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RESUMO

O licopeno é um carotendide encontrado em abundancia no tomate e em seus produtos,
sendo responsavel pela coloracdo vermelha em frutas e vegetais. Suas propriedades
antiinflamatdrias e antioxidantes em diversos tipos de células e tecidos, incluindo o figado, tém
gerado interesse em pesquisadores, embora os efeitos moleculares e terapéuticos do licopeno,
bem como dos seus metabdlitos, permanece a ser elucidado. O figado é um 6rgao multifuncional
que recebe sangue através do sistema portal expondo suas células a nutrientes e antigenos que
podem gerar uma resposta imunoldgica capaz de gerar danos hepéaticos, como ocorre na hepatite
experimental causada pelo contato com a Concanavalina A (Con A), que induz a ativacao de
linfocitos T CD4" (T helper) e células de Kupffer por mecanismos Thl e M1 responsaveis pelos
danos hepéticos agudos. O objetivo do trabalho foi investigar o efeito preventivo e terapéutico do
licopeno contra a hepatite autoimune pela Con A. Foram testados 4 protocolos de tratamento,
sendo dois preventivos com licopeno 5uM e 50uM administrados antes da Con A e dois
protocolos de tratamento cujas doses de licopeno foram administradas 72h depois da inducéo por
Con A. Todos os tratamentos com licopeno duram 7 dias com doses diarias via oral em
camundongos Balb/c. Os tratamentos com 5uM de licopeno foram satisfatoriamente eficientes
nos parametros estudados: reducdo do infiltrado inflamatério nas triades portais e nos danos
celulares em hepatocitos da zona lobular; reducdo percentual de leucocitos mobilizados na
medula 6ssea e linfocitos T CD4 e CD8 no timo; aumentou o percentual de mondcitos e
macréfagos no figado inflamado, restaurou os percentuais de galectina-3 (marcador M2). Estes
dados sugerem um novo papel para o licopeno, como um fator nutracéutico capaz de desviar
resposta imune Th1/M1 danosa ao figado inflamado para resposta Th2/M2 humoral e

regenerativa.

Palavras-chave: licopeno; hepatite; hepatite toxica; concanavalina A; galectina-3



ABSTRACT

Lycopene is a carotenoid found in abundance in tomatoes and their products, being responsible
for the red color in many vegetables and fruits. Its anti-inflammatory and antioxidant properties
in various cell and tissue types, including the liver, has generated interest among researchers,
although the molecular and therapeutic effects of lycopene and its metabolites, remains to be
elucidated. The liver is a multifunctional organ that receives blood through the portal system
exposing their cells to nutrients and antigens that can generate an immune response capable of
generating liver damage, as in experimental hepatitis caused by contact with Concanavalin A
(Con A), induces CD4+ T lymphocyte activation and Kupffer cells for Th1l/M1 mechanisms
responsible for acute liver damages. The objective of this study was to investigate the preventive
and therapeutic effects of lycopene against autoimmune hepatitis defined by intravenous Con A.
Four protocols were tested, two preventive methods where lycopene 5uM and 50uM were
administered before Con A and two treatment protocols whose lycopene doses were administered
72 h after Con A induction. All treatments with lycopene were performed daily during 7 days
with oral doses in BALB / ¢ mice. The treatments with lycopene 5uM were satisfactorily efficient
in the studied parameters: reduction of inflammatory infiltrate in the portal triads and cellular
damage in hepatocytes of lobular zone; percentage reduction of leukocytes in bone marrow and
mobilized CD4 and CD8 in thymus; increased the percentage of monocytes and macrophages in
the inflamed liver, restored the percentage of galectin-3 (marker M2). These data suggest a new
role for lycopene, as a nutraceutical factor able to drive immune response Thl / M1 in the

inflamed liver to Th2/M2 humoral and regenerative response.

Key-words: lycopene; hepatitis; toxic hepatitis; concanavalin A; galectin-3
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1. INTRODUCAO

1.1 — Carotendides

Os carotenoides sdo pigmentos (amarelo, laranja e vermelho) lipossoliveis encontrados
em frutas e vegetais (Bendich e Olson, 1989). Biossintetizados por plantas e por alguns
microorganismos. Mamiferos sdo incapazes de sintetizar carotendides o que torna necessario
obté-los através da alimentacdo (Krinsky e Johnson, 2005). Sua quantidade no alimento pode
variar devido a fatores, como a variedade vegetal, forma de cultivo, estagio de maturacéo,
condicdes pos colheita, e a0 modo de preparo para o consumo (Rodriguez-Amaya, 2003). A sua
composicdo quimica é definida por tetraterpendides (C4) formados pela unido de oito
isoprenoides (Cs), exceto a bixina e crocetina, pois possuem cadeia carb6nica com menos de
quarenta carbonos (Bendich e Olson, 1989; Abdel-Aal e Rabalski, 2015; Hussain et al., 2015).

Sdo classificados em dois grupos: carotenos e xantofilas (Stahl e Sies, 2007; 2012).

Os carotenos sdo hidrocarbonetos poliénicos com variados graus de instauragdo, por
exemplo, o e B-caroteno, e licopeno (Figura 1A). Ja as xantofilas sdo sintetizadas a partir dos
carotenos, por meio de reacdes de hidroxilagdo e epoxidacdo, por exemplo, B criptoxantina,
luteina e zeaxantina (Fiedor e Burda, 2014) (Figura 1B). Alguns carotenoides sdo precursores da
vitamina A por possuirem pelo menos um anel de b-ionona com cadeia lateral poliénica com um
minimo de 11 carbonos. Entre os carotenoides, o B-caroteno é o mais abundante em alimentos e
apresenta maior atividade pro-vitamina A (Hammond e Renzi, 2013). Suas propriedades
funcionais estdo relacionadas a sua estrutura quimica formada por um longo sistema de duplas
conjugadas. Este sistema é responsavel pela atividade antioxidante, tanto na absorcdo do oxigénio
singlet quanto nas interacfes com radicais livres, por interromper as reacfes em cadeia onde eles
estdo envolvidos. No entanto a presenca dessas ligagbes também facilita a oxidacdo dos
carotenoides, 0 que provoca uma perda da coloracdo nos alimentos (Hernandez-Marin et al.,
2013; Dambeck e Sandmann, 2014).
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Figura 1: Esquema representando a estrutura quimica dos carotenos (A) e das xantofilas (B). Adaptado
(Meléndez-Martinez et al., 2007b; a)
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1.2 — Licopeno

Dentre os carotendides ndo precursores da vitamina A, destaca-se o licopeno (CsoHsg)
pigmento responsavel pela coloracdo avermelhada a rosada em diversos vegetais. As principais
fontes sdo o tomate, goiaba vermelha, melancia, maméo e pitanga (Story et al., 2010). Sua
estrutura aciclica e simétrica caracterizada por quarenta carbonos dispostos em onze duplas
ligagBes conjugadas e duas duplas ndo conjugadas possibilita as formas isoméricas trans e cis,
sendo a forma isomérica all-trans priméaria encontrada nos alimentos (Figura 2A). Entretanto,
pode sofrer mono ou poli-isomerizacdo pela luz, energia térmica ou reacGes quimicas para a

forma isomérica cis, extremamente bioativa (Rao, 2002; Khoo et al., 2011) (Figura 2B).
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Figura 2: (A) Estrutura quimica do licopeno. (B) Formas isoméricas All-trans e Cis do licopeno(Agarwal et al.,
2001).

A casca dos alimentos fonte é onde encontramos a maior quantidade de licopeno, e
aumenta conforme o amadurecimento. Visto que o sistema de duplas ligagbes conjugadas
constitui o cromoforo responsavel pela coloracdo vermelha quando esse sistema conjugado
aumenta, a cor também se intensifica (Rodriguez-Amaya, 2003). Alimentos processados

geralmente possuem maiores niveis dos que encontrados no alimento cru. O efeito térmico torna-
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se importante, pois provoca 0 rompimento de sua membrana proporcionando a conversido da
forma trans para a forma cis. Fatores como matriz alimentar, quantidade e tipo de gordura
dietética, fibra alimentar, interagcdes entre carotendides e 0 processamento que o alimento fonte
de licopeno for submetido podem interferir em sua biodisponibilidade (Agarwal et al., 2001; Rao,
2002; Rodriguez-Amaya, 2003).

O licopeno proveniente da dieta é incorporado as micelas de gordura ingerida e absorvido
por difusdo passiva pela mucosa intestinal. Saindo dos enterdcitos é carreado por quilomicrons,
que sofrem acdo de lipases. Através da corrente sanguinea, sdo distribuidos passivamente por
varios Orgdos e tecidos, dentre eles, adrenais, rins, células adiposas, bago, pulmdo, 6rgaos
reprodutores. O licopeno pode acumular-se no figado ou ser envolvido por proteinas de
densidade muito baixa (VLDL) e retornar ao sangue (Ma et al., 2016; Marti et al., 2016).

As propriedades antiinflamatorias e antioxidantes do licopeno tém gerado interesse em
pesquisadores, devido a capacidade protetora contra doengas humanas associadas com estresse
oxidativo e inflamacdo. Entretanto, os efeitos moleculares e terapéuticos do licopeno, bem como
dos seus metabolitos, permanece a ser elucidado. Considerando suas propriedades antioxidantes,
o licopeno pode ser considerado um potente seqlestrador do oxigénio, comparativamente mais
potente que a maior parte dos outros carotenoides plasmaticos, sendo duas vezes mais potente
que o B-caroteno para neutralizar a acdo do oxigénio (Di Mascio et al., 1989). Além de proteger
contra danos oxidantes, o licopeno pode estimular varias funcGes celulares do sistema
imunolodgico (Rodrigues et al., 2012; Zou et al., 2013; Lin et al., 2014; Murillo e Fernandez,
2016; Pifia-Zentella et al., 2016; Yang et al., 2016).

O metabolismo do licopeno inclui clivagem enzimética e reacdes quimicas capazes de
gerar um conjunto de licopenoides. Modelos experimentais murinos indicam que carotendides
precursores da vitamina A sdo clivados pela enzima caroteno 15,15-oxigenase (CMO1). O
licopeno diferente dos demais carotendides, pois é clivado pela enzima caroteno 9,10-
oxigenase (CMO2) de modo que, quanto maior a perda da enzima CMO2, maior sera a
concentracédo de licopeno intacto no sangue. A presenca ou auséncia da CMO2 é capaz de gerar
diferentes mecanismos de ac¢ao do licopeno no figado. (Mein et al., 2008; Ford et al., 2010; Ip e



Wang, 2014; Ip et al., 2015) Além disso, estudos sugerem que a enzima CMOL1 é incapaz de
reconhecer o licopeno ap6s sofrer isomerizagdo (Mein et al., 2008; Ip e Wang, 2014).

Estudos clinicos e observacdes experimentais tém demonstrado que dietas enriquecidas
com tomate estdo correlacionas com riscos reduzidos de canceres em tecidos distintos (Teodoro
et al., 2012; Slattery et al., 2013; Ilic, 2014; Takeshima et al., 2014). Entretanto, dados
epidemioldgicos apontam para as dificuldades em concluir os efeitos quimiopreventivos
dependentes de licopeno. Em doencas ndo-tumorais, licopeno tem sido pouco estudado. Um

orgdo-alvo importante nos modelos experimentais ndo-tumorais € o figado.

1.3 — Histofisiologia do Figado

O figado é um 6rgdo multifuncional cujas funcgdes estdo relacionadas ao metabolismo de
carboidratos, lipideos, e proteinas; armazenamento de vitaminas e sais minerais; producdo de
componentes da cascata de coagulacdo; modificacdo, remocdo ou excrecdo de farmacos,
hormonios e outras substancias (Ito e Adachi-Akahane, 2013).

Anatomicamente, localiza-se na parte superior direita da cavidade abdominal, abaixo do
diafragma, protegido pelas Gltimas costelas. Em humanos ha quatro lobos: direito, esquerdo,
caudado e o quadrado. Na parte inferior do figado (hilo hepatico), localizam-se a artéria hepatica,
um ramo do troncoceliaco, que fornece 20 a 25% do sangue oxigenado, e a veia porta hepéatica
que transporta sangue do trato digestivo, pancreas e do baco (Juza e Pauli, 2014). No interior do
figado, tais vasos se ramificam em uma complexa rede de capilares sanguineos sinusoidais que
contata cada célula do parénquima hepético. Os sinusoOides convergem para uma veia central
(centrolobular) e as veias centrolobulares convergem para formar as veias sublobulares, e o
sangue retorna pela veia cava inferior seguidas das coletoras e pelas veias hepaticas (Figura 3).

Em camundongos, o figado se localiza na porcéo superior ligeiramente a direita do
abdome, com uma face em contato com diafragma onde se encontra aderida por ligamentos
triangulares, coronarios e falciformes, e outra face revestida por celulas mesoteliais (Pearcy e
Barthold, 2007). Em particular camundongos apresentam lobacao hepatica com nimero variavel
guando comparadas aos humanos e a outros roedores (Nickel, 1979; Pearcy e Barthold, 2007).

Entretanto em aspectos histofisioldgicos sdo semelhantes (Diaconescu et al., 1966).
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Figura 3: Sistema circulatdrio associado ao figado. Adaptado de www.medicallywiseinfo.com.

Em termos histoldgicos, o figado esta envolto pela cdpsula de Glisson (membrana
conjuntiva fibrosa) e pelo peritbnio na regido em contato com o diafragma. Esta cépsula
conjuntiva invade o parénquima formando septos que subdividem o figado em estruturas
funcionais denominadas l6bulos hepéticos classicos e acinos hepaticos, de acordo com 0s
aspectos morfolédgicos e funcionais do figado. Os l6bulos hepaticos classicos tem uma forma
hexagonal centralmente marcada pela veia centrolobular envolvida por corddes de células
hepaticas (hepatdcitos) em contato direto com as ramificacfes da veia porta, da artéria hepatica e
dos canais biliares, componentes da triade portal presentes nos vértices de cada l6bulo. As
ramificacdes da veia porta e da artéria hepética se fundem aos sinusdides rodeados de hepatdcitos
e convergem na veia centrolobular, considerada o eixo morfoldgico destes 16bulos (Figura 4A).

Os acinos hepaticos sdo as unidades funcionais do figado caracterizadas pela massa do
parénquima dependente do suprimento sanguineo através do sistema porta. A zona 1 (periportal),
proximal ao espaco porta é a primeira a receber sangue com alto contetdo de oxigénio, insulina e
glucagon, tem alta taxa metabdlica, e é a primeira a mostrar sinais de regeneracdo. A zona 3

(centrilobular), proximal as veias hepaticas terminais, recebe sangue por ultimo e estd mais
6



sujeita a sofrer necrose em situagBes de hipoxia. Na zona 2 (mediolobular), o sangue chega com
contetdo intermediario de oxigénio e outros nutrientes (Kierszenbaum, 2008) (Figura 4B).

Figura 4: Fotomicrografias de fragmentos de figado. A) Fragmento corado com tricrdmico de Mallory evidenciando
um lébulo hepético delimitado por fibras de coldgeno (azul) distribuidas pelos septos interlobulares (fonte:
www.vetmed.vt.edu do College of Veterinary Medicine — University of Virginia — Maryland). TP = triade portal;
CL= veia centro-lobular (CL). (B) Fragmento corado com hematoxilina e eosina contendo as zonas 1, 2 e 3 de um
acino hepatico, caracterizado pelo espago existente entre uma triade portal e uma veia centro-lobular. As setas
representam o movimento de dispersdo do sangue entre os sinusoides hepaticos. Fonte: http://library.med.utah.edu/
(University of Utah). Aumento: A = 100x e B = 200x.

Os trés componentes teciduais da regido portal do figado (triade portal) sdo um ramo da
veia porta, um ramo da artéria hepatica e um ducto biliar. Esta regido histoldgica fica localizada
na periferia dos I6bulos hepéticos classicos onde existe uma massa de tecido conjuntivo colageno
de sustentacdo (Junqueira e Carneiro, 12% edicdo, 2013). Na microscopia optica, 0s vasos
sanguineos sdo identificados pelo epitélio simples pavimentoso de revestimento (endotélio)
enguanto os ductos biliares sdo revestidos por um epitélio cubdide e transporta bile até a vesicula
biliar (Figura 5).



Figura 5: Fotomicrografia de figado evidenciando a triade portal. Ducto biliar revestido por epitélio
simples cUbico. Ramos da artéria hepéatica e da veia porta revestidos por epitélio pavimentoso simples (endotélio).
Um hepatdcito apontado revela sua organizacdo na forma de corddes celulares. Coloracdo hematoxilina e eosina.
Aumento = 400x. Adaptado da fonte: http://www.vetmed.wsu.edu/ (Washington State University).

Os hepatdcitos sdo células poliédricas com diametro variando de 20-30 um e cada célula
possui um ou dois nucleos arredondados com um ou dois nucléolos evidentes. Em termos
funcionais, sdo consideradas células extremamente versateis, incluindo a sintese de diversas
proteinas plasméticas para exportacdo, como albumina, protrombina, fibrinogénio e lipoproteinas,
além da bile secretada nos canaliculos biliares. O encontro de dois hepatdcitos delimita um
canaliculo biliar, onde a bile flui na direcdo inversa do sangue, do centro lobular para a sua
periferia, onde adentra nos ductos biliares. Estes ductos gradualmente aumentam de didmetro e se
fundem, dando origem ao ducto hepéatico. No citoplasma dos hepatdcitos, agregados de
glicogénio estdo frequentemente associados ao reticulo endoplasmatico liso e este estoque serve
de reserva de glicose para o organismo (Junqueira e Carneiro, 122 edi¢éo, 2013).


http://www.vetmed.wsu.edu/
http://www.infoescola.com/citologia/nucleolo/

Alem dos hepatdcitos, outras células estdo localizadas no figado e participam da
histofisiologia deste 6rgdo, como as células de Kupffer (macréfagos) e as células estreladas
hepaticas (células de Ito). As células de Kupffer residem nos interior dos sinusoides e servem de
sentinelas incorporando moléculas dispersas no sangue circulante. Produzem citocinas pro e anti-
inflamatorias, independente de estimulos estranhos ao figado, contribuindo para regulacdo
fisiologica deste 6rgdo. Também estdo correlacionados com danos hepéticos agudos induzidos
por lipopolissacarideos (LPS) bacterianos e hipercoagulopatias durante hepatite induzida por

concanavalina A (Tsutsui e Nishiguchi, 2014).

As células de Ito constituem aproximadamente 10% das células hepaticas e sobcondi¢des
fisioldgicas exibem uma elevada capacidade de estocar vitamina A, na forma de retindis em
goticulas lipidicas. Na forma quiescente, as células estreladas hepéticas estdo localizadas no
espaco de Disse, um espaco definido entre os hepatdcitos e as células endoteliais sinusoidais
(Geerts, 2001). Em condicGes patoldgicas, surgem os miofibroblastos. Embora a principal fonte
destas células seja a diferenciacdo das células estreladas hepaticas, alguns autores identificaram
outras fontes, incluindo transicdo epitélio-mesenquimal (Kalluri e Neilson, 2003) e origem
mesenquimal (Asahina et al., 2009). De fato, os miofibroblastos se ativam e proliferam em
respostas a agressores teciduais e sdo consideradas as principais responsaveis pela fibrose
hepética devido a capacidade elevada em produzir componentes de matriz extracelular, como
coladgeno (Xu et al., 2014).

Também considerados residentes no figado, os linfocitos compdem o tecido hepatico
principalmente na forma de células NK (Natural Killer) que expressam marcadores
determinantes da linhagem NK e receptores de células T (TCR), e por isso, considerados
linfocitos T NK. Tais células produzem elevadas quantidades de citocinas pré e anti-inflamatérias
apos ativacdo do TCR (Santodomingo-Garzon e Swain, 2011), sdo excepcionalmente abundantes
quando comparadas com outros 6rgdos e estdo localizados nos sinusoides e no espaco de Disse
(Tsutsui e Nishiguchi, 2014) (Figura 6).
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Figura 6: Esquema representando a localizacéo das células de Kupffer e das células estreladas hepaticas (células de
Ito). As células de Kupffer habitam os sinusoides enquanto as células de Ito preenchem o espago de Disse. Lym
representa células NK, células TNK, e outros linfécitos que habitam o sinuséides (Tsutsui e Nishiguchi, 2014).

Em relacdo ao licopeno, o figado pode ser um dos responsaveis pelo equilibrio tecidual e
sérico dos seus isdmeros cis/trans. Teodoro e colaboradores demonstraram que as células
estreladas hepaticas (células de Ito) estocam e isomerizam licopeno de forma saturavel. (Teodoro
et al., 2009). Vale ressaltar que as células de Ito estdo localizadas no espaco de Disse com funcéo
relacionada ao armazenamento de vitamina A sob a forma de retinol, mas também participam das
respostas inflamatorias hepaticas quando diferenciam em miofibroblastos e passam a sintetizar e

depositar colageno | e 11l no tecido, tipicamente encontrados na fibrose hepatica (Novo et al.,

2014).

1.4 — Acdes do licopeno em doencas hepaticas

Uma substancia pode ser diretamente hepatotoxica ou transformada em um metabdlito

toxico impedindo a depuracdo pelo tecido hepatico. Assim, ocorre um aumento gradativo na
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concentracdo do produto, tornando o tecido susceptivel a lesdo. O desenvolvimento da leséo e
gerado por varios mecanismos de agressao: ligacdo covalente a estruturas celulares, peroxidacdo
lipidica, reacbes de oxidacdo, deplecdo de glutationa. Agressbes celulares podem resultar
alteracdes mitocondriais, alteracGes no citoesqueleto celular ou alteragdes da homeostase idnica
que podem causar uma intensa resposta imune celular contra componentes do parénquima
hepético, caracterizando uma resposta autoimune, neste caso. Em resumo, ha uma resposta
inflamatdria desencadeada pela resposta tecidual que resulta na perda funcional do Orgao
(Srivastava et al., 2010). Recentemente, inUmeros autores tém direcionado seus estudos para
interferir na resposta inflamatoria local, no figado, com o intuito de controlar os eventos mais
agressivos relacionados aos danos hepaticos. Nesse contexto, o licopeno surge como uma das
moléculas propostas com potencial terapéutico.

Os efeitos do licopeno tém sido estudados em doenca de figado gorduroso ndo-alcodlica,
a principal forma de doenga cronica prevalente em adultos e criangas com sobrepeso e/ou obesas
(Ip e Wang, 2014). Uma das fases desta doenca consiste na deposicdo de lipidios no citoplasma
de hepatocitos (esteatose) e progride para uma forma mais agressiva e mais severa caracterizada
por uma intensa resposta inflamatdria (esteato-hepatite), freqlientemente correlacionada com uma
maior probabilidade de desenvolver cirrose e estimular eventos-chaves na carcinogénese hepética
(Berlanga et al., 2014).

Durante a esteato-hepatite, as analises histologicas do figado revelam hepatdcitos
danificados (“inchaco” e morte celular), infiltrado de células inflamatérias e deposicao de
colageno iniciando o processo de fibrose (Cohen et al., 2011). De fato, evidencias apontam que a
progressdo de esteatose para esteato-hepatite e hepatocarcinoma envolve um processe bastante
complexo, desde danos hepaticos iniciais seguidos de inflamacdo, ciclos de necrose e
regeneracdo (Sun e Karin, 2012). Neste contexto, Wang e colaboradores demonstraram que a
suplementacdo com extrato de tomate na dieta de roedores, em comparacdo com o licopeno

purificado, preveniu inflamacéo hepatica induzida por dieta rica em gordura (Wang et al., 2010).

Como o figado recebe sangue através do sistema portal, expde suas células ndo s6 a
nutrientes, mas também antigenos, componentes bacterianos e metabdlitos circulantes. Assim,

estd propenso a contaminagdes sistémicas que induzem uma resposta inflamatdria e imunolégica
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(Crispe, 2009). Em hepatites, por exemplo, caracteriza-se uma inflamacdo no figado de origem
toxica ou infecciosa. Agentes patogénicos como virus tipo B ou C podem colonizar o paréngquima
hepéatico gerando uma resposta imune capaz de interromper e evitar sua progressdo. Entretanto,
estes eventos inflamatorios e imunoldgicos estdo relacionados ao processo de fibrose hepatica,
cirrose ou carcinoma hepatocelular (Racanelli e Rehermann, 2006; Cui et al., 2014). Para
combater esses agentes o figado produz citocinas, quimiocitocinas, e proteinas de fase aguda.
Neste processo, ocorre ativacdo de células residentes e recrutamento de leucocitos (Boltjes et al.,
2014). Quando estes estimulos patogénicos se tornam crénicos, a resposta inflamatoria

desencadeia fibrose e possivelmente cirrose (Bi et al., 2014).

Pacientes com hepatite possuem altos niveis de espécies reativas de oxigénio e baixos
niveis de antioxidantes em seus figados. O licopeno tem sido apontado como um potente
atenuador do estresse oxidativo (Kurcer et al., 2010; Hu et al., 2011; Sheik Abdulazeez e
Thiruvengadam, 2013; Suzuki et al., 2013). Estudos in vivo e in vitro demonstram que o licopeno
e seus metabolitos sdo capazes de atuar em inibidores nucleares, de transcricdo, e em receptores
especificos do figado promovendo alteraces fisioldgicas em cadeia (Ip e Wang, 2014; Tan et al.,
2014). Em particular o licopeno inibe o CYP2E1, uma isoforma do citocromo P450, responsavel
pela conversao de certos xenobioticos em carcindgenos. Além de induzir enzimas de fase | e fase
Il (Bernal et al., 2013; Tan et al., 2014). Evidéncias sugerem que o licopeno pode afetar vias de
regulacdo e sinalizacdo celular independentes das funcGes antioxidantes colaborando para
reducdo da hepatocarcinogénse (Ip et al., 2015; Pifia-Zentella et al., 2016; Yefsah-Idres et al.,
2016). Entretanto alguns mecanismos envolvidos nestes processos ainda permanecem
desconhecidos(Yefsah-ldres et al., 2016)

1.5 - Modelo experimental de hepatite toxica autoimune: Concanavalina A

Hepatite toxica € uma lesdo hepatica causada por inalacdo, ingestdo ou administracao
parenteral de agentes farmacol6gicos ou quimicos (Larrey, 2000). O figado € um 6rgéo central no
metabolismo destas substancias, pois seu objetivo é realizar a biotransformacdo para excre¢ao
renal ou biliar atraves de duas reacdes. A reacdo | envolve complexos Citocromo C redutase e

Citocromo P450 que realizam principalmente reacGes de hidrolise, oxidagdo e reducdo; A reacao
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Il envolve a conjugacdo do farmaco ou do metabdlito com pequenas moléculas endogenas, de
forma a aumentar a sua polaridade (Park et al., 2005; Antoine et al., 2008; Srivastava et al.,
2010). Em ambos os casos, embora os mecanismos celulares e moleculares estejam bem
descritos, ndo ha consenso na forma de prevenir as lesdes hepéaticas quando o figado deve ser
submetido a algum destes produtos hepatotéxicos. H& um crescente interesse pelo estudo dos
mecanismos que provocam a lesdo hepatica, pois reconhecendo tais mecanismos permitira novas
formas de prevencdo e tratamento. No entanto as doencas de figado geralmente séo
diagnosticadas em estagios avancados (Siegel e Zhu, 2009). Os modelos experimentais podem
elucidar mecanismos que levam as injurias hepaticas induzidas por diferentes etiologias, tais

como infeccdo viral e/ou metabolismo anormal.

O modelo experimental de hepatite induzida por Concanavalina A (Con A) € considerado
simples, de baixo custo e reprodutivel. . Além disso, este modelo experimental é adaptavel a
diferentes parametros de doengas clinicas, como as hepatites fulminante, viral e hepatotoxica,
além de doencas hepaticas alcoolicas (Jaeckel et al., 2011). A Con A é uma lectina extraida da
Canavalia brasiliensis, possui forte atividade de aglutinacdo e contem sitios de ligacdo de
glicidios especificos, como a-D-manose, o metil-D-manopiranosido, a-D-glicose e metil-a-D-
glicose, indispensaveis para a inducdo da lesdo do figado pela lectina (\Volarevic et al., 2012;
Wang et al., 2012). A principal atividade consiste na ativacdo de linfocitos T CD4" (T helper)
gerando um aumento na secrecdo de citocinas que favorecem a lesdo hepéatica. Em paralelo,
ocorre lise de células-alvo mediada por linfocitos T CD8" (citotoxicos), que para alguns autores é
um mecanismo secundario (Xu et al., 2010).

Estudos in vivo indicam que 15 minutos apds administracdo intravenosa, Con A se liga a
células endoteliais sinusoidais e 4 horas depois comeca a ativar as células de Kupffer. Em
seguida, células T CD4 * reconhecem o MHC de classe 1I e os receptores de células T interagem
com as células de Kupffer modificadas por Con A, sendo entdo ativadas, desencadeando o
processo inflamatério (Chang et al., 2007; Wang et al., 2012; Zhou et al., 2014). Os danos
hepaticos agudos induzidos pela Con A sdo gerados pelas células de Kupffer, pois tais células
iniciam uma trombose intrasinusoidal patogénica em colaboracdo com as celulas endoteliais

sinusoidais (Kato et al., 2013). Alem disso, estdo envolvidos com o desenvolvimento de fibrose
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hepatica, pois produzem TGFB1 e outras citocinas que ativam miofibroblastos produtores de
coladgeno I, normalmente um tipo celular ausente no figado normal, porém frequentemente

associados a fibrose hepatica (Xu et al., 2014).

Ap0s tratamento com Con A o licopeno foi capaz de estimular atividade de linfocitos
provenientes das placas de Peyer (tecidos linfoides associados ao intestino delgado), aumentando
a producéo de IL-2 e interferon-gama (INF-8) um potente ativador de linfocitos T (Yamaguchi et
al., 2010). Baseando-se nas propriedades ja citadas do licopeno e considerando a hepatite como
ponto inicial do hepatocarcinoma.

1.6 - Galectina-3 x inflamacéo no figado

A galectina-3 é uma lectina animal que possui dois dominios funcionais distintos: uma
regido carboxi-terminal, contendo seu dominio funcional de reconhecimento aos carboidratos e
uma regido amino-terminal, enriquecida com sequéncias repetidas de tirosina, prolina e lisina,
gerando um dominio R (Herrmann et al., 1993), responsavel pela sua auto-associacao e a ligantes
ndo-glicidicos (Massa et al., 1993). Pode estd presente tanto em compartimentos intracelulares
quanto extracelulares (Moutsatsos et al., 1987; Sato et al., 1993). No espaco extracelular associa-
se a carboidratos e participa de interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular (Perillo et al.,
1998). No citoplasma, regula o ciclo celular durante as fases G1 e G2/M, controlando o
crescimento de populacdes celulares através do seu efeito anti-apoptético em determinadas
células, e ainda participa do processamento pos-transcricional de RNAm (Shen e Fan, 2013). Sua
localizacdo nuclear sugere esta relacionada a regulacdo da transcricdo de alguns genes, como IL-
1 e IL-5 (Moutsatsos et al., 1987; Liu e Rabinovich, 2005).

As principais células produtoras de galectina-3 sdo mondcitos e macréfagos (Liu et al.,
1995), células endoteliais (Lotan et al., 1994) células epiteliais renais (Bao e Hughes, 1995),
intestinais (Lotz (Lotz et al., 1993) e mamarias (Castronovo et al., 1996). Macrofagos peritoneais
estimulados com tioglicolato também apresentam maiores concentracdes de galectina-3 intra e

extracelulares (Sato e Hughes, 1994). Aspectos estruturais da molécula sdo fundamentais em
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diversos processos bioldgicos onde atua como proliferacdo, diferenciacdo, adesdo, migracéo,

ativacdo e morte celular, além da progressdo ou regressao tumoral.

No figado a galectina-3 esta diretamente relacionada com processo fibrotico (Abdel-Aal
e Rabalski, 2015). Em modelo experimental de esteato- hepatite ndo alcodlica sua auséncia gerou
lesBes mais graves (lacobini et al., 2011). E preferencialmente produzida por células de kupffer e
as células estreladas hepéticas durante a diferenciagdo em miofibroblastos (Kong, 2011). Durante
resposta imune mediada por macrofagos e células T, galectina-3 direciona respostas Th2 e M2
(Jia et al., 2013). Em contrapartida, o0 modelo experimental de hepatite induzida por Con A

promove uma resposta imune Thl e M1 (Wang et al., 2012).

Esse projeto tem como objetivo avaliar o potencial preventivo e terapéutico do licopeno
em hepatites, principalmente correlacionando seu consumo com mecanismos que regulam
resposta inflamatdria diante de lesBes no parénquima hepéatico. Em resumo, os dados obtidos
neste trabalho revelam um papel imunomodulador do licopeno modificando a resposta M1
induzida pela Con A, desviando a resposta para um perfil M2 com maior quantidade de células

positivas para galectina-3 e melhores condi¢des histoldgicas gerais nos animais em tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

e Investigar o efeito preventivo e terapéutico do licopeno contra a hepatite autoimune

medicamentosa gerada pela Concanavalina A

2.2 — Objetivos especificos

e Caracterizar o perfil da /resposta inflamatéria no figado 72h apds a injecdo intravenosa de
Concanavalina A.

e Avaliar os tipos de células do sistema imunologico presentes no figado inflamado por Imuno
histoquimica 72h apds a injecdo de concanavalina A.

e Tratar os animais de forma preventiva, com doses diarias de licopeno (5uM e 50uM) via oral,
desde uma semana antes da injecao intravenosa de concanavalina A.

e Tratar a inflamacdo com diferentes concentracdes de licopeno (5uM e 50uM) in vivo uma
semana depois da instalacdo da inflamacdo e analisar os parametros histolégicos

e Investigar se o licopeno interfere com atividade M1 macrofagica no modelo da hepatite
induzida pela Con A.

e Investigar os fendtipos das células inflamatérias no figado, timo e medula dssea por
citometria de fluxo nos animais tratados com diferentes concentracfes de licopeno (5uM e
50uM) in vivo uma semana depois da instalacdo da inflamacéo.

e Avaliar a presenca de galectina 3+ nos animais tratados com licopeno (5uM e 50uM) de

forma preventiva e terapéutica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados 45 camundongos Balb/c com idade entre 2 e 4 meses obtidos das
colbnias mantidas na Universidade Federal do Rio de Janeiro (Brasil). As manipulacdes nestes
animais foram realizadas de acordo com as normas institucionais especificas para o uso e cuidado
de animais de laboratério (protocolo aprovado: DAHEICB 009, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Brasil). Na idade experimental, os animais foram sacrificados numa cdmara CO,
apropriada durante 10 segundos. Apos assepsia com solugdo alcoolica (etanol 70%), foram

submetidos aos procedimentos cirlrgicos necessarios para os experimentos.

3.2 - Inducédo de hepatite por Concanavalina A

Os camundongos foram induzidos a hepatite por injecdo intravenosa de Concanavalina A
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 20mg /kg em volume final de 100 puL na veia caudal. As
amostras de sangue e figado foram analisadas 72hs apds a injecdo de con A. Nos grupos controles
foram injetados PBS (Phosphate-Buffered Saline), veiculo, pH 7.4, no mesmo volume final
(100pL).

3.3 — Tratamento in vivo com licopeno

Os animais foram tratados com licopeno WS (water soluble) 10% fornecido pela Roche
(Rio de Janeiro, RJ, Brasil) dissolvido em &gua destilada a 50°C. Apds resfriamento a
temperatura ambiente, a solucdo com licopeno foi administrada por gavagem oral nas
concentragfes 5uM e 50 uM. Animais controles receberam o mesmo volume de dgua destilada

(veiculo) e foram considerados controles experimentais (Figura 7).
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| TRATAMENTO PREVENTIVODE7DIAS | INTRAVMA:O
CONC. A 20 mg/kg,

CONC. A 20 mg/kg,
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INTRAVENOSA I TRATAMENTO TERAPEUTICODE 7DIAS I
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Figura 7 (A) Esquema representa o Tratamento preventivo e controle preventivo realizados por 7 dias
consecutivos para posterior indugdo de hepatite e sacrificio.(B) Esquema representa Tratamento
terapéutico e controle terapéutico de 7 dias consecutivos apés inducdo de hepatite por concavalina A.
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Apos sacrificio, os figados e a vesicula biliar foram extraidos cuidadosamente com auxilio
de instrumentos cirurgicos previamente esterilizados em estufa a 100°C por no minimo 4 horas.
Fragmentos do figado medindo cerca de 1mm? foram obtidos com laminas de bisturi. Em
seguida, os fragmentos hepaticos foram imediatamente lavados em PBS, pH 7.4, em temperatura
ambiente, para retirar o excesso de sangue. Subsequientemente, os fragmentos foram fixados em
formol 10% (diluido em PBS, pH 7.4). Os tecidos desidratados em solu¢fes com concentracdo
crescente de alcool etilico (70%, 100%, 100%) num periodo de 30 minutos cada. Posteriormente
submetidos a clarificacao por Xilol, 2 vezes 30 minutos cada . A inclusdo em parafina com 3 %
de cera de abelha foi efetuada em duas incubac¢des durante 30 min cada a 60 °C. Os figados
foram clivados e incluidos transversalmente com as porcGes centrais do fragmento posicionadas
mais externamente no bloco. Foram feitos em média 5 cortes de 4 um de espessura no micrétomo
(Leica Geosystems RM 2125RT, USA). Os cortes foram colocados em laminas de microscopia

desengorduradas, e mantidas em estufa a 60° C overnight.

a) Hematoxilina e eosina: Depois de serem retiradas da estufa, as amostras sdo imersas
em xilol, por 3 vezes, 15 minutos cada a fim de retirar a parafina. Posteriormente é necessario
hidrata-las nos reagentes (&lcool 100%, 95%, 70% e &gua destilada) por 5 minutos cada.
Subsequentemente serdo coradas com hematoxilina de Harris (filtrada) por 15 min, depois
lavadas em agua corrente por 3 minutos. Passadas em alcool cloridrico 1%, e deixadas em &gua
destilada por 5 minutos. Em seguida coradas com solucdo de eosina 1% por 3 minutos.
Realizadas essas etapas mergulham-se 3 vezes as laminas em &gua acética. Depois seréd
necessario desidratar os cortes histologicos mergulhando- as em concentracdes de alcool
(95%,100%, 100%) 5 vezes em cada concentracdo. E por fim clarificadas com xilol por 3 vezes,
5 minutos cada.

b) Coloragdo PAS (Acido Periddico-Schiff ou PAS): Tem a finalidade de identificar
glicogénio no citoplasma de hepatdcitos. Os residuos de glicose da peca estudada produzem
aldeidos que entram em contato com o reagente de Schiff e produz uma cor pUrpura-magenta.
Um corante basico (hematoxilina) adequado e frequentemente usado como um corante de
contraste. Geralmente & usada para distinguir diferentes tipos de doencas de estocagem de
glicogénio. Brevemente, deve-se desparafinizar e hidratar os cortes com agua destilada. Colocar

as laminas na solucdo de Acido periddico 1% por 15 minutos. Lavar em &gua destilada por 5
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minutos. Corar pelo Schiff (quardado na geladeira e no escuro), por 15 minutos em temperatura
ambiente. Colocar em trés trocas de solugéo sulfurosa de uso durante 5 minutos cada e desprezar
apos o uso. Lavar em agua destilada por 4 minutos e corar pela hematoxilina de Mayer durante

10 minutos. Lavar em agua corrente durante 5 minutos e em seguida, desidratar, clarificar e selar.

3.4- Defini¢do dos parametros inflamatdrios

Laminas de figado — Na coloragdo por hematoxilina e eosina, a presenca de infiltrado
inflamatorio na triade portal foi usada como pardmetro de inflamacdo portal, classicamente
descrita como uma reacdo leucocitéria ao redor dos ramos da veia porta- hepatica, da artéria
hepatica e dos ductos biliares 24 e 72h apds a injecdo de concanavalina A. Os I6bulos hepaticos
classicos (veia centro-lobular como eixo morfolégico) e os acinos hepéticos (espaco entre uma
triade portal e uma veia centro-lobular) foram avaliados quanto a presenca de leucdcitos e
distribuicdo de glicogénio pela coloragéo de PAS.

Glicemia- Apo6s sacrificio foi extraida uma aliquota de sangue para analise da glicemia dos
grupos experimentais, cuja dosagem foi realizada através do kit FreeStyle Lite (Abbott, Chicago,

USA) mediante uma gota de sangue em tira reagente quantificada por glicosimetro.

3.5 — Imunohistoquimica

Cortes de 4um foram colocadas em laminas silanizadas STARFROST® Sakura
colocados em estufa por 20 minutos. A desparafinizacdo, reidratacdo e recuperacdo antigénica
foram realizadas em 1 mL solucgéo trilogy (Cell marque, Rocklin, USA) para 99 mL de H,0O
destilada em panela a vapor a 92° C. As laminas foram mergulhadas em dois banhos dessa
solucdo, um de 30 e outro de 10 minutos. Apos retornarem a temperatura ambiente foram lavadas
em H,0 destilada.

O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com solucéo de 30 mL de H,O; para 70

mL de metanol por 20 minutos no escuro. Posteriormente as laminas foram lavadas em por trés
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vezes com PBS-Tween. O blogueio da enzima enddgena foi realizado em solucdo de PBS/BSA
(albumina bovina e azida sodica) 10% com leite desnatado 8% na propor¢do (1/1) durante 60

minutos em camara prépria com parafilm. Depois lavadas por trés vezes com PBS- Tween.

A incubacdo do anticorpo anticorpos monoclonais anti-gal 3, provenientes do hibridoma
M3/38 na concentracao 1: 32 overnight a 4°C. Seguido anticorpo secundario biotinilado: anti-rato
na concentracdo 1:300 por 1 hora a temperatura ambiente. Havendo subsequente amplificacdo
de sinal com estreptoavidina peroxidase (Sigma), na concentracdo de 1:100. Depois foram
lavadas por trés vezes em PBS- Tween. A revelacéo foi realizada com diamendazina 1:50 (DAB)
e contra coradas com hematoxilina de Harris previamente filtrada. Posteriormente foi realizada a
desidratacdo em cadeia ascendente de etanois , diafanizacdo com dois banhos de xilol e

montagem com etelan.

3.6 - Fendtipos das células inflamatorias no figado, timo e medula éssea por citometria de
fluxo

As células do figado e do timo foram obtidas por dissociacdo mecénica e as células da
medula 6ssea foram obtidas através do “flushing” da cavidade femoral. Nesta técnica, deve ser
feito um movimento de expulsdo das células da cavidade 6ssea com auxilio de agulha e seringa
contendo meio de cultura. As hemacias foram lisadas com solucéo hipotdénica tampdo ACK (0,15
M NHA4CI, 1,0 mM KHCO3, 0,1 mM Na2EDTA, pH. 7,2) por 5 min depois centrifugadas por 10
minutos a 1200 RPM (260G). Para garantir especificidade dos anticorpos, os receptores Fc
presentes na membrana de algumas células devem ser previamente saturados com a fragcdo Fc de
IgG. Esta molécula é secretada pelo clone celular 2.4G2, obtido no Banco de Células do Rio de
Janeiro da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As células foram incubadas por 10 minutos
com o sobrenadante desta linhagem celulares depois centrifugadas por 10 minutos a 1200 RPM
(260G). Posteriormente as células obtidas foram incubadas com os anticorpos monoclonais por
30 minutos. Células da medula 6ssea com anti-lgM FITC (Isotiocianato de Fluoresceina), anti-
CD23 PE (Ficoeritrina), anti-B220 PERLP, anti-CD117 ACP. Timo com anti-CD8 FITC e anti-
CD8 PE. Figado anti-CD8 FITC, anti-CD4 PE, anti-B220 PERLP, anti-CD11C ACP, anti-
CD11B FITC, anti-Ly6-c PE e anti-CD45 PERCP (todos da BD Bioscience, CA, USA). As
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amostras foram avaliadas no citbmetro de fluxo FACScalibur (BD Bioscience) através do
programa Cell Quest e analisados no programa WinMDI 2.9.

3.7- Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no programa (software) Prism Graph Pad,
utilizando o teste de comparagdo multipla ANOVA com pos-teste pelo método de Bonferroni.
Valores de p menores que 0.05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1- Inducéo de hepatite por concanavalina A

Os lobulos hepaticos classicos (veia centro-lobular como eixo morfoldgico) e os acinos
hepaticos (espago entre uma triade portal e uma veia centro-lobular) foram avaliados quanto a
presenca de leucdcitos apds 72hs de injecdo intravenosa de Con A. Figados de animais induzidos
por Con A apresentaram um infiltrado inflamatério significativo na regido periportal quando
comparados a figados normais (Figura 8).

Figado normal Figadoinduzido (Con A)

»

Figura 8: Fotomicrografias do figado de animais induzidos com concanavalina A. (A) Figado normal
mostrando uma zona portal (ZP) e uma veia centrolobular (VC). A seta aponta a dire¢do do fluxo de sangue na
regido lobular. (B) Figado de animal induzido com injecéo intravenosa de con A mostrando intenso infiltrado
inflamatério (IF) na regido periportal. (C) Imagem ampliada da regido periportal de um figado normal. (D)
Imagem detalhada da regido periportal de um figado induzido por con A contendo significativo infiltrado
inflamatério (seta). Coloracdo: Hematoxilina e eosina. Resolucdo: A e B, 10x. C e D, 40x. n=5 animais por
grupo. 23



4.2-Parametros Inflamatérios

Diferentes condicGes experimentais foram testadas para avaliar os efeitos da
administragdo oral do licopeno sobre a resposta inflamatéria no figado, gerada pela Con A.
Animais induzidos com Con A preventivamente tratados com licopeno 5uM apresentaram
infiltrado inflamatorio significantemente reduzido na regido periportal (Figura 9A). A
administracdo oral de 5uM de licopeno iniciada 72hs apés a injecdo de Con A também reduziu a
intensidade do infiltrado inflamatério na regido periportal (Figura 9B). Por outro lado, os animais
tratados de forma preventiva (Figura 9C) e terapéutica (Figura 9 D) com 50uM de licopeno ndo
apresentaram alteracfes histoldgicas que indicassem um perfil inflamatorio diferente na regido

periportal dos animais induzidos com Con A sem tratamento algum.

Llcopeno Preventlvo 5uM L|copeno Tratamento SuM

Licopeno Preventivo SOuM Llcopeno Tratamento SOuM
5 RN

Figura 9: Fotomicrografias da zona portal do figado de animais induzidos com concanavalina A
tratados com licopeno. (A) Figado induzido com con A preventivamente tratado com 5uM de licopeno
oral mostra infiltrado inflamatério (IF) significantemente reduzido na regido periportal (seta). (B) 24
Figado induzido com con A tratado com 5uM de licopeno oral 72h apdés a injecdo mostra moderado
infiltrado inflamatorio na regido periportal (setas). Os tratamentos preventivo (C) e terapéutico (D) com
50uM de licopeno oral ndo reduziram o infiltrado inflamatério na regido periportal em figados
induzidos por con A (setas). Coloracdo: Hematoxilina e eosina. Resolucdo: 20x. n=5 animais por grupo.



Com o intuito de avaliar de forma quantitativa a interferéncia do licopeno no infiltrado
inflamatorio periportal, o percentual de leucdcitos foi mensurado em cada situacdo experimental.
A administracdo oral preventiva e terapéutica com 5uM de licopeno reduziu significativamente o
percentual de células inflamatdrias (Figura 10A). O grupo controle Con A, bem como os grupos
tratados com licopeno 50uM, apresentou infiltrado inflamatério composto por cerca de 50% de
leucocitos. A suplementagdo com 5uM de licopeno reduziu para aproximadamente 20% e 30%
de leucocitos quando administrados de forma preventiva e terapéutica, respectivamente.

Outro parametro histologico utilizado para uma analise quantitativa da interferéncia do
licopeno no infiltrado inflamatorio periportal causado pela Con A foi mensurar o percentual de
triades portais contendo células inflamat6rias em cada grupo experimental. Neste parametro,
apenas o tratamento preventivo com licopeno 5uM administrado via oral foi capaz de reduzir o
percentual de triades portais com leucocitos infiltrados. Os grupos experimentais tratados
preventivamente com licopeno 50uM, e de forma terapéutica com licopeno 5uM e 50uM néo
apresentaram alteracdes significativas em relagdo ao grupo induzido com Con A sem quaisquer

tratamentos (Figura 10B).
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Figura 10: Analise do infiltrado inflamatério portal. (A) Percentual de leucécitos na zona periportal,
indicando infiltrado inflamatorio. (B) Percentual de triades portais contendo qualquer infiltrado
inflamatorio. (*) Indica p<0.05 em relagéo ao grupo con A. n = 5 animais por grupo.
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Embora a zona portal hepética seja substancialmente afetada e estudada no modelo
experimental de hepatite autoimune causada pela administracdo venosa de Con A, outras areas
funcionais do figado também foram avaliadas neste trabalho. Analise histoldgica da zona lobular
do parénquima hepatico revelou lesbes em hepatdcitos presentes ao redor da veia centrolobular,
identificados por apresentarem vactolos citoplasmaticos indicativos de deposicdo lipidica,
possivelmente uma fase inicial de esteatose, 72 horas depois da injecdo intravenosa de Con A
(Figura 11 A e B). A administracéo oral preventiva de licopeno 5uM reduziu os danos causados
pela Con A relacionados aos vacuolos citoplasmaticos nos hepatdcitos. Entretanto, focos de
celulas inflamatdrias foram frequentemente observados nessa regido do figado, sugerindo
inflamacéo lobular (FigurallC). Os animais tratados de forma terapéutica com licopeno 5uM
apresentaram degeneracdo hidropica, mas sem formacdo de vacuolo evidente (Figura 11D). A
administracdo oral preventiva e terapéutica de licopeno 50uM ndo apresentou qualquer alteracdo

significativa na deposicdo lipidica quando comparados com o grupo Con A (Figura 11E e 11F).
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Figura 11: Fotomicrografias da zona lobular do figado de animais induzidos com concanavalina A e tratados
com licopeno. (A) Figado induzido com con A apresenta lesdes hepatocitarias ao redor da veia centrolobular. (B)
Imagem ampliada revela vacuolos citoplasméticos indicativos de deposicéo de lipidios (setas), uma fase inicial da
esteatose. (C) O tratamento preventivo com 5uM de licopeno reduziu tais lesdes hepatocitarias, porém estava
associado com inflamacéo lobular (#). (D) O tratamento com 5uM de licopeno 72h apds a injecdo de con A estava
associado a formagdo de “ballooning” nos hepatdcitos, sem vaculos evidentes (setas). Os tratamentos preventivo (E)
e terapéutico (F) com 50uM de licopeno oral ndo reduziram as lesdes semelhantes a deposicéo lipidica em figados
induzidos por con A (setas). Coloracdo: Hematoxilina e eosina. Resolucdo: A, 10x. B — F, 20x. n=5 animais por
grupo.
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A quantificacdo de hepatdcitos vacuolados na regido lobular pode ser um importante
pardmetro para monitorar possiveis danos celulares e respostas inflamatorias lobulares, bem
como o quanto licopeno influencia neste sentido. A inducdo com Con A aumentou para 15% o
percentual de leucocitos na zona lobular, valor igual a zero no grupo controle (Figura 12A). A
administracdo preventiva e terapéutica de licopeno 5uM reduziu este valor percentual para 1 e
10% de hepatdcitos com vacuolos citoplasmaticos, respectivamente. J& 0s animais tratados
preventivamente com licopeno 50uM tinham cerca de 20% de hepatocitos vacuolados. O
percentual de leucocitos lobulares no grupo tratado com licopeno 50 UM 72h apds a indugdo com
Con A foi similar ao grupo controle positivo (induzido com Con A), com cerca de 10-15% das
células lobulares (Figura 12A). A tabela 1 detalha as analises estatisticas comparando cada grupo
experimental.

A andlise quantitativa das amostras histoldgicas demonstrou que o aparente acimulo de
células inflamatérias na zona lobular hepatica do grupo preventivamente tratado com licopeno
5uM né&o foi significativo. Animais induzidos por Con A apresentaram média proxima a 2% de
células inflamatorias zona lobular, e os animais tratados com licopeno antes da Con A
apresentaram um valor proximo a 7% de células inflamat6rias na mesma regido histologica
(Figura 12B). Na verdade, todos os grupos experimentais apresentaram percentual de leucdcitos
similares ao grupo induzido pela Con A.
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Figura 12: Quantificacdo de leucécitos e hepatécitos vacuolados no figado de animais induzidos com
concanavalina A e tratados com licopeno. (A) Percentual de leucdcitos na zona lobular. (B) Percentual de
hepatécitos lesionados na zona lobular. O tratamento preventivo com 5uM de licopeno oral induziu uma maior
resposta inflamatdria na zona lobular, porém associada a um menor grau de lesdo nos hepatdcitos. n=5 animais por

grupo.
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Controle vs Con A s
Controle vs Preventivo 5 ns
Controle vs Preventivo 50 ks
Controle vs Tratamento 5 R
Controle vs Tratamento 50 o
Con Avs Preventivo 5 R
Con Avs Preventivo 50 .
Con Avs Tratamento 5 R
Con Avs Tratamento 50 ns
Preventivo 5 vs Preventivo 50 s
Preventivo 5 vs Tratamento 5 ns
Preventivo 5 vs Tratamento 50 FEE
Preventivo 50 vs Tratamento 5 R
Preventivo 50 vs Tratamento 50 e
Tratamento 5 vs Tratamento 50 -

Tabela 1: Anélise estatistica de hepatdcitos vacuolados na zona lobular em cada grupo experimental.
ns = ndo significativo;

* p<0.05

** n<0.01

*** n<0,001

Uma vez que a zona lobular pareceu um alvo importante de acdo do licopeno, embora 0s
parametros inflamatdrios ndo estivessem alterados nesse estagio, aspectos histo-fisiologicos
relacionados aos hepatdcitos foram investigados. Neste sentido, as amostras foram coradas pelo
método PAS na intencdo de monitorar a distribuicdo de glicogénio acumulado no citoplasma
destas células, bem como a glicemia nestes animais. No figado normal, sadio, a distribui¢do de
glicogénio é homogénea ao longo de um acino hepatico, regido que compreende o espaco entre
uma zona portal e uma veia centrolobular (Figura 13A). A inducdo com Con A modificou a
distribuicdo de glicogénio no citoplasma dos hepatécitos, e as células PAS+ ficaram acumuladas
na regido proximal da zona portal, conhecida como zona 1 (Figura 13B). A administracdo oral de
forma preventiva com licopeno 5uM e 50puM ndo alteraram o padréo de distribui¢do heterogénea
das células PAS+ modificado pela Con A, sendo evidenciada uma concentracédo destas células na
zona portal associada a perda de glicogénio na regido centrolobular (Figura 13 C e E). O
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protocolo experimental terapéutico com licopeno 5uM apresentou distribuicdo de glicogénio

semelhante ao figado normal (Figura 13D). Por outro lado, licopeno terapéutico 50 UM também

ndo alterou o padréo das células PAS+ observado no grupo induzido pela Con A (Figura 13F).

Figado normal

.

Figura 13: Deposicdo de glicogénio no figado de animais induzidos com concanavalina A e
tratados com licopeno. (A) Figado normal, sem inducdo com com A e qualquer tratamento. (B)
Figado induzido com concanavalina A. (C e D) Figados tratados de forma preventiva com 5uM e
50uM de licopeno respectivamente. (E e F) Figados tratados apds os danos causados pela con A,
com 5uM e 50uM de licopeno 72h apds a injecéo de con A. Coloragdo: PAS. Resolugédo: 10x. n=5
animais por grupo.
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O licopeno administrado na concentracdo 5UM recuperou a organizagdo histologica em
relagdo ao acimulo de glicogénio na zona lobular. Como 0s outros grupos experimentais
apresentaram uma distribuicdo heterogénea, decidiu-se mensurar a glicemia nesses animais.

Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais (Figura 14).
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Figura 14: Dosagem de glicemia nos animais induzidos com concanavalina A e tratados com
licopeno. O licopeno ndo interferiu com a taxa de glicose no soro dos animais.n=5

4.3- Perfil celular no figado, médula 6ssea e timo

A resposta inflamatoria gerada pela Con A foi modificada nos animais tratados com
licopeno, principalmente, quando administrado na concentragcdo de 5uM. Para uma avaliagdo
mais precisa do perfil de células envolvidas, populacbes leucocitarias foram identificadas e
quantificadas por citometria de fluxo. No figado, as células mieloides foram identificadas de

acordo com a presenca da proteina CD1lb ou Mac-1 na membrana. Os granuldcitos
31



CD11b""SSCMI" apresentaram um aumento percentual apenas no grupo tratado com licopeno
50uM (Figura 15A-C, regido superior). Mondcitos e macréfagos também sdo positivos para
CD11b, porém com fendtipo CD11b*SSC'". Estas células estavam significativamente
aumentadas nos grupos tratados com licopeno, em relacdo aos animais induzidos com Con A

(Figura 15A-C, regido inferior).

A ConA B Trat5uM C Trat S0uM
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Figura 15: Identificacao de células mieloides no figado de animais induzidos com concanavalina A. Mondcitos-
macréfagos (SSC-*"CD11b*, regifes apontadas pelas setas) e granuldcitos (SSC™"CD11b™" regides #) foram
quantificados em animais induzidos com con A apenas (A), e tratados com licopeno oral 5uM (B) e 50uM (C). n=2

animais.

No modelo experimental de hepatite autoimune induzida por Con A, células dendriticas
tem um papel imunomodulador preponderante na apresentacdo de (auto) antigenos entre 3 e 6h
depois da inducdo (Tomiyama et al., 2011). Embora seja um tempo precoce para o periodo
estudado neste trabalho, células dendriticas convencionais (CD11c+B220-) e células dendriticas
plasmocitoides (CD11c+B220+) foram quantificadas. O tratamento com licopeno em ambas as
concentracdes gerou uma reducdo percentual a metade das duas subpopulacdes destas células

apresentadoras de antigenos (Figura 16A-C).
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Figura 16: Caracterizacdo de linfécitos B e células dendriticas no figado de animais induzidos com
concanavalina A. Células dendriticas convencionais (CD11c¢*B220°), células dendriticas plasmacitoides
(CD11c"B220%) e linfdcitos B (B220*CD11c¢") em animais induzidos com con A apenas (A), e tratados com licopeno

oral 5uM (B) e 50uM (C). n=2 animais.

Subpopulagdes de linfocitos T foram monitorados e quantificados no figado de acordo
com a presencga das proteinas membranares CD4 e CD8. O percentual de linfocitos T CD4+
aumentou nos dois grupos de animais induzidos com Con A tratados com licopeno 5uM e 50 uM
(Figura 17A-C, regido inferior). Os linfocitos T CD8+ também aumentaram em valores
percentuais nos animais induzidos com Con A tratados com licopeno 5uM e 50 uM (Figura 17A-

C, regido superior).
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Figura 17: Identificagdo das subpopulagdes de linfocitos T no figado de animais induzidos com concanavalina
A. Linfocitos T CD4" e CD8" em animais induzidos com Con A apenas (A), e tratados com licopeno oral 5uM (B) e
50uM (C). A regido inferior representa as células CD4+CD8- e a regido superior engloba as células CD4-CD8+.

n=2 animais.
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Durante uma resposta inflamatéria, a medula 6ssea aumenta a producdo das linhagens
leucocitérias recrutadas para o sitio inflamatdrio, no caso deste trabalho, o figado. Sendo assim, é
plausivel avaliar o total de leucocitos e células mononucleares na medula 6ssea dos animais
estudados. No periodo estudado, o nimero absoluto de leucdcitos apds a inducdo com Con A foi
similar ao grupo controle-negativo, ndo induzido (Figura 18A). O tratamento oral com licopeno
5uM gerou um aumento no ndmero de leucdcitos totais na medula 6ssea, mas na concentracéo de
50uM néo surtiu 0 mesmo efeito (Figura 18A-B). A Con A provocou uma reducao no percentual
de células mononucleares FSC™SSC'®" em comparagéo ao grupo controle. Em contrapartida, o

tratamento com licopeno promoveu um aumento no percentual destas células (Figura 18C-F).
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Figura 18: Quantificagdo de leucocitos totais na medula dssea de animais induzidos com concanavalina A e
tratados com licopeno. (A) Gréafico contendo o total de leucécitos em cada grupo experimental. n=3 animais por
grupo. (B) Tabela com analise estatistica comparando cada grupo experimental. (C) Grupo controle, sem inducédo
com Con A ou qualquer tratamento com licopeno. (D) Grupo induzido com concanavalina A. (E e F) Animais
induzidos com Con A, porém tratados ap6s 72h com 5uM e 50uM de licopeno, respectivamente. ns = ndo
significativo. (*) p<0.05.
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Outro 6rgéo estudado foi o timo, responsavel pela diferenciagdo dos linfocitos T CD4" e
CD8". Animais controle, sem qualquer indugdo, possuem cerca de 9x10° células por mL em
suspensdo. A Con A provoca uma reducdo significativa no numero total de timaocitos 72h depois
da injecdo. O tratamento com licopeno 5uM amplificou essa queda no numero de timdcitos.
Contudo, a administracdo terapéutica de licopeno 50uM ndo modificou 0 nimero de timaocitos,
em relagdo ao grupo induzido com Con A (Figura 19 A e B). Andlise fenotipica dos timocitos
revelou que o tratamento oral com licopeno 5uM induziu um aumento percentual de células
CD8'CD4 e uma reducio percentual das células CD8"CD4" e CD8CD4" (Figura 19C-E).

35



A Timo B
— 10' -
z % Ctrl x Con A
% 84 e Ctrl x Trat 5uM e
= 8 e * % Ctrl x Trat 50uM h
g 4 o Con A x Trat 5uM »
é 21 Con A x Trat 50uM ns
=
0 = v'- T T Trat SuM x Trat 50uM o
~6°\ @R N3
s & 2 é&y@
‘\‘é «k&
C. . Trat5uM E. Trat50um
N ) 74 4% 1 21% 83.8%
82 2 RS
a " 48% ol 11%
i 0 10° 10° '
F G
Linfécitos CD4+CD8- Linfécitos CD4-CD8+
10- 2.5- *
. 8 %— % 2.0-
H A ®
g 64 g 1.5
(=] 44 * =} 1.04
* * g
24 - sow 0.54
0 v * s“ 0.0 . . .
N\ o s S S
e fy@ A S
4’ «(’ ‘\(& «(bé‘o

Figura 19: Quantificacdo de subpopulacgdes de linfocitos T no timo de animais induzidos com concanavalina A
e tratados com licopeno. (A) Total de linfocitos no timo (timdcitos). (B) Tabela com andlise estatistica comparando
cada grupo experimental. (C) Identificacdo de populagdes de timdcitos de acordo com a presenca e/ou auséncia de
CD4 e CD8 nos animais induzidos com con A, e em animais induzidos tratados apds 72h com 5uM e 50uM de
licopeno (D e E, respectivamente). (E e F) Total de linfocitos CD4+CD8- e CD4-CD8+, respectivamente. n=3

animais por grupo. (*) p<0.05.
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4.4 - Galectina 3+

Na tentativa de esclarecer possiveis mecanismos moleculares envolvidos na regulacdo da
resposta inflamatdria induzida pela Con A e dependente da administracdo do licopeno, células
residentes no figado foram escolhidas para uma analise inicial, como as células de Kupffer. Esses
macrofagos sdo positivos para galectina-3 em figado normal, habitando preferencialmente
espacos sinusoidais, tanto nos espacos periportais (Figura 20A) quanto nas zonas lobulares.
Durante patologias hepaticas, macrofagos galectina-3+ sdo polarizados para classe M2, cuja
principal atividade estd relacionada a ativacdo de miofibroblastos produtores de matriz
extracelular (Henderson et al., 2006).

Animais induzidos com Con A apresentaram uma maior concentracdo de células positivas
para galectina-3 na regido periportal contendo infiltrado inflamat6rio, em sua maioria,
apresentando formato arredondado, sugerindo leucécitos em migracdo (Figura 20B). A
administracdo oral preventiva de licopeno 5 e 50uM voltou a evidenciar as células de Kupffer
positivas para galectina-3, como observado no figado normal, e ndo as células inflamatérias
arredondadas majoritariamente presentes no figado induzido com Con A (Figura 20C e E). O
protocolo terapéutico com licopeno 5uM apresentou uma marcacdao com células de Kupffer
positivas para galectina-3 extremamente semelhantes ao grupo controle, figado normal, em
localizacdo das células e intensidade de marcacdo (Figura 20D). O uso terapéutico do licopeno
50uM também apresentou semelhancas com a zona portal do figado normal, porém com menor
intensidade de marcacdo para galectina-3 nas células de Kupffer e maior dispersao das células
(Figura 20F).
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Figura 20: Células positivas para galectina-3 na zona periportal hepatica. Imuno-histoquimica para
galectina-3 no figado de animais normais (A), induzidos com con A apenas (B). Animais induzidos, porém tratados
com licopeno oral 5uM (C) e 50uM (E) de forma preventiva. Animais induzidos, porém tratados com licopeno oral
5uM (D) e 50uM (F) 72h apo6s a inje¢do de con A. n = 3 animais
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Na zona lobular, a distribui¢do das células positivas para galectina-3 manteve um padrdo
semelhante ao descrito para a zona periportal. Figado controle apresentou distribuicdo
homogénea de células de Kupffer positivas para galectina-3 (Figura 21A) Animais induzidos com
Con A apresentaram uma menor proporc¢ado de células galectina-3+, porém com alta frequéncia de
células com formato arredondado, sugerindo leucdécitos. A quantidade de células galectina-3+
alongadas reduziu na zona lobular destes animais (Figura 21B). Todos os protocolos de
administracdo oral de licopeno 5 ou 50uM recuperaram a organizacgdo histologica das células de
Kupffer positivas para galectina-3, como observado no figado normal, com destaque para 0s
grupos preventivo e terapéutico com licopeno 5uM (Figura 21C-F). Nestas amostras, a
intensidade de marcacdo para galectina-3 foi substancialmente parecida com as amostras de
figado normal.
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Figura 21: Células positivas para galectina-3 na zona lobular hepatica. Imuno-histoquimica para
galectina-3 no figado de animais normais (A), induzidos com con A apenas (B). Animais induzidos, porém tratados

com licopeno oral 5uM (C) e 50uM (E) de forma preventiva. Animais induzidos, porém tratados com licopeno oral

5uM (D) e 50uM (F) 72h apo6s a injecdo de con A. n = 3 animais
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Anélise quantitativa das amostras teciduais revelou que o licopeno recuperou o percentual

de células de Kupffer galectina-3+ no figado total, chegando a valores proximos do grupo
normal, sem inducdo com Con A. Porém, podem-se destacar os efeitos da administracdo
terapéutica de licopeno 5uM (Figura 22A, tabela estatistica). Corroborando, este mesmo perfil foi

detectado nos compartimentos funcionais do figado, como as zonas portal (Figura 22B) e lobular

(Figura 22C).
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Figura 22: Quantificagédo das células positivas para galectina-3 no figado dos animais induzidos pela
concanavalina A e tratados com licopeno. (A) Percentual de celulas galectina-3+ no figado total (zona portal +

zona lobular), ou somente na zona portal (B) e na zona lobular (c). n = 3 animais. As tabelas indicam as analises

estatiticas. (*) p<0.05; (**) p<0.01; (***) p<0.001.
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5. DISCUSSAO

O licopeno e um carotendide caracterizado por interferir em mecanismos
quimiopreventivos e quimioterapéuticos (Srinivasan et al., 2009; Story et al., 2010; El Kaoutari,
2013), geralmente por sua agdo antioxidante (Mein et al., 2008). Neste trabalho esta sendo
proposto que o licopeno pode contribuir com a reorganizacdo histolégica do figado durante
resposta inflamatoria. Dois protocolos foram testados: (I) consumo preventivo ou (1) consumo
terapéutico de licopeno nas concentragdes 5uM e 50uM em animais apresentando um processo
inflamatdrio no figado, estabelecido pela injecdo de concanavalina A, um modelo experimental
de hepatite autoimune amplamente utilizado (Wang et al., 2012).

No modelo de inflamag&o induzida pela Con A, caracteriza-se uma hepatite mediada por
resposta inflamatéria aguda, primariamente estabelecida pela ativacdo e recrutamento de
linfocitos T para o figado. As similaridades deste modelo experimental com a patogénese de
hepatites autoimunes, virais ou medicamentosas, quando se trata dos mecanismos que levam a
ativacdo do sistema imune (Heymann et al., 2015), tornam-no interessante para o estudo de vias
celulares e moleculares envolvidas, bem como possiveis intervencdes terapéuticas. Neste sentido,
o licopeno tem sido descrito como uma substancia com acdo bioldgica capaz de suprimir a
proliferacdo celular, angiogénese e inflamacdo com reducdo de citocinas pré-inflamatérias
produzidas pelas células de Kupffer e hepat6citos quando lesionados (Hazlewood et al., 2011;
Zou et al., 2013).

A administracdo de licopeno 5uM foi mais eficiente que 50uM em alguns aspectos
cruciais, como por exemplo, percentual de células inflamat6rias no parénquima hepatico, lesdes
hidrépicas nos hepat6citos, modulacdo da resposta linféide T no timo e no préprio figado, e
quantidade de macrofagos relacionados a galectina-3, um marcador de diferenciacdo macrofagica
(Morin, 2012). Ndo ha um consenso na literatura sobre uma concentracdo 6tima de licopeno no
soro. Dietas com consumo elevado de alimentos ricos em licopeno sua concentracao fisiologica
varia de 1-2uM e um desequilibrio esta diretamente proporcional ao risco de neoplasias (Eliassen
et al., 2012). Apesar dos beneficios a saude, altas concentracGes de licopeno estdo associadas a

atividade pré-oxidante e possivelmente citotoxicas (Young e Lowe, 2001).
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A suplementacgdo oral de licopeno 5uM, tanto de forma preventiva quanto terapéutica,
reduziu o percentual de leucdcitos na zona portal. Além disso, animais tratados preventivamente
com licopeno 5uM apresentaram menor percentual de triades portais contendo infiltrado
inflamatdrio. Nestas regides do figado, passam ramos da veia porta-hepatica, da artéria hepatica e
ductos biliares, sendo assim, uma regido com intensa atividade metabdlica que recebe substancias
para serem detoxificadas pelos hepatocitos (Gadd et al., 2014). Esses resultados sugerem que a
utilizacdo do licopeno de forma preventiva pode ser um potente aliado na prevencéo de hepatite
mediada por inflamacdo, porém de forma finamente controlada, pois concentracdes elevadas
podem reduzir seu efeito benéfico ou ainda produzir certa toxidade.

Em experimentos com camundongos suplementados com metab6litos de licopeno
demonstraram reducdo significativa da inflamacdo hepatica (diminui¢cdo focos inflamatorios,
TNFa, IL-6, NF-kB p65, e a ativacdo da STAT3) e hepatocarcinogénese em camundongos
suplementados com 10mg/kg por 24 semanas. Estudos complementares avaliaram a eficacia da
CMO2 e sugeriram que dependendo de sua presenca ou auséncia o licopeno pode apresentar
efeitos quimiopreventivos distintos (Ip et al., 2013; Ip et al., 2014). Ambos os estudos sugerem
gue metabdlitos de licopeno poderiam ser agentes dietéticos eficazes para a prevenc¢do do cancer
de figado ou reduzir o risco de cancer para pacientes com esteatose hepética nao alcodlica. Os
dados exibidos neste trabalho corroboraram com a literatura, sugerindo que o licopeno pode ser
um importante modulador de respostas inflamatérias em processo iniciais de hepatites.

Medicamentos e substancias toxicas podem levar a inflamacdo e degeneracdo gordurosa
do figado através de lesdo nas mitocéndrias do figado, levando a incapacidade de metabolizar
adequadamente as gorduras no 6érgdo e ainda levar a destruicdo de células e inflamacdo (Yeaman
et al., 2000). Quando avaliamos a presenca de inclusdes lipidicas no tecido hepatico observamos
que o protocolo preventivo com licopeno 5uM reduziu a presenca dos vacuolos citoplasmaticos
tipicos de deposicdo lipidica. Por outro lado, estes animais apresentaram inflamacdo na zona
lobular. O grupo tratado de forma terapéutica com licopeno 5uM apresentou degeneracao
hidropica, mas sem formacéo de vacuolos evidente. Este ponto levanta uma questéo interessante
sobre o equilibrio entre a resposta inflamatéria local e a deposi¢do de gordura no parénquima

hepético, um ponto de controvérsias na literatura.
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Processos inflamatorios hepaticos cronicos sdo capazes de provocar alteragbes no
metabolismo de carboidrato gerando resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2 (Vanni et al.,
2016). Os grupos com tratamento preventivo e terapéutico foram avaliados quanto a alteracéo da
glicemia quando suplementados com licopeno nas concentracbes 5SUM e 50uM apds inducgéo de
hepatite por Con A. Os grupos ndo apresentaram alteracdo glicémica considerando os valores
referéncia de glicemia pds-prandial de 140 mg/dl para pré- diabetes e 200 mg/dl (Rerup e
Lundquist, 1966). Realizando-se a analise semi-quantitativa das inclusbes PAS-positivas, foi
possivel verificar a diminuicdo do glicogénio hepético na zona 3 acinar, ou seja, proximal a veia
centrolobular no grupo induzido pela Con A. A administragdo preventiva de licopeno 5uM
apresentou diminuigdo de glicogénio nas trés zonas acinares (zona 1 periportal e zona 2 lobular).
Ja o tratamento com licopeno 5uM recuperou a organizacdo das células PAS+ e apresentou
estrutura similar ao figado normal. Estes dados sugerem que o tratamento com licopeno 5uM
pode amenizar os distlrbios metabdlicos causados pela con A, em relagcdo ao armazenamento de
glicogénio, embora a glicemia ndo tivesse sido afetada neste tempo de resposta inflamatoria. As
formas preventivas nao surtiram o mesmo efeito.

A citometria de fluxo permitiu a geracdo de um mapa de células envolvidas com a
resposta inflamatéria & Con A e modulagdo mediada pelo licopeno. Granuldcitos CD11b*SSC™o"
ndo apresentaram alteragdes percentuais depois da administracdo do licopeno nos animais
previamente induzidos com con A. Nestes animais entretanto, o percentual de células
CD11b*SSC'", fendtipo semelhante a mondcitos e macréfagos, estava significativamente
aumentado apo6s o tratamento com licopeno 5 e 50uM, indicando que o licopeno modificou a
resposta mono-macrofagica nos animais induzidos com con A. Além disso, células dendriticas
CD11c" também apresentaram reducdo percentual, indicando menor capacidade fagocitica e
apresentacdo de antigenos apds o tratamento com licopeno. Ja os linfocitos B ndo sofreram

alteracdes percentuais significativas.

Os linfocitos T CD4 e CD8 também aumentaram em termos percentuais no figado ap6s o
tratamento com licopeno. Consistentemente, o timo apresentou uma reducdo percentual de
células CD4 e CD8 no grupo tratado com licopeno 5uM. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa no timo entre os animais tratados com licopeno 50uM e induzidos com Con A, cujos

valores de células CD4 e CD8 foram muito parecidos. Estes dados sugerem que o tratamento com
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licopeno 5uM via oral influenciou na resposta local no figado e sistémica, pois o timo também
respondeu ao tratamento. N&o ficou muito claro porque o tratamento com licopeno 50uM nédo
modificou o padrdo CD4/CD8 no timo. Os efeitos sistémicos ficaram ainda mais evidenciados na
medula 6ssea, uma vez que o tratamento com licopeno modificou o nimero de leucdcitos totais,

indicando resposta ao carotendide neste modelo.

Na busca de um possivel mecanismo molecular para explicar as alteragdes na resposta
inflamatoria induzida pela con A, foi realizada uma anélise baseada na quantidade de células
galectina-3". Galectina-3 é uma proteina potencialmente capaz de reconhecer grupos -
galactosideos presentes na maioria das células e tecidos. No meio extracelular, galectina-3 regula
interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular (Dumic et al., 2006). No figado, é produzida
por células de kupffer e células de Ito, frequentemente envolvidas com eventos que regulam
inflamacéo e fibrose (Nelson, 2012; El-Saad et al., 2016; Pifia-Zentella et al., 2016).

Pela localizacdo sinusoidal, estas células foram majoritariamente macréfagos (células de
Kupffer) nos animais normais. A resposta inflamatoria causada pela con A foi caracterizada por
uma reducdo no percentual de células galectina-3*. O tratamento com licopeno de forma
preventiva e terapéutica, com ambas as concentracbes 5uM e 50uM, aumentou
significativamente o percentual de células galectinas 3" na zona portal e zona lobular quando
avaliadas em comparacdo com o grupo induzido pela Con A. Anélises morfoldgicas da zona
portal revelaram que tais células positivas para galectina-3 apresentaram um formato
heterogéneo, como por exemplo, leucdcitos derivados do sangue (formato circular) e macréfagos
(células alongadas sinusoidais), indicando o potencial regulador de inflamacdo desta lectina. Ja
na zona lobular, o formato alongado de praticamente todas as células positivas para galectina-3
permite sugerir que as células de Kupffer estavam aumentadas ap6s a administracdo de licopeno,
sugerindo que macréfagos galectina-3* possam ter um papel-chave na modulacdo da resposta
inflamatoria e consequentemente na patogénese da hepatite, neste modelo experimental.

Galectina-3 exerce um papel imunomodulador em macrofagos direcionando respostas do
tipo M2, classicamente conhecida por exacerbar mecanismos humorais (producédo de anticorpos),
angiogénese e eventos pro-fibréticos em tecidos com alto grau de lesdes (Jia et al., 2013). Em

processos inflamatorios, a ativacdo de macrofagos M2 pode ser induzida por células apoptoticas,
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IL-4, 1L-13, IL-10 e TGF-B (Murray et al., 2014). Estes podem ser possiveis alvos genéticos a
serem investigados na continuacdo deste trabalho.

Con A causa hepatotoxicidade mediada por linfocitos T, cuja ativacdo depende de TNF-a
e INF-Y secretados pelas células de Kuffer, definindo um padrdo Thl de resposta inflamatdria
(Morita et al., 2003). Alias, estes fatores estdo diretamente correlacionados com os danos nos
hepatdcitos (Schumann et al., 2000). Em suma, a resposta imune Th1 contribui diretamente com
a hepatotoxicidade da Con A e galectina-3 esté tendenciada a uma resposta M2. Os dados obtidos
neste trabalho corroboram com a literatura, pois a reducdo percentual das células galectina-3" foi

significativa quando os animais foram induzidos pela Con A.

A administracdo de licopeno promoveu um aumento percentual das células positivas para
galectina-3 nos animais induzidos pela Con A, indicando um papel imunomodulador M1-para-
M2 ainda ndo descrito na literatura. Os efeitos benéficos a serem estudos posteriormente
consistem na resposta M2, possivelmente observada na presenca de licopeno, como por exemplo,
maior capacidade fagocitica das células de Kupffer, producdo de componentes de matriz
extracelular, cicatrizacdo, fatores angiogénicos, e genes supracitados (IL-4, IL-13, IL-10 e TGF-
B). Dessa forma, o tratamento com licopeno parece ser uma estratégia promissora para a
regulacdo da resposta inflamatdria que precede os danos funcionais da hepatite no modelo
experimental da inducdo por concanavalina A. E considerando os resultados encontrados nossa
sugestdo € que o licopeno na concentracdo de 5uM quando administrado via oral
preventivamente e terapeuticamente poderia atuar como regulador da resposta macrofagica

M1/M2 no figado quando submetido a indugdo de hepatite por concanavalina A (Figura 23)
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Figado normal Hepatite experimental
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Figura 23: Esquema representando as possiveis atuagdes do licopeno no figado de camundongos

induzidos a hepatite por Concanavalina A

6. CONCLUSAO

Nosso estudo sugere um novo papel para o licopeno, como um fator nutracéutico capaz de
desviar resposta imune Th1/M1 danosa ao figado inflamado para resposta Th2/M2 humoral e
regenerativa. E demonstra evidéncias benéficas da suplementacdo do licopeno em camundongos
sobre a funcdo hepética no figado inflamado, entretanto mais estudos sdo necessarios para

explicar sua agdo mecanistica.
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