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Resumo

Introdugao: O cancer de célon é um grave problema de saude publica, sendo uma das principais causas de mortalidade por cancer
em todo o mundo. A busca por novas opg¢des terapéuticas para os diferentes tipos de cancer é um dos assuntos de maior interesse
na atualidade da pesquisa de compostos bioativos. Possiveis estratégias para a prevenc¢do do cancer podem ser alcangadas utilizando
agentes quimiopreventivos, como o licopeno, de modo a reduzir ou eliminar os efeitos deletérios da exposi¢dao humana a potenciais
carcinégenos. Objetivo: avaliar a influéncia do licopeno e beta-caroteno sobre a proliferagdo, ciclo celular e apoptose da linhagem
T84 de carcinoma de célon humano. Metodologia: As células T84 foram cultivadas com DMEM, suplementado com 10% de soro fetal
bovino sob atmosfera com 5% de CO2 a 379C, e incubadas com diferentes concentragdes de licopeno e beta-caroteno (0,5-5uM) por
periodos de 48 e 96 horas. Para analise da proliferagdo celular foi utilizado o método do MTT. A andlise por citometria de fluxo foi
utilizada para avaliar a distribuigdo das fases de ciclo celular e apoptose. Resultados: mostraram que o licopeno diminuiu a proliferagao
celular da linhagem T84 apds 96 horas de tratamento, com aumento de células na fase G1 e diminui¢do na fase G2/M, promovendo
um aumento no processo de apoptose. Nenhum resultado foi observado em células tratadas com beta-caroteno. Conclusdo: Diante
dos resultados expostos, a quimioprevengao através da agdo do licopeno emerge como um importante instrumento na prevengao
e controle do cancer de célon.

Palavras-chave: Neoplasia de coldn. Terapéutica. Quimioprevengao.

Abstract

Background: Colon cancer is a serious public health problem, is a leading cause of cancer mortality worldwide. The search for new
therapeutic options for different types of cancer is one of the topics of greatest interest at present the research of bioactive compounds.
Possible strategies for cancer prevention can be achieved by using chemopreventive agents, such as lycopene, to reduce or eliminate
the deleterious effects of human exposure to potential agents carcinogenic. Objective: The aim of study was to evaluate the influence
of lycopene on the proliferation, cell cycle and apoptosis of T84 human colon carcinoma. Methodology: The T84 cells were incubated
with DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum under an atmosphere of 5% CO2 at 37°C, and incubated with different
concentrations of lycopene (0.5-5uM) for periods of 48 and 96 hours. For analysis of cell proliferation, we used the MTT method. The
analysis by flow cytometry was used to evaluate the distribution of the phases of the cell cycle and apoptosis. Results: The results
showed that lycopene reduced the cell proliferation of T84 after 96 hours of treatment, an increase of cells in G1 phase and decrease
in G2/M phase, causing an increase in the apoptosis process. No results were observed in cells treated with beta-carotene. Conclusion:
The chemoprevention through the action of lycopene emerges as an important tool in the prevention and control of colon cancer.
Keywords: Colonic neoplasms. Therapeutics. Chemoprevention.

INTRODUGAO

O cancer é considerado um importante problema de
saude publica em paises desenvolvidos e em desenvolvi-
mento, sendo ainda importante causa de morte no Brasil e
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no mundo. As neoplasias malignas constituem-se na segun-
da causa de morte na populagdo, representando quase 17%
dos dbitos de causa conhecida, notificados em 2007 no Siste-
ma de Informagdes sobre Mortalidade (1). Estimativas pre-
veem gue o numero de casos devera aumentar para 12 mi-
Ihdes até 2030 (2). No Brasil, dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) relataram a ocorréncia de cerca de 489.270
casos novos de cancer, no ano de 2010 (1). Em 2012, estima-
tivas apontaram para uma ocorréncia de aproximadamente
518.510 mil novos casos de cancer (3).
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O cancer colorretal é classificado como o terceiro
tipo mais comum de cancer no mundo em termos de
incidéncia e mortalidade e sua patogénese, juntamente
com a sua quimioprevencgdo, sdo atualmente dreas de
intensa investigacdo (4). Embora as causas ndo sejam
completamente compreendidas, é geralmente aceito
que o componente genético hereditdrio, combinado
com a baixa ingestdo de fibras, frutas e legumes, soma-
dos a dietas com elevado teor de gordura, carne verme-
Ilha e processada, estdo entre os principais fatores de
risco (5-6).

Neste sentido, parece essencial identificar agen-
tes dietéticos que poderiam inibir ou minimizar os fato-
res indutores das neoplasias. Portanto, uma prevengao
primaria da dieta poderia desempenhar um papel chave
no controle da carcinogénese de célon humano (7).

Agentes quimiopreventivos podem inibir o de-
senvolvimento do cancer limitando a exposicdo a agen-
tes carcinogénicos ou atuando na redugdo dos estdgios
de promogdo/progressdo do tumor (8). Em especial, os
agentes de bloqueio da progressdo do cancer sdo inibi-
dores de iniciagdo do tumor deliberando por mecanis-
mos diferentes que incluem: sequestro das espécies rea-
tivas de oxigénio (ROS), modulagdo do ciclo celular,
inducdo de apoptose, alteragGes das enzimas de fase | e
Il do metabolismo carcinogénico e danos no DNA com-
plementar (9).

Como os seres humanos estdo expostos normal-
mente a diversos agentes indutores do cancer, incluindo
os obtidos através da dieta, possiveis estratégias para a
prevencdo do cancer podem ser alcancadas utilizando
potenciais agentes quimioprotetores, tais como o lico-
peno e outros carotenoides, de modo a reduzir e/ou eli-
minar os efeitos deletérios da exposicdo humana a po-
tenciais carcinégenos (10). Vdrios estudos
epidemiolégicos tém sugerido um papel quimiopreven-
tivo de agdo aditivo/sinérgico dos compostos presentes
em vegetais, frutas e bebidas lacteas em reducdo do ris-
co de cancer colorretal (11-12).

A busca por novas opg¢des terapéuticas para os
diferentes tipos de cancer é um dos assuntos de maior
interesse na atualidade da pesquisa de moléculas vege-
tais. Diversos trabalhos vém sendo conduzidos com o
intuito de se encontrar extratos vegetais e novas subs-
tancias com atividade inibitéria sobre diversos tipos de
cancer. Sendo assim, a quimioprevencdo é uma estraté-
gia importante, ja que a utilizagdo de outras terapias ndo
tém sido eficaz no controle ou na alta incidéncia ou baixa
taxa de sobrevivéncia de cancer de célon (13).

Células intestinais humanas cultivadas in vitro re-
presentam modelos Uteis para estudar os efeitos de ca-
rotenoides na barreira entre o mundo exterior e o inte-
rior do organismo humano (14). Em um estudo anterior,
utilizamos um modelo in vitro consistindo de células de
adenocarcinoma de célon (HT-29), que ainda exibem va-
rias caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas de células
intestinais e que acumulam carotenoides, para investi-

gar os possiveis mecanismos antitumorais destes com-
postos relatados na literatura (15).

Ha poucos estudos in vitro avaliando os efeitos
benéficos dos carotenoides como agentes quimiopre-
ventivos no processo de carcinogénese no célon huma-
no. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
acdo do licopeno e beta-caroteno na modulagao de pro-
liferacdo e ciclo celular em linhagem humana de carcino-
ma de célon.

MATERIAIS E METODOS
Cultura de células e protocolo de tratamento

A linhagem de carcinoma de célon humano (T84)
foi obtida a partir do Banco de Células da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, e foi cultivada em meio
Dulbecco’s suplementado com 10% FBS e 2 g/L tampédo
HEPES, pH 7,4, sob atmosfera de 5% de CO2. Para cada
experimento, todas as células foram plaqueadas, em
104 células/cm2 em placas de 6 e 96 pocos, para as ana-
lises de ciclo celular e proliferagdo celular, respectiva-
mente. Apds 24 horas, o meio de cultura foi trocado e as
células sofreram incubagdes com diferentes concentra-
¢Oes de licopeno WS (water soluble) 10% e beta-carote-
no (water soluble) 1% fornecido pela Roche (Rio de Ja-
neiro, RJ, Brasil) dissolvido em dgua a 509C. Células ndo
tratadas foram incluidas em cada placa. As células foram
entdo incubadas por 48 e 96 horas, com troca de meio a
cada 48 horas.

Ensaios de viabilidade e proliferagao celular

A viabilidade celular foi determinada pelos en-
saios de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
-difenil- tetrazélio) (Amresco, EUA). Depois de tratadas
com licopeno e beta-caroteno, em varias concentragdes
e, incubadas por 48 e 96 horas (05 pogos duplicata para
cada amostra), 20uL de MTT (5g/L) foi adicionado a cada
pogo. Apds 4 horas de incubagdo, 100pL por pogo de SDS
(detergente dodecil sulfato de sédio) foi adicionado para
dissolver o formazan produzido. A leitura foi feita em lei-
tor de ELISA no comprimento de onda de 570 nm. A taxa
de inibicdo da proliferagdo celular (CPIR) foi calculada
utilizando a seguinte formula: CPIR = (1- valor médio do
grupo experimental / valor médio do grupo controle) x
100%.

Analise de ciclo celular

A linhagem celular T84 foi incubada durante 48 e
96 horas na presenca e auséncia de licopeno e beta-ca-
roteno, e com posterior lavagem rapida em solugdo sali-
na tamponada (PBS) livre de calcio e magnésio, e as cé-
lulas foram destacadas com auxilio de tripsina em
temperatura ambiente. A suspensdo celular foi filtrada e
analisada para conteudo de DNA por citometria de fluxo.
As células com conteudo de DNA inferior aos apresenta-
dos na fase G1 na distribuig¢do do ciclo celular foram con-
tadas como células hipodipléides (sub-fase G1), que re-
presenta a fragdo de células onde ocorreu fragmentagao
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do DNA, caracteristica de morte celular por apoptose
(16). As proporgGes relativas de células com conteudo
de DNA indicativo de apoptose (<2n), GO-G1 dipldide
(2n), S (fase >2n e <4n), e fase G2/M (4n) foram adquiri-
das e analisadas utilizando CellQuest e WinMDI 2,9, res-
pectivamente. A percentagem de popula¢do de células
em uma fase especifica foi estimada com EXPO32 sof-
tware de analise V1.2.

Analise Estatistica

Os dados apresentados sdo médias + desvio pa-
drdo de trés experimentos independentes feitos em tri-
plicata (n=6). Os dados experimentais obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas através do teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa GraphPad Prism
4.0 e Statistical 6.0.

RESULTADOS

Acao do licopeno e beta-caroteno na viabilidade
celular da linhagem T84

Alinhagem de carcinoma de célon (T84) apresen-
tou crescimento normal ndo sofrendo influéncia do vei-
culo (WS) do carotenoide aplicado. Foi testada a capta-
¢do de licopeno e beta-caroteno com diferentes veiculos,
tendo sido identificado niveis de absor¢do de licopeno e
beta-caroteno superiores em células incubadas com
meio contendo uma formulagdo de licopeno soluvel em
agua (WS), do que em células incubadas com meio con-
tendo licopeno em diferentes solventes organicos. No
caso do beta-caroteno, a melhor captagao ocorreu na
mistura do carotenoide em agua:etanol (1:1) (dados ndo
mostrados). Estudos anteriores relataram que o licope-
no formulado 10% (WS) ndo é téxico e sua formulagdo
com antioxidantes, impede a degradac¢do do licopeno,
sendo ainda acumulado no figado (17).

Ap0ds 48 horas de incubagao com licopeno, foi ob-
servada uma diminuicdo da proliferagdo celular em to-
das as concentragGes de licopeno utilizadas (0,5-5uM),
ndo havendo diferenga estatistica entre as doses
(p>0,05), e com percentual de inibicdo médio em torno
de 28% (Figura 1). As concentragdes mais baixas de lico-
peno (0,5-1,0uM), semelhantes aquelas encontradas na
corrente sanguinea de uma pessoa sadia, promoveram a
mesma alteracdo no perfil de crescimento da linhagem
T84, comparadas as doses mais altas obtidas por suple-
mentacgdo de licopeno (Figura 1).

Somado a isso, apds 96 horas de tratamento com
licopeno, foi possivel constatar novamente um potente
efeito inibitdrio no crescimento da linhagem T84 em to-
das as doses aplicadas (Figura 1). A taxa de redugdo na
viabilidade celular foi semelhante neste tempo de trata-
mento (média de 26% de inibicdo), ndo havendo diferen-
¢a estatistica entre as diversas doses e entre os tempos
de tratamento (p>0,05).

Entretanto, ndo foi possivel observar nenhuma
alteragdo na taxa de crescimento celular na comparagao
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Figura 1. Perfil de crescimento celular da linhagem de carci-
noma de célon (T84) incubada com diferentes concentragGes
de licopeno (0,5-5uM) por diferentes intervalos de tempo (48—
96 horas). Os dados sdo apresentados como médias + SD, n=3,
* p <0,05 versus grupo controle.
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entre as células controle e as tratadas com beta-carote-
no, independentemente da dose utilizada e/ou tempo
de exposicdo ao carotenoide (Figura 2).

Licopeno na modulagdo do ciclo celular e apop-

tose
Figura 2. Perfil de crescimento celular da linhagem de carci-

noma de colon (T84) incubada com diferentes concentragoes
de beta-caroteno (0,5-5uM) por diferentes intervalos de temr
po (48-96 horas). Os dados sdo apresentados como médias *
SD, n=3, * p <0,05 versus grupo controle.
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Para avaliacdo da influéncia do licopeno e beta-
-caroteno na progressdo do ciclo celular e apoptose da
linhagem de carcinoma de célon humano (T84), foi reali-
zado um tratamento da linhagem durante 48 e 96 horas
com licopeno e beta-caroteno, sendo posteriormente
quantificado o percentual de células nas diferentes fases
do ciclo celular e o percentual de células apoptdticas por
citometria de fluxo.

Inicialmente, foi observado que o licopeno
(5uM) aumentou o percentual de células da linhagem
T84 na fase GO/G1, apds 48 horas de incubagdo. No en-
tanto, nenhuma alteracdo foi observada nas outras fases
do ciclo celular, independentemente da dose utilizada
(Figura 3A). Foi possivel verificar ainda que o licopeno
promoveu modifica¢cdes importantes na progressdo do
ciclo celular da linhagem T84 apds 96 horas de trata-
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mento. Em relagdo ao ciclo celular, constatou-se um au-
mento de células na fase GO/G1, com respectiva dimi-
nuigdo de células na fase G2/M pela a¢do do licopeno,
sendo o efeito dose-dependente (p<0,05) (Figura 3B).

Corroborando com os dados de proliferagao celu-
lar, ndo foi identificada nenhuma alteragao na distribui-
¢do das células nas diferentes fases do ciclo celular,
guando as mesmas sofreram tratamento com beta-caro-
teno por 48 e 96 horas (dados ndo mostrados).

Na avalia¢do do processo de apoptose induzida
pelo licopeno, foi verificado um aumento do percentual
de células apoptdticas com taxa de aumento relativo de
1,2 vezes quando comparado ao grupo nao tratado nas
concentragdes mais altas (3 e 5uM) apds 48 horas de tra-
tamento. Somado a isso, apds 96 horas de incubagdo
com licopeno foi possivel observar um importante au-
mento no percentual de células apoptdticas, com au-
mento minimo e maximo de 32% e 80%, respectivamen-

te, com diferenga estatistica (p<0,05) entre as doses
utilizadas, indicando um efeito tempo e dose-dependen-
te (Figura 4). Nenhuma alteragdo no processo de apop-
tose foi observada nas células incubadas com beta-caro-
teno (Figura 4).

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou o efeito do lico-
peno na modificagdo do perfil de crescimento celular da
linhagem de carcinoma de célon humano (T84), com pa-
rada de ciclo celular na fase GO/G1, somado a um au-
mento de células apoptdticas.

Existem varios mecanismos pelos quais o tomate,
seus produtos e, particularmente o licopeno exercem
inibicdo da carcinogénese, sendo os principais descritos
pela literatura: a eliminagdo de espécies reativas de oxi-
génio, o aumento de sistemas de desintoxicacdo, a su-
pressdo da progressao do ciclo celular, bem como modu-

Figura 3. Efeito do licopeno na progressdo do ciclo celular de carcinoma de célon apds 48 horas (A) e 96
horas (B). O experimento é expresso em média * desvio padrdo, sendo diferengas significativas entre as célu-
las ndo tratadas (CT) e as tratadas com licopeno (1-5uM) comparadas pelo teste de Tukey (*p <0,05; **p<0,01;
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Figura 4. Taxa de aumento relativo de células em apoptose da linhagem T84 tratada com licopeno e beta-ca-
roteno apds 48 e 96 horas. Comparagao relativa entre células ndo tratadas (CT) e células incubadas com lico-
peno e betacaroteno (1-5uM) através do teste de Tukey (*p <0,05; ** p<0,01) .
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lagdo das vias de transducdo de sinal (18,19). A atividade
antioxidante do licopeno tem sido extensivamente estu-
dada (20,21), sendo o seu efeito melhorado pela adigdo
de outros antioxidantes (22,23).

No estudo dos efeitos do licopeno sobre o cresci-
mento de células cancerosas, ja foi relatado que o toma-
te maduro, contendo essencialmente o licopeno, é um
agente antiproliferativo, ndo sé em células de cancer da
préstata (24), mas também em linhagens de cancer do
colon, tais como HT-29 (15). Estudos recentes demons-
traram que linhagens celulares de cancer de célon nao
foram afetadas na sua viabilidade pela a¢do do licopeno
(25-26). Em nosso trabalho foi observada pela primeira
vez uma inibicdo da proliferagdo celular na linhagem
T84, apos 48 e 96 horas de tratamento com licopeno,
sendo os resultados diferentes de outros trabalhos ja
descritos na literatura. Além disso, foi possivel constatar
que doses fisioldgicas podem exercer um efeito antipro-
liferativo, indicando um possivel efeito preventivo do li-
copeno no cancer de célon (27).

A desregulagdo no controle do ciclo celular é um
aspecto fundamental no desenvolvimento do cancer. As
células normais apenas proliferam em resposta ao de-
senvolvimento da célula ou a sinais presentes na mitose
gue indicam um requisito para o crescimento do tecido,
enquanto que a proliferacdo das células cancerosas pro-
cede essencialmente sem controle. Isto indica que as
células cancerosas proliferam devido a presenca de de-
feitos de sinalizagdo internos e/ou externos (28). Estu-
dos anteriores mostram que o licopeno (29,30) ou extra-
tos de licopeno (25) induziram parada do ciclo celular na
fase GO/G1 devido a baixa regulagdo de ciclinas, incluin-
do ciclina E e ciclina D1 (25,31-32) e/ou pela regulagdo
positiva de ciclina A e p27 (31).

De acordo com Hirsh e cols. (33), os carotenoides,
incluindo licopeno, sdo capazes de suprimir a prolifera-
¢do de células malignas através da inibicdo da atividade
estrogénica da 17-beta-estradiol e genisteina, um fitoes-
tréogeno hormonio-dependente, em células cancerosas.
A inibicdo do crescimento celular mostrada parece ser
mediada por atenuagdo de progressao do ciclo celular
da fase G1 para a fase S. Por outro lado, Nahum e cols.
(34) tém sugerido mecanismos adicionais para explicar o
efeito inibitério de licopeno na proliferacdo das células
do cancer, que incluem a sua capacidade para atenuar o
fator de crescimento semelhante a insulina, e a inibigdo
da progressdo do ciclo na fase GO/G1.

Em nosso trabalho o licopeno foi capaz de mo-
dular o ciclo celular, promovendo aumento do percentu-
al de células na fase GO/G1, com respectiva diminuigdo
na fase G2/M, semelhante ao ocorrido em outros traba-
Ilhos. Estas observagdes sugerem que o licopeno pode
alterar proteinas reguladoras do ciclo celular, dependen-
do da dose e do tempo de administragdo deste compos-
to.

Apesar da enorme variabilidade do cancer, evi-
déncias demonstram que a resisténcia a apoptose é uma
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das caracteristicas mais marcantes da maioria dos tumo-
res malignos (35). Na pratica clinica, a apoptose é alvo
para um potencial uso terapéutico da morte celular pro-
gramada, sendo a compreensdo dos mecanismos e das
alteragGes nos componentes das vias apoptéticas, e sua
correlagdo com a ocorréncia do cancer, ferramentas im-
portantes para o desenvolvimento de novas terapias e
métodos de prevencdo do cancer (36-37).

O efeito quimiopreventivo do licopeno mediada
pela sua capacidade para induzir a apoptose ja foi descri-
to anteriormente por outros trabalhos (38-39). Estes su-
gerem que a agdo apoptotica dos carotenoides pode
depender da formacgdo intracelular de produtos auto-
-oxidantes, a partir do tratamento com o licopeno (40).

Como a apoptose é o ponto final de pelo menos
uma das vias de diferenciacdo das células epiteliais do
colon, um processo que resulta em morte celular por
apoptose também deve minimizar o sinal proliferativo.
De fato, em nosso modelo, o aumento da taxa de morte
celular por apoptose, apds 96 horas de incubagdo com
licopeno, foi acompanhado por um aumento de células
na fase GO/G1 do ciclo celular.

CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos, a quimiopreven-
¢do através da acdo do licopeno emerge como um im-
portante instrumento na prevencgao e controle do cancer
de cdlon, sugerindo mecanismos de ag¢des anticarcino-
génicos e antioxidantes, que podem auxiliar contra a
progressdo e/ou desenvolvimento do cancer de cdlon.
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