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RESUMO

Com o objetivo de verificar alteragoes estruturais nos isomeros todo-trans, 9- e 13-cis do B-caroteno foi realizado um ensaio biologico
baseado no modelo de esgotamento das reservas hepaticas de carotenoides em ratos. Animais depletados desses carotenodides receberam,
durante quinze dias, os isomeros puros todo-trans, 9-cis e 13-cis do B-caroteno. Ao final deste periodo, verificou-se a ocorréncia de re-
isomerizacao in vivo desses isomeros, a partir da quantificacao dos mesmos depositados no figado dos animais. Foi observada re-isomeri-
zagao do 9-cis em todo-trans, do todo-trans em 9-cis, do 13-cis em 9-cis e todo-trans. O 13-cis foi mais susceptivel a isomerizacao que
0 9-cis, pois este ultimo passou a todo-trans e nunca a 13-cis. Ja o 13-cis, tanto pode se transformar em 9-cis quanto em todo-trans.
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SUMMARY

IN-VIVO STRUCTURAL ALTERATIONS OF THE ALL-TRANS, 9-CIS AND 13-CIS OF B-CAROTENE ISOMERS. A biological assay was
conducted in order to verify the possible structural interconversion of the 9-cis, 13-cis and all-trans B-carotene isomers. The different
B-carotene isomers (either all-trans B-carotene, 9-cis B-carotene or 13-cis B-carotene) were administered for fifteen days to rats that had
been previously depleted of liver carotenoids. It was possible to verify the in vivo re-isomerization of the isomers. The 9-cis B-carotene
isomer can be converted into all-trans B-carotene, the latter re-isomerized into 9-cis B-carotene, and the 13-cis B-carotene modified into
9-cis B-carotene and all-trans B-carotene. From these results it can be concluded that the 13-cis isomer was more susceptible to
isomerization than was the 9-cis f-carotene, because the latter could be isomerized into all-trans, but not into 13-cis B-carotene, while
the 13-cis can be either modified to 9-cis or to all-trans B-carotene.
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1 - INTRODUCAO

O B-caroteno existe naturalmente na configuragao
termodinamicamente mais estavel e menos solavel, a
forma todo-trans. Contudo, a ocorréncia natural de is6-
meros cis tem sido relatada com uma certa freqiiéncia.
Teoricamente, existiriam 272 possiveis isomeros do
B-caroteno, porém, apenas 12 tém sido detectados [2].

SWEENEY e MARSH [26], trabalhando com hortali-
cas conseguiram separar o isomero todo-trans bem como
seis isomeros cis do -caroteno, a saber: neo f3-caroteno U,
neo B-caroteno V, neo B-caroteno B, neo B-caroteno C,
neo B-caroteno D e neo B-caroteno E. Em muitas frutas
e hortalicas, os Unicos isomeros do B-caroteno presen-
tes sao o todo-trans, o neo B-caroteno U (9-cis) e o neo
B-caroteno B (13-cis), sendo os dois primeiros os mais
comumente encontrados [5, 8, 9, 17].

A isomerizacao cis-trans pode ocorrer durante o pro-
cessamento e estocagem do alimento [7]. Devido ao seu
sistema conjugado de duplas ligacoes, os carotendides sao
estruturas altamente instaveis. O calor, a luz, os acidos,
o oxigénio e enzimas como lipoxigenase levam a altera-
coes ou parcial destruicao dos pigmentos. A exposicao
destes a tais agentes, resulta na formacao de isdomeros
cis, epoxidos, diminuicao da cor, perda da atividade pro-
vitaminica A e quebra da cadeia [21].
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Tendo em vista que a absorcao dos lipideos ocorre
em funcao da formacao das micelas, a solubilizacao dos
carotenodides nas micelas lipidicas do intestino é um
pré-requisito para a absorcao desses pigmentos. A com-
posicao isomeérica do B-caroteno afeta a quantidade de
carotenédide incorporado as micelas lipidicas. O isomero
9-cis do B-caroteno parece aumentar a incorporagao do
isomero todo-trans as micelas lipidicas do intestino de
ratos [13].

GAZIANO et al. [10], estudaram a absorcao e a in-
corporacao dos isomeros 9-cis e todo-trans do -carote-
no nas lipoproteinas no plasma de humanos, e observa-
ram que existe uma preferencial absorcao e transporte
do todo-trans em comparacado com o 9-cis.

STAHL et al. [22], detectaram o isomero 9-cis no soro
de humanos, porém, em quantidades traco. O isomero
9-cis do B-caroteno € absorvido, imediatamente transfe-
rido e acumulado em tecidos, ndo sendo por isto encon-
trado no soro [23, 24].

Outros possiveis mecanismos podem explicar a au-
séncia do isomero 9-cis no plasma, como por exemplo: a
ineficiente captacao intestinal do isomero 9-cis em con-
traste com o todo-trans; a rapida degradacao do 9-cis no
trato-gastrointestinal; a rapida remocao desse isomero
do plasma; a rapida conversao deste isomero em vitami-
na A; ou a rapida transisomerizacao do 9-cis em todo-
trans [28].

Nos estudos realizados por LEVIN, BEN-AMOTZ e
MOKADY [14] e BEN-AMOTZ et al. [4], animais acumu-
lam os isomeros do B-caroteno diferentemente. Para es-
tes autores, ratos acumulam preferencialmente o is6-
mero todo-trans, enquanto que os galinaceos acumulam
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0 9-cis B-caroteno. A presenca deste ultimo na dieta, per-
mite um maior acimulo do todo-trans nos tecidos dos
ratos. Tais fatos devem acontecer em funcao das pro-
priedades fisico-quimicas dos isémeros cis diferirem das
do isémero todo-trans, particularmente aquelas relacio-
nadas com solubilidade e cristalizacao [6].

Outras diferencas existentes entre os isomeros cis e
todo-trans estao relacionadas com as outras funcgodes
desempenhadas pelos carotenédides, como por exemplo,
a atuacao como antioxidantes, uma vez que aparente-
mente o isdomero 9-cis seria um antioxidante mais efi-
ciente que o todo-trans [3].

Tendo em vista o acima exposto o objetivo desse tra-
balho foi verificar a ocorréncia de re-isomerizacao dos
isomeros todo-trans, 9 e 13-cis do -caroteno, in vivo.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Delineamento experimental

No ensaio biologico, foram utilizados ratos machos
da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. Albinos
Rodentia mammalia), provenientes da colonia do Biotério
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universida-
de de Sao Paulo.

Inicialmente, os animais foram depletados de caro-
tenoides, conforme descrito a seguir. Durante 22 dias
quinze ratas adultas amamentaram de oito a dez filho-
tes, sendo que destes, em média 8 eram machos e os
demais fémeas. As maes receberam racao a base de
caseina deficiente em carotenodides. Ao final deste pe-
riodo, os filhotes foram separados das maes, pesados e
agrupados em quatro grupos com sete animais em cada
grupo.

Para assegurar a eficacia da deplecao, todos os ani-
mais de cada grupo foram alojados em gaiolas indivi-
duais com bebedouro de plastico ou vidro e permanece-
ram durante dezessete dias recebendo a mesma dieta
sem carotenoides. Esta fase correspondeu ao periodo de
esgotamento das reservas hepaticas de carotenédides.

Ao término deste periodo, um grupo de animais foi
sacrificado e os figados e sangue recolhidos para poste-
rior analise. Este grupo foi denominado Grupo Um.

A partir deste momento, durante 15 dias os animais
passaram a receber, por entubacao gastrica a cada dois
dias, os isomeros todo-trans, 9-cis e 13-cis do f-carote-
no dissolvidos em 0,5mL de 6leo de milho. Os grupos
formados foram denominados de grupo B-caroteno todo-
trans, 9-cis e 13-cis, respectivamente.

Os animais receberam 45ug/dia de B-caroteno todo-
trans, 82g/ dia de isomero 9-cis do -caroteno e 68ug/dia de
isomero 13-cis do B-caroteno para os grupos B-caroteno
todo-trans, 9-cis e 13-cis, respectivamente. Tais teores
foram calculados de modo a suprir as necessidades re-
comendadas por REEVES et al. [19] para cada dois dias.
No caso dos isomeros cis, os calculos foram feitos levan-
do-se em consideracao as biopoténcias obtidas por
SWEENEY e MARSH [25].

Ao final deste periodo todos os animais foram sacri-
ficados e os figados recolhidos para analise em cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Durante todo experimento os animais receberam ad
libitum agua e racao sem carotenoides.

2.2 - Obtenciao dos carotenéides fornecidos aos ani-
mais

Os isomeros de B-caroteno fornecidos aos animais
foram extraidos de folhas de couve-flor (Brassica oleracea
L.) no Laboratoério de Analise de Alimentos da Faculda-
de de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo.

Os procedimentos de extracado e separacao dos iso-
meros do B-caroteno foram feitos de acordo com o méto-
do de RODRIGUEZ et al. [20], com algumas modifica-
¢oes conforme descrito em COSTA e PENTEADO [9].

2.3 - Colheita e extracdo das amostras

Para se proceder a retirada do figado, os animais
foram anestesiados por inalacao de éter etilico p. a. Os
figados foram retirados, lavados em solucao salina 0,9%
(p/v) resfriada, secos em papel de filtro, pesados, subdi-
vididos em pedacos de até 3g, embalados em papel alu-
minio, congelados em nitrogénio liquido e armazenados
em freezer a -70°C até a analise.

2.4 - Analise de retinol, -caroteno e isomeros no
material biolégico

Os procedimentos de saponificacao e extracao dos
isomeros do B-caroteno presentes nos figados foram ba-
seados no trabalho de AL-ABDULALY e SIMPSON [1].
Tais procedimentos estdo descritos resumidamente a
seguir:

Em torno de 2 gramas de figado foram pesados em
tubo de ensaio e homogeneizados utilizando-se um tri-
turador tipo Turrax, usando-se o minimo possivel de
agua. Em seguida, adicionou-se cerca de 30mL de KOH
metanodlico 30% (p/v). A mistura permaneceu durante
uma noite, no escuro, sob nitrogénio e a temperatura
ambiente.

Ao final desse periodo, a mistura foi transferida para
um erlenmeyer contendo SOmL de éter etilico e agitado
mecanicamente durante 15 minutos. Apds este tempo, a
mistura foi transferida para um funil de separacédo e a
fase metanodlica foi descartada. O alcali residual presen-
te na fase etérea foi removido através de sucessivas la-
vagens com agua destilada. Posteriormente, a solucao
foi transferida para erlenmeyer e a agua remanescente
foi retirada com a adicao de sulfato de sédio anidro. O
éter etilico contendo o -caroteno extraido foi entao trans-
ferido para um balao e evaporado em rota-evaporador, a
vacuo.

Apos a secura, o baldo foi lavado com 2mL de éter
etilico e a solucao transferida para um tubo de ensaio. O
éter etilico foi evaporado por nitrogénio e ao residuo adi-
cionou-se de 0,3 a 0,5mL de metanol, para determina-
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cao de B-caroteno e isomeros. Antes da injecao no CLAE
as amostras foram filtradas com membrana de 0,45um.

2.5 - Condicdes cromatograficas para analise dos iso6-
meros de -caroteno

O B-caroteno presente nos figados foi determinado
através de cromatografia liquida de fase reversa. A colu-
na de separagédo era C,, contendo particulas de Sum,
com 4,6mm de diametro interno e 25cm de comprimen-
to, marca Vydac 201 TP 54. A fase movel era uma mistu-
ra de metanol:acetonitrila:agua (88:9:3 v/v/v). O detector
era UV /visivel e o comprimento de onda maximo na quan-
tificacao dos isomeros era de 452nm. O fluxo das inje-
coes da fase movel foi de 2,0mL/min. e o volume de inje-
cao foi de 20uL fixado pelo looping.

2.6 - Identificacdao e quantificacdo dos isomeros do
B-caroteno

Os compostos foram identificados através da com-
paracao entre os tempos de retencao dos seus picos e os
tempos de retencao dos picos dos padrdes correspon-
dentes e dos seus espectros cromatograficos. A quantifi-
cacao foi feita utilizando-se as respectivas curvas de ca-
libracao.

2.7 - Analise estatistica

As analises dos resultados obtidos durante a fase de
testes foram feitas utilizando-se o teste de Kruskall-
Wallis, que equivale a ANOVA (One-Way Analysis of
Variance) ndao paramétrica. Este € o teste indicado para
se verificar a homogeneidade dos grupos em que o n<30,
através da analise multipla das variaveis.

Quando se verificava diferenca estatisticamente sig-
nificativa foi aplicado o teste de Mann-Whitney (nao
parameétrico). Todas as analises foram realizadas com
nivel de significancia de 5% (p<0,05) [11].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Para se determinar os teores de retinol e B-caroteno
hepatico, foi analisado, sempre que possivel apenas o
16bulo direito do animal. Este tipo de cuidado foi tomado
para se evitar a analise de amostras muito heterogéneas.
OLSON [16], encontrou uma distribuigao nao homogé-
nea de retinol no figado.

Na Tabela 1 estao as contribuicoes dos isomeros todo-
trans, 9 e 13-cis no teor total de B-caroteno de figado.

O isomero todo-trans foi o predominante nas amos-
tras de figado dos grupos que receberam [-caroteno como
fonte de vitamina A. E interessante observar o apareci-
mento do isomero 9-cis, mesmo que em pequena por-
centagem (4,1%), nos figados de animais que haviam
recebido apenas o isomero todo-trans, indicando clara-
mente que houve uma isomerizacao do todo-trans em
9-cis. O inverso, ou seja, a re-isomerizacao do 9-cis em
todo-trans, ocorreu em maior proporcao, pois foi consi-
deravel a porcentagem de todo-trans (65,2% ) no figado
do grupo que recebeu apenas o 9-cis.
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TABELA 1. Porcentagem da contribuicao dos isomeros todo-
trans, 9 e 13-cis nos teores de B-caroteno dos figados de
ratos, analisados apés os periodos de desmame, deplecao e

replecao.
replegio.
Grupos Isomeros (%)
9-cis 13-cis todo-frans
Grupo Um nd nd 100
B todo-trans' 41 nd 95,9
9-cis' 34,8 nd 65,2
13-cis' 252 12,6 62,2

nd = nao detectado
! grupos correspondentes ao periodo de replecao de vitamina A

Tem sido levantada a possibilidade do isomero 9-cis
primeiramente passar a todo-trans, e este ser posterior-
mente convertido em retinol, ao invés da conversao dire-
ta do isémero cis em retinol [12, 18].

YOU et al. [26], para estudarem a absorcao e meta-
bolismo do 9-cis B-caroteno, forneceram para 3 indivi-
duos 1,0mg de B-caroteno, com a seguinte proporc¢ao,
99,4% de 9-cis e 0,6% de todo-trans. Os resultados obti-
dos sugeriram que ocorreu uma transisomerizacao do
9-cis em todo-trans.

YOU et al. [29], estudaram o metabolismo de isome-
ro 9-cis marcado com carbono 13 em humanos, € en-
contraram dados que sugerem que este isomero pode
facilitar a absorcao do todo-trans ou ser parcialmente
isomerizado formando este ultimo, porém, nao pode ser
extensivamente absorvido nem diretamente metabolizado
em 9-cis retinol.

TAMAI et al. [27], acreditam que o isomero 9-cis do
-caroteno nao é absorvido diretamente através do in-
testino, porém pode ser encontrado nas células. A expli-
cacao para isso seria a isomerizacao do todo-trans em 9-
cis, que ocorreria durante e apos a absorcédo. Porém, como
pode-se constatar neste trabalho, esse isomero pode ser
absorvido através do intestino, a menos que ele tenha
sido re-isomerizado no trato-gastrointestinal antes de ser
absorvido, e depois voltado a forma de 9-cis.

Nos figados do grupo que recebeu 13-cis foi encon-
trada a mistura dos trés isomeros, sendo que a porcen-
tagem do isémero 9-cis encontrada foi maior que a do
proprio 13-cis, indicando que houve re-isomerizacao.

Duas hipoteses sao sugeridas: na primeira hipotese,
0 13-cis B-caroteno sofreria isomerizacao, formando todo-
trans e 9-cis, concomitantemente. Na segunda hipotese,
o 13-cis B-caroteno passaria a todo-trans e este por sua
vez se isomerizaria em 9-cis J-caroteno.

Acredita-se que a primeira hipétese € a mais viavel,
pois, parece que sao necessarios mais passos para que a
segunda hipoétese aconteca. Além disso, a porcentagem
de 9-cis B-caroteno formada oriunda do 13-cis € alta (Ta-
bela 1). Se a segunda hipotese ocorresse, encontrar-se-
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ia uma menor porcentagem de 9-cis no grupo que rece-
beu 13-cis. De acordo com os resultados obtidos com o
grupo que recebeu 100% de todo-trans, menos de 5% do
todo-trans se converteu em 9-cis. Assim, parece pouco
provavel que o 13-cis B-caroteno passe a todo-trans e
que este passe a 9-cis. Entretanto, as duas hipoteses
podem ocorrer ao mesmo tempo.

NAGAO e OLSON [15], também observaram apos a
administracao dos isomeros cis do -caroteno a ratos a
formacao de diferentes isomeros de retinaldeido. Quan-
do a fonte era o isomero B-caroteno todo-trans, 72% do
retinaldeido formado era todo-trans, 25% era 13-cis e
3% era 9-cis. Quando era fornecido o isomero 9-cis -
caroteno, 64% do retinaldeido formado era todo-trans e
22% era 9-cis e nao apareceu o 13-cis retinaldeido. Quan-
do a fonte era o 13-cis B-caroteno, as propor¢oes eram
de 74%, 18% e 7% de todo-trans, 13-cis e 9-cis retinal-
deido, respectivamente. Para estes autores, o caminho
de conversao do isomero 9-cis do B-caroteno em 9-cis e
todo-trans retinaldeido € direto. Sobre a conversao do
13-cis, estes autores sugerem dois caminhos: 1) 13-cis
B-caroteno passa a 13-cis retinaldeido que por sua vez
passa a retinaldeido todo-trans, e 2) 13-cis B-caroteno
passa a B-caroteno todo-trans que passa a todo-trans
retinaldeido que passa a 13-cis retinaldeido. Como a pro-
porcao de 13-cis retinaldeido formado a partir do B-caro-
teno todo-trans era maior do que a partir do 13-cis -
caroteno, os autores acreditam o segundo caminho é o
mais conveniente.

Aparentemente, o isomero 13-cis € mais susceptivel
a isomerizacao que o 9-cis, pois nos figados dos grupos
que receberam 9-cis puro, nao foi detectado o 13-cis, e
nos grupos que receberam 13-cis foi detectado o isomero
9-cis.

A metodologia empregada nesse estudo nao permi-
tiu verificar em qual fase do metabolismo ocorreu iso-
merizacao nem se a absorcao do B-caroteno foi influen-
ciada pelas formas cis da molécula, porém parece que
tal fato ocorreu em algum momento.

Conforme observado anteriormente, a isomerizacao
aconteceu de modo mais acentuado nos grupos que re-
ceberam o isomero 13-cis.

4 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permi-
tem concluir que o isomero todo-trans do B-caroteno foi
a principal forma isomérica encontrada no figado de ra-
tos que receberam carotenoides como fonte de vitamina
A. Ocorreu re-isomerizacao do 9-cis em todo-trans, do
todo-trans em 9-cis, do 13-cis em 9-cis e todo-trans. O
13-cis B-caroteno € mais susceptivel a isomerizacao que
0 9-cis B-caroteno, pois este ultimo passa a todo-trans e
nunca a 13-cis, ja o 13-cis tanto pode se transformar em
9-cis quanto em todo-trans.

Os isomeros B-caroteno todo-trans, 9-cis e 13-cis,
administrados por via intragastrica, sofrem alteracoes
estruturais durante o seu metabolismo.
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