8:1-10.

Kitamoto S, Egashira K, Kataoka C, Usui M, Koyanagi M, TakemotoO M et al. Chronic
inhibition of nitric oxide synthesis in rats increases aortic superoxide anion production via

the action of angiotensin II. J Hypertens 2000; 18:1795-1800.

Korytko PJ, Rodvold KA, Crowell JA, Stacewicz-Sapuntzakis M, Diwadkar-Navsariwala
V, Bowen PE et al. Pharmacokinetics and tissues distribution of orally administered

lycopene in male dogs. J Nutr 2003; 133: 2788-2792.

Koyanagi M, Egashira K, Kitamoto S, Ni W, Shimokawa H, Takeya M et al. Role of
transforming growth factor-beta 1 in cardiovascular inflammatory changes induced by

chronic inhibition of nitric oxide synthesis. Hypertension 2000; 35 (1): p.86-90.

Landolfi R, Mower R, Steiner M. Modification of platelet function and arachidonic acid

metabolism by bioflavonoids. Biochem Pharmacol 1984; 33: 1525- 30.

Liu X, Allen JD, Arnold JT, Blackman MR. Lycopene inhibits IGF-I signal transduction
and growth in normal prostate epithelial cells by decreasing DHT-modulated IGF-I

production in co-cultured reactive stromal cells. Carcinogenesis 2008; 29(4):816-23.

Referéncias Bibliograficas

114



Lopez-Varela S, Gonzéles-Gross M, Marcos A. Funcional foods and the immune system: a

review. Eur J Clin Nutrition 2002; 56: S29-S33.

Lunec J, Holloway KA, Cooke MS, Faux S, Griffiths HR, Evans MD. Urinary 8-oxo-2'-
deoxyguanosine: redox regulation of DNA repair in vivo? Free Radic Biol Med 2002;

33(7):875-85.

Moreno Junior H, Metze K, Bento AC, Antunes E, Zatz R, De Nucci G. Chronic nitric
oxide inhibition as a model of hypertensive heart muscle disease. Basic Res Cardiol 1996;

91: 248-255.

Moreno Jinior H, Nathan LP, Metze K, Costa SKP, Antunes E, Hyslop S et al. Non-
specific inhibitors of nitric oxide synthase cause myocardial necrosis in the rat. Clin Exp

Pharmacol Physiol 1995; 24(5): 349-352.
Moritz B, Tramonte VLC. Biodisponibilidade do licopeno. Rev Nutr 2006; 19(2): 265-273.

Muzandu K, Ishizuka M, Sakamoto KQ, Shaban Z, Bohi K, Kazusaka A er al. Effect of
lycopene and B-carotene on peroxynitrite-mediated cellular modifications. Toxicol Appl

Pharmacol 2006; 1-11.

Obermiiller-Jevic UC, Olano-Martin E, Corbacho AM, Eiserich JP, Van Der Vliet A,
Valacchi G. et al. Lycopene inhibits the growth of normal human prostate epithelial cells in

vitro. J Nutr 2003; 133(11):3356-60.

Parihar A, Parihar MS, Milner S, Bhat S. Oxidative stress and anti-oxidative mobilization

in burn injury. Burns 2008; 34 (1): 6-17.

Reifen R, Nissenkorn A, Matas Z, Bujanover Y. 5-ASA and lycopene decrease the
oxidative stress and inflammation induced by iron in rats with colitis. J Gastroenterol 2004;

39(6):514-519.

Riccioni G, Mancini B, Di Ilio E, Bucciarelli T, D'Orazio N. Protective effect of lycopene

in cardiovascular disease. Eur Rev Med Pharmacol Sci 2008; 12(3):183-90.

Ribeiro MO, Antunes E, De Nucci G, Lovisolo SM, Zatz R. Chronic inhibition of nitric
oxide synthesis: a new model of arterial hypertension. Hypertension 1992; 20: 298-303.

Referéncias Bibliograficas

115


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Parihar%20MS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Milner%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bhat%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Burns.');

Rinne T, Mutschler E, Wimmer-greinecker G, Moritz A, Olbrich HG. Vitamins C and E
protect isolated cardiomyocytes against oxidative damage. Int J Cardiol 2000; 75: 275-281.

Saganuma H, Inakuma T. Protective effect of dietary tomato against endothelial

dysfunction in hypercholesterolemic mice. Biosci Biotechnol Biochem 1999; 63(1): 78-82.

Salvemini D, Wang ZQ, Bourdon DM, Stern MK, Currie MG, Manning PT. Evidence of
peroxynitrite involvement in the carrageenan-induced rat paw edema. Eur J Pharmacol

1996; 303: 217-220.

Sepodes B, Maio R, Pinto R, Marques C, Mendes-do-vale J, Mcdonald MC et al. Tempol,
an Intracelullar Free Radical Scavenger, Reduces Liver Injury in Hepatic Ischemia-

Reperfusion in the Rat. Transplant Proc 2004; 36: 849-853.

Shami NJIE, Moreira EAM. Licopeno como agente antioxidante. Rev Nutr 2004;
17(2): 227-236.

Shirasugui N, Wakabayashi G, Shimazu M, Oshima A, Shito M, Kawachi S et al.
Up-regulation of oxygen-derived free radicals by interleukin-1 in hepatic ischemia/

reperfusion injury. Transplantion 1997; 64:1398-403.

Sies H, Cadenas E. Oxidative stress: damage to intact cells and organs. Philos Trans R Soc

Lond B Biol Sci 1985; 311(1152):617-31.
Sies H. Strategies of antioxidant defense. Eur J Biochem 1993; 15(2): 213-9.

Siler U, Herzog A, Spitzer V, Seifert N, Denelavas A, Hunziker PB et al. Lycopene effects
on rat normal prostate and prostate tumor tissue. J Nutr 2005; 135(8): 2050S-2S.

Stahl W, Schwarz W, Sundquist AR, Sies H. Cis-trans isomers of lycopene and carotene in

human serum and tissues. Arch Biochem Biophys 1992; 294:173-177.

Schwarz S, Obermiiller-Jevic UC, Hellmis E, Koch W, Jacobi G, Biesalski HK. Lycopene
inhibits disease progression in patients with benign prostate hyperplasia. J Nutr 2008;

138(1):49-53.

Referéncias Bibliograficas

116



Tang L, Jin T, Zeng X, Wang JS. Lycopene inhibits the growth of human androgen-
independent prostate cancer cells in vitro and in BALB/c nude mice. J Nutr 2005;

135(2): 287-90.

Taha MO, Carvalho CA, Souza HS, Fagundes DJ, Simdes MJ, Novo NF et al
Cytoprotective effects of alpha-tocopherol on ischemia/reperfusion injury in rat liver:

biochemical and histological evaluation. Transplant Proc 2004; 36: 276-282.

Taha MO, Souza HS, Carvalho CA, Fagundes DJ, Simdes MJ, Novo NF et al
Cytoprotective effects of ascorbic acid on the ischemia/reperfusion injury in rat liver.

Transplant Proc 2004; 36: 296-300.

Tomita H, Egashira K, Kubo-inoue M, Usui M; Koyanagi M, Shimokawa H et al
Inhibition of NO synthesis induces inflammatory changes and monocyte chemoattractant

protein-1 expression in rat hearts and vessels. Arterioscler Thromb Vase Biol 1998;

18:1456-1464.

Toyokuni S. Molecular mechanisms of oxidative stress-induced carcinogenesis: from

epidemiology to oxygenomics. [UBMB Life 2008; 60(7):441-7.

Ulker S, Mckeown PP, Bayraktutan U. Vitamins Reverse Endothelial Dysfunction Through
Regulation of eNOS and NAD(P)H Oxidase Activities. Hypertension 2003; 41:534-539.

Winrow VR, Winyard PG, Morris CJ, Blake DR. Free radicals in inflammation: second
messengers and mediators of tissue destruction. Br Med Bull 1993; 49: 506-22.

Winter C.A, Risley EA, Nuss GW. Carrageenin-induced edema in hind paw of the rat as an
assay for anti-inflammatory drugs. Proc Soc Exp Biol Med 1962; 111: 544-547.

Yu BP. Cellular defense against damage from reative oxygen species. Physiol Ver 1994;

74(1):139-62.

Zhang JX, Wu HS, Wang H, Zhang JH, Wang Y, Zheng QC. Protection against hepatic
ischemia/reperfusion injury via downregulation of toll-like receptor 2 expression by

inhibition of Kupffer cell function. World J Gastroenterol 2005; 11(28): 4423-6.

Referéncias Bibliograficas

117


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Winrow%20VR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Winyard%20PG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Morris%20CJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Blake%20DR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

8- ANEXOS

119



British

Rritish

e Journal of N S

Nutrition

MANUSCRIPT AUTHOR

HOME INSTRUCTIONS INSTRUCTIONS

To ensure proper functionality of this
Manuscript #
Current Revision #
Other Versions
Submission Date

Current Stage

Title

Manuscript Type
Special Section
Category

Corresponding Author

Contributing Authors

Sources of Funding

Abstract

JOURNAL
REFEREE ‘ COgL:CT BERT
HOME

site, both JavaScript and Cookies must be enabled
BJN-2007-012676RR

2

BJN-2007-012676 BJN-2007-012676R

22nd Sep 08

Accepted

Anti-inflammatory effect of lycopene on
carrageenan-induced paw edema and hepatic
ischemia-reperfusion in the rat

Research Article
N/A
Other

Helder Mota-Filipe (hfilipe@ff.ul.pt) (Faculty of
Pharmacy - University of Lisbon)

Leticia Bignotto , Joao Rocha , Bruno Sepodes,
Maria Eduardo-Figueira , Rui Pinto , Marco
Chaud , Joao Carvalho , Heitor Moreno Junior ,
Helder Mota-Filipe

Leticia Maria Bignotto was supported by a grant
from Coordenacgao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

The regular intake of tomatoes or its products
has been associated to a reduced risk of chronic
diseases and these effects have been mainly
attributed to lycopene. Here we evaluated the
anti-inflammatory properties of lycopene and its
protective effects on organ injury in two
experimental models of inflammation. In order to
study the effects of lycopene in local
inflammation, a carrageenan-induced paw
edema model in rats was performed. Lycopene
was administered as an acute (1, 10, 25 or 50
mg/kg, i.p, 15 minutes before carrageenan
injection) and chronic treatment (25 or 50
mg/Kg/day, 14 days). Inflammation was
assessed by measurement of paw volume
increase after 6h. Lycopene significantly
inhibited paw edema formation at two doses (25
and 50 mg/Kg) in both acute and repeated
administration. Lycopene effect on liver
inflammation was evaluated in a liver ischemia-
reperfusion (I/R) model. Rats were subjected to
45 minutes of ischemia to 3/4 of the liver

Anexo A
121


http://www.nutritionsociety.org/index.php?q=node/236�
http://www.nutritionsociety.org/index.php?q=node/236�
http://www.nutritionsociety.org/index.php?q=node/�
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=home
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=home
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_auth_instructions
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_auth_instructions
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_rev_instructions
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_rev_instructions
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=do_cat&file_nm=bjn_contact.html
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=do_cat&file_nm=bjn_contact.html
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_ejp_tips
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=logout
http://www.nutritionsociety.org/index.php?q=node/236
http://www.nutritionsociety.org/index.php?q=node/236

Lycopene, inflammation, antioxidant, liver ischemia-
reperfusion, paw edema

No, there is no conflict of interest that | should disclose,
having read the above statement.

Key Words

Conflict of Interest

Manuscript ltems

Rebuttal Letter "Rebuttal Letter" PDF (14KB)

Article File #1 PDF (105KB)

Figure 1 PDF (17KB)

Figure 2 PDF (80KB)

Figure 3 PDF (16KB)

Figure 4 PDF (14KB)

Figure 5 PDF (16KB)

Table - Table 1 PDF (67KB)

Merged File containing manuscript text, 5 Figure files and 1 Table file.

PDF (296KB)

Previous Decision Letter (Blind reviews at bottom of letter)

COoONOOA~WN~

Manuscript Tasks
Send Manuscript Correspondence
Check Status

_JeJournalPress

MANUSCRIPT AUTHOR REFEREE CONTACT JOURNAL

TIPS| LOGOUT|

HOME INSTRUCTIONS| INSTRUCTIONS| BJN| HOME

TERMS OF SERVICE

Anexo A
122


http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=home
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=home
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_auth_instructions
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_auth_instructions
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_rev_instructions
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_rev_instructions
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=do_cat&file_nm=bjn_contact.html
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=do_cat&file_nm=bjn_contact.html
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_ejp_tips
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=logout
http://www.nutritionsociety.org/index.php?q=node/236
http://www.nutritionsociety.org/index.php?q=node/236
http://bjn.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_terms_and_conditions

TITLE PAGE

1-Article title: Anti-inflammatory effect of lycopene on carrageenan-induced paw edema and hepatic
ischemia-reperfusion in the rat

2- Authors: Leticia Bignotto', Jodo Rocha’. Bruno Sepodes’, Maria Eduardo-Figucirag, Rui Pinto’,
Marco Chaud®, Jodo de Carvalho', Heitor Moreno Jr' and Helder Mota-Filipe®

'Departamentos de Farmacologia, Faculdade de Ciéncias Médicas — Universidade Estadual de
Campinas, SP, Brasil

%MED.UL — Inflammation Team, Pharmacological Sciences Group — Faculty of Pharmacy, University
of Lisbon, Portugal

3Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade Metodista de Piracicaba, Piracicaba-SP, Brasil
“Divisao de Farmacologia, Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas. Biologicas ¢ Agricolas-
Universidade Estadual de Campinas, Paulinia- SP, Brasil

3- Address for correspondence

Helder Mota-Filipe, PharmD, PhD.

Unit of Pharmacology and Pharmacotoxicology. Faculty of Pharmacy — University of Lisbon. Avenida
das Forgas Armadas, 1649-019 Lisboa, Portugal.

Phone: +351 21 794 64 22

E-mail: hfilipe@fT.ul.pt

4- Institution at which this work was performed: Unit of Pharmacology and Pharmacotoxicology,
Faculty of Pharmacy — University of Lisbon, Portugal

5- Keywords: Lycopene. inflammation. paw edema, ischemia-reperfusion. liver.

Anexo A
123



24

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

ABSTRACT

The regular intake of tomatoes or its products has been associated to a reduced risk of chronic diseases
and these effects have been mainly attributed to lycopene. Our aim was to evaluate the anti-
inflammatory properties of lycopene and its protective effects on organ injury in two experimental
models of inflammation. In order to study the effects of lycopene in local inflammation, a carrageenan-
induced paw edema model in rats was performed. Lycopene was administered as an acute treatment (1,
10, 25 or 50 mg/kg, i.p, 15 minutes before carrageenan injection) and as chronic treatment (25 or 50
mg/Kg/day. 14 days). Inflammation was assessed by measurement of paw edema volume increase after
6h. Lycopene effect on liver inflammation was evaluated in a liver ischemia-reperfusion (I/R) model.
Rats were subjected to 45 minutes of ischemia to 3/4 of the liver followed by 2 hours of reperfusion.
Liver injury was assessed by measurement of the serum levels of aspartate aminotransferase, alanine
aminotransferase, lactate dehydrogenase and gamma-glutamyl transferase. In this model. lycopene was
administered daily at two doses (25mg/kg and 50mg/kg) in the 14 days that preceded the experiments.
Results showed that lycopene significantly inhibited rat paw edema formation at two doses (25 and 50
mg/Kg) in both acute and repeated administration. Repeated administration of lycopene also reduced
liver injury induced by ischemia-reperfusion. Our results show that lycopene exhibited local anti-
inflammatory activity and also attenuated liver injury induced by I/R. We speculate that lycopene

administration might be useful in the pharmacological modulation of inflammatory events.
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INTRODUCTION

Tomato is one of the most widely consumed fruit/vegetable in the Western civilization and it is rich in
Iycopene and other carotenoids (such as o-, -, y-carotene, lutein)., potassium, folate, vitamin C and
vitamin E, There is epidemiological data supporting the association between an increased
consumption of tomatoes or its products and a reduced risk for developing chronic diseases such as
cancer™ and cardiovascular disease (CVC)™** These beneficial effects are generally attributed to the
antioxidant properties of lycopene®”, an acyclic carotenoid with 11 linearly arranged conjugated
double bonds®"?" Lycopene functions as a very potent antioxidant, and this is clearly a major
important mechanism of lycopene action. In this regard, lycopene can trap singlet oxygen and reduce
mutagenesis in the Ames test"”.

Experimental rodent models suggest that lycopene plays an important role in the modulation of organ
injury evoked by inflammatory processes.

The efficacy of lycopene as an anti-inflammatory agent in colitis was evaluated in a rat model of colitis
induced by iodoacetamide. This model induces colonic injury due to the production of tissue
inflammatory mediators and oxidative radicals. Supplementation of normal diet with lvcopene (200mg
per kg of normal diet) reduced the histological signs of colon injury, reduced tissue malondialdehyde
levels and increased superoxide dismutase levels in the red blood cells"".

The efficacy of lycopene to limit myocardial injury after ischemia and reperfusion was assessed in a
model of 45 min of occlusion of the left anterior descending coronary artery followed by 1 hour of
reperfusion in Wistar rats. Daily administration of lycopene (1mg/kg. p.o.) 31 days prior to experiments
resulted in a reduction of histological myocardial damage. in preservation of the myocardial antioxidant
status and inhibition of I/R induced lipid peroxidation?.

These results suggest that the beneficial effects of lycopene in inflammatory models are probably
related to its antioxidant properties.

A vast amount of circumstantial evidence implicates oxygen-derived free radicals (especially
superoxide and hydroxyl radical) and high-energy oxidants (such as peroxynitrite) in the ischemia-
reperfusion (I/R) injury syndrome. particularly during the reperfusion phase. Generation of free radicals
during the reperfusion process can be prevented or attenuated by antioxidants and free radical

scavengers'”.
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Hence. in this study, we aimed to evaluate the possible local anti-inflammatory properties of lycopene
in acute and repeated administration, and also the effect of repeated administration of lycopene in

hepatic injury caused by ischemia-reperfusion of the liver.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals

Redivivo ™ (Lycopene 10% WS - Code 0481041) was obtained from DSM Nutritional Products (Sao
Paulo-SP, Brasil). Redivivo ™ contains 10% synthetic lycopene finely dispersed in a cornstarch-coated
matrix of fish gelatin, sucrose and corn oil.

Pentobarbital sodium (Eutasil) was obtained from Sanofi Veterindria (Miraflores. Algés. Portugal).

Other compounds were obtained from Sigma-Aldrich Quimica SA (Sintra, Portugal).

Experimental methods

Experiments were conducted according with the Home Office Guidance in the Operation of Animals
(Scientific Procedures) Act 1986. published by Her Majesty’s Stationary Office. London, U.K. and the
Instituitional Animal Research Commitee Guide for the care and Use of Laboratory Animals published
by the U.S. National Institutes of Health (N.LH. publication N° 85-23, revised 1996), as well as with
the EC regulations (O. J. of E.C. L 358/1 18/12/1986). Paw edema studies were carried out using male
Wistar rats weighing 100-150 g (Harlan Ibérica. Barcelona, Spain). Ischemia reperfusion studies were
carried out using male Wistar rats weighing 250-320 g (Harlan Ibérica, Barcelona. Spain). All animals

received a standard diet and water ad libitum.

Paw edema
The carrageenan-induced paw edema of the rat hindpaw. is a suitable model to study acute local
inflammation and widely considered to be one of the most useful models in the evaluation of anti-

inflammatory activity of investigational compounds* ¥

Paw edema was induced by a single subplantar injection into the rat lefi hind paw of 0.1 ml of a 1% A-
carrageenan sterile saline solution. Paw volume was measured by means of a volume displacement
method using a plethysmometer (Digital Plethysmometer LE7500 — Letica Scientific Instruments). Paw
volume was measured immediately afier injection of carrageenan (Vy or basal volume) and 6 hours

later (V).
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Paw edema was expressed as percentage of increase in paw volume 6 hours after carrageenan injection

relative to the basal values according to the equation; %= (Ve-Vo/Vo) X 100,

The rats were randomly allocated into different groups as described for each experiment:

Paw edema acute dosing study

(#) Control Group: animals were subjected to subplantar injection into the rat left hind paw of 0.1 ml
sterile saline and administered with saline (1ml/kg, i.p.) (n=6):

(if) Carrageenan Group: animals subjected to paw edema induction and administered with saline
(1ml/kg, i.p.) (n=8),

(i1i) Lycopenel Group: animals subjected to paw edema induction and pre-treated with lycopene
(Img/kg, i.p.) 15 minutes before A-carrageenan injection (n=7);

(iv) Lycopenel0 Group: animals subjected to paw edema induction and pre-treated with lycopene (10
mg/kg, i.p.) 15 minutes before A-carrageenan injection (n=7);

(v) Lycopene25 Group: animals subjected to paw edema induction and pre-treated with lycopene
(25mg/kg. i.p.) 15 minutes before A-carrageenan injection (n=7):

(vi) Lycopene30 Group: animals subjected to paw edema induction and pre-treated with lycopene
(50mg/kg. 1.p.) 15 minutes before A-carrageenan injection (n=8);

(vii) Trolox Group: animals subjected to paw edema induction and pre-treated with trolox (30mg/kg,
i.p.) 15 minutes before A-carrageenan injection (n=8);

(viii) Tempol Group: animals subjected to paw edema induction and pre-treated with tempol (30mg/kg,
i.p.) 15 minutes before A-carrageenan injection (n=10):

(ix) Indomethacin Group: animals subjected to paw edema induction and pre-treated with indomethacin

(10mg/kg. i.p.) 15 minutes before A-carrageenan injection (n=8):

Paw edema repeated-dose study (14 days)

The animals were subject to daily administration of lycopene by gastric gavage in the 14 days that
preceded the experiments.

(1) Control Group: animals subjected to subplantar injection into the rat left hind paw of 0.1 ml sterile
saline containing 1% A-carrageenan and administered with saline (1 ml/kg. p.o.) during 14 days (n=11):
(if) Lycopene25 Group: animals subjected to paw edema induction and treated with lycopene (25

mg/kg. p.o.) during 14 days (n=14);
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(iif) Lycopene50 Group: animals subjected to paw edema induction and treated with lvcopene (50

mg/kg, p.o.) during 14 days (n=14).

Repeated dose toxicity study

Animals were subjected to daily administration of lycopene by gastric gavage in the 14 days that
preceded the experiments to evaluate possible repeat dose associated toxicity.

The rats were randomly assigned to three groups as described:

(1) Control Group: animals received only water during 14 days (n=10);

(i) Lycopene25 Group: animals were treated with lycopene (25 mg/kg, per day) during 14 days
(n=10):

(iif) Lycopene30 Group: animals were treated with lycopene (50 mg/kg, per day.) during 14 days
(n=10).

At the end of the chronic treatment with lycopene, rats were sacrificed by overdose of sodium
pentobarbital and blood was collected by cardiac puncture into a serum SST  gel and clot activator
tube (Becton 3.4 Dickinson, France) and was centrifuged (3000 rpm for 10 min at room temperature) to
separate serum. Serum was analyzed by a local laboratory for clinical chemistry - Clinica Medica e
Diagnostico Dr Joaquim Chaves (Miraflores, Alges. Portugal). Alanine aminotransferase (ALT, a
specific marker for hepatic parenchymal injury) and aspartate aminotransferase (AST, a nonspecific
marker for hepatic injury) were measured to evaluate the liver fuction. Lactate dehydrogenase (LDH.
an unspecific cellular injury marker) was measured to evaluate the general organic function. Amylase
was measured to evaluate the pancreatic function. Urea and creatinine were measured to evaluate renal

function.

Liver ischemia/reperfusion (I/R) study

The liver, and in particular hepatic cells, plays a central role in the metabolism of the several
compounds such as vitamins, lipids. drugs. etc. Ischemia-reperfusion liver injury occurs in several
clinical and pathological situations and consists of an interruption of blood supply to the liver followed
by reperfusion. When the blood supply is restored, the organs are usually subjected to a further insult,
aggravating the injury created within the ischemic period"!”. This reperfusion insult is a direct
consequence of a complex interplay between different mechanisms. At the beginning of liver
reperfusion, microcirculation failure results from endothelial cell activation, vasoconstriction,
leukocyte recruitment and entrapment (leukostasis). and platelet aggregation within the sinusoids"®.

These effects prolong hypoxia. since areas of the liver remaining ischemic despite the onset of

6
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reperfusion, resulting in activation of Kupffer cells and neutrophils, which produce proinflammatory

cytokines and oxygen-derived free radicals, further aggravating the hepatic injury“g'm.

For these experiments, all rats were anesthetized with sodium pentobarbital (Eutasil. 60 mg/kg i.p:
Sanofi Veterinaria, Portugal) and anesthesia was maintained by supplementary i.p. bolii of sodium
pentobarbital. Briefly, anesthetized rats were placed onto a thermostatically controlled heating mat
(Harvard Apparatus Ltd, Kent, UK) and body temperature maintained at 37 = 0.5 °C by means of a
rectal probe attached to a homoeothermic blanket. A tracheotomy was performed to maintain airway
patency and to facilitate spontancous respiration. The jugular vein was cannulated (PP25, 1.D. 0.40
mm; Portex) for the administration of saline or anesthesia as required. A midline laparotomy was
performed in order to carefully expose the liver.

The rats were randomly allocated into five groups as described:

i) Control Group: data from nonmanipulated animals — rats which were not subjected to any surgical
procedure (n=10);

ify Sham Group: rats which were subjected to the surgical procedures described below except for liver
I/R. Rats which received vehicle as a daily administration by gastric gavage in the 14 days that
preceded the experiments to liver IR, and maintained under anesthesia for the duration of the
experiment (n=11);

i11) VR Group: rats which were subjected to the surgical procedures described below and underwent
liver ischemia for 45 min followed by reperfusion for 2 h (n=8);

iv) I/R + Lycopene Group: rats which received lycopene (25 mg/kg. per day) as a daily administration
by gastric gavage in the 14 days that preceded the experiments and underwent the full /R procedure
(n=7);

v) Lycopene Group: rats which received lycopene (25 mg/kg, per day) as a daily administration by
gastric gavage in the 14 days that preceded the experiments and underwent the surgical procedures

deseribed for the Sham Group (n=14).

For the liver /R surgical procedures, ligament attachments connecting the liver, diaphragm, abdominal
wall and neighbouring organs were divided. The liver hilus was exposed to find the common hepatic
artery and the portal vein. A vascular microclamp was used to interrupt the portal venous and arterial
hepatic blood supply to the three cephalic lobes of the liver during 45 min. The three caudal lobes
retained and intact portal inflow and venous outflow, preventing the intestinal venous congestion and

possible leakage of bacteria or bacterial products to the circulation. Reperfusion commenced once the
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vascular clip was removed, and was allowed to proceed for 2 h. Occlusion was verified visually by
change in the colour of the liver to a paler shade, and reperfusion by a blush. Other rats were subjected
to sham-operation (Sham-operated). which underwent identical surgical procedures to I/R Group rats
but did not undergo I/R of the liver clamping and were maintained under anaesthesia for the duration of

the experiment. At the end of all experiments, rats were sacrificed by an overdose of anaesthetic.

Measurement of biochemical parameters

At the end of the reperfusion period for the liver /R experiments and whenever appropriate regarding
other experiments, blood was collected into a serum SST gel and clot activator tube (Becton 3.4
Dickinson, France) and was centrifuged (3000 rpm for 10 min at room temperature) to separate serum.
Serum was analyzed within 24 h by a laboratory for clinical chemistry - Clinica Medica ¢ Diagnostico
Dr Joaquim Chaves (Miraflores, Alges. Portugal). Liver injury was assessed by measuring the rise in
the serum levels of alanine aminotransferase (ALT, a specific marker for hepatic parenchymal injury).
aspartate aminotransferase (AST, a nonspecific marker for hepatic injury) and gamma-glutamyl
transferase (y -GT, a very sensitive but nonspecific indicator of liver disease with the increased activity

found in both the cholestasis and hepatocellular damage).

Measurement of liver tissue malondialdehyde (MDA)

Malondialdehyde (MDA) levels in the liver tissue were determined as an indicator of lipid
peroxidation. Briefly. liver tissues, collected at the end of the /R experiment, were homogenized in
1.15% KCI solution. An aliquot (100 pL) of the homogenate was added to a reaction mixture
containing 200 ul. of 8.1% (w/v v/v) SDS. 1500uL of 20% (v/v) acetic acid (pH 3.5). 1500 ulL of
0.08% (w/v) thiobarbituric acid. and 700 uL distilled water. Samples were then boiled for 1 h at 95 °C
and centrifugated at 3000 g for 10 min. The absorbance of the supernatant was measured by

spectrophotometry at 650 nm.

Measurement of antioxidant capacity

The method for determining the antioxidant capacity of the extract used was the Oxygen Radical
Absorbance Capacity method (ORAC) described by Ou et al. 2001. This method is based on the ability
of certain substances to inhibit fluorscein oxidation induced by peroxyl radicals (ROO’) generated by
AAPH (2°.2°-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride). The assay consists on the addition of
300pL of sample to a fluorscein solution (1800uL, 4x10-6mM) at 37°C. After AAPH addition. the
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mixture’s flourescense is measured every minute, during 30 minutes (Aep=515nm, (Agy=493nm). All
solutions are prepared in PBS (75mM. pH 7.4). Antioxidation values are calculated trough the loss of
fluorscein flourescense throught the 30 minutes by comparison to an antioxidant standard — Trolox.

The final result is expressed in terms of Trolox equivalent Antioxidant Capacity (TEAC).

Statistical Analysis
The results were expressed as the mean ~ SEM and were compared using a one-factorial ANOV A test,

followed by a Dunnet’s post-test. A P value less than 0.05 was considered to be statistically significant.

RESULTS

Paw edema acute dosing study

Intraplantar injection of carrageenan in rats led to an increase in paw volume after 6 hours (46.9 % +
7.6) when compared with the control group (Fig 1). This increase was significantly reduced in a dose-
dependent manner by pre-treatment with lycopene. with the most significant effect observed at the
doses 25 mg/kg and 50 mg/kg.

Comparison of the effect of a single administration of lycopene (25 mg/kg and 50 mg/kg) with the
effect of tempol (30 mg/kg). trolox (30 mg/kg) and indomethacin (10 mg/kg) showed that the lycopene
administration reduced edema formation in the same magnitude as tempol. trolox and indomethacin

(Fig 2).

Paw edema repeated dose study
Carrageenan-induced edema was significantly reduced in animals treated daily with lycopene at the
doses 25mg/kg and 50 mg/kg for 14 days (Fig 3). The reduction of carrageenan-induced edema was not

significant different between the doses 25 mg/Kg and 50 mg/Kg.

Repeated dose toxicity study (14-days)

Daily administration of lycopene during 14 days at the doses of 25 and 50 mg/Kg. didn’t exhibit any
significant differences in ALT, AST, LDH. amylase. urea and creatinine serum levels when compared
with the control group (Table 1),
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Effect of lycopene treatment on liver injury

In sham-operated rats, the surgical procedure did not produce a significant change in serum levels of
AST (Fig 4a), ALT (Fig 4b) compared with the control group. When compared with sham-operated
rats, /R of the liver resulted in significant rises in the serum levels of the marker enzymes AST, ALT
and y-G'T., demonstrating the development of hepatocellular injury. In rats subjected to I/R pre-treated
with lycopene no significant rise y -GT serum levels were detected when compared with sham group
(Figs 5). Significant rises in the serum levels of the enzymes AST and AL'T were observed in the group
pre-treated with lycopene plus /R when compared Sham group but the serum levels of these marker
enzymes were lower than I/R group (Fig 4 a and b). Lycopene by itself. when administered to rats not

subjected to I/R injury, had no significant effect on AST and ALT levels (Fig 4a and Fig 4b).

Effect of lycopene treatment on the liver tissue levels of MDA

Pretreatment with lycopene resulted in a decrease on the liver MDA levels when compared with the
liver samples from the IR group. This indicates that lipid peroxidation of the liver tissue was reduced
on the pretreated organs subjected to I/R (Fig. 6).

Antioxidant capacity
The antioxidant capacity of lycopene. calculated as Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)
was 86.73+7.86 pM TEAC/g.

DISCUSSION

The production of reactive oxygen species and an imbalance of the cellular oxidative status have been
related to the initiation and progression of inflammatory processes and administration of antioxidant
substances has proven to be useful in the reduction of injury associated with several situations of shock,
inflammation and ischemia-reperfusion injury‘m.

Lycopene is a carotenoid with known antioxidant properties, and as re-evaluated by the ORAC method
in this paper. it revealed a very potent antioxidant capacity (86.73+7.86 pM TEAC/g). higher than the
whole tomato (4.064£37.76 uM TEAC/g).

Thus, knowing the importance of antioxidant substances on inflammation situations, we aimed to
evaluate the anti-inflammatory activity of lycopene. Therefore we ecvaluated the local anti-

inflammatory properties of lycopene on a model of carrageenan-induced paw edema, when acutely and
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chronically administered. and also the effect of chronically administered lycopene in a model of hepatic
injury caused by ischemia-reperfusion of the liver.

Results show that lycopene administration significantly reduced edema formation 6 hours after
induction by intraplantar injection of carrageenan. thus exhibiting local anti-inflammatory effect. This
effect was observed when the administration was performed immediately before induction or by
repeated administration in the 14 days that preceded the experiment. In the acute dosing study. a dose-
response relationship was observed, achieving a maximal effect of 30% of edema reduction at the 50
mg/kg dose. In the repeated dosing study both doses evaluated revealed 30% of edema reduction with
no dose-response relation. This probably reflects that a maximal anti-inflammatory effect is obtamed
when lycopene is administered at the tested doses during 14 days.

This local acute inflammation model induces a biphasic edema consisting on an early phase (up to 2 h)
followed by a more sustained late phase (2 to 6h). The early phase of carrageenan edema is related to
the production of immediate inflammation mediators like histamine, bradykinin, leukotrienes, platelet-
activating factor and cyclooxygenase products in the inflamed tissue. The late phase is related to

2% . - . . .
*2) and the production of reactive species such as hydrogen peroxide, superoxide

(24)

neutrophil infiltration
radical, peroxinitrite™ and pro-inflammatory prostanoids
Giving the importance of the oxidative status in the formation of edema. the anti-inflammatory effect
exhibited by lycopene in this model might be related to its anti-oxidant properties.

Lycopene also exhibited anti-inflammatory effect in a rat model of liver injury induced by ischemia-
reperfusion in which administration of lycopene during 14 days led to a reduction of liver injury. The
increase in the serum levels of AST and ALT induced by /R was significantly attenuated by pre-
treatment with lycopene and y-GT serum levels in lycopene-treated rats were not significantly different
form sham-operated rats (not subjected to I'R).

Measurement of the tissue levels malondialdehyde (MDA) revealed that UR injury increases MDA
production, a consequence of an increase in lipid peroxidation. Liver samples from lycopene-treated
rats exhibited lower levels of tissue MDA than rats subjected only to I/R. This indicates that lipid
peroxidation of the liver tissue was reduced on the pretreated organs subjected to I/R.

This suggests that the beneficial effect of lycopene on the reduction of liver injury might be related to
its antioxidant properties.

Ischemia-reperfusion injury occurs in a number of clinical settings, including liver surgery,
transplantation, and hemorrhagic shock with subsequent fluid resuscitation, leading to significant
morbidity and mortality. The mechanism underlying ischemia-reperfusion damage to liver is likely to
be a multi-factor phenomenon involving a complex interaction between different mechanisms such as
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endothelial cell activation, vasoconstriction, the activation of Kupffer cells and neutrophils that produce
pro-inflammatory mediators such as reactive species. The reactive species produced in liver ischemia-
reperfusion are one of the elements responsible for the worsening of cellular damage found in this
model™®*¥, The administration of antioxidant therapy has been proposed as a new pharmacological
tool in the reduction of the damage caused by reactive species in ischemia-reperfusion situations®®,
Sepodes et al confirmed this beneficial antioxidant effect using TEMPOL, an intracellular free radical
scavenger. In that study, TEMPOL limited the damage provoked by liver ischemia-reperfusion injury,
improving liver function and resistance to injury"®,

The improvement on hepatic function markers in ischemia-reperfusion conditions by lycopene is in
agreement with the other ischemia-reperfusion damage model. In the myocardial ischemia-reperfusion
model. the early intervention with lycopene resulted in the preservation of the myocardial antioxidant
status: it reduced the lipid peroxidation induced by this model and produced a reduction of myocardial
damage"! D,

We also evaluated the systemic toxicity of lycopene at the doses of 25 mg/kg/day and 50 mg/kg/day
during 14 days. Serum levels of biomarkers for organ injury were evaluated. No significant difference
was observed between lycopene-treated and control groups. indicating that lycopene administration
during 14 days did not led to kidney. liver or pancreatic injury (Table 1). This is in agreement with
other studies in which lycopene was considered to have a relatively large margin of safety with an
absence of toxic effects in long term administration of higher doses®”.

In conclusion, our results show for the first time that lycopene exhibits local anti-inflammatory activity
in the carrageenan-induced paw edema model and attenuates liver injury induced by ischemia-
reperfusion, which appears to be related to its antioxidant properties.

Therefore, lycopene administration might be useful in the management of inflammatory processes and
further research on anti-inflammatory carotenoids might lead to the discovery of new pharmacological
tools in the treatment of inflammatory diseases.

To conclude, this study means to show that. apart from its nutritional character, lvcopene showed anti-
inflammatory activity and reduced liver injury induced by I/R. This nutrient might be useful in the
prophylaxis of current damage caused by inflammatory processes and this protection is evident when
lycopene is administrated chronically, suggesting that the regular consumption of lycopene-rich

products (such as tomatoes and their products) might help limiting inflammatory damages and

improves health.
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