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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pés Graduacdo em Farmacologia
Universidade Federal de Santa Maria

AC;AO PROTETORA DO LICOPENO SOBRE AS ALTERAC;()ES INDUZIDAS
PELA MICOTOXINA ZEARALENONA EM CAMUNDONGOS MACHOS
Autora: Silvana Peterini Boeira

Orientadora: Ana Flavia Furian
Santa Maria, 22 de dezembro de 2014.

A Zearalenona (ZEA) é uma micotoxina estrogénica tendo, portanto, o sistema reprodutivo
como um dos seus principais alvos de toxicidade. Além de ser uma micotoxina toxigénica e
imunosupressora, a ZEA altera parametros hematologicos e promove um desequilibrio no
sistema oxidativo, especialmente nas enzimas antioxidantes. Assim, o licopeno, um
carotenodide com potencial antioxidante, é considerado um dos mais potentes scavengers de
radicais livres e pode ser utilizado como alternativa terapéutica a fim de reduzir ou impedir os
efeitos toxicos da ZEA. Camundongos Swiss machos foram pré-tratados com licopeno (20
mg/kg, p.o.) por 10 dias consecutivos. No 11° dia foi realizado o tratamento agudo com a ZEA
(40 mg/kg, p.o.), e apbés 48 horas foi realizada a eutandsia dos animais. Analisamos
parametros reprodutivos, hematolégicos, histoldgicos, inflamatérios e marcadores de estresse
oxidativo em amostras de sangue, testiculos, epididimos, rins e figado dos animais. A ZEA
provocou hematotoxicidade através do aumento de leucécitos totais assim como aumento de
hemoglobina e hematdcrito e diminuiu 0 numero de hemaceas além de linfocitos e plaquetas.
Em relacdo aos parédmetros reprodutivos e hormonais alteracBes na histologia testicular e
diminuicdo dos niveis de testosterona e da contagem e motilidade espermética foram
obervadas. A atividade das enzimas GST (Glutationa-S-transferase), GR (Glutationa Redutase)
e ALA-D (Acido delta aminolevulinico desidratase) foram reduzidas pela acdo da ZEA nos
testiculos. O sistema glutationa foi alterado pela ZEA através da diminuicdo da glutationa
reduzida (GSH) e aumento da glutationa oxidada (GSSG) e da relacdo GSH/GSSG. Os
parametros pré-inflamatérios analisados foram aumentados pela acdo da micotoxina. O pré-
tratamento com o licopeno preveniu o aparecimento dos efeitos toxicos induzidos pela ZEA em
praticamente todos os parémetros analisados e assim, este antioxidante pode ser utilizado
como uma alternativa na prevenc¢do dos danos causados pela ZEA.

Palavras-chave: zearalenona, licopeno, estresse oxidativo, camundongos machos.



ABSTRACT

Doctoral Thesis
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PROTECTIVE ACTION OF LYCOPENE ON THE CHANGES INDUCED BY
MYCOTOXIN ZEARALENONE IN MALE MICE
Author: Silvana Peterini Boeira
Adviser: Ana Flavia Furian
Santa Maria, December22™ 2014.

Zearalenone (ZEA) an estrogenic mycotoxin and, therefore the reproductive system as one of
its main targets of toxicity. Besides being a mycotoxin and toxigenic immunosuppressive, the
ZEA hematological changes and promotes an imbalance in the oxidative system, especially in
antioxidant enzymes. Thus, lycopene, a carotenoid antioxidant potential is considered one of
the most potent free radical scavengers and may be used as an alternative therapy to reduce or
prevent the toxic effects of ZEA. Male Swiss mice were pretreated with lycopene (20 mg/kg,
p.o.) for 10 consecutive days. On the 11th day was held the acute treatment with ZEA (40
mg/kg, p.o.), and after 48 hours was performed euthanasia of animals. We analyzed
reproductive, hematological, histological, inflammatory and oxidative stress markers in blood,
testes, epididymis, kidneys and livers. ZEA hematotoxicity caused by increased total leukocytes
and hemoglobin and hematocrit increased and decreased the number of lymphocytes as well as
erythrocytes and platelets. In regard to reproductive and hormonal parameters changes in
testicular histology and decreased testosterone levels and sperm motility and count were
observed. The activity of GST (Glutathione-S-transferase), GR (Glutathione reductase) and
ALA-D (delta aminolevulinic acid dehydratase) was reduced by the action of ZEA in the testes.
The glutathione system was amended by ZEA by decreasing the reduced glutathione (GSH)
and increased oxidized glutathione (GSSG) and GSH / GSSG. The analyzed pro-inflammatory
parameters were increased by the action of mycotoxin. Pretreatment with lycopene prevented
the onset of toxic effects induced by ZEA in virtually all parameters and thus, this antioxidant
may be used as an alternative to the prevention of damage by ZEA.

Keywords: zearalenone, lycopene, oxidative stress, male mice.
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APRESENTACAO

A tese esta organizada sob a forma de um artigo e um manuscrito. As
secfes materiais e métodos, resultados, discussdo dos resultados e
referéncias bibliograficas, encontram-se nos proprios artigos e estdo
organizados de acordo com a revista cientifica na qual foram publicado ou
submetido.

Os itens discussdo e conclusbes, encontrados no final desta tese,
apresentam interpretacbes e comentarios gerais sobre os resultados
apresentados nos artigos cientificos contidos neste trabalho.

As referéncias bibliograficas referem-se somente as citagcbes que

aparecem nos itens introducéo e discussao desta tese.



INTRODUCAO

A exposicdo humana as micotoxinas pelo consumo de alimentos é uma
guestdo de saude publica em todo o mundo (ANTONISSEN et al., 2014).
Estudos tém revelado a existéncia de, pelo menos, cerca de 400 diferentes
micotoxinas (RODRIGUEZ-CARRASCO et al., 2014), e a ocorréncia de
micotoxinas em alimentos e derivados ndo € um problema apenas de paises
em desenvolvimento. Elas afetam o agronegoécio de muitos paises, interferindo
ou até mesmo impedindo a exportacdo, reduzindo a producédo animal e agricola
e, em alguns paises, afetando, também, a satde humana (LEUNG et al., 2006;
MALLMANN;DILKIN, 2007).

As micotoxinas sdo substéncias toxicas resultantes do metabolismo
secundario de fungos (GIMENO, 2010). S&o produzidas por diversos géneros
de fungos, que contaminam produtos agricolas em toda cadeia de producéo
alimentar desde o campo, colheita, transporte e armazenamento (TORRADO et
al., 2007). Por estas razbes é dificil a adocdo de medidas universais para
controle de todos estes microrganismos simultaneamente, e também das
micotoxinas (CAST, 2003).

A producdo de micotoxinas ocorre quando os fungos sédo submetidos a
condicBes de estresse. Nos grdos armazenados, a contaminacdo com fungos
toxigénicos e a producdo de micotoxinas séo resultados da interacdo complexa
entre umidade, temperatura, concentracdo de oxigénio e didxido de carbono,
presenca de insetos e fungos. Em consequéncia aos riscos toxicos associados
as micotoxinas e a possibilidade de alimentos estarem contaminados por
diversos metabdlitos em concentracdes que variam sazonalmente, legislacdes
gue estabelecem limites maximos para a presenca de micotoxinas em
alimentos tem sido propostas, porém restritas a um pequeno numero de
compostos (BRASIL, 2011).

As micotoxinas podem entrar nas cadeias alimentares humana e animal
por meio de contaminacdo direta ou indireta. A contaminacdo indireta de
alimentos e racbes ocorre quando um ingrediente qualquer foi previamente
contaminado por um fungo toxigénico, e mesmo com a eliminacdo do fungo

durante o processamento, as micotoxinas permanecerao no produto final. A
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contaminacgao direta, por outro lado, ocorre quando o produto, o alimento ou a
racdo, se torna contaminado por um fungo toxigénico, que em condi¢cbes
adequadas produz as micotoxinas (MONBALIU et al., 2010).

O consumo de produtos vegetais contaminados, assim como 0 consumo
de produtos derivados dos alimentos pode determinar a ingestdo de
micotoxinas pelos seres humanos e ocasionar as micotoxicoses (ZHU et al.,
2014). As micotoxicoses sdo normalmente sazonais, devido a condi¢des
climaticas particulares que favorecem o desenvolvimento das micotoxinas.
Algumas micotoxinas sao importantes em alimentos devido a sua alta
freqUéncia, como: aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona (ZEA). Esta ultima
em particular é considerada uma micotoxina termoestével, estrogénica e com
grande capacidade de contaminar gréos e intoxicar 0s animais que se
alimentam destes.

A ZEA (figura 1) € um solido cristalino branco, descrita quimicamente
como uma lactona e pode ser produzida por varias espécies de Fusarium,
sendo que Fusarium graminearum e Fusarium culmorum S&o 0s principais
produtores (ZINEDINE, 2007). Estas espécies sao conhecidas por colonizarem
cereais e mostrarem tendéncia a se desenvolverem em baixas temperaturas
(HAGLER et al.,, 2001). A denominacdo zearalenona provém do fungo
“Gibberella zeae” (forma sexuada do Fusarium graminearum), grande produtor
desta micotoxina (SOBROVA et al., 2010).

OH O CHs

HO

Figura 1: Estrutura quimica da ZEA
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Em 1962, Stob et al. isolaram um metabdlito ativo com atividade
estrogénica e anabdlica a partir de culturas de G. zeae (F. graminearum). O
metabdlito ativo encontrado em milho com caracteristica estrogénica foi
nomeado zearalenona, anteriormente conhecido como toxina F-2. Assim, a
ZEA foi isolada e caracterizada em 1962 devido a sindrome estrogénica que
surgiu em suinos alimentados com rac¢des a base de milho contaminado com
Fusarium graminearum (MiDIO; MARTINS, 2000)

A ZEA pode ser produzida em substratos diversos, incluindo trigo,
cevada, milho, silagem de milho, arroz, sorgo, e, ocasionalmente, nas
forragens. No entanto, o milho € o vegetal mais susceptivel a contaminacao
pelos fungos fitopatégenos do género Fusarium (KUMAR et al., 2008) que
produzem uma série de micotoxinas, sendo a ZEA frequentemente encontrada
neste grao (SALAY; MERCADANTE, 2002). A temperatura Otima para a
producdo de ZEA esta entre 12-14°C. Além disso, as variagdes térmicas que
ocorrem entre o dia e a noite também se tornam importantes a producao desta
micotoxina. No Brasil, estas condicbes sdo observadas principalmente nos
estados do Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

A toxicocinética da ZEA (figura 2) ja foi descrita na literatura para alguns
animais, incluindo porcos (BIEHL et al., 1993; DANICKE et al.,, 2005;
PRELUSKY et al., 1989), frangos (DANICKE et al., 2001; OSSELAERE et al.,
2013) e ratos (MALLIS et al., 2003; SHIN et al., 2009). A ZEA € absorvida
rapidamente apés administracao oral (AVANTAGGIATO et al., 2003; CAVRET
et al.,2006) sendo distribuida principalmente para os 6rgdos reprodutores,
tecido adiposo, tecido intersticial e células dos testiculos (KUIPER-GOODMAN
et al., 1987; UENO et al, 1977). Sua metaboliza¢do ocorre no figado por duas
vias, a via 1, por hidroxilacdo; e a via 2, por conjugacao ao acido glicurénico
(OLSEN et al., 1981) que inativa a ZEA e seus metabdlitos. A via 1 consiste na
formacao de a- e B- zearalenol (a- e B-ZOL) e zearalanona (ZAN), catalisada
pelas enzimas 3a- e 3B-hidroxiesterdide desidrogenase (HSD). Na via 2 a
conjugacao da ZEA e de seus metabdlitos com acido glicurénico é catalisada
pela glucuronil-difosfato-uridina-transferasel (UDFGT) (OLSEN et al., 1981;
GROMADZKA et al., 2008).

16



ZEA

....... —> 3a/3p HSD
\

Hidroxilacédo

a- ZoL B- zOL

UDFGT |, . -
....... — Acido glicurdnico

Conjugacao

Excregao pela bile e urina

Figura 2: Representacéo esquematica da metabolizacdo e excrecao da

ZEA em suinos.

O conhecimento dos mecanismos de biotransformacéo tem fundamental
importancia para o entendimento dos efeitos toxicos decorrentes da exposi¢cao
aguda a micotoxinas. Em alguns casos os produtos da metabolizacdo tém
toxicidade mais acentuada que o proprio substrato, como € o caso da ZEA
(D'MELLO et al., 1999). O metabdlito a-zearalenol possui maior potencial
estrogénico que a ZEA e que o B-zearalenol (MALEKINEJAD et al., 2006;
MIROCHA et al., 1974; MINERVINI et al., 2001), uma vez que possui maior
afinidade pela ligacdo com os receptores de estrogénio (CELIUS et al., 1999).
Assim, a hidroxilagdo da zearalenona para a-zearalenol aparentemente € um
processo de ativagdo, enquanto que a producdo de [(-zearalenol seria um
processo de desativacao.Células microssomais hepéticas de suinos produzem
maior quantidade de a-zearalenol, que possui maior atividade estrogénica em

comparagao com [-zearalanol, enquanto microssomas de frango produzem a
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maior quantidade de [(-zearalenol, que tem menor atividade estrogénica
(MALEKINEJAD et al., 2006). Em ratos, a metabolizagdo em a-zearalenol e 3-
zearalenol é mais lenta quando comparada a porcos e frangos e assim, sugere-
se que em ratos, a maior toxicidade € caudada pela ZEA (MALEKINEJAD et
al., 2006).

O sistema reprodutivo é um dos principais alvos de toxicidade da ZEA
(LI et al., 2014; MINERVINI; DELL'AQUILA, 2008; TIEMANN; DANICKE, 2007).
A acdo da ZEA ocorre por estimulo aos receptores estrogénicos
citoplasmaticos (figura 3), aumentando a sintese protéica no aparelho
reprodutor. Consequentemente, ela estimula a secrecdo das células
endometriais, a sintese de proteinas uterinas e resulta em aumento do peso do
trato reprodutivo (GAUMY et al., 2001; KRISZT et al., 2012). Especificamente, a
ZEA e seus metabolitos podem interagir diretamente com os sitios de ligacao
dos receptores citoplasmaticos do horménio 17B-estradiol e translocar o sitio
de ligacao destes receptores para o nucleo celular (KATZENELLENBOGEN et
al., 1979; KORAICHI et al., 2012). No nucleo, a estimulagdo do RNA leva a
sintese de proteinas e sinais clinicos do estrogenismo. A toxicidade da ZEA
tém sido associada com diminuicdo da fertilidade, reducdo da ninhada,
diminuicdo do peso da adrenal, tiredide e hipdfise na prole, além de alteracdo
nos niveis séricos de progesterona e estradiol (HUEZA et al., 2014).

A ZEA apresenta grandes efeitos sobre a reproducdo e a inducédo do
hiperestrogenismo, sendo 0s suinos a espécie mais sensivel a estes efeitos. O
estrogenismo em suinos foi relatado em meados da década de 1920 no centro-
oeste dos Estados Unidos (MCNUTT et al., 1928), pois a condi¢cdo de inchaco
da vagina nas fémeas jovens e inchaco do prepucio em machos foi associada
ao consumo de milho mofado. O prolapso vaginal e, ocasionalmente, do reto
foram observados como efeitos secundarios. Com a substituicdo do milho
mofado por um milho de melhor qualidade micolégica, o0s animais
recuperavam-se, mas se a exposicao ao milho mofado continuasse observava-
se eversao do utero e infeccbes secundarias que levavam a morte de muitos

porcos.
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Figura 3: Inducéo do estrogenismo pela acdo da ZEA em receptores

estrogénicos citoplasmaticos.

Os estrogenos estdo presentes tanto no sistema reprodutor feminino,

como no masculino (YANG et al., 2007), e portanto estdo envolvidos na

estimulacdo da espermatogénese e sintese de esterdides através da ligacéo
aos receptores de estrégeno (ERs) (RAGO et al, 2006; STABILE et al, 2006).

Desse modo, em machos expostos a ZEA, pode ocorrer reducdo de

testosterona sérica, da espermatogénese e do peso dos testiculos, além da

inducdo de feminizacdo e reducdo de libido (D’MELO et al.,, 1999). Em

camundongos tratados com ZEA nas doses de 25, 50 e 75 mg/Kg por 7 dias

via intraperitoneal houve aumento da glandula seminal e do peso da glandula

prepucial do testiculo. Além disso, foi observada uma maior porcentagem de

espermatozoides anormais, reducdo de espermatozoéides vivos e de sua
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integridade acrossdmica, reducdo na producdo espermatica e das células
espermatogénicas, além da reducdo da concentracdo sérica de testosterona
(YANG et al., 2007).

A ZEA afeta principalmente o sistema reprodutivo, no entanto, ela pode
produzir efeitos adicionais. Tém sido demonstrado que a ZEA e seus
metabolitos possuem efeitos deletérios sobre as fungbes imunoldgicas nos
seres humanos (FORSELL; PESTKA, 1985; VLATA et al., 2006), em bovinos
(LIOI et al., 2004), frangos (BORUTOVA et al.,, 2008; YEGANI et al., 2006),
ratos (DORIC et al., 2007; HUEZA et al., 2014) e camundongos (PESTKA et al.,
1987). Salah-Abbés et al. (2010) mostraram que a administracdo de 40 e 80
mg/Kg de ZEA em camundongos Balb/C durante 28 dias provocou reducéo do
peso relativo dos 6rgaos do sistema imunolégico e diminuicdo do numero de
linfocitos resultando em atrofia do baco e alteracdo na producéo de citocinas e
anticorpos.

A acgdo hematotoxica da ZEA foi demonstrada nos estudos de Abbeés et
al. (2006) e Maaroufi et al. (1996), respectivamente, em que camundongos
Balb/C e ratos, intoxicados com concentracdes superiores a 10 mg/kg de ZEA,
observaram disfuncdo da coagulacdo, alteracbes de alguns parametros
hematolégicos como aumento do numero das heméacias, hemoglobina,
hematdcrito, leucocitos totais e reducdo do nimero de plaquetas. Houve ainda
reducdo do numero de linfocitos (ABBES et al., 2006; BOEIRA et al., 2012)
reforcando a capacidade imunossupressora desta micotoxina, e confirmando
os resultados encontrados por Berek et al. (2001) que também relatou reducao
de linfécitos T e B em humanos expostos a ZEA.

O estresse oxidativo, como um elemento indutor do desequilibrio da
homeostase dos organismos vivos, também possui relacdo com a
toxicodindmica das micotoxinas. Assim, um aumento no estresse oxidativo é
considerado um fendmeno importante nos efeitos tdxicos envolvidos na
exposicdo a micotoxinas. Alteracfes no metabolismo protéico e energético
foram descritas em ratos alimentados com dietas contendo niveis elevados de
ZEA (SZKUDELSKA, 2002) além de danos oxidativos (ABID-ESSEFI et al.,
2011). Além disso, a inducdo de estresse oxidativo e a alteracdo do sistema
glutationa em células testiculares tém sido relacionados a toxicidade da ZEA.
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A glutationa possui papel central na biotransformacédo e eliminagdo de
xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo. Estudos tém
mostrado que o sistema glutationa, por meio de suas enzimas especificas, é
possivelmente desequilibrado pela ZEA resultando em vérias alteracoes,
principalmente reprodutivas (SALAH-ABBE" S et al., 2009). Ademais, a GST,
uma enzima que catalisa o ataque nucleofilico da forma reduzida da glutationa
(GSH) a xenobiodticos eletrofilicos, tem sido associada ao metabolismo dos
estrogénios e a sua relevante atuacdo na espermatogénese (PARK et al.,
2003).

Frente a problemética das micotoxinas, atualmente tém-se dado énfase
aos compostos naturais antioxidantes como flavonéides, compostos fendlicos,
vitaminas A, C e E bem como os carotendides. A importancia dos carotenoides
nao é somente atribuida a cor que eles conferem a algumas frutas e vegetais,
mas também aos beneficios a saude, tanto pela atividade pro-vitaminica A que
alguns destes compostos apresentam, como pelas suas a¢des antioxidante e
imunomoduladora (RODRIGUEZ-AMAYA, 2002; VALDUGA et al., 2009). Eles
removem os radicais peroxidos, modulam o metabolismo carcinogénico, inibem
a proliferacao celular, estimulam a comunicacdo entre células, e elevam a
resposta imune (CHANG et al., 2014; SHAMI; MOREIRA, 2004). Um dos
principais carotendides correlacionados € o licopeno, que apesar de nao ser
considerado um nutriente essencial, pesquisas tém demonstrado que este
pigmento natural pode trazer diversos beneficios para a saude humana (LEVY;
SHARONI, 2004).

O licopeno (Figura 4) é um pigmento natural lipossoluvel sintetizado por
plantas e microorganismos, mas n&ao por animais (PALABIYIK et al., 2013). E
caracterizado por uma estrutura simétrica e aciclica de 40 carbonos, cuja
massa molecular é de 536,85Da (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999) e formula
molecular CsHss (XIANQUAN et al., 2005). E tido como o carotenoide que
possui a maior capacidade scavenger de radicais livres, pois apresenta um
conjunto de duplas ligacdes capazes de oferecer maior reatividade (PRASAD;
MISHRA, 2014). O sistema de duplas ligagdes conjugadas constitui o
cromoforo responséavel pela sua habilidade de absorver luz na regido visivel,
consequentemente pelo seu poder corante, sendo responsavel pela coloracdo
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vermelho-alaranjada de vegetais nas quais est4d presente (NIIZU, 2003;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2002).

Figura 4: Estrutura quimica do licopeno

O licopeno é disponivel, pela alimentagdo, através de uma lista n&o
muito extensa de frutas e vegetais (tabela 1), sendo as principais fontes o
tomate, a goiaba vermelha, a melancia, o mamdo e a pitanga (RAO;
AGARWAL, 2000). Apesar de ndo apresentar a estrutura de anel beta-ionizavel
gue caracteriza a atividade pro-vitamina A (AUGUSTI et al., 2007; PAULA et
al., 2004; SETIAWAN et al., 2001), o licopeno €é capaz de funcionar como um
antioxidante, duas vezes melhor que o beta-caroteno e dez vezes melhor que o
alfatocoferol. Além disso, o0 interesse neste carotendide vem crescendo
rapidamente, devido a estudos que sugerem uma atuacdo do licopeno na
saude e doencas humanas (CASTEL-BRANCO, 2002; JACOB et al., 2008). Ele
tem sido relacionado com a diminuicao de risco contra doencas degenerativas,
alguns tipos de cancer (cervical, mama, trato digestivo, pele, bexiga e
principalmente o de prostata) e doencas cardiovasculares (CHANG et al., 2014;
PORCU, 2004; RODRIGUES-AMAYA, 2002; WAN et al., 2014).
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ALIMENTO LICOPENO emmg /100 g

Tomate 0,88 — 4,20
Mamao Papaya 2,00 - 5,30
Goiaba 5,40
Pitanga 2,50 - 7,50
Melancia 2,30 - 7,20

Tabela 1. Quantidade aproximada de licopeno nos principais alimentos
contendo o carotenoide.

A estrutura do licopeno é uma chave determinante das suas
propriedades fisicas, reatividade quimica e funcionamento biologico. Assim, é
razoavel postular que quando este carotendide é consumido, esta mesma
propriedade estrutural possa influenciar dramaticamente na biodisponibilidade,
absorcao, circulacédo, distribuicéo para tecidos e disponibilidade para incorporar
componentes subcelulares e afetar precisamente processos moleculares. Apés
ser consumido, o licopeno se incorpora as micelas dos lipidios da dieta e sao
absorvidos na mucosa intestinal através de difusdo passiva, onde se
incorporam aos quilomicrons e séo liberados para o sistema linfatico para
serem transportados ao figado. Assim, o licopeno € transportado pelas
lipoproteinas através do plasma para a distribuicho a varios 0rgaos
(WALISZEWSKY; BLASCO, 2010).

O processo de metabolizacdo do licopeno é um processo complexo
envolvendo uma série de oxidacdes (KHACHICK et al., 2002). Muitos fatores
podem influenciar na biodisponibilidade dos carotendides, entre eles podem ser
citados a matriz alimentar, a quantidade do carotendide na dieta, a presenca de
fatores inibidores ou facilitadores da absorcdo, a forma isomérica em que ele
se apresenta, a quantidade e tipo de gordura dietética, o processo de
absorcao, as interacdes entre os carotenoides, a presenca de fibra alimentar na
dieta, o estado nutricional do individuo, fatores genéticos, fatores relacionados
com o individuo e interacdo entre estas variaveis (CAMPOS; ROSADO, 2005).
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Apesar de nao ser considerado um nutriente essencial, o licopeno, um
carotendide de ocorréncia natural, tém recebido nos ultimos anos especial
atencdo devido a sua atividade antioxidante altamente eficiente e capacidade
detoxificadora de radicais livres (ATESSAHIN et al.,, 2006; COHEN 2002;
JONKER et al., 2003). A fundamental atribuicdo protetora conferida ao licopeno
esta associada ao seu destacado poder de reacdo com o oxigénio singlete
(MARTINEZ et al., 2014; RAO; AGARWAL, 2000).

O licopeno possui uma das mais altas atividades antioxidantes entre os
carotenoides sendo capaz de proteger as células contra o radical peroxido de
hidrogénio e radicais derivados do nitrogénio, como o diéxido de nitrogénio,
além de ser capaz de aumentar os niveis de SOD, GPX e GST (BOSE;
AGRAWAL, 2007; BOEIRA et al., 2012). Alem disso, estudos demostraram que
o licopeno é capaz de atenuar o0 estresse oxidativo e de exercer efeitos anti-
cancerigenos, tanto in vitro e in vivo ( ATESSAHIN et al., 2006, COHEN, 2002;
JONKER et al.,, 2003). Kumar e Kumar, (2009) mostraram que o tratamento
com licopeno ( 2.5, 5 e 10 mg/kg) melhorou significativamente a memodria e
restaurou a atividade da GST no corpo estriado, hipocampo e no cortex do
cérebro ap6s o modelo 3 -NP da doencga de Huntington.

O consumo de alimentos ricos em licopeno esta associado com menores
riscos de cancer, doencas cardiovasculares e outros problemas de saude
(MEKKAWY et al., 2011; YILMAZ et al., 2006). O potencial antioxidante desse
micronutriente € capaz de manter a integridade estrutural e funcional de
importantes células imunoldgicas e por sua vez, aumentar a imunidade (EL-
DEMERDASH et al., 2004a,b; YOUSEF et al., 2003). Além disso, o licopeno
possui atividades anti-inflamatoria e anti-coagulante sendo capaz de reduzir a
formacdo de edemas e reparar alteracdes hematoldgicas (YAPING et al.,
2003). Esses dados corroboram com o estudo de Mekkawy et al., (2011) cuja
suplementacdo com pasta de tomate e/ou vitamina E melhorou os parametros
hematoldgicos em peixes expostos a cadmio.

O mecanismo de acéo do licopeno no cancer de préstata inclui inibicdo
da proliferacdo celular, efeito anticrescimento, aumento da comunicacdo
intercelular através do aumento de juncdes do tipo gap entre as células e

modulagcao da progressao do ciclo celular (CAMPBELL et al., 2004; CANENE-
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ADAMS et al., 2005; SILER et al., 2005; TANG et al., 2005). A interacdo célula
a célula via juncbes do tipo gap € considerada um fator fundamental na
homeostase tecidual, sua alteracdo esta associada com o fenétipo neoplésico
(LIVNY et al., 2002). Tiuzzi, (2008) observou que O risco para O
desenvolvimento de cancer de prostata diminuiu significantemente em homens
gue consumiram maiores quantidades de produtos a base de tomate.

Sugere-se que o efeito antioxidante do licopeno em células germinais
masculinas pode servir como uma intervencado terapéutica promissora para 0s
problemas de infertilidade induzidos pelo estresse oxidativo (TURK et al.,
2011). In vitro, o licopeno tem efeito antimetastatico, sendo um agente
antiproliferativo, anticarcinogénico, inibindo assim a adesédo, invasdo e a
migracdo de células, o que pode reduzir a ocorréncia ou a progressado do
cancer de prostata (TIUZZI, 2008). Além disso, o licopeno é considerado um
potente scavenger de radicais livres e foi demonstrado por Alshatwi, (2010) que
a suplementacéo de ratos Wistar com extrato de tomate € capaz de diminuir a
peroxidagéo lipidica medida pelo nivel de malondialdeido (MDA) em amostras
de soro e figado.

Muitos estudos tém demonstrado o papel do licopeno na prevencéo de
doencas e na carcinogénese (PENNATHUR et al., 2010; MEKKAWY et al.,
2011), mas poucos estudos revelam o papel protetor deste frente a injurias
causadas por micotoxinas. Aydin et al., (2013) relataram o efeito protetor do
licopeno contra os danos ao DNA induzidos pela ocratoxin-A, enquanto que os
resultados de Tas et al., (2010) sugerem que este mesmo carotendide é capaz
de proteger as alteracfes testiculares em ratos causadas pela aflatoxina B1, no
entanto, ndo h& estudos correlacionando a atividade antioxidante do licopeno
frente aos efeitos toxicos da micotoxina zearalenona. Assim, este trabalho
configura-se como o primeiro estudo a testar a atividade funcional do licopeno
frente aos efeitos toxicos de uma das micotoxinas de maior relevancia
micotoxicologica, a ZEA. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
acao protetora do licopeno frente as alteracdes hematoldgicas, reprodutivas,

oxidativas e hormonais induzidas pela ZEA em camundongos machos.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo protetora do licopeno frente as alteracbes reprodutivas,
hematoldgicas, oxidativas, hormonais e inflamatérias da micotoxina

zearalenona em camundongos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar parametros hematologicos da série branca e vermelha;

- Determinar parametros reprodutivos: contagem e motilidade espermatica;
- Realizar analise de histologia testicular;

- Determinar os niveis do hormonio testosterona;

- Determinar parametros enzimaticos do estresse oxidativo;

- Analisar o sistema glutationa: formas reduzida, oxidada e relagéo;

- Quantificar a nivel testicular a enzima Glutationa-S- transferase;

- Determinar parametros inflamatorios.
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Zearalenone (ZEA) is a mycotoxin commonly found as a contaminant in cereals. ZEA toxicity targets
mainly the reproductive system, and oxidative stress plays an etiological role in its toxic effects. There-
fore, the present study aimed to investigate the effect of lycopene, a potent carotenoid antioxidant, on
markers of oxidative stress in liver, kidney and testes, and on reproductive, hematological and histopatho-

KE‘}WOI"C!S_-' logical parameters after ZEA administration. Adult Swiss albino male mice received lycopene (20 mg/kg,
;"‘ycmm" p.o.) for ten days before a single oral administration of ZEA (40mg/kg, p.o.). and 48 h thereafter tis-
Tg:rl:;:arazoa sues (liver, kidney, testes and blood) were collected for biochemical, hematological and histological

GsT analyses. Lycopene prevented ZEA-induced changes in hematological parameters (increased number
of leukocytes, segmented neutrophils, sticks, eosinophils and monocytes and decreased number of red
blood cells (RBC), number of lymphocytes and platelets ). Moreover, lycopene prevented the reduction in
the number and motility of spermatozoa and the testicular tissue damage induced by ZEA. In addition,
Iycopene prevented the decrease in glutathione-S-transferase activity in kidney and testes and increased
glutathione-5-transferase activity per se in the liver, kidneys and testes as well as superoxide dismu-
tase activity in the liver. In summary, lycopene was able to prevent ZEA-induced acute toxic effects in
male mice, suggesting that this antioxidant carotenoid may represent a promising prophylactic strategy
against ZEA toxicity.

Carotenoid
Lycopene

© 2014 Elsevier GmbH. All rights reserved.

1. Introduction an important health issue, and therefore the study of ZEA toxicity

is of fundamental importance for the understanding and manage-

Zearalenone (ZEA) is a fungal toxin produced by the fungi Fusa-
rium culmorum and Fusarium graminearum (Placinta et al., 1999;
Zinedine et al., 2007 ). Given ZEA is commonly found in widely-used
ingredients for many human and animal food, such as maize, bar-
ley, wheat, oats, sorghum and sesame seeds (Schollenberger et al.,
2006; Zinedine et al., 2007), the presence of ZEA in food appears as
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Universidade Federal de Santa Maria, Prédio 43, Sala 4217, 97105-900 Santa Maria.
RS, Brazil. Tel.: +55 55 3220 83254,

E-mail address: furian.anaflavia@gmail.com (AF. Furian).

0940-2993(5 - see front matter © 2014 Elsevier GmbH. All rights reserved.
http: [ [dx.doi.org 10.1016/j.etp.2014.01.002

ment of its toxic effects.

The chemical structure of ZEA resembles that of naturally
occurring estrogens (Gromadzka et al., 2008), and in fact this
mycotoxin binds to estrogenic receptors (ER) (Boyd and Wittliff,
1978; Greenman et al., 1979). Accordingly, ZEA produces vari-
ous estrogen-disrupting effects at relatively low concentrations,
including infertility, reduced serum testosterone concentrations
and sperm counts, enlargement of ovaries and uterus, reduced inci-
dence of pregnancy, and decreased progesterone levels in animals
(Zinedine et al., 2007). In this context, the reproductive system
has been regarded as a major target of ZEA toxicity (Tiemann
and Danicke, 2007; Minervini and Dell’Aquila, 2008). For instance,
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chronic exposure to ZEA caused alterations in the reproductive tract
of laboratory (mice, rats and pigs) and farm animals (Minervini and
Dell'Aquila, 2008).

In addition to its estrogen-like effects, it has been proposed
oxidative stress plays an important role inZEA toxicity. In fact, it has
been demonstrated that ZEA and its metabolites elicit lipid oxida-
tion in several cell lines (Kouadio et al., 2005; Hassen et al., 2007;
Othmen et al., 2008), and that acute exposure to ZEA decreased
glutathione-S-transferase activity in mice kidney and testes (Boeira
et al., 2012). In addition, it has been shown that incubation with
antioxidant vitamins A, E or C reduced the formation of DNA
adducts induced by ZEA in renal cells (Szkudelska et al., 2002).
Altogether, these results reinforce the idea that oxidative stress
contributes to ZEA-induced toxicity and suggest that antioxidants
could be a potential therapeutic approach to prevent or slow the
progression of the toxic effects induced by acute ZEA exposure.

Lycopene, the red pigment of tomato and other red fruits and
vegetables, is a carotenoid with high antioxidant potential (Stahl
and Sies, 2003). Several studies have suggested lycopene as a
potential agent for prevention of some types of cancers, particu-
larly prostate cancer (Giovannucci, 1999; Giovannucci et al., 2002;
Shami and Moreira, 2004; Schwarz et al, 2008; Ozten-Kandas
and Bosland, 2011). In addition, lycopene has been suggested as
an alternative treatment for sperm toxicity after chemotherapy
(Atessahin et al, 2005, 2006; Sonmez et al., 2011). Moreover,
lycopene also displays protective properties in chronic cardio-
vascular disorders as well as respiratory and digestive epithelial
cancers (Rao, 2002; Voutilainen et al, 2006; Dahan et al., 2008).
However, to the best of our knowledge, there is no information
available on the potentially beneficial effects of lycopene against
ZEA toxicity. Therefore, the present study aimed to evaluate the
effects of lycopene on reproductive, hematological, histopatholog-
ical and oxidative stress parameters in the liver, kidney and testes
of male Swiss albino mice following acute exposure to ZEA.

2. Materials and methods
2.1. Animals and reagents

Male Swiss albino mice (25-30g in weight and 90 days old)
were used. Animals were housed in groups of 5 in Plexiglas cages
(41 cm = 34cm = 16 cm) with the floor covered with sawdust. They
were kept in a room with light-dark cycle of 12 h with the lights on
between 7:00 and 19:00h and temperature controlled (20-25°C)
and received water and food ad libitum.

The animals were maintained and used in accordance with the
guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental Ani-
mal Resources (process #068/2012) of the Federal University of
Santa Maria, Brazil.

Zearalenone (ZEA), reduced glutathione (GSH), 1-chloro-2.4-
dinitrobenzene (CDMB), epinephrine bitartrate salt, glycine, trizma
base, were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Lycopene
was obtained from commercially available capsules (Equaliv
Licopeno®; the purity of lycopene in each capsule is 100% and
represents 7% of total content and the remaining 93% consist of
excipient). Allother chemicals were analytical grade from local sup-
pliers. The stain used for the blood smear (Quick Romanowsky) was
purchased from Laborclin (Pinhais, PR, Brazil). ZEA and lycopene
were dissolved in olive oil, immediately before administration.

2.2. Experimental design and sampling

2.2.1. Treatment
Treatment schedule is depicted in Fig. 1. Mice were weighed
and randomly divided in two groups receiving lycopene (20 mg/kg)
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Fig. 1. Schematic presentation of the experimental protocol. Mice were weighed
and randomly divided in four groups which received lycopene (Lyc) (20mg/kg) or
olive oil (10 ml/kg) by gavage for ten days. In the eleventh day mice received ZEA
(40 mg'kg) or olive oil {10mljkg) by gavage. Forty eight hours after ZEA or vehi-
cle administration the animals received a dose of pentobarbital (180 mg/kg, ip.),
and blood and major organs were collected for biochemical and histopathological
analysis.

or olive oil (10 ml/kg) by gavage for ten days. In the eleventh day
each group was again randomly divided in two groups receiving
ZEA (40 mg/kg - 8% of LDsp) or olive oil (10 ml/kg) by gavage. Forty
eight hours afterZEA or vehicle administration the animals received
adose of pentobarbital (180 mg/kg, i.p.), and blood was collected by
cardiac puncture into tubes containing heparin (1 Ulfpl). The liver,
kidneys and testes were removed, weighed, and homogenized in
Tris—HCl 50 mM pH 7.4 for the determination of enzymatic indica-
tors of oxidative stress. The epididymides were weighed and used
for determining the number and motility of spermatozoa. One of
the testes was fixed in 10% formalin for histopathological exami-
nation, as described below.

2.3. Blood cells

Total leukocyte count was performed using 25pl of blood
and 500l of Turkey solution in a Neubauer chamber with the
aid of optical microscope (MNikon Eclipse 50i) at 40 magnifica-
tion. The same technique was applied for differential counts of
neutrophils (segmented and sticks), eosinophils, basophils, lym-
phocytes and monocytes in blood smears (5l of blood). After
counts, slides were stained (Quick Romanowsky) and viewed
under a microscope according to the method described by Failace
et al. (2009). Red blood cells (RBC) were measured using a
blood counter (Mindray, BC-2800 Vet model) with adapted dilu-
tions.

2.4. Number and motility of spermatozoa

Assessment of spermatozoa count and motility was performed
according to Freund and Carol (1964). Briefly, the cauda epididy-
mides were homogenized in 2 ml of warmed (37 *C) saline solution
(0.9% NacCl). An aliquot (10 pl) of the diluted spermatozoa sus-
pension was transferred to a standard hemocytometer counting
chamber and was allowed to stand for 5 min. Cells settled in the 5-
min period were counted with the help of light microscope (Nikon
Eclipse 50i) at 200x magnification.

2.5. Antioxidant enzymes

2.5.1. Glutathione 5-transferase (GST) activity

GST activity was assayed spectrophotometrically at 340 nm by
the method of Habig et al. (1974). The reaction mixture con-
tained a 50 pl aliguot from supernatant (1000 x g/ 10min/4°C) of
liver, kidney or testes, 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4),
100mM GSH and 100mM CDNB (1-chloro-2 4-dinitrobenzene).
GST activity was expressed as nmol CDNB/min/mg of pro-
tein.

2.5.2. Superoxide dismutase (SOD) activity
50D activity was determined in liver, kidney and testes, accord-
ing to the method described by Misra and Fridovich (1972). Briefly,

29



S5.P. Boetra et al. [ Experimental and Toxicologic Pathology 66 (2014) 170-185 181

A
1.6=104
o O QL
* 3 LYCOPENE
1.0%404 =
i H I
‘g 50=102
=3
=
g &
C
i * O ol
2 20 3 LYCOPENE
: 15 #
g 10
0.0 T T
o &
E
*
5
ol
§ 4 3 LYCOPENE
g
% 3
i #
E 1
: =l a
o &
G
3ot 5 0= ol
§ 3 LYCOPENE
ol
E. 20m1 .
£ qoere
g
-4
0 T T
I &

B
& T O oL
% B LYCOPENE
E 40
§
5
z 20
z
o r -
& &
D
" e - D oL
i_ 4 3 LYCOPENE
§ 3
T 2
x, y
M= LB
& &
F
1 ® O oL
E = # 3 LYCOFENE
*
£
B ﬂ [
i
E
S
o - -
L &
H
1oty £ & o ol
g Soi0t] § £ 3 LYCOPENE
g 60510
' 6.
g 4.0%10%4
Z  20u10t
o
i &

Fig. 2. Effect of ZEA (40 mglkg, p.o.) and lycopene (20mg/kg, p.o.) on blood cell count. (A) Number of leukocytes (H1,25)=1628, P=0,0005), (B) segmented neu-
trophils (F 1.25)- 477, P- 0.038), (C) sticks (F(1.25)- 5.75, P- 0.024), (D) eosinophils (F{1,25)- 8.92, P-0.0062), (E) monocytes (A 1,25)-2479, P- 0.0001), (F) lymphocytes
(A1,25)=6.21, P=0.019),(G) platelets (F(1,25)=7.70, P= 0.010) and (H ) red blood cells (RBC) (lycopene A 1,25)=22.31, = 0.001 and ZEA factors F{ 1,25)= 43.04, P=0.001). Data
are mean +5 EM. for n- 6-0 animals in each group. *Indicates a significant difference (P< 0.05) compared with olive oil group, # Indicates a significance difference (P< 0.05)
compared with ZEA olive oil group. Eindicates a significance difference (P<0.05) between lycopene and the respective vehicle-treated controls. §Indicates a significance

difference (P< 0.05) between ZEA and the respective vehicle-treated controls,

the supernatant fraction (20-60 1) was added to a medium con-
taining glycine buffer (50 mM; pH 10.5) and epinephrine (1 mM).
Reaction was started by adding epinephrine to the medium, and the
reaction was spectrophotometrically followed at 480 nm for 300s
at 30°C. One unit (U) of SOD was defined as the amount of enzyme
required to inhibit the rate of epinephrine auto-oxidation by 50%,
and S0D activity was expressed as U/mg protein.

2.5.3. Catalase (CAT) activity

CAT activity was determined in liver, kidney and testes,
according to the method proposed by Aebi (1984). Briefly, the reac-
tion medium consisted of 30mM hydrogen peroxide in 50 mM
potassium phosphate buffer (pH 7.0). The reaction was spectropho-
tometrically followed at 240 nm for 1205 at 37°C. CAT specific
activity was expressed as first-order rate constant k corrected per
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Fig. 3. Effect of ZEA (40mg/kg, p.o.) and lycopene (20 mg'kg, p.o.) on (A) number of spermatozoa in epididymis A: (F(1,25)=5.13, P-0,03) and (B) percentage of motile
spermatozoa (F(1,25)=7.18, P=-0.012). Data are mean + 5.E.M. for n= 6-9 animals in each group. *Indicates a significant difference (P<0.05) compared with olive oil group.

*#Indicates a significant difference (P<0,05) compared with ZEA olive oil group.

mg of protein. Appropriate controls for non-enzymatic decompo-
sition of hydrogen peroxide were included in the assays.

2.6. Histopathologic examination

Testes were fixed in 10% formalin, dehydrated in ethanol,
cleared in xylol and embedded in paraffin. After microtome sec-
tioning at 4 pum, slices were stained with hematoxylin and eosin.
Light microscopy was used for the evaluations, according to the
method described previously by Branddo et al. (2009). The struc-
tural integrity of the testis, seminiferous tubules and interstitial
tissues were evaluated, as well as morphology of spermatogonia,
spermatocytes, spermatids and mature spermatozoa.

2.7. Protein determination

Protein content was measured colorimetrically by the method
of Bradford (1976), using bovine serum albumin (1mg/ml) as
standard.

2.8. Statistical analysis

Data were analyzed by two-way ANOVA and post hoc analyses
were carried out by the Newman-Keuls test. When appropriate,
data were transformed (Y- Log(Y)) to meet ANOVA requirements.
A probability of P< 0.05 was considered significant, and all data are
reported as mean and S.E.M.

3. Results
3.1. Hematological parameters

Treatment with lycopene for ten days did not change sig-
nificantly blood parameters (leukocytes, segmented neutrophils,
sticks, eosinophils, monocytes, lymphocytes and platelets number)
(Fig. 2). On the other hand, a hematotoxic effect of ZEA and the pro-
tective effect of lycopene were evident after 48 h of exposure to
a single dose of the mycotoxin. Statistical analysis revealed that
ZEA significantly increased the number of leukocytes (Fig. 2A), seg-
mented neutrophils (Fig. 2B), sticks (Fig. 2C), eosinophils (Fig. 2D)
and monocytes (Fig. 2E). In addition, ZEA decreased the number of
lymphocytes (Fig. 2F) and platelets (Fig. 2G). Interestingly, lycopene
was able to prevent the changes in the number of all blood cells ana-
lyzed. ZEA and/or lycopene treatments did not change the count of
basophils (data not shown).

Treatment with ZEA alone caused a significant decrease in RBECs
(Fig. 2H). Mice treated with lycopene for ten days prior to ZEA
exposure exhibited prevention in this parameter.

3.2. Reproductive parameters

Fig. 3 depicts the effects of ZEA and lycopene on reproductive
parameters in male mice. Acute administration of ZEA significantly
reduced the number (Fig. 3A) and motility of living spermatozoa
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Fig. 4. Effect ofZEA (40 mg/kg, p.o.) and Lycopene (20 mg/kg, p.o.) on GST activity in
(A) liver (F(1,25)= 0.40, P= 0.530), (B) kidney (F(1,25)= 5.17, P= 0.031) and (C) testes
(F1,24)=-3.97, P=0.05). Data are mean +5.EM. for n- 59 animals in each group.
CDNE (1-chloro-2 4-dinitrobenzene). *Indicates a significant difference (P<0.05)
compared with olive oil group. *Indicates a significant difference (P<0.05) com-
pared with ZEA olive oil group.
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(Fig. 3B). Interestingly, lycopene increased sperm count per se, but
did not affect motility of living spermatozoa. In addition, lycopene
was able to prevent the deleterious effects of ZEA on sperm count
and motility.

3.3. Antioxidant enzymes

Statistical analyses revealed that ZEA reduced GST activity in
kidneys and testes (Fig. 4), and increased SOD activity in liver
(Fig. 5). On the other hand, lycopene increased GST activity in all
tissues, and prevented the ZEA-induced decrease in GST activity.
Furthermore, lycopene increased hepatic SOD activity per se. CAT
activity was not altered in any of the tissues evaluated (Fig. 6).

3.4. Histopathological analysis

Histopathological analysis of control and lycopene-treated ani-
mals showed germ cells in the seminiferous tubules and interstitial
space of normal aspect (Fig. 7A-D). In ZEA-treated animals we
detected hypercellularity in seminiferous tubules and also germ
cells in different stages presenting pyknotic nuclei and eosinophilic
cytoplasm. In addition, reduced intercellular connections typi-
cal of tissue injury were found (Fig. 7E and F). Importantly,
Iycopene prevented the testicular histopathological changes
elicited by ZEA in spermatogonia, spermatocytes and spermatids
(Fig. 7G and H).
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Fig. 6. Effect of ZEA (40 mg'kg. p.o.) and Lycopene (20 mg/kg, p.o.) on CAT activity
in (A) liver (F1,25)-1.17, P- 0.2898), (B) kidney (F[1,25)-0.0044, P- 0.9476) and
(C) testes (A 1.24)=0.4503, P- 0.5086). Data are mean +5.E.M. for n=-5-9 animals in
each group.

4. Discussion

ZEA is a fusariotoxin occurs worldwide in cereals, animal food
and forages (Placinta et al, 1999; Zinedine et al., 2007), and
adversely affects reproduction (Creppy, 2002). In addition, ZEA is
also associated with several human diseases of unknown etiology
(Placinta et al., 1999). ZEA is a common contaminant of food (Abid-
Essefi et al,, 2011), and therefore studying the protective potential
ofnatural compounds toward ZEA toxicity becomes important. Sev-
eral experimental studies have evidenced that plant-based diets,
in particular those rich in vegetables and fruits, provide a great
amount of antioxidant phytochemicals, such as vitamins C and E,
glutathione, flavonoids and vegetable pigments such as lycopene.
Accordingly. they offer protection against oxidative cellular dam-
age and consequently have been recognized as valuable sources of
nutraceuticals (Dimitrios, 2006). In this context, the present study
aimed to evaluate the protective effect of lycopene on hemato-
logical, reproductive, oxidative and histopathological deleterious
effects induced by the mycotoxin ZEA in mice.

We showed that acute ZEA administration caused deleterious
hematologic effects (Fig. 2) and strongly reduced the number and
motility of spermatozoa (Fig. 3) in male Swiss albino mice. The
role of oxidative stress in the toxic effects of ZEA was also inves-
tigated. Interestingly, this mycotoxin decreased GST activity in
kidneys and testes(Fig.4) and increased SOD activityin liver (Fig. 5).
Histopathological analysis revealed toxic testicular effects induced
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Fig. 7. Representative photomicrographs of hematoxylin-eosin stained sections from testis of mice (n- 4 in each group) treated with (A-B) olive oil only, (C-D) lycopene
plus olive oil, (E-F) olive oil plus ZEA and (G-H) lycopene plus ZEA. Animals that received olive oil or lycopene but not ZEA the germ cells in the seminiferous tubules as well
as the interstitial space appear with normal aspect. Note the presence of mature spermatogonia, spermatocyte and spermatids. In contrast, animals treated with ZEA and
olive oil display hypercellularity in the seminiferous tubules and germ cells containing pyknotic nuclei (*) and eosinophilic cytoplasm (arrow). Also, intercellular connections
were reduced. G and H represent lycopene + ZEA-treated animal showed slight organization in germ cells with spermatogonia, spermatocytes and spermatids. Note the
immature spermatids and spermatocytes with eosinophilic (arrow). I, interstitial space; tubular lumen (arrowhead); Sg, spermatogonia; Sc, spermatocyte; St, spermatids.

Magnifications are 10x (in A, C Eand G) or 40« (in B, D, F and H), respectively,

by this mycotoxin (Fig. 7). Importantly, treatment with lycopene
for ten days prior to ZEA exposure prevented the toxic effects of
ZEA on blood cells number, number and motility of spermato-
zoa and histopathological damage. In addition, lycopene treatment
prevented the ZEA-induced decrease in renal and testicular GST
activity, but did not alter hepatic SOD activity.

Lycopene, a naturally occurring carotenoid, has received partic-
ularattentionin recent years because of its high antioxidant activity
and free radical scavenging capacity (Cohen, 2002; Atessahin et al.,
2006). For instance, lycopene is well known as highly efficient scav-
enger of singlet oxygen (0;) and other reactive species. During O3
quenching, energy is transferred from O; to the lycopene molecule,
converting it to the energy-rich triplet state. Thus, lycopene may
protect in vivo against oxidation of lipids, proteins, and DNA (Gupta
and Kumar, 2002; Stahl and Sies, 2003). Lycopene has been shown
to have the highest antioxidant activity among the carotenoids
regarding cell protection against hydrogen peroxide and nitrogen
dioxide radical components (Bose and Agrawal, 2007). In addition,
lycopene has been reported to attenuate oxidative stress and exert
anticancer effects both in vitro and in vivo (Cohen, 2002; Atessahin
et al., 2006). Bose and Agrawal (2007) reported that lycopene
elevated the concentrations of GSH, which plays a major role in
maintaining high glutathione peroxidase and GST activities. Addi-
tionally, Kumar and Kumar (2009) showed that lycopene treatment
(2.5, 5 and 10 mg/kg) significantly improved memory and restored
GST activity in the striatum, hippocampus and cortex of the brain
after 3-NP model of Huntington’s disease.

Several antioxidant preparations have been examined for
screening of compounds capable of crossing the blood testes bar-
rier and protecting the germinal epithelium and Leydig cells from
oxidative stress (Aitken and Roman, 2008). For instance, Turk et al.
(2008) showed that ellagic acid, a phenolic antioxidant compound,

ameliorated the cisplatin-induced reductions in weights of testes,
epididymis, seminal vesicles, and prostate along with epididymal
sperm concentration and motility. In addition, it has been reported
that the therapeutic antioxidant effect of lycopene (Hekimoglu
et al., 2009) and ellagic acid (Turk et al, 2011) on germ cells
could serve as promising intervention to oxidative stress-induced
infertility problems. In the present study, lycopene prevented the
testicular histopathological damage caused by ZEA, as well as the
harmful effects of this mycotoxin on sperm count and motility. To
the best of our knowledge, this is the first study to evaluate the
antioxidant activity of lycopene against testicular ZEA toxicity. To
some extend, our present results agree with previous studies on
the protective effect of lycopene. For instance, Tang et al. (2007)
demonstrated that lycopene prevented the oxidative damage to
DNA as well as the metabolic activation of aflatoxin B1 in F344
rats. Moreover, Leal et al. (1999) showed that lycopene prevented
the occurrence of oxidative stress in broiler chicks exposed to T-2
toxin.

In conclusion, in the present study we showed that ZEA treat-
ment markedly impaired testicular function as well as caused
oxidative stress in Swiss albino mice. Importantly, treatment with
lycopene prevented such toxic effects. Our results also indicate that
lycopene could represent a preventive approach to minimize the
deleterious effects associated with ZEA exposure.
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Abstract

Male mice received lycopene for ten days before a single oral administration of
ZEA. After 48 h testes and blood were collected. Mice treated with
lycopene/ZEA exhibited amelioration of the hematological changes. Lycopene
prevented the reduction in the number and motility of spermatozoa and
testosterone levels, indicating a protective effect in the testicular damage
induced by ZEA. Lycopene was also effective in protecting against the decrease
in glutathione-S-transferase, glutathione peroxidase, glutathione redutase and
d-aminolevulic acid dehydratase activities caused by ZEA in the testes.
Exposure of animals to ZEA induced modification of antioxidant and
inflammatory status with reduction of glutathione (GSH) levels and increase of
the oxidized glutathione, interleukins 13, 2, 6 and tumor necrosis factor-a levels.
Lycopene prevented ZEA-induced changes in GSH levels and inhibited the
processes of inflammation, reducing the damage induced by ZEA. Altogether,
our results indicate that lycopene was able to prevent ZEA-induced damage in

the mice.

Keywords: mycotoxins; testes, reproductive system; carotenoid; glutathione.
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DISCUSSAO

A zearalenona (ZEA) € uma micotoxina estrogénica e termoestavel,
desenvolvendo-se nos mais variados tipos de grdos dependendo de
determinadas condi¢cdes de temperatura e umidade. J& foram descritos na
literatura os seus diversos efeitos nocivos tanto em humanos quanto em
animais (ANTONISSEN et al., 2014; MARIN et al., 2013), no entanto, carecem
estudos que abordem alternativas terapéuticas para os diversos tipos de efeitos
toxicos induzidos por esta micotoxina. Nesse sentido, estudos com compostos
antioxidantes capazes de atenuar ou proteger os efeitos toxicos de
determinadas micotoxinas tém sido realizados. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a acdo protetora do licopeno frente aos efeitos toxicos
induzidos pela micotoxina zearalenona em camundongos machos.

Com base nos nossos resultados, é possivel compreender os efeitos
deletérios da intoxicagdo aguda com a ZEA no sistema reprodutivo de
camundongos Swiss machos através da significativa reducdo do numero de
espermatozoides bem como da motilidade espermatica e nivel de testosterona
plasmatica. O sistema hematologico representado pela série branca e vermelha
também foi prejudicado pela acdo hematotoxica da ZEA. A determinacao de
parametros enzimaticos e nédo-enzimaticos do estresse oxidativo também
apresentou relacdo com a toxicidade induzida pela ZEA. A exposicdo aguda a
micotoxina levou a uma diminuicdo da atividade das enzimas GST (glutationa-
S-transferase) nos rins e testiculos, GR (glutationa redutase) e 6-ALA-D (acido
Delta-aminolevulinico desidratase) nos testiculos. Os niveis de GSH (glutationa
reduzida) e da relacdo GSH/GSSG foram diminuidos pela acdo da ZEA
enquanto que os niveis de GSSG (glutationa oxidada) foram aumentados pela
acdo da mesma. Como uma micotoxina imunotoxica, a ZEA aumentou 0s
parametros inflamatorios IL-2 (interleucina-2), IL-6 (interleucina-6), IL-1p
(interleucina-1B) e TNF-a (fator de necrose tumoral-a). De maneira preventiva o
pré-tratamento com licopeno foi capaz de atenuar os efeitos tdxicos da ZEA em

praticamente todos os parametros analisados.

39



A hematoxicidade da ZEA é pouco relatada na literatura (ABBES et al.,
2006; BOEIRA et al., 2012; MAAROUFI et al., 1996; SALAH-ABBES et al.,
2008a) e por isso ndo ha um mecanismo definido para explicar a toxicidade
desta micotoxina nas células sanguineas. Em nosso trabalho a ZEA foi capaz
de aumentar o nimero de leucdcitos totais indicando uma possivel resposta
inflamatdria e por sua vez alteracées na medula éssea e sistema imunolégico.
Observou-se ainda aumento de hematocrito e hemoglobina bem como uma
diminuicdo do numero de hemaceas predizendo que a ZEA foi capaz de induzir
hemdlise e levar os animais ao quadro de anemia. Quanto a diminuicdo do
namero de linfécitos a mesma reforca a capacidade imunossupressora desta
micotoxina e corrobora com 0s resultados de outros estudos
(CHATTOPADHYAY et al., 2013; MEKKAWY et al., 2011). Verificou-se que
semelhante ao estrogénio, a ZEA pode modular grande parte das respostas
imunitarias e prejudicar orgaos linféides, resultando na atrofia do timo e assim
diminuicdo na producédo de linfocitos (HUEZA et al., 2014). A diminuicdo do
numero de plaquetas pode estar relacionada com alteracbes na coagulacao
sanguinea (MAAROUFI et al.,1996). O tratamento com licopeno foi capaz de
impedir os efeitos da ZEA nos parametros hematol6égicos com possivel
envolvimento de propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias deste
carotenoide.

A 0-ALA-D é uma enzima envolvida na sintese do heme, o principal
constituinte da hemogobina. A diminuicdo da atividade desta enzima pode
provocar disturbios na sintese da hemoglobina, provocando quadros de
anemia. Sua inibicdo pode ser induzida por diversos fatores, incluindo metais
como chumbo e aluminio ou ainda por outras substancias que possam levar a
sua oxidacao, pois ela possui grupamentos sulfidrilicos ativos (-SH) altamente
sensiveis a eventos pré-oxidantes (GABRIEL et al., 2005). Em nosso trabalho
verificamos que a atividade desta enzima foi reduzida pela acao toxica da ZEA
e completamente prevenida pelo antioxidante licopeno. Esse foi o primeiro
trabalho a avaliar a atividade desta enzima frente aos efeitos de uma das mais
importantes micotoxinas toxigénicas, a ZEA. Além disso, postula-se que parte
das alteracbes hematoldgicas induzidas pela ZEA devem-se a inibicdo da o-
ALA-D e que esta inibicdo pode estar relacionada ao estresse oxidativo
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induzido pela micotoxina e a maior oxidacdo desta enzima. A inibicdo da o-
ALA-D pode levar ao acumulo do seu substrato, o acido levulinico, levando ao
aumento do estresse oxidativo, ja que este acido € um pré-oxidante (ZANINI et
al., 2014). Assim, o efeito do licopeno na protecéo da inibicdo da d-ALA-D no
tecido testicular em camundongos € devido as suas propriedades
antioxidantes.

Muitos estudos mostram a participacao do estresse oxidativo nos efeitos
toxicos induzidos pelas micotoxinas, e atribuem a este fato a hepatotoxicidade
caracteristica induzida por elas. Sugere-se que os efeitos tdxicos sdo mediados
pelo aumento da producdo de espécies reativas como o anion superoxido, o
radical hidroxil e o peréxido de hidrogénio durante o metabolismo hepético da
micotoxina (AITKEN et al., 2008). O estresse oxidativo nos testiculos € um dos
maiores fatores que induzem apoptose de células germinativas, apesar deste
orgao possuir concentragdes relativamente altas de antioxidantes, como a
glutationa na forma reduzida (GSH), acido ascorbico e vitamina E (SANOCKA,
KURPISZ, 2004). Estas substancias protegem as ceélulas germinativas contra
danos ao DNA e desempenham func¢des importantes na espermatogénese
(KASAHARA et al, 2002). Com base nos resultados de Hassen et al., (2007), a
ZEA parece produzir muitos efeitos sobre o sistema oxidante como a
diminuicao significativa do nivel de GSH.

O sistema de glutationa desempenha um papel critico em diversos
processos bioldgicos, incluindo a manutencao de grupos sulfidril em proteinas
de membrana, a desintoxicacdo de drogas em reacdes envolvendo a
glutationa-S-transferase, o reparo de moléculas danificadas e a detoxicacéo
nos orgaos reprodutores masculinos prejudicados por EROS (FUJII et al.,
2003). A glutationa é importante na regulacdo do estado redox celular, e um
declinio em seu nivel celular tem sido considerado como indicativo do estresse
oxidativo. Além disso, o sistema glutationa é possivelmente desequilibrado pela
ZEA que resulta em uma diminuicdo na contagem de espermatozoides
(BOEIRA et al., 2012; SALAH-ABBE" S et al., 2009). Sugere-se que a ZEA atue
causando um desequilibrio oxidativo levando ao aumento do estresse oxidativo
além de alteracdes hormonais e inflamatérias. Em nosso trabalho, a exposicéo
aguda a ZEA provocou diminuicdo do niumero de espermatozéides, motilidade

41



espermética e niveis de testosterona. A regulacdo do estado redox, dos niveis
hormonais e inflamatorios no tecido testicular torna-se de extrema relevancia a
fim de evitar a infertilidade e alterac6es espermaticas (LIU et al., 2014). Além
disso, a ZEA por ser uma micotoxina estrogénica parece atuar diretamente nos
receptores estrogénicos masculinos e alterar a producéo de testosterona e
assim, o ambiente endodcrino a nivel testicular torna-se comprometido
impactando no estatus antioxidante deste 6rgdo (KUIPER-GOODMAN et al.,
1987; LIU et al., 2014). As alteracdes na contagem e motilidade espermatica
bem como nos niveis de testosterona foram completamente prevenidas pelo
tratamento com licopeno, demonstrando o seu efeito protetor e modulador do
estresse oxidativo bem como de parametros reprodutivos e hormonais.

A glutationa faz parte de um ciclo catalitico na qual algumas enzimas
apresentam importante relevancia no seu completo funcionamento. A glutationa
existe no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG),
detoxificando substancias por trés caminhos: reacdo de conjugacado catalisada
pela GST, reacdo de conjugacdo através de simples reacdo quimica com o
metabalito reativo e a via de reacdo catalisada pela enzima GPX (TIMBRELL,
2000). A GPX catalisa a reducao de H,O, e peréxidos organicos a seus alcoois
correspondentes as custas da conversdo de GSH em GSSG, dependendo
essencialmente da presenca de selénio. Outra enzima que age conjuntamente
com a GPX é GR. Esta enzima nao age diretamente na remocao de espécies
radicalares, porém € responsavel pela regeneracédo da glutationa a sua forma
reduzida (GSH) na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH), tendo como objetivo impedir a paralisacdo do ciclo metabdlico da
glutationa (AITKEN et al., 2008). Em nosso estudo, a ZEA induziu toxicidade
testicular através do desequilibrio do sistema glutationa caracterizado pela
diminuicdo das atividades das enzimas GST e GR além da diminuicdo dos
niveis de GSH, assim como da relacdo GSH/GSSG. Em relacdo a GPX, apesar
de outros estudos demonstrarem que a ZEA reduz a atividade desta enzima,
no nosso estudo ndo observamos resultados significativos, e sim uma
tendéncia quanto a diminuicdo da atividade enzimatica (SALAH-ABBE" S et al.,
2009; STADNIK et al., 2010).
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O fato de o testiculo ser um érgao rico em acidos graxos insaturados e
assim, ser suscetivel ao estresse oxidativo faz do sistema glutationa um dos
principais mecanismos de agdo da ZEA. Nesse sentido, sugerimos que a ZEA
atue em células germinais masculinas, através da capacidade de induzir o
estresse oxidativo causando uma reducéo da atividade da enzima antioxidante
GST (BOEIRA et al., 2012). A GST é uma familia de enzimas intracelulares
divididas em cinco grupos principais com suas respectivas subunidades: Alpha
(A1, A2, A3 e A4), Pi (P1), Mu (M1, M2, M3, M4 e M5), Theta (T1 e T2), e Zeta
(BOARD et al., 1997; LIZARD-NACOL et al., 1999). Essa familia de enzimas,
localizada no citosol celular, impede a acdo de substancias sobre as células,
evitando danos ao seu DNA (MANNERVIK, 1985). Tais enzimas catalisam a
conjugacao de diversos compostos eletrofilicos a glutationa, promovendo a
formacgéo, na maioria das vezes, de metabdlitos menos reativos e mais soluveis
em agua, o que faz com que sejam mais prontamente excretados pela urina
(ZHENG et al., 2002). Sabe-se atualmente que o sistema GST também exerce
papel importante no metabolismo dos estrogénios (PARK et al., 2003). Diante
disso, tém sido demonstrado que a GST tem um papel relevante de protecéo
durante a espermatogénese (CASTELLON, 1999) e que o gene Mu-1 (GSTM1)
€ uma isoenzima critica na prevencdo do estresse oxidativo em
espermatozoides (CHEN et al., 2002). Além disso, uma diminuicdo na
contagem e motilidade de espermatozoides, além do aumento no namero de
espermatozoides mortos foi observado em seres humanos sem o gene GSTM1
(VANI, 2010), sugerindo um papel ainda mais critico para a atividade da GST
nos casos de infertilidade e oligozoospermia.

Diante da relevante toxicidade da ZEA na atividade enzimética da GST,
nosso trabalho avaliou a expressdo desta enzima nos testiculos. Esse foi o
primeiro trabalho a verificar a atividade e a expressdo desta enzima a nivel
testicular, no entanto, a expressdo da GST nao foi modificada pela acdo da
ZEA. Além disso, a exposicdo aguda a ZEA provocou danos ao tecido
testicular, levando ao aparecimento de nucleos picnéticos, citoplasma
eosinofilico e reducdo das conexdes intercelulares tipicas de dano tecidual
predizendo que a ZEA induziu um processo inflamatério. Todos os dados ao
nivel de tecido testicular mostrados nesse trabalho reafirmam o postulado que
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a ZEA possui o sistema reprodutor como um de seus principais alvos (LI et al.,
2014; MINERVINI; DELL'AQUILA, 2008; TIEMANN; DANICKE, 2007). Esta
micotoxina reduz o sistema glutationa, aumentando o estresse oxidativo e
ocasionando diminuicédo das reservas antioxidantes, da imunidade bem como o
desenvolvimento de processos inflamatérios e da ocorréncia das vérias
alteragbes reprodutivas nos animais. Em contraste, oS nossos resultados
mostraram que o tratamento com licopeno minimizou os efeitos deletérios da
ZEA em varios parametros analisados, tais como o aumento da atividade das
enzimas testiculares (GST, GPx e GR), testosterona e os niveis de GSH e da
relacdo GSH/GSSG. Pode-se concluir que o licopeno atuou normalizando o
sistema glutationa e suas enzimas relacionadas. A acdo protetora deste
carotendide deve-se, em parte, a sua estrutura quimica, visto que a mesma é
determinante das suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas. Além disso,
esse € o primeiro estudo que relaciona os efeitos antioxidantes do licopeno
com a toxicidade reprodutiva da ZEA.

O licopeno é tido como o carotendide que possui a maior capacidade
sequestrante do oxigénio singlete, pois aléem das 11 ligacdes duplas
conjugadas possui duas ligacdes duplas ndo conjugadas, o que Ihe oferece
maior reatividade e acdo antioxidante (ANGUELOVA; WARTHESEN, 2000;
PRASAD; MISHRA, 2014). Assim, a fundamental atribuicdo protetora conferida
ao licopeno esta associada ao seu destacado poder de reacdo com o oxigénio
singlete (MARTINEZ et al., 2014; RAO; AGARWAL, 2000). O licopeno é
conhecido por ser o sequestrante mais eficiente do oxigénio singlete (*O.) e de
outras espécies reativas. O oxigénio singlete € uma molécula extremamente
reativa e é a forma mais reativa conhecida do oxigénio. Sua desativacdo por
parte do licopeno envolve a transferéncia de energia do 'O, para o carotendide,
gerando O, no estado fundamental e o licopeno no estado tripleto excitado. A
energia absorvida pelo licopeno é dissipada por vibracdes e rotacdes e as
interacdes destas com o meio circundante. O licopeno permanece intacto no
final do processo, estando apto para novas desativacdes. Este é considerado o
principal mecanismo de acdo deste nutracéutico e explica os efeitos protetores
in vivo contra as oxidacdes em lipideos, proteinas e o DNA (GUPTA; KUMAR,
2002; STAHL,; SIES, 2003). O licopeno possui uma das mais altas atividades
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antioxidantes entre os carotendides sendo capaz de proteger as células contra
o radical peroxido de hidrogénio e radicais derivados do nitrogénio, como o
diéxido de nitrogénio, além de ser capaz de aumentar os niveis de SOD, GPX e
GST (BOSE; AGRAWAL, 2007; BOEIRA et al., 2014).

O licopeno além de suas varias propriedades benéficas j4 descritas na
literatura tem sido demonstrado como um importante agente anti-inflamatoério
reduzindo a producdo de citocinas pré- inflamatorias (PALOZZA et al., 2014).
Além disso, o sistema imunolégico € um alvo potencial para desreguladores
endocrinos como a ZEA ja que varias células do sistema imunitario possuem
receptores estrogénicos (WANG et al., 2012). Nesse sentido, os resultados do
nosso trabalho mostram que a toxicidade aguda da ZEA aumentou
significativamente os parametros inflamatorios IL-1B, 1I-2, IL-6 e TNF-a e que 0
licopeno foi capaz de prevenir e reduzir oS mesmos parametros analisados. As
citocinas sdo proteinas responsaveis pela comunicacédo intercelular no sistema
imune. S&o reguladores centrais do crescimento e diferenciagédo de leucocitos,
sendo produzidas por uma grande variedade de tipos celulares, tendo por alvo
diferentes grupos de células e exibindo inUmeras atividades bioldgicas (KUNZ
et al., 2011). Dentre as citocinas pro-inflamatorias, a IL-1B € o TNF-a atuam em
conjunto como mediadores da resposta inflamatéria aguda induzindo
macrofagos e células endoteliais a produzirem quimiocinas importantes, como
as interleucinas IL-2 e IL-6. Além disso, € sabido que o0 estresse oxidativo tem
um importante papel no desenvolvimento de diferentes doencas inflamatérias
caracterizadas pela alteracdo de varios marcadores imunologicos (MADEDDU
et al., 2014).

Estudos tém demonstrado uma intima relacdo entre as interleucinas pro-
inflamatorias com o sistema reprodutor masculino (HABIBI et al., 2014). Uma
vez que as interleucinas IL-1B, IL-2 e IL-6 ja foram detectadas em macréfagos
testiculares e células de Leydig acredita-se que as mesmas quando produzidas
em niveis patolégicos podem levar ao desenvolvimento de lesdes teciduais
bem como alteracdes inflamatérias capazes de danificar o funcionamento do
aparelho reprodutor masculino (FIJAK et al., 2011). Ademais, o TNF-a parece
estar envolvido na fisiopatologia testicular jA que é expresso em células de
Sertoli, espermatides, espermatocitos e macrofagos testiculares (PEREZ et al.,
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2013). E fato considerar que existe uma relevante ligacdo entre a inducéo do
estresse oxidativo e as alteracfes reprodutivas e imunolégicas provocadas pela
toxicidade da ZEA. Sugere-se que esta micotoxina atue ligando-se a receptores
estrogénicos induzindo o estresse oxidativo por aumentar os radicais livres com
deplecdo das reservas antioxidantes (JIA et al., 2014). Assim, o animal
acometido tem seu sistema imune afetado favorecendo o desenvolvimento de
alteracOes inflamatoérias do sistema reprodutor e células sanguineas. Apesar
dos nossos resultados terem mostrado um aumento dos parametros
inflamatdrios em fungdo da imunotoxicidade da ZEA, outros trabalhos afirmam
gque o seu papel na inflamagcdo nao foi totalmente compreendido e que a
mesma pode atuar tanto como indutora e supressora de citocinas proé-
inflamatorias (MARIN et al., 2010, 2011; SALAH-ABBES et al., 2008b).

Além disso, a escolha do licopeno como antioxidante capaz de prevenir
0s danos deletérios da ZEA é um elemento inédito a se considerar neste
trabalho, no entanto, as propriedades benéficas deste carotendide ja foram
estudadas em outros trabalhos e por isso da escolha do mesmo, como possivel
alternativa aos efeitos nocivos da ZEA, sobretudo no sistema reprodutor
masculino. Varios estudos no sistema reprodutor de camundongos machos tém
demonstrado que o licopeno é capaz de reverter injurias testiculares como
diminuicAo da contagem de espermatozéides, motilidade espermatica,
anormalidades acrossémicas e alteracfes quanto ao peso de vesicula seminal
e epididimos (ATESSAHIN et al., 2006, 2010; HEMIMOGLU et al., 2009;
SALEM et al., 2012; TURK et al., 2011). Além de um importante antioxidante, o
licopeno atua como um relevante modulador hormonal. O licopeno é capaz de
interferir na sinalizacdo estrogénica mediando a proliferacdo celular na
carcinogénese além de regular a producdo de testosterona visto que o0s
hormbénios estrogénicos atuam como fatores de risco para alguns tipos de
cancer (FORD et al., 2012; RAFI et al., 2013). A propriedade anti-inflamatéria
do licopeno também ja foi relatada na literatura. Sabe-se que o licopeno é
capaz de reduzir a proliferacdo e a migracdo de células inflamatérias como
macrofagos e linfocitos assim como interleucinas pro-inflamatérias (BUYUKLU
et al., 2014; HUANG et al., 2013).
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Diante do exposto, podemos concluir que a ZEA induziu estresse
oxidativo e teve o0 sistema reprodutor como seu principal alvo provocando
alteracdes reprodutivas, oxidativas, inflamatorias, hematoldgicas e enddcrinas.
Acredita-se que o principal mecanismo da acdo toxica da ZEA esteja
relacionado ao desequilibrio do sistema glutationa, e que a partir desta
desregulacdo, ha uma cascata de eventos nos demais tecidos alvos. O
licopeno, através de suas propriedades, atua como preventivo nos eventos
toxicos induzidos pela ZEA, equilibrando o sistema glutationa e normalizando
as demais alteracdes. Nesse sentido, o licopeno pode ser considerado uma
alternativa terapéutica aos efeitos nocivos da intoxicacao aguda por ZEA.
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CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostram que o pré-tratamento com licopeno
(20 mg/Kg, p.o.), durante 10 dias consecutivos em camundongos Swiss
machos expostos a ZEA (40 mg/Kg, p.0.), mostrou-se eficaz em praticamente
todos os parametros analisados e que o mesmo pode ser utilizado como uma

futura alternativa terapéutica na prevencéo de danos ocasionados pela ZEA.

Reprodutivos 4' Contagem e motilidade espermatica PREVENIU
Hormonais 4’ Niveis de Testosterona PREVENIU
Inflamatcrios 1\ IL-2, IL-6, TNF-a, IL-1B PREVENIU
Série Branca 1\ L eucdcitos Totais PREVENIU
Série Vermelha ¢ Hemaceas e Plaguetas PREVENIU
S. Glutationa 4’ GHS e GSHIGSSG PREVENIU
Enzimas 4' GST, GRe ALA-D PREVENIU
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PERSPECTIVAS

Objetiva-se verificar se a enzima produtora do hormoénio testosterona
(17B-Hidroxiesteréide desidrogenase) é afetada pela acdo da ZEA e do
licopeno. Estima-se analisar a expressao da GPx e da GR e verificar a ligacéo
da ZEA nos receptores estrogénicos a nivel testicular.

Além disso, a fim de elucidar os papéis da ZEA e do licopeno nas
alteracdes imunoldgicas objetiva-se analisar outros parametros inflamatorios,
como a PCR (proteina C reativa), Interferon y e a mieloperoxidase além de
verificar algum possivel mecanismo a respeito dos genes decodificadores (NF-
kB) dos parametros inflamatdérios ja analisados neste trabalho.

Em relacdo a imunotoxicidade da ZEA, espera-se analisar o 6rgdo timo
como forma de elucidar a alteracdo na producéo de linfécitos T e B.

E por fim, verificar se o licopeno é capaz de modular as enzimas que
atuam na sintese da glutationa: y-glutamil-cisteina-sintetase e glutationa-

sintetase.
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