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RESUMO

Nos dultimos anos o cultivo de células animais tornou-se uma importante
tecnologia de producdo de vacinas e proteinas terapéuticas recombinantes. Durante o
crescimento in vitro de células animais, alteracdes nas condicdes ambientais 6timas do
cultivo podem resultar em perda de viabilidade. Uma forma de controlar a apoptose, que é
um processo de morte celular programado, € a inclusdo de agentes antioxidantes no meio de
cultura. O licopeno, cuja principal fonte é o tomate, tem despertado crescente interesse
devido as suas propriedades antioxidantes e por apresentar atividade de protecdo contra o
cancer e doengas do coragdo. A caracterizacao da atividade bioldgica do licopeno in vitro é
dificultada pelo fato de que solventes potencialmente toxicos sdo empregados para sua
obtencdo. Assim, a extracao de licopeno de tomate empregando CO, supercritico, consiste

em uma op¢ao atraente.

Neste trabalho desenvolveu-se um processo de obten¢do de licopeno de suco de
tomate a partir de extracdo com CO; supercritico, em diferentes condi¢des de temperatura e
pressdo, sem a etapa prévia de secagem do material, mas pela substituicdo de parte da dgua
por etanol. Apds a caracterizacdo do extrato quanto a atividade antioxidante, a
aplicabilidade do extrato como agente antiapoptdtico foi avaliada no cultivo de células

animais, especificamente da linhagem Drosophila melanogaster S2.

Foram obtidos rendimentos na faixa de 7,7% a 76,9%, com efeito estatisticamente
significativo apenas para a temperatura. Através da andlise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), observou-se que o licopeno € o principal composto presente nos
extratos obtidos, com picos de 82,7% em média. O estudo da atividade antioxidante indicou
que o extrato obtido a 40 °C e 350 bar apresenta maior capacidade antioxidante, de 49,7%
pelo método do DPPH® e 38,2% pelo método do rubreno. Nos ensaios de citotoxicidade, o
mesmo extrato ndo apresentou efeito citotoxico as células S2 em concentragdes inferiores a
0,182 mg/mL quando disperso no solvente DMSO, entretanto quando disperso em THF,
mostrou-se citotoxico as células. O extrato dissolvido em DMSO apresentou elevado
potencial para ser utilizado como agente antiapoptético no cultivo de células S2, resultando

em protecao superior a 92% contra a apoptose induzida por H,O,.

Palavras-chave: licopeno, extracdo supercritica, atividade antioxidante, apoptose,

Drosophila melanogaster.
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ABSTRACT

In recent years the cultivation of animal cells has become an important technology
for the production of vaccines and therapeutic recombinant proteins. During in vitro culture
of animal cells, changes in optimum environmental conditions may result in loss of
viability. One way to control apoptosis, a process of programmed cell death is the inclusion
of antioxidants in the culture medium. Lycopene, whose main source is tomatoes, has
attracted increasing interest due to its antioxidant activity and because it can provide
protection against cancer and heart diseases. The characterization of the biological activity
of lycopene in vitro is complicated by the fact that potentially toxic solvents are used for
their production. Thus, the extraction of lycopene from tomatoes using supercritical CO; is

an attractive option.

In this work, a process was developed for obtaining lycopene from tomato juice by
extraction with supercritical CO, at different conditions of temperature and pressure,
without the prior step of drying the material, but replacing water by ethanol. After
characterizing the extract regarding its antioxidant activity, the applicability of the extract
as an antiapoptotic agent was evaluated for the cultivation of animal cells, specifically the

Drosophila melanogaster S2 cell line.

Yields in the range of 7.7% to 76.9% were observed, with statistically significant
effect only for the temperature. The analysis by high performance liquid chromatography
(HPLC) indicated that lycopene was the main compound present in the extracts obtained,
with peaks of 82.7% in average. The extract obtained at 40 °C and 350 bar showed the
highest antioxidant capacity, equal to 49.7% by the DPPH® method and 38.2% by the
rubrene method. The same extract showed no cytotoxic effect on S2 cells concentrations up
to 0.182 mg/mL when dispersed in the solvent DMSO, however, when dispersed in THF, it
proved to be cytotoxic to cells. The extract dissolved in DMSO showed strong potential to
be used as an antiapoptotic agent in the culture of S2 cells, resulting in protection above

92% against apoptosis induced by H,O».

Keywords: lycopene, supercritical extraction, antioxidant activity, apoptosis, Drosophila

melanogaster.
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1. INTRODUCAO

Biotecnologia pode ser definida como a aplicacdo de principios cientificos e de
engenharia no processamento de materiais por agentes biologicos, ou a aplicacio industrial
de organismos, sistemas e componentes bioldgicos para producdo de bens e servigos que
apresentem valor agregado, gerando inovagdes tecnoldgicas principalmente nos setores
farmacéutico, quimico, agroindustrial e ambiental (Mccoy, 2004; Scott, 2004; Walsh,

2005).

Biofdrmacos sdo medicamentos (em geral proteinas e outras substincias) obtidos
através do cultivo de células microbianas ou animais modificadas ou ndo geneticamente
para a expressdao do principio ativo de interesse. Nao sdo considerados biofdrmacos os

produtos obtidos pela extrac@o direta de fontes bioldgicas como 6rgaos de animais.

A demanda por biofdrmacos tem aumentado rapidamente nos ultimos anos
(Buttler, 2005). Apesar de a produgcdo de biofarmacos por células animais ter se
desenvolvido mais nas ultimas duas décadas, essa tecnologia teve inicio durante a Segunda
Guerra Mundial, quando buscava-se vacinas virais, em particular contra a poliomelite
(Alvez et al., 2008). Apds esse periodo a tecnologia de cultivo de células animais tem se
desenvolvido através de métodos de caracterizagdo, padronizagdo e manutengdo de
linhagens celulares, tanto em laboratdérios quanto em escalas semi-industriais e industriais

(Galesi, 2007).

O interesse atual na cultura de células animais é focado na produgdo de proteinas
recombinantes, as quais podem ser aplicadas em imunizagdo, diagndstico, terapia, ensaios
analiticos e controle de qualidade. Células animais podem também ser usadas para a
producdo de virus uteis no controle bioldgico na agricultura. J4 em 1992, metade dos
produtos gerados por companhias biotecnoldgicas no mundo era obtida a partir do cultivo

de células animais (Cotter e Al-Rubeai, 1995).

Dentre os principais biofdrmacos aprovados obtidos através do cultivo de células
animais, destacam-se o B-interferon (usado para o tratamento de esclerose mdltipla), os

fatores VIII e IX (para a terapia de hemofilia), a eritropoietina (usada no tratamento de
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anemia), o hormonio foliculo estimulante (para infertilidade feminina) e variados tipos de
anticorpos monoclonais (para o tratamento, por exemplo, de cancer de mama e leucemia).
Até 2005, cerca de 30 biofarmacos produzidos por cultivo de células animais foram

licenciados (Walsh, 2003; Pavlou, 2003; Molowa e Mazanet, 2003).

Para a obtencdo de biofdrmacos, em geral sdo utilizadas linhagens celulares como
a CHO.K1, a BHK-21 e a Vero, além de hibridomas diversos secretores de anticorpos.
Células embriondrias de dipteros como as de Drosophila melanogaster S2 estdo sendo
utilizadas com sucesso na expressdo de diversas proteinas recombinantes, tendo 6timo
potencial para compor novas plataformas de producdo de biofdrmacos. Em comparacdo a
células de mamiferos, este sistema de expressdo mostra-se capaz de realizar modificacdes
pOs-traducdo na complexidade requerida, apresentando maior facilidade de cultivo.
Entretanto, ainda nao ha registro de produtos comercialmente disponiveis que tenham sido

obtidos através destas células.

Durante o cultivo de células animais in vitro, alteragdes das condicdes ambientais
6timas do meio de cultivo podem rapidamente resultar na ativacdo do mecanismo de morte
celular programada, denominada apoptose, implicando em perda de viabilidade e em
reducdo da produtividade celular. Atitudes tomadas no sentido de minimizar a ocorréncia
precoce desse processo podem resultar em aprecidvel impacto do ponto de vista econdmico

do processo, ja que o periodo de produgdo celular pode ser prolongado.

A morte por apoptose ocorre regularmente no desenvolvimento de animais e
plantas, no qual as células fisiologicamente indesejaveis, desnecessdrias ou excessivas
morrem de maneira ordenada, de forma a ndo causar danos ao restante do organismo
(Agostini et al., 2002; Blandini et al., 2003). O mecanismo de apoptose, provavelmente, é
responsavel pela morte da maioria das células de mamiferos, tanto in vivo como in vitro
(Dickson, 1998), e pela morte de mais de 80% de alguns tipos de células cultivadas em

batelada (Goswami et al., 1999).

Os principais agentes disparadores da apoptose sdo: o esgotamento de nutrientes
no meio de cultura, a temperatura e niveis de concentracdo de oxigénio dissolvido distintos
dos 6timos verificados no cultivo, além do actimulo excessivo de produtos toxicos e de

radicais livres (Menezes-Acosta et al., 2001).
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A manipulacdo do meio de cultura e das condi¢Oes gerais de cultura sdo algumas
das estratégias para a prevencdo da apoptose. Neste sentido foi sugerida a transfeccdo de
inibidores genéticos de apoptose e a inclusdo de nutrientes e compostos quimicos
antiapoptéticos nos meios de culturas (Cotter e Al-Rubeai, 1995; Menezes-Acosta et al.,
2001). Sao agentes antiapoptdticos ou inibidores dos processos de apoptose celular
compostos como por exemplo as proteinas c-IAP1, c-IAP2, XIAP, ML-IAP, ILP2,
survivin, Apollon/Bruce e Livin (Schimmer, 2004; Chen et al., 2009; Flygare e Vucic,
2009), citocinas como as interleucinas, o acido aurintricarboxilico (ATA), ions zinco e
antioxidantes de vérias fontes (Cotter e Al-Rubeai, 1995), por exemplo, o licopeno do

tomate.

O licopeno (um carotenéide da mesma familia que o PB-caroteno) apresenta
excelente capacidade de desativacdo de radicais livres de oxigénio devido as 11 duplas
ligacdes conjugadas em sua estrutura (Setiawan et al., 2001). Entretanto, o efeito do
licopeno no cultivo de células animais ainda € controverso, parecendo depender do tipo de
célula e do estresse ao qual esta estd exposta. Ha relatos de que o licopeno pode inibir o
crescimento de células animais, de forma dependente da dose e do tempo de exposi¢do,
interrompendo a progressdo do ciclo celular e promovendo a apoptose, por exemplo, em
células expostas a fumaca de tabaco condensada (Palozza et al., 2005). Todavia, o licopeno
pode atuar na inibi¢c@o de efeitos citotéxicos de compostos como a aflatoxina e o etanol em
hepatdcitos em cultura (Reddy et al., 2006; Xu et al., 2003). Em adi¢do, o licopeno mostrou
atividade protetora em células de rim de macaco verde africano da linhagem CV1-P em
cultura contra peroxidagdo lipidica e danos oxidativos ao DNA (Matos et al., 2000), células
estas correlatas a linhagem Vero, de importancia na producio industrial de biofarmacos,

conforme ja mencionado.

Diversos autores discutiram a extracdo supercritica de licopeno proveniente de
tomate, estudando as condi¢Oes Otimas de temperatura e pressdo de extragdo, a influéncia
do pré-processamento (teor de umidade e diametro de particulas) e presenca ou ndo de co-
solventes como, por exemplo, etanol e 6leo vegetal (Baysal, er al., 2000; Cadoni et al.,

2000; Rozzi et al., 2002; Vasapollo et al., 2004; Fuente et al., 2006).

Uma das etapas prévias geralmente efetuadas na extra¢do supercritica de licopeno

de tomate € secagem, que comumente € realizada em secadores de bandeja com



Introducio

temperaturas relativamente baixas (cerca de 40 °C) e por longos periodos. Esta secagem ¢é
necessdria para permitir o acesso do CO,, um solvente hidrofobico, ao interior das
particulas que contém o licopeno. Entretanto, além desta forma de secagem apresentar alto
custo, pode causar a oxidag¢do do licopeno e também alterar a sua estrutura de trans para

cis, diminuindo sua atividade bioldgica.

Uma forma de minimizar este efeito da secagem € a substituicdo da dgua presente
na estrutura vegetal do tomate por etanol. Diferentemente da dgua, o etanol é solivel em
CO, supercritico e, portanto, pode ser removido por este solvente. Dessa forma, a extragdao
do licopeno deve ser mais rdpida e ter menor tendéncia de causar mudancas na forma

1somérica do licopeno.

1.1. Objetivos

Dentro deste contexto, os objetivos deste trabalho consistem em:

1) Desenvolver um processo de extracdo de licopeno presente em sucos de tomate, com
teor de dgua parcialmente substituido por etanol, por extragdo com didxido de carbono

supercritico, determinando as condi¢des operacionais adequadas para sua recuperacao;
2) Caracterizar a atividade antioxidante in vitro do licopeno extraido do suco de tomate;

3) Determinar o efeito da adi¢do de licopeno extraido por CO, supercritico em variadas
concentracdes e por diferentes tempos de exposi¢do no cultivo de células S2, visando
minimizar e/ou retardar a morte das células por apoptose, induzida por dgua oxigenada ou

por periodos de cultivo prolongados.
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2.1. Cultivo de Células Animais Visando a Producao de Biofarmacos

O ano de 1907 é considerado um marco do inicio dos cultivos de células animais,
com o sucesso dos experimentos de Ross Harrison, que descreveu a manutengdo e o
crescimento de células nervosas em suspensdo por um periodo superior a 30 dias

(Kretzmer, 2002).

Em 1949, Enders, Weller e Robbins mostraram ser possivel a obten¢do de uma
linhagem de poliovirus em culturas primdrias de tecidos ndo-neurais. Isso permitiu a
propagacdo de grandes volumes de virus e atenuagcdo do poliovirus para uso em vacinas
(Jubelt e Lipton, 1989). Cinco anos depois, foi licenciada a primeira vacina de uso humano
contra poliomielite obtida em cultura de células de rins de macaco. Segundo Butler (2005),
at¢ o ano de 2005 havia mais de 30 biofarmacos licenciados, entre eles proteinas
recombinantes, anticorpos monoclonais e produtos baseados em acidos nucléicos. A Tabela

2.1 apresenta um breve histérico dos produtos obtidos através do cultivo de células animais.

O cultivo de células animais tem sido muito utilizado pela industria biotecnoldgica
para sintetizar produtos, que sdo, em sua grande maioria, destinados a drea de sadde
humana e animal. Os produtos de células animais sdo tipicamente moléculas de massa
molarelevada (em muitos casos proteinas), que podem ser classificados em cinco categorias
(Augusto e Oliveira, 2001): substancias imunobioldgicas (como vacinas virais, anticorpos
monoclonais e citocinas); bioinseticidas (exemplo: baculovirus); enzimas (como
asparaginase, colagenase, citocromo P450, fatores sanguineos VII, VIII e IX, pepsina,
renina, tripsina e uroquinase); hormonios de cadeias longas (com 50 a 200 residuos de
aminoacidos, como os hormonios luteinizantes, corionico, foliculo estimulante) e células
propriamente ditas, utilizadas como fonte para a extracdo de enzimas e hormonios, em
testes toxicoldgicos, como substrato para sistemas de bioensaios, como ferramenta de
selecdo para agentes anti-tumorogé€nicos, antivirais e antidotos de drogas, como tecido

artificial e outras aplicagdes.
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Tabela 2.1 — Histérico do desenvolvimento dos processos que utilizam células animais

(adaptada de Griffiths, 1991; Augusto e Oliveira, 2001; Mellado e Castilho, 2008).

Ano Evento ou produto desenvolvido

1949 Obtencgdo de virus em cultura de células

1954 Vacina inativada Salk contra poliomielite (com células de rim de macaco)

1963 Vacina contra sarampo (com células de embrido de galinha)

1964 Vacina contra raiva (com células WI-38)

1967 Vacina contra caxumba (com células WI-38)

1969 Vacina contra a rubéola (com células WI-38)

1970- a) Vacinas humanas experimentais (varicela, citomegalovirus, e outros);

1974 b) Varias vacinas veterinarias

1979 Primeira linhagem de célula recombinante

1981 Primeiro kit de diagndstico com anticorpo monoclonal

1982 Primeiro produto farmacéutico resultante da tecnologia de DNA recombinante
(insulina)

1986 a) Licenciamento da produgao de y-interferon linfoblatéide;
b) Testes clinicos com vérios produtos resultantes da tecnologia de DNA
recombinante;
¢) Vacinas contra poliomielite e raiva produzidas em células Vero

1987 Licenca para produ¢do de OKT3 — anticorpo envolvido na imunologia de transplantes

1988 Licenca para producgao de tPA recombinante (ativador de plaminogénio)

1990- Testes clinicos de diversos produtos oriundos da tecnologia de recombinagcdo de DNA

1995 (antigeno da hepatite B, fatores sanguineos VIII e IX, anticorpos monoclonais,
anticorpos envolvidos na imunologia de transplantes, diversas citocinas, e outros)

1996- Aprovacdo para comercializagdo dos biofdrmacos: hormoénio foliculo-estimulante

2006 (Puregon®/Follistim AQ/Follitropin ), imunoglobulina G1 (Raptiva®/Efalizumab ),

fator VII (Advate®), o—glucosidase dcida (Myozyme®/Alglucosidase o).
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A combinagdo de diversos fatores como a composi¢do do meio de cultivo, a
densidade do inéculo celular e o tipo de suporte para adesdo celular (no caso de células
aderentes) sdo essenciais para o sucesso do cultivo in vitro das células animais. Também se
pode destacar a temperatura, o pH, a pressdo osmdtica, a agitagdo e a concentracdo de

oxigeénio dissolvido como fatores que influenciam o cultivo celular (Mitsuhashi, 1989).

O interesse atual na otimizacdo da tecnologia de cultura de células tem demandado
importantes esfor¢cos no sentido de desenvolver processos que possibilitem a obtencdo de
cultivos celulares com alta densidade e que levem a sintese e producdo de grandes
quantidades de um determinado produto alvo com alta atividade bioldgica, baixo custo
material e operacional atendendo a requisitos pré-estabelecidos de qualidade final, tendo
em conta sempre as inevitdveis perdas na produtividade que ocorrem durante os processos

de concentracao e purificacao.

2.1.1. Comparacao entre células de mamiferos e de insetos

A principal vantagem dos sistemas de expressio baseados em células de
mamiferos € que a sintese, o processamento e a secre¢do extracelular de proteinas
eucaridticas sdo etapas eficientemente reconhecidas por este sistema, além disto, estas
células podem receber multiplos plasmidios. Entretanto, deve ser destacado o alto custo
associado ao crescimento deste tipo de células e ao fato de que existem grandes diferencas
entre as varias linhagens celulares que podem ser empregadas nesta drea (Benting et al.,

2000).

As células de mamiferos podem crescer em suspensdo ou requerer uma superficie
adequada para seu crescimento, dependendo do tipo de tecido do qual sdo isoladas. Se
forem provenientes de tecidos solidos, como os rins, crescem de forma aderida, se do
sangue, em suspensdo. A necessidade bdsica de um suporte para ancoragem orienta todas as
escolhas do processo produtivo (Freshney, 1994), como por exemplo o tipo de biorreator.
As células de mamiferos apresentam temperatura 6tima para o desenvolvimento celular em
torno de 37 °C e o pH adequado para o seu desenvolvimento situa-se na faixa de 7,4 e 7,7
para algumas linhagens normais de fibroblastos e entre 7,0 e 7,4 para células transformadas
(Léo et al., 2008). Sao utilizados agentes tamponantes como Hepes, bicarbonato de sédio e

ar acrescido de 5 % de CO, para a manutencao do pH 6timo de operacdo (Freshney, 1992).
7
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Células de insetos, na maioria das vezes, sdo cultivadas em suspensdo, portanto,
ndo necessitam de suporte solido, desenvolvendo-se livremente no meio de cultura. As
células sao mantidas através de repiques sucessivos, pela substitui¢cdo do meio de cultura ja
metabolizado por meio fresco. O pH adequado no cultivo de células de insetos situa-se,
geralmente, entre 6,2 e 6,5 (Léo et al., 2008), e a temperatura Otima para O
desenvolvimento celular € de 28 °C, ndo havendo a necessidade de acréscimo de CO,, o que

reduz a complexidade e os custos do cultivo (Mitsuhashi, 1989).

Na Tabela 2.2 apresenta-se uma breve comparacdo, em termos de tecnologia de
propagacdo, do cultivo de células de mamiferos e de insetos. Observa-se que as células de
insetos revelam-se significativamente mais resistentes quanto ao cultivo, principalmente em
relacdo a manutencdo, facilidade de adaptacdo na mudanga de sistemas aderentes para
suspensos, € principalmente por apresentarem maior resisténcia a estresse ambiental, como

mudancas de pH e de osmolalidade (Ikonomou et al., 2003).

As principais linhagens de células de inseto estudadas atualmente sdo: linhagem
Sf-9, isolada do tecido do ovdrio de pupa da borboleta Spodoptera frugiperda e que utiliza
baculovirus como vetores para a expressao de bioprodutos de interesse; a linhagem High
Five'™, que possui alta capacidade de expressar altos niveis de proteinas recombinantes,
também empregando baculovirus como vetor para expressar bioprodutos, € a linhagem S2,
que pode ser modificada geneticamente para expressar proteinas heterélogas (Léo et al.
2008), tendo, portanto, uma vantagem sobre as linhagens anteriormente mencionadas (a de

ndo requer infecc¢do viral).

A seguir serdo discutidas algumas das particularidades das linhagens S2

empregadas na realizacao deste trabalho.

2.1.2. Linhagem de células Schneider 2

Em um estudo publicado em 1972, Schneider divulgou o desenvolvimento de trés
linhagens celulares primdrias obtidas de embrides de Drosophila melanogaster em estagio
tardio (20-24h), que foram mantidas in vitro por mais de um ano. O estudo foi iniciado em
1969. As trés linhagens apresentaram morfologia relativamente similar, predominando a

aparéncia epitelial, didmetro variando de 5 a 11 wm e comprimento de 11 a 35 wm.
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Existem hoje por volta de 94 linhagens cultivaveis de Drosophila melanogaster,

das quais 12 sdo facilmente obtidas, mas a maioria dos estudos tem utilizado as linhagens

Schneider S2 e S3 ou células derivadas da linhagem Kc de Ohanession (Mc Carrol e King,

1997).

A linhagem S2 € versitil e cresce rapidamente a temperatura ambiente e sem CO, e

se adapta facilmente a cultura em suspensdo (ATCC — American Type Culture Collection).

Tabela 2.2. Comparacdo entre células de insetos e de mamiferos em termos de tecnologia

de propagacdo celular (adaptada de Agathos, 1991; Batista, 2007).

Fatores

Células de Insetos

Células de Mamiferos

Manutencao

f4cil

dificil

Versatilidade de suspensao /

maior / pouco recorrente

menor / recorrente

aderéncia
. somente linhagens
Imortalidade presente
transformadas
presente, exceto para linhagem
Inibi¢do por contato ausente de linfécitos e células CHO
adaptadas em suspensao
) mecanica (hibridomas) e
Remocio do suporte de adesdo mecanica o
tratamento enzimatico
Demanda de oxigénio alta moderada
Sensibilidade a mudancas de
pH, temperatura e a choque moderada alta
osmotico
Velocidade maxima especifica
) alta moderada

de crescimento celular ()
Sensibilidade ao cisalhamento alta alta

Dependéncia do crescimento

presente presente

com a concentracdo do inéculo
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O cultivo de células de insetos tem sido um sistema emergente muito utilizado
para a expressdo de vdrias proteinas recombinantes como antigenos, anticorpos, oncogenes,
moléculas de adesdo celular, receptores e fatores transcricionais (Nilsen e Castellino, 1999;
Valle et al., 2001; Lynn, 2002, Cha et al., 2005, Pamboukian, 2007). Isto se deve
principalmente a facilidade de cultura destas células (como temperatura amena e alta
tolerancia a osmolalidade), as elevadas densidades celulares atingidas, as altas eficiéncias
de expressdo protéicas e aos custos relativamente baixos (menores que os de sistemas de
células de mamiferos), mostrando grande potencial de aplicagdo em maiores escalas
(Mendonga et al., 1999; Benting et al., 2000, Ikonomou et al., 2003). A Tabela 2.3 mostra

algumas proteinas expressas por células de Drosophila melanogaster S2.

As células S2 podem ser modificadas geneticamente para a expressdo da
glicoproteina G do virus da raiva (GPV) (Yokomizo, 2006). A linhagem modificada ¢é
heterogénea, com populacdes que expressam diferentes niveis de proteina e com a presenga
de células que contém apenas o gene de resisténcia a higromicina. Esta heterogeneidade €
atribuida a etapa de clonagem celular, visto que estas células apresentam crescimento
limitado quando em baixa concentragdo, o que dificulta a obtencdo de clones puros. Uma
vez realizado o processo de clonagem, as células transfectadas produzem a GPV de modo
razoavelmente estdvel, sendo potencialmente aplicdveis para a producdo de uma vacina
contra a raiva mais segura. Em geral vacinas virais sdo constituidas de virus atenuados. O
que ndo ocorreria com a vacina a base de GPV que consistiria da proteina atenuada,
apresentando, portanto potencial de infectividade nulo tanto dos operadores da linha de

producgdo quanto de usudrios, caso a inativacao viral ndo fosse 100% eficiente.

Esta linhagem, além de outra que expressa a proteina do virus da hepatite B
(HBsAg), vem sendo estudadas nos ultimos seis anos pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Engenharia de Biorreacdes e Coldides (FEQ), no ambito de um projeto
temdtico realizado em conjunto com equipes do Instituto Butantan, do Instituto de
Pesquisas Tecnolégicas do Estado de Sdo Paulo, da Universidade de Sao Paulo e da
Universidade Federal de Sao Carlos, tendo-se ja alcancado a produgdo de quantidades
expressivas de ambas as proteinas-alvo, conforme divulgado em variadas publicacdes
(Astray et al., 2008, Galesi et al., 2008, Jorge et al., 2008, Santos et al., 2007, Yokomizo et
al. 2007).
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Tabela 2.3 — Proteinas produzidas por células de Drosophila melanogaster S2.

Proteina Referéncia
H-ras (Val12 mutante) Johansen et al., 1989
Caopitina Drosophila Krantz e Zipursky, 1990
Ivey-Hoyle e Rosenberg, 1990
HIV-1 gp160
Brighty e Rosenberg, 1994
Interleucina Humana 5 (IL5) Johanson et al., 1995
IgG, Humana Kirpatrick et al., 1995
Dopamina humana -hidroxilase Li et al., 1996
Plasminogénio humano Nilsen e Castellino, 1999
Interleucina Humana 12 (IL12) Lehr et al., 2000
Receptor da Eritropoietina Humano Lehr et al., 2000
Proteina acoplada ao receptor S. calcitrans STKR Torfs et al., 2000

Shin et al., 2003
Interleucina — 2
Cha et al., 2005

Transferrina Humana Lim e Cha, 2006

Galesi, 2007
Glicoproteina G do virus da raiva
Pamboukian, 2007

2.2. Morte por Apoptose no Cultivo de Células Animais

Dependendo das condi¢des ambientais a que as culturas celulares sdo submetidas,

as células podem morrer mais ou menos rapidamente. Até alguns anos atrds acreditava-se

que as células sempre morriam por um processo de morte passivo ou necrose (Cotter e Al-

Rubeai, 1995), decorrente de altos niveis de estresse, apds lesdes consideradas como

extensas, e devido a agentes quimicos e fisicos como, por exemplo, na presenca de altos

niveis de toxinas, mudancas no pH do meio de cultura ou altas velocidades de agitacdo. O
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estresse promove um rapido colapso da homeostase interna, acompanhado de lise da
membrana celular e das endomembranas, com liberacio de fragmentos celulares. As células
morrem por necrose, principalmente, porque nio dispdem de tempo suficiente para

responder ou se adaptar ao estimulo.

Nos udltimos anos tem sido demonstrado que, em condi¢des fisiolégicas e in vitro,
as células que experimentam baixos niveis de estresse ambiental morrem nao por necrose,
mas por um processo ativo controlado geneticamente, conhecido como morte celular
programada ou apoptose (Green, 1998), que é uma forma de autodestrui¢do celular
caracteristica do desenvolvimento regular de animais e plantas. Neste processo, as células
fisiologicamente indesejdveis, desnecessdrias ou excessivas morrem de forma ordenada,
observando-se que a apoptose tem um importante papel em vdrias patologias celulares

(Agostini et al., 2002; Blandini et al., 2003).

A Figura 2.1 ilustra as principais alteracOes celulares caracteristicas da necrose e
da apoptose. Na morte por necrose, a célula e as organelas citoplasméticas incham e o
nicleo mantém-se relativamente intacto. Em seguida, a célula rompe-se, liberando o
conteudo de seu citoplasma. J4 o processo de apoptose € caracterizado por um significativo
encolhimento celular. Além da reducdo do volume, verifica-se também a condensagdo da
cromatina nuclear, que resulta na concentragdo de massa nas bordas internas do nucleo, que
se parte, levando a formagdo de corpos apoptéticos. Em adi¢do a fragmentagdo do DNA
internucleossomal, verificam-se mudancas na permeabilidade da membrana mitocondrial e
o aumento da concentracio de Ca®* em alguns tipos de células. No entanto, a membrana
celular e as endomembranas sdo preservadas (Cotter e Al-Rubeai, 1995; Goswami et al.,
1999, Nunes et al., 2005). In vivo, os corpos apoptéticos formados sdo fagocitados. Quando

1880 ndo ocorre, como no caso de cultivo in vitro, tem-se a chamada necrose secundaria.

A apoptose ocorre em células defeituosas ou sem funcdo que se encontram entre
outras que funcionam normalmente. Este tipo de morte requer energia e sintese protéica
para a sua execugdo e precisa de vias sinalizadoras, sendo necessdrios sinais que atuem
sobre receptores superficiais, para que a célula entre em apoptose. Os sinais podem ser
positivos, quando presentes, ou negativos, quando ausentes. Entre os varios parametros, a
literatura reporta como agentes disparadores do processo de apoptose o esgotamento de

nutrientes no meio de cultura, a temperatura e a concentragdo de oxigénio dissolvido
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distintas das Otimas verificadas no cultivo, o actimulo excessivo de produtos téxicos as
células e de radicais livres. Em alguns casos, a apoptose pode necessitar da ativacdo de
genes para a sintese protéica. Nestes casos, apds o sinal, a célula promove a sintese das

proteinas c-Myc, p53 e pRb/E2F, sem as quais ndo ocorre a morte celular apoptdtica
(Menezes-Acosta et al., 2001).
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Figura 2.1 — Eventos caracteristicos dos processos de morte celular por necrose e apoptose
(adaptado de Poulin, 2005).

Virios estudos relatam que, quando a célula enfrenta estas situagdes adversas,
somente permanece vidvel se os efeitos pro-apoptéticos gerados forem contrabalancados
pelos efeitos anti-apoptdticos. Este mecanismo de sinalizagdo exerce um papel-chave no
controle da proliferacdo e morte celular (Evan e Littlewood, 1998). Assim, para o processo
de proliferacdo celular alcancar o sucesso desejado, € preciso que a célula ative as duas vias
de sinalizagdo: a de sobrevivéncia, suprimindo a apoptose; e a de proliferacdo, que

desencadeia o crescimento celular.

Embora o processo de apoptose, seguido da diminuicdo do crescimento celular,
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seja considerado um dos maiores entraves no desenvolvimento de estratégias que otimizam
a produtividade de culturas de células, seu impacto negativo nestes processos tém sido
estudado apenas recentemente. Em comparagdo a outras linhagens celulares de importancia
cientifica e comercial, as informacdes referentes a apoptose no cultivo de células de insetos
sao menos abundantes e usualmente limitadas a observagdes qualitativas (Menezes-Acosta

et al.,2001).

2.2.1. Métodos para Deteccao da Apoptose

Durante a apoptose, verificam-se fragmentacdo do DNA, condensacdo da
cromatina, fragmentagdo do nucleo, acidificacdo do citoplasma, liberagdo de citocromo c da
mitocOndria, exposicdo de fosfolipideos intracelulares, ativacio e degradacao de proteinas,
dentre outros fendmenos. Dessa forma, procedimentos laboratoriais que detectem tais
eventos e os quantifiquem direta ou indiretamente podem ser empregados para o estudo da

apoptose.

Dentre as metodologias disponiveis, pode-se empregar, por exemplo, a andlise da
morfologia de células coradas com corantes fluorescentes que se complexam com o DNA
(laranja de acridina, brometo de etidio e iodeto de propidio) (Mercille e Massie, 1994a). A
analise por microscopia de fluorescéncia revela claramente a condensagdo e fragmentagao
da cromatina associada com a apoptose. Combinando a marcacdo da cromatina em células
com a membrana intacta (laranja de acridina) e em células com a membrana danificada
(iodeto de propidio/brometo de etidio), é possivel identificar nitidamente diferentes niveis
de viabilidade celular (Tey et al., 2000; Mercille e Massie, 1994b), como mostrado na
Figura 2.2.

Outra técnica utilizada € a citometria de fluxo, que analisa as alteracdes na
assimetria de membrana utilizando um marcador conjugado a anexina V (uma proteina que
possui alta afinidade pela fosfatildiserina, que é um fosfolipidio que, em células
apoptoticas, sofre transloca¢do do folheto interno da membrana citoplasmatica para o

folheto externo).
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Figura 2.2 - Sequéncia de transformagdes morfolégicas durante a apoptose e necrose onde
(A) célula vidvel nao-apoptdtica, (B) célula necrética (entumescimento seguido de lise e
extravasamento do material intracelular), (C) célula vidvel apoptética, com condensagdo da
cromatina préxima a parede nuclear, (D) células ndo-vidveis apoptdticas, com formagdo de
corpos apoptoticos e (E) fase final, onde a célula ndo apresenta cromatina (Pellegrini et al.,

2008).

Uma metodologia alternativa amplamente usada consiste na extra¢do e andlise da
fragmentacdo do DNA por eletroforese em gel de agarose. Recentemente, esta e outras
metodologias tém sido utilizadas na avaliacdo quantitativa da apoptose em culturas
celulares. Entre elas encontram-se a microscopia eletronica de transmissdo, a ativacdo de
proteinas apoptdticas (como a pS3 e as caspases 3 e 7) e a liberagdo de citocromo ¢ no
citoplasma. Cada uma destas metodologias apresenta suas inerentes vantagens e limitacoes
e por si s6 fornecem uma descri¢@o parcial do processo de apoptose, devendo-se idealmente
avaliar resultados de vdrios tipos de andlises realizadas em paralelo (Menezes-Acosta et al.,

2001).
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2.2.2. Estratégias de Prevengdo da Apoptose

Para prevencio da apoptose nas culturas celulares, sugere-se a transfeccao (adi¢dao
de um DNA diferente do da célula) de inibidores genéticos de apoptose e também a
inclusdo de nutrientes e compostos quimicos antiapoptdticos nos meios de culturas (Cotter
e Al-Rubeai, 1995; Menezes-Acosta et al., 2001), através da manipulacdo dos meios e das
condicdes gerais de cultura. Como exemplos de antiapoptéticos ou inibidores dos processos
de apoptose celular podem ser citados as citocinas (como as interleucinas), o 4cido

aurintricarboxilico (ATA), ions zinco e antioxidantes de varias fontes.

O composto ATA é um inibidor de nuclease, capaz de inibir a apoptose sem
interferir na proliferacdo das células, entretanto seu uso é limitado, devido a dificuldade de
aumento de escala laboratorial para biorreatores em larga escala. As interleucinas
apresentam altos custos; por essa razdo a adi¢do destas aos meios de cultura para evitar a
apoptose nas células tem sido limitada. Para outros compostos, como o zinco, a
manipulacio de sua concentragdo nas formulagdes de meios de cultura exige cuidados, uma
vez que os niveis requeridos para evitar a apoptose e os toxicos as células geralmente sao

muitos proximos (Cotter e Al-Rubeai, 1995).

Dentre os compostos organicos antiapoptéticos, os antioxidantes sdo promissores
visto que sdo substancias muito tuteis para evitar o estresse oxidativo. De modo geral, a
funcdo destes compostos € neutralizar os efeitos das espécies reativas de oxigénio (EROs)
antes delas provocarem a iniciagdo da morte celular por apoptose (Cotter e Al-Rubeali,
1995). Os antioxidantes naturais podem funcionar como agentes redutores, como inibidores
de radicais livres, como quelantes do oxigénio singlete e como desativadores de metais pro-

oxidantes.

Dentre os antioxidantes enddgenos destacam-se as enzimas superoxido-dismutase,
a catalase, a glutationa-peroxidase, a metionina-redutase, a soroalbumina, a ceruloplasmina,
a apoferritina e a apotransferrina. Os antioxidantes ndo enzimdticos incluem as vitaminas
A, B, C e E (a-tocoferol), glutationa, os carotendides (como o B-caroteno e o licopeno) e

outros antioxidantes derivados de plantas.
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2.3. Radicais Livres e Antioxidantes

O efeito prejudicial dos radicais livres ocorre quando eles estdo presentes em
quantidade excessiva, ultrapassando a capacidade da célula de neutralizd-los com seus
sistemas naturais. O acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) provoca estresse
oxidativo nas células e pode causar danos irreversiveis a estrutura de biomoléculas como o
RNA, DNA, lipidios, carboidratos e proteinas (Celiktas et al., 2007). Embora o
envelhecimento celular seja um processo dependente de muitos fatores, existem hoje varias
evidéncias relacionando-o as EROs, e conseqiientemente ao estresse oxidativo. No trabalho
realizado por Padma et al. (2007), os autores concluiram que existe uma relacdo direta entre
as EROs e a inducdo da morte por apoptose nas células. Outros estudos realizados nos
ultimos anos relacionam a patogénese de vdrias enfermidades com o estresse oxidativo

induzido por EROs e nitrogénio (Saito et al., 2004; Capasso, 2006; Dimitrios, 2006).

As EROs sdo formadas primeiramente pelo radical superéxido (O,"). Outros
exemplos de radicais livres derivados do oxigénio incluem os radicais hidroxila (OH),
hidroper6xido (HOO"), peréxido (ROO") e alcéxido (RO). Importantes EROs produzidas
em sistemas bioldgicos incluem o 6xido nitrico (NO’), o nion peroxinitrito (ONOQO") e o

peréxido de hidrogénio (H,0,).

A formacgao de radicais livres ou EROs e o desencadeamento da rea¢do em cadeia
de oxidacdo podem ser controlados por varios compostos, dentre eles, substancias

antioxidantes (Dimitrios, 2006; Djeridane et al., 2007).

Os antioxidantes sdo substincias que, quando presentes em pequenas
concentragdes, comparadas com outros substratos oxiddveis presentes, retardam ou inibem
significativamente a oxidagdo destes substratos, podendo agir em diferentes niveis da
sequéncia oxidativa. Primeiramente, através do bloqueio da geragcdo de espécies reativas ou
através da remoc¢ao das mesmas, de forma a impedir sua interagdo com alvos biolégicos, ou
seja, impedindo a etapa de iniciagdo da cadeia da formagdo do radical (antioxidantes de
prevencdo). No segundo nivel, os compostos atuam bloqueando a etapa de propagacdo da
cadeia radicalar, sequestrando os radicais intermedidrios antes de promover a oxidacdo de
macromoléculas ou estruturas celulares (antioxidantes varredores). No ultimo nivel,
favorecem a eliminacdo de danos da molécula de DNA e a reconstituicio das membranas
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celulares danificadas, através da correcdo das bases oxidadas do DNA por mecanismo de
reparo por excisdo de bases, que atua nas modificagdes causadas por agentes endogenos
(Koury e Donangelo, 2003, Silva et al., 2009). Na Tabela 2.4 observam-se algumas

substincias antioxidantes e suas categorias.

Tabela 2.4 — Substancias antioxidantes (adaptado de Koury e Donangelo, 2003).

Mecanismo de Antioxidantes Antioxidantes Antioxidantes
Acdo Dietéticos Extracelulares Intracelulares
Albumina Glutationa peroxidase
Bilirrubina Superéxido dismutase
Zinco
Prevengao Ceruloplasmina Acido trico
Selénio
Ferritina Coenzima Q
Mioglobina Catalases
Acido ascérbico Acido ascérbico Acido ascérbico
Varredores o-Tocoferol o-Tocoferol o-Tocoferol
Carotendides Carotendides Carotendides

As células possuem sistemas naturais de elimina¢@o de radicais livres, enzimaticos
ou ndo, produzindo a sua eliminacdo ou entdo, impedindo sua transformacdo em produtos
mais téxicos para o metabolismo. Os antioxidantes ndo enziméticos (sintéticos ou naturais),
em sua maioria sao exdgenos, € podem ser divididos em: vitaminas lipossoldveis (vitamina
E, vitamina A), vitaminas hidrossoliveis (vitamina C, vitaminas do complexo B), oligo-
elementos (zinco, cobre, selénio, magnésio), carotendides (B-caroteno, licopeno) e outros

compostos de origem vegetal.

Os antioxidantes obtidos a partir de fontes naturais t€ém a vantagem de ser
multifuncionais e de ter a capacidade de agir em diversos niveis da sequéncia oxidativa nas

células, podendo atuar como agentes redutores, como inibidores de radicais livres, como
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quelantes ou seqiiestrantes do oxigénio singlete e como desativadores de metais pro-
oxidantes (Kdhkonen et al., 1999; Dorman et al., 2003). Em adi¢do, os antioxidantes
naturais existem em combinagdo, e tal combina¢do de diferentes antioxidantes pode agir
aditivamente e até mesmo sinergeticamente (Fuhrman er al., 2000). Por exemplo, a
combinacio de licopeno, mais vitamina E, glabridina (isoflavona), 4cido rosmarinico, 4cido
carndsico ou 6leo de alho, produzem um efeito antioxidante sinérgico na oxidag¢do da LDL

(Fuhrman et al., 2000).

Muitos pesquisadores voltaram sua atencdo para o licopeno devido a suas
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas e particularmente em relacdo a sua atividade
antioxidante, que tem sido extensivamente avaliada com base na sua capacidade de
sequestrar radicais livres, ou para proteger componentes celulares contra danos oxidativos

tanto no cultivo celular in vitro quanto em modelos de animais (Yaping et al., 2002).

A seguir serdo detalhadas as propriedades do licopeno, que € o composto de estudo

neste trabalho.

2.4. Licopeno

O licopeno é um dos mais de 600 carotendides encontrados na natureza.
Carotendides estdo entre os pigmentos naturais mais comuns e sdo responsdveis pela
coloracdo vermelha, laranja ou amarela de folhas, frutas e flores, assim como a cor de
algumas aves, insetos, peixes e crusticeos (Stahl e Sies, 2003). O licopeno e outros
carotendides sao usados como corante alimentar hd muitos anos, mas nesta década tornou-
se objeto de estudo com respeito a sua atividade antioxidante e potencial de prevencao

contra cancer epitelial e doengas cronicas (Bramley, 2000; Giovannucci et al., 2002).

O licopeno (CsoHse), com massa molar de 536,89 g/mol, € o hidrocarboneto de
cadeia aberta com o maior grau de insaturacdo entre os carotendides, contendo 11 duplas
ligacOes conjugadas (Topal et al., 2006). Suas caracteristicas quimicas e estruturais tinicas

contribuem para suas propriedades bioldgicas especificas (Clinton, 1998).

Dependendo da posi¢dao das cadeias em relacdo as duplas liga¢des, o licopeno

pode ser encontrado na forma cis e trans, sendo possivel encontrar até 72 isdOmeros
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geométricos deste composto (Chasse et al., 2001). A forma trans, ilustrada na Figura 2.3, é
uma das estruturas mais estdveis, sendo a mais abundante em tomates, e correspondendo a

mais de 90% do total de licopeno (Tavares e Amaya, 1994).

Figura 2.3 - Estrutura quimica do licopeno na forma integralmente trans.

O corpo humano ndo produz licopeno, portanto ele deve ser fornecido na dieta,
sendo sugerida a ingestdo de 4 a 35 mg/dia (Moritz e Tramonte, 2006). A principal fonte
para obtencdo de licopeno é o tomate. Cerca de 80% de todo o tomate produzido é
consumido na forma de produtos processados como kefchup, molhos, suco, entre outros

(Rao et al., 1998).

A quantidade de licopeno presente no tomate maduro varia de 32,0 a 133,8 ug/g
de material imido (Tavares e Amaya, 1994; Abushita et al., 2000, Buratti et al., 2001,
Takeoka et al., 2001, Caris-Veyrat et al., 2004, Sahlin et al., 2004). No suco de tomate,
varia de 68,7 a 121,4 pug/g (Tavares e Amaya, 1994; Lin e Chen, 2005). A variacdo na
quantidade de licopeno ocorre principalmente devido ao estado de maturagdo da fruta,
sendo da ordem de 4,5 pug/g para o tomate verde e de 104,4 ug/g para a fruta madura (Raffo
et al., 2002). Outros fatores importantes associados a varia¢do da concentracio de licopeno
na fruta sdo a sua variedade (Abushita er al., 2000, Takeoka et al., 2001; Perkins-Veazie e
Collins, 2004; Sahlin et al., 2004) e as condicdes de cultivo da planta (Caris-Veyrat, et al.,
2004). Devido ao processamento térmico empregado na obten¢@o do suco de tomate, a
quantidade de licopeno livre detectdvel no suco é, em geral, maior do que a observada na
fruta (Dewanto et al., 2002, Lin e Chen, 2005), a quantidade de licopeno encontrada no
ketchup varia entre 102,9 e 414,0 ng/g de material imido, j& no molho de tomate a
quantidade de licopeno varia de 65,1 a 194,5 pg/g de material umido (Shi e Le Maguer,
2000). A pele do tomate contém uma concentracio cinco vezes maior de licopeno do que a

polpa (Sharma e Le Maguer, 1996a), sendo que a quantidade de licopeno associada a fra¢ao
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insoluvel em dgua e a pele compreende entre 72 e 92% do total (Sharma e Le Maguer,
1996b). Nas frutas frescas, o licopeno ocorre essencialmente na forma frans. Entretanto, a
1somerizacao do frans-licopeno para a forma cis pode ser induzida por processos térmicos e
durante o processo de oxidacdo, resultando em perda de cor e da atividade biolégica (Shi e
Lé Maguer, 2002). A degradagdo oxidativa € a principal causa de grandes perdas na
atividade de carotendides. Ela depende da disponibilidade de oxigénio e € estimulada por
luz, enzimas, alguns fons metélicos e co-oxida¢do com lipidios hidroperéxidos. Em geral,
as condi¢des necessdrias para isomerizagdo e oxidagdo de carotendides ocorrem durante a
preparacdo, o processamento e estocagem dos produtos que os contém. Tais compostos
também estdo sujeitos a isomerizacdo e oxidagdo durante procedimentos analiticos, pois
suas duplas ligagcdes conjugadas caracteristicas dificultam o trabalho e a manipulacdo dos
carotendides, devido a sua instabilidade especialmente com relagdo ao oxigénio,
aquecimento e condi¢des dcidas e alcalinas (Oliver e Palou, 2000; Lee e Chen, 2002).
Portanto devem ser tomadas medidas preventivas para garantir a confiabilidade dos
resultados analiticos (Lee e Chen, 2002), como trabalhar com pouca luz ou no escuro e
manter os carotendides a baixa temperatura durante a estocagem, dentre outras medidas (De

Ritter e Purcell, 1981; Britton, 1985).

Conforme ja mencionado, o licopeno € um micronutriente que traz importantes
beneficios para a satide. Existem varios estudos que mostram uma forte correlacio entre a
ingestdo de carotendides e a reducdo na incidéncia de algumas doengas como problemas do
coragdo (Rao e Agarwal, 2000; Arab e Steck, 2000), aterogé€nesis, calcificagdo Ossea,
degeneracdo dos olhos e danos nos neurdnios (Cantuti-Castelvetri et al., 2000; Ferguson,
1997; Yamaguchi e Uchiyama, 2003) e diversos tipos de cancer (Rao e Agarwal, 1998;
Giovannucci, 1999; Werts et al., 2004). O licopeno € capaz de inibir o crescimento de
tumores de prostata, de mama, do endométrio e da leucemia promielocitica, além de induzir
apoptose em fibroblastos imortalizados expostos a fumaga de tabaco (Rao e Agarwal, 1998;
Werts et al., 2004; Palozza et al., 2005). A fumaga de tabaco possui muito NO, enquanto
que no organismo humano ha muitas EROs, o que pode indicar que o licopeno age apenas

nesse segundo grupo.

As evidéncias experimentais sugerem que o licopeno pode quelar o oxigénio
singlete (D1 Mascio et al., 1989), apresentando uma constante quelante duas vezes maior do

que a do B-caroteno (Vagi et al., 2007), além de seqiiestrar radicais livres de diéxido de
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nitrogénio (NO,*) e sulfetos (RS®) (Mortensen et al., 1997) e inibir danos oxidativos aos

DNA (Collins et al., 1998) e a membrana das células (Woodall et al., 1997).

Apesar das diversas atividades bioldgicas previamente descritas para o licopeno, o
seu efeito no cultivo de células animais ainda € controverso, parecendo depender do tipo de
célula e do estresse ao qual a célula estd exposta. Ha relatos de que o licopeno pode inibir o
crescimento de células animais, de forma dependente da dose e do tempo de exposi¢do,
interrompendo a progressdo do ciclo celular e promovendo a apoptose, por exemplo, em
células expostas a fumaca de tabaco condensada (Palozza et al., 2005). Todavia, o licopeno
pode atuar na inibi¢do de efeitos citotoxicos de compostos como a aflatoxina e o etanol a
hepatdcitos em cultura (Reddy et al., 2006; Xu et al., 2003). Em adi¢do, o licopeno mostrou
atividade protetora em células CV1-P de rim de macaco verde africano em cultura contra
peroxidacdo lipidica e danos oxidativos ao DNA (Matos et al., 2000), células estas
correlatas a linhagem Vero, de importincia na producdo industrial de biofdrmacos,

conforme ja mencionado.

A andlise de carotendides em produtos alimenticios pode ser realizada por
diferentes métodos: CLAE, espectrofotometria ou andlise colorimétrica (Schoefs, 2002).
Enquanto espectrofotometria ou colorimetria podem ser usadas para uma rdpida avaliacdo
da quantidade de licopeno em produtos derivados do tomate, métodos mais versiteis,
sensiveis e seletivos como as andlises por CLAE sdo necessarios para avaliacdo confidvel
de amostras de alimentos. A andlise de carotendides por CLAE geralmente é feita em
colunas de fase reversa do tipo C18 ou C30 (quando € necessdria a separa¢do dos isdmeros
cis e trans), operando em modo isocratico ou com gradientes de eluicdo com uma ampla
variedade de mistura de diferentes solventes organicos como fase mével. A detec¢do pode
ser efetuada por espectrofotometria a 450 nm, por fotodiodo ou deteccio por
espectrofotometria de massa. O aquecimento da coluna é algumas vezes usado para
aumentar a separacdo dos pigmentos, assim como para padronizar as condi¢cdes de
separacdo (Schoefs, 2002). Entretanto, os carotendides requerem uma manipulagio

cuidadosa, devido a sua labilidade quimica (Barba et al., 2006).

Com o objetivo de conhecer os principais compostos quimicos responsdveis pelas
atividades bioldgicas, bem como os mecanismos pelos quais estes efeitos sdo manifestados,

os antioxidantes de fontes naturais tém sido intensamente estudados nas ultimas décadas em
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todo o mundo. Neste sentido diversos trabalhos sobre a determinagdo da atividade
antioxidante tém sido publicados, utilizando ensaios com DPPH® (2,2- difenil-1-picril-

hidrazilo) e rubreno.

A instabilidade do licopeno durante o processo de extra¢do, tratamento e
eliminacdo dos solventes organicos torna a preparacdo de amostras para ensaios analiticos
uma tarefa extremamente delicada, e freqiientemente requer procedimentos sucessivos e
complexos para determinar todos os carotendides extraidos. Além disso, nem todos os
métodos analiticos disponiveis para a andlise de carotendides em produtos alimenticios sdo
adequados para alimentos ricos em licopeno devido a sua baixa solubilidade em alguns
solventes comumente empregados, como o metanol, e devido ao fato de que o uso de outros

solventes pode interferir com a fase mével usada na separacao do carotendide.

O licopeno pode ser extraido com solventes organicos, devido a sua adequada
solubilidade nestes solventes, entretanto buscam-se métodos alternativos para extragdo de

licopeno e outros carotendides, como por exemplo, a extracdo com fluidos supercriticos.

2.5. Obtencao de Extratos Bioativos de Plantas através de Fluidos Supercriticos

Um fluido supercritico é caracterizado por estar a temperatura € pressao maiores
do que as do ponto critico. Este fluido apresenta propriedades fisicas intermedidrias entre
gases e liquidos. A densidade deste fluido € préxima da dos liquidos e pode ser facilmente
mudada com alteragdes da temperatura ou da pressdo do sistema. Estas alteragdes de
densidade podem conferir seletividade ao processo de extracdo. A viscosidade e o
coeficiente de difusdo sdo proximos aos verificados em sistemas gasosos, o que pode

facilitar a transferéncia de massa no sistema.

A aplicacdo de fluidos supercriticos na extracdo de compostos de fontes naturais
tem sido amplamente estudada, com centenas de artigos publicados. As vantagens da
extracdo com fluido supercritico com relacdo as técnicas tradicionais, como a extracdo com
solventes, sdo: flexibilidade de processo devido a possibilidade de modificar a seletividade
do fluido supercritico, seguida da eliminacdo de solventes orginicos poluentes e dos

processos apos a extracdo para eliminacdo do solvente (Reverchon e De Marco, 2006). Por
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ser conduzida a temperaturas proximas da ambiente e na auséncia de ar, a extracdo com
fluido supercritico evita danos térmicos e oxidativos nos compostos ldbeis (Brunner, 1994).
A maior desvantagem da extracdo com fluido supercritico € o custo de investimento maior
do que as técnicas tradicionais de extracao (Reverchon e De Marco, 2006), devido ao maior

dispéndio com equipamento.

Muitos compostos foram estudados como solventes para extragdo com fluido
supercritico, por exemplo, hidrocarbonetos (hexano, pentano e butano) e 6xido nitroso,
entre outros (Smith, 1999). A Tabela 2.5 mostra as propriedades criticas de alguns deles.
Entretanto, o diéxido de carbono (CO;) é o mais popular porque € barato, prontamente
disponivel, seguro, permite operagdes supercriticas em pressdes relativamente baixas e

temperaturas proximas da ambiente.

Tabela 2.5 — Propriedades criticas dos solventes em termos de temperatura critica (T.) e

pressao critica (P.) (Clifford, 1999).

Solvente T.(°C) P, (bar)
Diéxido de carbono 31 74
Agua 374 221
Etano 32 49
Etileno 9 50
Propano 97 43
Xendnio 17 58
Amonia 132 114
Oxido nitroso 37 72

Devido a sua baixa temperatura critica, o CO, pode ser usado para extrair
compostos termicamente ldbeis, que ndo podem ser submetidos a destilacdo por arraste a

vapor. Por conta dessas caracteristicas, o CO, supercritico é um solvente ideal para
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industrias de alimentos, pigmentos, farmacos e cosméticos, nas quais € essencial obter

produtos com alto grau de pureza (Cadoni et al., 2000).

Trabalhos recentes de extracdo com fluido supercritico freqiientemente usam altas
pressdes (maior que 350 bar), mesmo quando sdo extraidos compostos soliveis em CO,
supercritico, por exemplo terpenos, sesquiterpenos e dcidos graxos. Operando acima dessa
pressdo, o poder do solvente € melhorado, mas ndo a sua seletividade. O conceito de
otimizacdo do poder e seletividade do solvente deve ser aplicado para obter a extragdo

seletiva dos compostos de interesse, reduzindo a um minimo a co-extragdo de compostos

indesejados (Reverchon, 1997).

A adi¢do de um co-solvente liquido polar ao CO, supercritico aumenta seu poder
solvente para moléculas polares. De fato, CO, supercritico € um bom solvente para
compostos lipofilicos (ndo polares), mas apresenta baixa capacidade de solubilizacdo de
compostos polares. Diversos autores adicionaram pequenas quantidades de co-solventes,
como o dlcool etilico, e verificaram que, quando em solugdo, os solventes liquidos
modificam o poder solvente do CO, supercritico (Dauksas et al., 2002; Vasapollo et al.,
2004). Entretanto, torna-se necessdria uma etapa para eliminacao do solvente e dessa forma
uma das vantagens da extracdo com fluido supercritico é perdida (Reverchon e De Marco,

2006).

A selecdo das condicdes de operacdo depende do composto especifico ou da
familia de compostos a ser extraida. A massa molar e a polaridade devem ser levadas em
conta caso a caso, mas algumas regras podem ser aplicadas, como fixar a temperatura entre
35 e 60 °C para extrair compostos termoldbeis. O aumento da temperatura reduz a
densidade do CO, supercritico (para pressao fixa), reduzindo assim o poder solvente do
agente supercritico, mas aumenta a pressdo de vapor dos compostos a serem extraidos.
Dessa forma, a tendéncia desses compostos passarem para a fase fluida € aumentada. A
pressdo de extracdo € um parametro muito relevante e pode ser usada para direcionar a
seletividade do fluido supercritico. A regra geral € que quanto mais alta for a pressao, maior

serd o poder solvente e menor a seletividade da extracdo (Reverchon e De Marco, 2006).

Alguns processos industriais bem estabelecidos usam extracdo com fluido
supercritico para produzir Oleos essenciais, descafeinizagdo do café e compostos

nutracéuticos (Reverchon e De Marco, 2006).
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2.6. Extracao de Licopeno em Condicoes Supercriticas

O licopeno € usado como pigmento em diferentes tipos de géneros alimenticios.
Sua importancia estd aumentando devido ao maior uso de compostos naturais em industrias
de alimentos, cosméticos e farmacos, seguindo diretivas da Unido Européia em favor dos
compostos naturais ao invés dos sintéticos. O principal problema na obten¢do do licopeno é
sua solubilidade, visto que este composto € insolivel em dgua e solivel em compostos
organicos altamente téxicos como benzeno, cloroférmio (CHCI3) e cloreto de metileno

(CH,Cl).

Por ser altamente solivel em solventes organicos, a extracdo do licopeno ¢é
realizada com estes solventes, que sdo toxicos, caros, de manipulacdo perigosa e podem
restar no produto final. As preocupacdes com a saide e o ambiente levaram a um maior
interesse em tecnologias mais limpas € em métodos de extragdo alternativos e confidveis

para o licopeno e outros carotendides (Sabio et al., 2003; Phelp, et al., 1996).

A extragdo com fluido supercritico empregando CO, como solvente € uma
excelente alternativa para a substituicdo de solventes quimicos na obtenc@o do licopeno. No
estado liquido, o CO, pode penetrar na pele do tomate para dissolver o licopeno, porém
com grandes limita¢des de transferéncia de massa. Como um géds, o CO; pode adentrar no
tomate mais facilmente, mas € ndo € um bom solvente para solvatar o licopeno e extrai-lo.
Durante o processo de extracdo, como fluido supercritico, sua densidade permite que ele
desloque o licopeno com sucesso. Dessa forma o tempo necessdrio para a extracdo e
concentracdo dos compostos organicos € reduzido. O poder solvatante do fluido

supercritico estd diretamente relacionado a sua densidade e pode ser controlado através de

mudangas na pressao e temperatura de extracio (Topal et al., 2006).

Rozzi et al. (2002), estudaram os efeitos da temperatura e da pressdo, vazao e
volume de CO, na extracdo com fluido supercritico do licopeno de tomate e extrairam
61,0% de licopeno a 86 °C e 340 bar, mostrando que temperatura e pressao influenciam na
extracdo, aumentando o rendimento com o aumento da temperatura e da pressdo. Sabio et
al. (2003) examinaram a extragdo de licopeno e B-caroteno de tomate e extrairam 80% do
licopeno total e 88% de B-caroteno a 80 °C e 300 bar. No estudo realizado por Yi ef al.

(2009) o maximo de licopeno (31,25 pg/g) foi obtido na condi¢do de 100 °C e 400 bar,
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condi¢Oes mais drdsticas de extragcdo. Os autores observaram que o rendimento em licopeno
aumenta com a elevacdo da temperatura, entretanto, acima de 70 °C houve isomerizac¢io do
licopeno extraido, o que influenciou na atividade antioxidante do extrato, mostrando uma

tendéncia oposta de comportamento.

Diversos autores realizaram a extracdo de licopeno do tomate usando CO,
supercritico puro (Ollanketo et al., 2001; Gémez-Prieto et al., 2003, Sabio et al., 2003,
Topal et al., 2006 e Shi et al., 2009) e com co-solventes. O uso de co-solventes como
acetona (Ollanketo et al., 2001), etanol (Baysal et al., 2000 e Shi et al., 2009), cloroférmio
(Cadoni et al., 2000) e 6leos de améndoa, de aveld, de amendoim e de semente de girassol,
(Vasapollo et al., 2004) e 6leo de oliva (Shi et al., 2009) aumentam a taxa de extracdo, mas
tem pouca influéncia no rendimento final do licopeno. O uso de CO, supercritico puro a
pressdes mais altas pode ser suficiente para compensar a auséncia de co-solvente e tem a
vantagem de produzir um extrato livre de solvente (Reverchon e De Marco, 2006),
entretanto, os custos da pressurizacdo e da constru¢cdo do equipamento que suporte tal

condi¢des podem ser impeditivos.

A Tabela 2.6 apresenta uma coletdnea de condi¢Oes de extragdo estudadas por
diferentes autores e os respectivos rendimentos atingidos. Observa-se que o uso da
combinacdo de elevadas temperaturas e pressOes parece conduzir preferencialmente a

elevados rendimentos.

A temperatura inferior a 40°C e pressdo menor do que 250 bar, a eficiéncia de
extracdo de licopeno é muito baixa (Cadoni et al., 2000). O rendimento aumenta com a
pressdo, pois a solubilidade do licopeno é aumentada no solvente supercritico. A partir de
dados da literatura, o pardmetro principal que controla a extracdo do licopeno € a
temperatura de extracdo. Muitos autores (Vasapollo et al., 2004, Rozzi et al., 2002;
Ollanketo et al., 2001; Sabio et al., 2003; Cadoni et al., 2000) verificaram um forte
aumento no rendimento do licopeno com a temperatura operando até 110°C, como
mostrado na Figura 2.4, entretanto nao foi verificado se houve degradag¢do ou isomerizagao

do licopeno nessa temperatura.

Tal comportamento é, de certa forma, inesperado, pois ndo foi encontrada
dependéncia similar da temperatura para a extragio do P—caroteno, que também é

encontrado no tomate (Sabio er al, 2003). Os autores explicaram a dependéncia da

27



Revisao da Literatura

temperatura considerando o aumento da difusividade do CO, supercritico com a
temperatura € um aumento na pressdo de vapor do licopeno, mas essa explicacdo parece
ndo convencer completamente. O licopeno estd contido nas estruturas vegetais chamadas
cloroplastos na forma de grandes cristais. Entdo, sua extracdo pode ser dificultada devido a
forte resisténcia a transferéncia de massa. E possivel que um aumento na temperatura de

extracdo contribua para a degradacdo dos cloroplastos (Reverchon e De Marco, 2006).
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Figura 2.4 — Recuperacdo de licopeno a partir de tomate a diferentes temperaturas na

pressao de 405 bar (adaptado de Ollanketo et al., 2001).

O licopeno ndo € o tnico composto a ser extraido do tomate quando um solvente
CO, supercritico € utilizado. B-caroteno e grandes quantidades de compostos lipidicos
também sdo co-extraidos (Sabio et al., 2003). Em compara¢do com extracao com solventes
organicos, varios autores encontraram diferentes maximos de rendimento de licopeno, por
extracdo com CO; supercritico desde 54% (Baysal et al., 2000), préximo de 80% (Sabio et
al., 2003), até quase 95% (Ollanketo et al., 2001). Os maximos de rendimento foram

influenciados pela pressao e temperatura maximas usadas (Reverchon e De Marco, 2006).

No trabalho de Baysal er al. (2000), as melhores condi¢des para isolamento do
licopeno (54% de recuperagdo) a partir de pasta de tomate foram 55°C e 300 bar, com

adicdo de 5% de etanol. Cadoni ef al. (2000) obtiveram um rendimento de 87% de licopeno
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Tabela 2.6 — Dados da extracdo supercritica do licopeno a partir de tomate, em diferentes

condigdes.
Matéria- Temperatura Pressao Rendimento
Co-solvente Referéncia
Prima (°C) (bar) (%)
Cadoni et al.,
Polpa e pele 80 275 cloroférmio 87,0
2000
Residuos 55 300 etanol 53,93 Baysal et al., 2000
acetona 94,0
Ollanketo et al.,
Pele 110 405 etanol ~88.,0
2001
— ~59,0
Pele e semente 86 340 - 61,0 Rozzi et al., 2002
Pele e semente 80 300 - 88,0 Sabio et al., 2003
Pele e semente 80 460 -—- 90,1 Végi et al., 2007
-- 11,0
etanol 34,7
Pele e semente 45 250
agua 31,8
oleo de oliva 33,0
-- 25,5 Shi et al., 2009
etanol 45,3
Pele e semente 75 350
agua 42,6
oleo de oliva 60,9
Pele e polpa 60 400 oleo de avela 72,5 Ciurlia et al., 2009
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a partir de tomates maduros na condi¢ao de 80°C e 275 bar. Os autores também observaram
que a recuperacdo aumenta com a temperatura, mas ndo avaliaram a degradacdo do
licopeno, que supostamente ocorre a altas temperaturas (POl et al., 2004). Ollanketo et al.

(2001) observaram degradagdo do licopeno acima de 120 °C e 405 bar.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Para extracdo de licopeno foi utilizado suco de tomate comercial (Milani, lote 099)
e como fluido supercritico, di6xido de carbono (CO;) obtido da White Martins, Brasil
(99,5% de pureza). Etanol (com pureza de 95,0 e 99,5%), butil hidroxitolueno (BHT),
acetona, hexano, metanol, cloreto de metileno e 1-butanol foram obtidos da Synth (Brasil).

Metanol grau CLAE foi obtido da Tedia (Brasil).

Tetrahidrofurano (THF) grau CLAE, dlcool isopropilico, dimetilsulféxido
(DMSO), acido cloridrico (HCL) e H,O, 30% foram obtidos da Merck (Alemanha).
Molibdato de sédio, grau p.a. foi obtido da Vetec (Brasil). O radical 2,2- difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH"), o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo (MTT) e o
padrio licopeno (pureza > 90,0%) foram obtidos da Sigma Chemical Company (EUA).
Utilizou-se 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (Trolox) da Aldrich
Chemical Co. (EUA) como antioxidante de referéncia. Rubreno com pureza minima de

95% foi obtido da Fluka (EUA).

As células de Drosophila melanogaster S2 selvagens foram gentilmente doadas
pelo Laboratério de Imunologia Viral (LIV) do Instituto Butantan (Sdo Paulo). Foi
empregado o meio de cultura Sf900 II (Gibco - EUA). O corante azul de trypan foi obtido
da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). A anexina V foi obtida do Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (USP, Brasil) sob o cdédigo de referéncia

GPAMOO01 e lote 005.

As membranas filtrantes com poros de 0,22 pm de didmetro foram obtidas da
Millipore (EUA). A 4gua utilizada foi destilada e purificada em sistema Milli-Q da
Millipore (Brasil).
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3.2. Métodos

3.2.1. Substituicao Parcial da Fase Aquosa do Suco de Tomate por Etanol

No suco de tomate, o licopeno estd associado a estruturas vegetais sOlidas que
estdo dispersas em um soro liquido. Para remover o soro, o suco de tomate foi centrifugado
a 4000 rpm por 15 minutos, a temperatura ambiente, em uma centrifuga (Fanem modelo
208N). O soro ainda presente no centrifugado foi removido parcialmente por sucessivas
lavagens com etanol 99,5% a temperatura ambiente, seguidas de novas etapas de
centrifugacdo. Os sobrenadantes foram descartados e o material centrifugado (sélido

contendo boa parte do licopeno) foi utilizado nos experimentos de extragao.

3.2.2. Obtengao de Licopeno do Suco de Tomate por Extracdo com CO; Supercritico

Uma coluna de extracdo de ago inoxiddvel com 1 cm de didmetro interno e 25 cm
de altura foi preenchida com cerca de 15 gramas do centrifugado obtido conforme item
3.2.1, contendo aproximadamente 194 pg de licopeno por grama de amostra. A coluna foi
acoplada a uma unidade de extracdo supercritica montada no Laboratério de Tecnologias
Supercriticas do Instituto de Quimica da Unicamp, esquematicamente mostrada na Figura

3.1.

Inicialmente, o CO, foi refrigerado a temperaturas inferiores a -5°C em um banho
termostatizado (Nova Etica modelo 521/3D) para que o fluido estivesse no estado liquido
na bomba de CLAE (Shimadzu modelo LC-6AD). Para assegurar que o CO, permanecesse
liquido durante o processo de bombeamento, foi adaptado um trocador de calor de aluminio
no cabecote da bomba. O CO, liquido, a alta pressdo, escoou para uma coluna de ago
inoxiddvel com 1 cm de diametro e 25 cm de comprimento, que atuou como um
reservatorio de fluido, minimizando oscilagdes de pressdo durante o processo de extragdo.
Deste reservatorio, o CO; fluiu para a coluna de extragdo, que se encontrava dentro de uma
estufa para manter a temperatura do sistema constante. No inicio da extra¢do, a coluna foi

aquecida até a temperatura desejada e entdo a pressdo foi ajustada até o valor pré-
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estabelecido. O sistema foi mantido sem escoamento de CO, por cinco minutos para
permitir um contato mais efetivo entre o0 CO; supercritico e as particulas. Apds este periodo
estdtico, a vdlvula micrométrica foi aberta, permitindo a passagem do CO, a uma vazdo de
0,85 e 1,7 g CO,/min, medida no rotdmetro de CO, (Oxicamp modelo RCA-215). Os
periodos de extracdo dindmica foram de 180 minutos (para vazdo de 1,7 g CO,/min) e de
360 minutos (para vazio de 0,85 g CO,/min). As amostras, contendo etanol residual, foram
coletadas em kitassato refrigerado por banho de gelo. Apds a extragdo, a pressao do sistema
foi diminuida até zero e a tubulagcdo apds a coluna de extracdo foi lavada com etanol,
seguida de acetato de etila e hexano, para recuperar o extrato depositado nesta regido, até o

solvente apresentar coloracao incolor (cerca de 10 mL).

Vahulade Vahula

Retencio Micrométrica FParaa
Capela
- ]
Cilindro Banhode Bombade Reservatorio Colunade  Coletor de Rotimetro
deC0O; Refrigeracio CLAE de Fluido Extracio Extrato

Figura 3.1 - Representacdo esquematica da unidade de extracdo supercritica.

A influéncia da pressdo e da temperatura sobre o rendimento de extracdo foi
estudada através de um planejamento experimental 2° com trés repeticdes no ponto central.
Os limites utilizados foram temperatura entre 40 e 80°C e pressao entre 200 e 350 bar, os
quais sao os mais usualmente utilizados para experimentos de extracdo de licopeno de
particulas de tomate (Cadoni et al., 2000; Vasapollo et al., 2004). Para a andlise estatistica
dos dados, foi utilizado o software Statistica for Windows 7.0. Na Tabela 3.1 sdo mostradas

as combinagdes de condi¢des experimentais empregadas neste estudo.
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Tabela 3. 1 — Planejamento fatorial 2? completo com 3 repeti¢cdes no ponto central.

Ensaio Temperatura (°C) Pressao (bar)
1 40 200
2 40 350
3 80 200
4 80 350
5 60 275
6 60 275
7 60 275

ApOs a extragdo os extratos foram armazenados em frascos ambar e em freezer a —
80 °C. Nos ensaios com células S2, o etanol presente no extrato foi eliminado em estufa a

vacuo, com atmosfera inerte, a 40 °C.

3.2.3. Caracterizacdo dos Extratos Obtidos

Os extratos ativos obtidos foram analisados por colorimetria ¢ CLAE para a
identificagdo e quantificacdo do licopeno, e avaliados quanto a atividade antioxidante,

conforme descrito a seguir.

3.2.3.1. Determinacdo da Concentragdo de Licopeno em Solugdo por Colorimetria

A quantidade de licopeno presente nas amostras dos leitos antes e apds a extracdao
e também dos extratos etandlicos obtidos conforme item 3.2.2., foi determinada por anélise
colorimétrica, segundo proposto por Fish et al. (2002). Em frascos ambar foram

adicionados 20 mL de uma solucdo composta por etanol, hexano, acetona e BHT
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(antioxidante) na propor¢do volumétrica de 1:2:1:0,002. Em seguida, em cada frasco foi
adicionada uma aliquota de 0,02 a 0,6 g das amostras. Os frascos foram agitados a 180 rpm
a frio por 15 minutos no escuro. Em seguida foram adicionados 3 mL de dgua destilada a
cada amostra. As amostras foram novamente agitadas a 180 rpm, por 5 minutos. Apds 5
minutos de repouso a temperatura ambiente, a absorbancia da camada de hexano (superior)
foi medida a 503 nm, em cubeta de quartzo, utilizando hexano como branco. O coeficiente
de exting¢do (CE) do licopeno em hexano, de 17,2x104 /M cm (Fish et al., 2002), foi usado
para o célculo da concentragdo de licopeno (Cic), de acordo com a equacdo 1, na qual o

termo Abs refere-se a absorbancia.

Ciic = Abs/CE (equacdo 1)

O teor de licopeno no extrato (T) foi calculado de acordo com as equacdes 2 e 3,
pela razdo entre a massa de licopeno extraida (myc) € a massa de amostra utilizada para o

ensaio (m).

my;c = Cyic * 536,89 g/L * 10107 L (equacdo 2)

T = myic (Lg)/m (g) (equagdo 3)
As equagdes 4 e 5 mostram os cdlculos utilizados para a determinagdo da

eficiéncia da extrag@o supercritica, onde Mexirato+ solvente) T€f€re-se a massa de extrato antes e

apoOs a extracao.

Licopenorec = T * M(exirato + solvente) (equacgdo 4)

Eficiéncia da extracdo = 100 — | Licopeno, (leito final) * 100 (equagdo 5)

Licopenoy.. (leito inicial)
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3.2.3.2. Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As andlises dos extratos por CLAE foram realizadas no Instituto de
Quimica/Unicamp, usando um equipamento HP SERIES 1050, com detector UV-Visivel.
As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando-se uma coluna de fase reversa
Microsorb MV-Varian C18 (4,6 x 250 mm) com particulas de 5 um. A caracterizacdo dos
extratos foi realizada em modo isocritico e as fases moveis utilizadas foram
acetonitrila:metanol (90:10 v/v), metanol:acetonitrila (90:10 v/v) (Barba et al., 2006) e
metanol:tetrahidrofurano (THF) (90:10 v/v) (Topal et al., 2006). A separagdo
cromatografica das amostras (20 uL) foi realizada a um fluxo constante de 1,0 mL/min e as
leituras de absorbancia foram realizadas a 472 nm. As percentagens em drea dos picos

foram calculadas considerando-se apenas 0s maiores picos.

3.2.3.3. Avaliagdo da Atividade Antioxidante

3.2.3.3.1. Método de Seqiiestro de Radicais Livres de DPPH®

O método de seqiiestro de radicais livres de DPPH® utilizado por Sanchez-Moreno
et al. (2003) e Brand-Willians et al. (1995) foi empregado, com algumas modifica¢des.
Neste método, uma aliquota de 0,1 mL de solugdo etandlica de cada extrato, diluida ou nao,
foi adicionada a 1,9 mL de solu¢io de DPPH® em metanol 6 x 10” mol/L. A mistura foi
agitada vigorosamente e sua absorbancia a 515 nm foi medida imediatamente. A

absorbancia foi, em seguida, monitorada, até que fosse atingido um platd (60 minutos).

O método de DPPH® é baseado no sequestro de radicais livres resultantes da

reacdo mostrada a seguir (Brand-Williams et al., 1995)

DPPH*+ AH —» DPPH-H + A®
DPPH®* +R* —» DPPH-R

Ao fixar um hidrogénio retirado do composto antioxidante (AH), € observada uma

diminuicdo da absorbancia do DPPH®, que permite o calculo da capacidade antioxidante.
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A partir de uma curva de calibracio a 515 nm foi calculada a concentracdo inicial de
DPPH® no meio reacional. A porcentagem de DPPH® remanescente (%DPPH® ) apés
exposicao a diferentes concentragdes de licopeno foi calculada conforme a equacio 6, onde
[DPPH"*] -6 refere-se a concentra¢do no tempo igual a 60 minutos e [DPPH®],-, refere-se a

concentracdo no inicio do experimento.

%DPPH®,_ = ([DPPH®),—.,/[DPPH"].—,)x100 (equagio 6)

Fem

Os valores de ECys, ou seja, a quantidade necessdria de licopeno para que a
concentragdo inicial do radical DPPH® na reagiio diminua em 5%, foram calculados a partir

das equacdes das retas dos extratos a diferentes condi¢des de extracao.

Os resultados obtidos foram expressos tanto de forma absoluta quanto como
capacidade antioxidante dos extratos equivalente ao antioxidante de referéncia Trolox

(TEAC - Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).

3.2.3.3.2. Oxidagdo do Rubreno

O principio deste método consiste na prote¢cdo do rubreno contra foto oxidagdo
autosensibilizada do peréxido de hidrogénio (H,0O;), que atua como uma fonte quimica de
oxigénio singlete, pelos extratos ricos em licopeno. Sem protecdo antioxidante, o rubreno
(de cor vermelha) é oxidado pelo oxigénio singlete, produzindo cicloendoperdxidos (sem

coloracd@o) conforme descrito na Figura 3.2 (Nardello et al., 1999).

CeHs  CgHs CeHs  CgHs

2+ g g a ‘
CeHs CgHs CeHs  CgHs
Rubreno Endoperéxido

Figura 3.2 — Oxidacdo do rubreno pelo oxigénio singlete (adaptado de Nardello et al.,

1999).
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Nesta reacdo o oxigénio singlete é gerado pela decomposi¢do do H,O,, catalisada
por ions molibdato (MoO4). A reacdo ocorre em temperatura ambiente, e € bastante

eficiente, com todos os oxigénios gerados no estado singlete, como mostra a rea¢do abaixo:

MOOQJr2 1
2H,O0;, —» H,0+ 0O,
H,0

A oxida¢do do rubreno disperso em uma microemulsdo foi realizada de acordo
com o método proposto por Oh et al. (2006), com pequenas modificacdes. Neste ensaio
empregou-se uma concentragdo de apenas 50 umol de H,0O,, para evitar que o excesso de
H,0; destruisse os compostos antioxidantes das amostras e levasse a conclusdes incorretas

relacionadas a baixa atividade de seqiiestro de oxigénio singlete.

A microemulsdo foi preparada a temperatura ambiente pela adicdo de 6 mL de
solucdo a 0,2 M de Na,Mo0O4.H,0 (290,4 mg em 6 mL de solugdo tampao fosfato, PBS, a
0,15 M, pH 7.4) adicionada lentamente, gota a gota, com agitacdo magnética, a uma
solucdo contendo 4,7 g de SDS, 9,4 g de 1-butanol e 60 mL de cloreto de metileno. Apds
alguns minutos, a suspensdo turbida foi convertida em um liquido transparente. Cerca de
0,02 g (37,5 umol) de rubreno foi colocado em um pequeno frasco ambar embrulhado em
folhas de aluminio, adicionando-se, entdo, 10 mL da microemulsio preparada
anteriormente. Toda a preparagdo foi realizada sob pouca luz, para evitar a foto-oxidagao

do rubreno.

Uma aliquota de 2,5 mL da microemulsdo de rubreno foi transferida para um
frasco ambar, entdo 100 pL. dos extratos obtidos por extracdo supercritica foram
adicionados ao frasco e agitados vigorosamente com um agitador magnético por 5 minutos.
Em seguida, 10 uL. de HO, 15% (50 pmol) foram adicionados a microemulsdo vermelha
de rubreno, e o meio reacional foi agitado com agitador magnético a temperatura ambiente.
A reacdo se completou apds 40 minutos. Apds o final da reagdo, 100 uL. do meio reacional
foram diluidos em 6 mL de cloreto de metileno, entdo a oxidacdo do rubreno foi

monitorada pela medic@o de rubreno residual por espectroscopia visivel a 522 nm.

A atividade das amostras foi determinada com base em de uma curva de calibragao
do antioxidante sintético de referéncia Trolox analisado nas mesmas condi¢des antes
expostas para as amostras. Os resultados obtidos foram expressos como capacidade

antioxidante dos extratos equivalente ao Trolox (TEAC).
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3.2.4 Preparacdo do Banco de Células de Drosophila melanogaster S2 e do Inéculo para

os Ensaios Biologicos

O 1in6culo celular padronizado foi obtido partindo-se das células de Drosophila
melanogaster S2 preservadas por criogenia. Para a obtencdo do banco de células
congeladas, estas foram cultivadas em meio Sf900 II, em frascos T para cultura celular
(TPP) de 25 cm’, a 28°C até a obtencdo de uma densidade celular de 10° a 10" células por
mililitro durante a fase de crescimento exponencial. A suspensdo celular foi entdo
centrifugada a 1000 rpm durante 5 minutos a 28°C em tubos de centrifuga estéreis para a
retirada do meio condicionado. O sedimento obtido foi posteriormente ressuspendido em
meio de congelamento, mantido refrigerado a 4 °C, e composto por 40% do meio de cultivo
fresco Sf900 II, 10% de DMSO e 50% de soro fetal bovino (SFB). A suspensdo, com
concentracao celular ajustada para 1x10° células/mL, foi distribuida (1 mL) nos frascos de
congelamento, que consistiam em criotubos de 1,5 mL de capacidade (Nunc) e mantida em
contado com este meio durante no maximo 15 a 20 minutos (incluindo o tempo de
distribui¢do). Estes frascos foram entdo mantidos durante 24 horas em freezer a -80 °C de

temperatura e armazenados apos este periodo a -196 °C em nitrogénio liquido.

Para a realizacdo dos ensaios, foi realizado o descongelamento da suspensdao
celular, efetuado rapidamente a 37 °C em banho termostdtico. A suspensdo de células
obtida foi transferida por gotejamento para tubos de centrifuga estéreis, contendo 10 mL do
meio de cultivo fresco Sf900 II. Apés este procedimento, as células foram centrifugadas a
1000 rpm durante 5 minutos a 28°C, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e as
células foram ressuspendidas em 5 mL de meio de cultura. Apds esta etapa, a suspensao
celular foi transferida para frascos de cultura de 25 cm? ou 75 cmz, e mantida durante no
maximo 3 a 4 dias a 28 °C em incubadora Modelo MA 415 (Marconi, Brasil). Ao final
deste periodo, a concentracdo celular foi determinada em cdmara de Neubauer com azul de
Trypan 0,2% e ajustada para 10° células/mL e as células foram, entdo, empregadas como

in6culo nos ensaios subsequentes.
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3.2.5. Andlise do Perfil de Citotoxicidade do Extrato a Células S2

Com o objetivo de avaliar os possiveis efeitos toxicos dos extratos, foi realizada a
andlise de citotoxicidade por seu contato direto com a cultura de células. O ensaio
constituiu de, ap0s a reativag@o e propagacdo das células S2 congeladas, em sua exposi¢ao

ao extrato rico em licopeno dissolvido em DMSO, THF e em meio de cultura SF900.

Aliquotas de 50 uL da suspensdo celular de concentracdo ajustada para 10°
células/mL de meio Sf 900 II foram transferidas para cada poco de uma placa de 96 pogos
de fundo chato do tipo ELISA contendo o mesmo volume de extrato em DMSO e THF a
10% e diluido serialmente no mesmo meio de cultura, visto que o extrato apresenta carater
predominantemente hidrofébico. A concentracdo de partida de licopeno nestes solventes foi
de 14,55 mg/mL. O extrato diluido foi previamente esterilizado usando filtros descartaveis
com tamanho de poro de 0,22 um. Como controle negativo, foram analisadas as células
cultivadas em meio de cultura somente. Paralelamente, analisou-se também o efeito isolado

dos solventes DMSO e THF empregados em diferentes proporcdes.

As placas foram incubadas por diferentes periodos a 28 °C, apds o que se avaliou a
citotoxicidade através do indicador metabdlico MTT. O sal MTT, quando incubado com
células vivas, € lisado por enzimas mitocondriais, transformando-se de um composto
amarelo em outro azul escuro (formazan) detectdvel espectrofotometricamente. Neste
ensaio, 10 puL de solu¢do de MTT (5 mg/mL), dissovido em tampao PBS estéril a 0,02 M e
pH 7, foram adicionados a cada poco das placas do tipo ELISA com a cultura celular. As
placas foram mantidas em estufa a 28 °C por quatro horas e apds este periodo, foram
adicionados 100 pL de isopropanol acidificado (30 pL de HCl em 10 mL de isopropanol)
em cada pogo para a dissolu¢do dos cristais de formazan. Apds incubag@o por uma hora, a
leitura das absorbéncias foi efetuada em leitora ELISA Biotek, (modelo ELx808, EUA) a

490 nm (ATCC). Todos os ensaios foram realizados em, no minimo, triplicata.
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3.2.6. Avaliagdo da Atividade Antiapoptética dos Extratos Ativos

3.2.6.1. Microscopia de Fluorescéncia

Para avaliar o efeito antiapoptdtico dos extratos ativos foi utilizada uma técnica
baseada na detec¢do da condensacdo da cromatina por microscopia de fluorescéncia,
associada a capacidade de permeacdo da membrana aos corantes fluorescentes laranja de
acridina e brometo de etidio (Pellegrini er al., 2008). Por esta metodologia é possivel
identificar vérios niveis de viabilidade celular. Células vidveis ndo apoptdticas mostram o
nucleo de cor verde e a cromatina ndo condensada, enquanto células ainda vidveis, mas em
inicio de apoptose, apresentam granulos verdes brilhante na regido nuclear, correspondentes
a cromatina condensada e fragmentada. Células apoptéticas tardias e ndo vidveis mostram-
se vermelho-alaranjadas, com tamanho reduzido e granulos laranja brilhante na regido
nuclear. No ultimo nivel, encontram-se as células necréticas, de tamanho inalterado ou
aumentado, totalmente coradas em cor laranja, indicando a perda da integridade da

membrana nuclear, e por vezes mesmo células sem cromatina.

A andlise foi realizada segundo protocolo de Mercille e Massie. (1994 a e b). Foi
preparada uma solu¢@o com os 100 pg/mL de laranja de acridina e 100 pg/mL de brometo
de etidio, em solucdo tampdao PBS, com composi¢do mostrada na Tabela 3.2. Um volume
de 4 uL desta mistura de corantes foi adicionada a uma amostra de 100 pLL de suspensdo de
células. As mudangas morfoldgicas das células S2 foram entdo examinadas em microscopio

de fluorescéncia Nikon Eclipse E200.

Tabela 3.2. — Composi¢do da solucdo tampao PBS

Composto Quantidade (g)
NaCl 80,0
KCl 2,0
Na,HPO, 11,5
KH,PO4 2,0
Agua destilada g.s.pl,0L
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As células foram, entdo, classificadas em: VNA (células vidveis com ntdcleo nao
apoptotico), VA (células vidveis com nucleo apoptético), NEC (células necréticas), NVA

(células ndo vidveis com nucleo apoptotico), LC (células livres de cromatina).

3.2.6.2. Citometria de Fluxo

Através da andlise de citometria de fluxo pode-se avaliar as caracteristicas fisicas
e/ou quimicas de um sistema celular, correlacionando o volume celular e a complexidade
interna das células, como por exemplo, a forma do nicleo, a quantidade e o tipo dos

granulos citoplasmadticos e a rugosidade da membrana.

No citdmetro, utilizado para avaliacdo da emissdo de fluorescéncia pelas células
(Fluorescence Activated Cell Sorter - FACS), estas sdo individualmente conduzidas em um
canal de corrente fluida que, ao interceptar o feixe de luz geralmente proveniente de um
laser, o dispersam em varias direcdes, dependendo do tamanho, da estrutura interna, das
caracteristicas topograficas e da densidade 6tica de cada célula (Macey, 1994), as quais

estdo diretamente correlacionadas com a morfologia celular.

Nesse contexto, o feixe de raios laser incide sobre cada célula, sendo uma parte
bloqueada frontalmente (Forward Scatter ou FSC) e outra parte dispersada lateralmente
(Side Scatter ou SSC). A fragao FSC ¢ relativa ao tamanho da célula e a SSC representa a
complexidade intracitoplasmética, que geralmente nas células caracteriza a granulosidade

interna (Macey, 1994, Robinson, 1993, Shapiro, 1985).

Nestes ensaios, as células S2 foram também cultivadas em frascos para cultura de
75 cm? por 72 horas a 28 °C no meio Sf 900 II. A suspensdo de células foi entdo
centrifugada a 1000 rpm durante 5 minutos a 28 °C em tubos de centrifuga estéreis e sua
densidade celular foi ajustada a aproximadamente 10° células por mililitro. Aliquotas de
4,38 mL de cultura celular foram transferidas para frascos de cultura de 25 cmz, € nestas
células a morte celular por apoptose foi induzida através da sua exposicdo a 20 mM de
H,0,. Em seguida, um volume de 0,62 mL do extrato rico em licopeno estéril dissolvido
em DMSO foi adicionado ao cultivo para atingir a concentra¢do ndo citotéxica as células de
0,182 mg/mL. Tanto a dgua oxigenada quanto o extrato de licopeno em DMSO foram
adicionados no inicio do cultivo. Como controle negativo foram analisadas as células
cultivadas somente em meio de cultura.
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Ap6s 16 horas de cultivo, as culturas foram centrifugadas, a densidade celular foi
novamente ajustada para 10° células/mL, as células fora diluidas em 1 mL de tampdo de
ligacdo (10 mM de Hepes a pH de 7,4, 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl, e 1,8 mM
CaCl,) e marcadas com 1 uL de Anexina V-FITC. As amostras das culturas foram entdo
homogeneizadas por inversao por trés vezes e incubadas a temperatura ambiente por quinze
minutos, ao abrigo da luz. Durante o periodo de incubagdo, a anexina V interage e marca
por florescéncia a fosfatidilserina posicionada na camada interna da membrana celular que,

com a apoptose, se desloca para a superficie externa da membrana.

Nos ensaios realizados, os parametros analisados e as intensidades média de
fluorescéncia das amostras foram monitorados usando um citdmetro de fluxo Becton

Dickinson (modelo FACSCalibur), com comprimento de onda de 488 nm.

3.2.7. Avaliacdo da Concentracao Celular

O crescimento celular foi acompanhado por observacdo didria através de
microscopia de fase em microscépio invertido, modelo T-100 (Nikon, USA). A morfologia,
a concentragdo e a viabilidade celular foram periodicamente monitoradas diretamente

através de microscopia 6tica e indiretamente através do indicador metabdlico MTT.

A microscopia Gtica foi usada principalmente nos procedimentos de preparagdo
das culturas e manutencdo da linhagem celular. A concentragdo de células vidveis foi
estimada pelo método de exclusao de azul de Trypan (0,2%). Ap6s diferentes periodos de
cultura, 90 uL da suspensdo de células foram retirados e diluidos em 10 uL da solucdo de
azul de Trypan para andlise em cadmara de Neubauer (hemacitometro). Células mortas
absorvem este corante devido as falhas nas membranas celulares, tornando-se azuis,
enquanto células vivas permanecem descoloridas, por ndo permitirem a entrada do corante

(Freshney, 1994).

3.2.8. Determinacdo dos Pardmetros Cinéticos de Crescimento Celular

A taxa maxima de crescimento (i) foi obtida através do coeficiente angular da

reta ajustada para a variacdo do logaritmo neperiano da concentra¢do celular versus o
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tempo, durante o periodo de crescimento exponencial. O tempo de duplicacdo da cultura

(tg) foi calculado a partir da equagdo 7:

tg= In2 (equagdo 7)
umax

44



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito da Substituicio da Fase Aquosa do Suco de Tomate por Etanol na

Eficiéncia do Processo de Extracao

Com o objetivo de estudar o nimero de lavagens com etanol no qual se obtém um
melhor rendimento de extragdo de licopeno a partir do suco de tomate, foram realizadas de
uma a quatro lavagens do suco de tomate. A extracdo foi realizada a temperatura de 60°C e

pressdo de 275 bar, que € o ponto central do planejamento fatorial.

Com uma lavagem nao foi possivel realizar a extragc@o, pois ainda havia uma grande
quantidade de dgua no leito. Como o CO; supercritico é pouco solivel em dgua, nao houve
passagem do solvente pelo leito, mas sim a compressao do mesmo. A extragdo do licopeno
a partir do suco de tomate com duas lavagens teve baixo rendimento, apenas 8,0% de
licopeno extraido. O rendimento da extracdo com trés lavagens do leito também foi baixo,
10,8%. O melhor rendimento de extra¢do do licopeno foi com quatro lavagens do leito
inicial, o qual foi de 35,4%, sendo este o nimero de lavagens escolhido para realizar todas
as extragdes subseqiientes. Essa melhora no rendimento deve-se a solubilizagdo do CO,
supercritico no etanol, permitindo dessa forma um melhor contato entre o solvente e o
composto a ser extraido. Apos a remoc¢do parcial da 4gua com quatro lavagens com etanol,

a concentra¢do média de licopeno presente no centrifugado foi de 194,54 ng/g.

A Figura 4.1 (A e B) mostra os leitos das amostras processadas com duas e trés
lavagens, respectivamente, apds a extracdo. As amostras apresentam cor avermelhada,
indicando grande quantidade de licopeno residual. Na Figura 4.1 (C) observa-se o leito em
que foram realizadas quatro lavagens, com uma colora¢do mais clara, ou seja, com menos

licopeno residual.
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Figura 4.1 - Leito de particulas apds o processo de extracdo utilizando CO, supercritico
como solvente a 60°C e 275 bar: A) dois ciclos de lavagem, B) trés ciclos de lavagem, C)

quatro ciclos de lavagem.

4.2. Influéncia da Temperatura e da Pressdao de Extracdo nas Caracteristicas dos

Extratos Obtidos

4.2.1. Efeitos no Rendimento em Licopeno e na Eficiéncia da Extracdo

A fim de se estudar a influéncia da temperatura e da pressdo no processo de
extracdo do licopeno a partir de suco de tomate, foi realizado um planejamento fatorial 2*
completo com 3 repeti¢des no ponto central, cujos resultados sdo mostrados na Tabela 4.1.
A eficiéncia da extrag@o foi calculada considerando o licopeno contido no leito ao final e
anteriormente a extracdo, conforme as equacgdes 4 e 5, sendo o teor de licopeno inicial de
194,54 ug/g. As densidades do CO, nas condigdes utilizadas variaram de 0,56 g/cm’ a 80
°C e 200 bar até 0,96 g/cm® a 40 °C e 350 bar. Os tempos de extragdo variaram de acordo
com a vazdo de CO, admitida pelo sistema, acima de 300 bar as extracdes foram realizadas

em 360 minutos.
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Tabela 4.1 — Resultados do planejamento fatorial 2? completo com 3 repeti¢des no ponto

central.
Ensaio Temperatura Pressio (bar) Eficiéncia da Tempo de
¢C) Extracio (%)  Extracfio (min)

1 40 200 77 120
2 40 350 27,9 360
3 80 200 72,1 130
4 80 350 76,9 360
> 60 275 35,4 180
6 60 275 40,3 180

! °0 275 40.6 180

A maéxima eficiéncia de extragdo de 76,9 %, foi alcancada na condi¢do de 80 °C,
350 bar e 360 minutos de extragdo. J4 a minima eficiéncia de extracdo (7,7 %), ocorreu na
condicdo de 40 °C, 200 bar e 180 minutos de extragdo. Uma baixa efici€ncia de extracdo na
menor pressdo era esperada, pois na pressdao de 200 bar a densidade do CO, é minima e
segundo Cadoni et al. (2000), a temperatura de 40 °C e pressdes menores do que 250 bar, a
extracdo de licopeno € desprezivel. Observa-se também que efici€éncia de extracdo aumenta
com a pressdo, pois a solubilidade do licopeno é aumentada no solvente supercritico.
Entretanto, o parametro principal que controla a extracdo do licopeno é a temperatura de
extracdo. Como pode ser visto na condicio de 80 °C e 200 bar, o rendimento foi de 72,1 %,

préximo do rendimento maximo obtido na mesma temperatura e pressao de 350 bar.

A eficiéncia mdxima de extrag¢do alcancada nesse trabalho foi maior do que a obtida
em diversos trabalhos, como o de Vasapollo et al. (2004), que foi de 35 % para a extragdo
de licopeno de particulas secas de tomate, utilizando temperatura de 66 °C e pressdo de 335
bar. Os resultados s6 ndo foram superiores aos relatados por Cadoni et al.(2000), Ollanketo
et al. (2001), Sabio et al. (2003), Vagi et al. (2007), que empregaram condi¢des de extracao
mais drdsticas, como co-solventes mais hidrofébicos, temperaturas e pressdes mais

elevadas, conforme indicado na Tabela 2.6
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Dessa forma, a substitui¢do parcial da dgua contida no suco de tomate por etanol
antes da extra¢do melhora a recuperacdo do licopeno. O leito de particulas apds o processo
de extracdo a 80 °C e 350 bar pode ser visualizado na Figura 4.2. As particulas apresentam
coloragdo résea, indicando a presenca de licopeno residual, além do B-caroteno, mas em
menor quantidade do que observada na Figura 4.1. A massa inicial de particulas
empacotadas na coluna de extracdo foi de aproximadamente 15 gramas e, apds 0 processo
de extracdo, o leito de particulas apresentou-se bastante seco, com massa média de 0,9 g,
mostrando que, além do licopeno e de outros compostos, praticamente todo o etanol

presente no leito foi extraido pelo CO, supercritico.

Figura 4.2 - Leito de particulas lavadas quatro vezes com etanol apds o processo de

extracdo utilizando CO, supercritico a 80 °C e 350 bar como solvente.

A andlise estatistica dos efeitos principais das varidveis estudadas e suas interacoes
estd apresentada na Tabela 4.2. Avaliando-se os efeitos, observa-se que apenas a
temperatura tem efeito significativo na extracdo do licopeno a partir do suco de tomate em
um nivel de confianca de 95% (p <0,05). Tanto a pressdo quanto a interagdo entre as duas

varidveis ndo apresentam efeito significativo.

Tabela 4.2 — Efeitos estatisticos principais das varidveis do planejamento 22,

Fatores Efeitos Erro Padrao t.,.(3) Valordep

Média 42,98571 2,293869 18,73939  0,000332

Temperatura* (T) 56,70000  6,069008 9,34255  0,002597

Pressao (P) 12,50000  6,069008 2,05964  0,131541

TxP -7,70000 6,069008 -1,26874  0,294034

*Varidvel com efeito estatisticamente significativo para p<0,05.
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A distribuicdo dos valores observados experimentalmente e os obtidos pelo modelo

de ajuste pode ser observada na Figura 4.3. Os pontos ficaram préximos da reta, indicando
um bom ajuste ao modelo.

Valores Preditos

o 10 20 30 40 S0 60 70 80

“Yalores Observados

Figura 4.3 - Valores de rendimento de extragdo obtidos experimentalmente e preditos pelo
modelo estatistico, erro residual de 36,83286.

Na superficie de resposta mostrada na Figura 4.4 observa-se que o rendimento

diminui linearmente com a diminui¢do da temperatura, ndo tendo praticamente influéncia
da pressao.

(%) ojuawipuay

Il 50
[ 40
[ 20
o
Figura 4.4 - Superficie de resposta obtida no planejamento experimental para verificagdao

dos efeitos das varidveis independentes codificadas temperatura e pressdo sobre o
rendimento de extracao.
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Este comportamento dependente da temperatura ndo € muito usual em sistemas de
extracdo utilizando CO, supercritico como solvente, nos quais geralmente se observa forte
influéncia da pressao de extracdo. Gémez-Prieto et al. (2003) observaram que o rendimento
da extracdo de licopeno aumentou consideravelmente com a densidade do solvente, sendo o
mesmo observado por Vasapollo et al. (2004) e por Vagi et al. (2007), porém com uma
menor intensidade. Yi et al. (2008) obtiveram melhores resultados em termos de
rendimento de extracdo de tomate seco (31,25 png/g) , na maior temperatura (100 °C) e na
maior pressdo (400 bar) utilizadas. O aumento na densidade do CO,, até certos niveis,
resulta em elevacdo da solubilidade do licopeno. Shi et al. (2009) estudaram os efeitos da
temperatura e da pressdo na solubilidade do licopeno e observaram que, até a temperatura
de 70 °C a solubilidade do licopeno aumentou com a elevagdo da temperatura e da pressao.
A 80 °C foi verificada degradacio térmica do licopeno, com redugio da solubilidade com o

aumento da pressao.

Um fator que dever ser levado em consideracdo nos experimentos realizados € a
presenca do etanol residual presente na matéria-prima, o qual pode funcionar como um co-
solvente, principalmente durante os primeiros minutos da extracdo, favorecendo assim a

extracdo do licopeno.

4.2.2. Perfil Cromatogrdfico dos Extratos Obtidos

Inicialmente foram testadas duas fases modveis na andlise por CLAE:
metanol/acetonitrila (90:10 v/v) e acetonitrila/metanol (90:10 v/v). A primeira fase mével
foi usada por Barba et al. (2006), e resultou em um tempo de reten¢do de licopeno de 5,18
minutos. No presente trabalho, o tempo de retencdo foi maior, de cerca de 38 minutos. A
diferenca entre os tempos de retengcdo pode estar relacionada com o tipo de coluna e a
temperatura empregada na separagdo. No presente trabalho ndo foi utilizado aquecimento
da coluna, o que no, trabalho de Barba et al. (2006), foi realizado a 30°C. A coluna
utilizada por estes autores foi uma puBondapack C18 (300 mm x 2,0 mm), com particulas de
10 wm e uma pré-coluna puBondapack C18 (20 mm x 3,9 mm), com particulas de 10 pm.

No presente trabalho foi utilizada uma coluna de fase reversa Microsorb MV-Varian C18
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(4,6 mm x 250 mm) com particulas de 5 um, sendo esta mais seletiva por apresentar menor

didmetro de particula, proporcionando maior tempo de retencao.

Com o intuito de reduzir o tempo de retengcdo foi testada outra fase movel,
acetonitrila/metanol (90:10 v/v), que resultou em um tempo de retencdo ligeiramente
menor, de aproximadamente 32 minutos, devido ao cardter mais hidrofébico da fase moével,

que interagiu menos com a fase estaciondria.

Analisando-se a Figura 4.5, observa-se um pico principal no tempo de 33,64
minutos, e, segundo o cromatograma obtido por Barba er al. (2006) para a andlise de
tomate, o licopeno corresponde a esse pico. Os cromatogramas de todas as extracdes com

esta fase movel sdo mostrados no Anexo A (Figuras Al a A6).

215

6
24,

Figura 4.5 - Perfil cromatogréifico do extrato de licopeno obtido por extragdo com CO,

supercritico a 80 °C e 350 bar.

Além do licopeno outros compostos sdo extraidos, como B-caroteno e luteina. No
cromatograma apresentado no trabalho de Barba et al. (2006), o pico correspondente ao 3-
caroteno € identificado apds o pico do licopeno. Nos cromatogramas do presente trabalho,
supde-se que ndo houve uma boa separacdo desses dois picos. Por essa razdo foi testada
uma nova fase movel, metanol/THF (90:10 v/v), relatada por Topal et al. (2006), capaz de
separar melhor os picos e ainda indicar as fracdes de licopeno nas formas cis e trans. Esta
fase moével foi empregada tanto para os extratos quanto para um padrdo de licopeno

disponivel comercialmente. O perfil cromatografico do padrao de licopeno e dos extratos
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obtidos a 40 °C e 350 bar e 80 °C e 350 bar sdo mostrados nas Figuras 4.6, 4.7 e 4.8,

respectivamente.

A andlise do perfil cromatogréfico do padrdo de licopeno, mostrado na Figura 4.6,
indica que o licopeno estd representado pelo pico de maior drea, correspondendo ao tempo
de retencdo de cerca de 12 minutos. Observa-se que o tempo de retencdo do licopeno
extraido foi discretamente maior do que o do licopeno do padrdo, de aproximadamente 14

minutos.

As andlises de CLAE foram realizadas para todas as condi¢des de extragdo e as
areas correspondentes aos maiores picos de cada cromatograma, identificados como sendo
o licopeno, sdo apresentadas na Tabela 4.3. Os cromatogramas de todas as extracdes sao

mostrados no Anexo A (Figuras A8 a A14).

Nao foi possivel, neste trabalho, identificar os outros picos presentes nos
cromatogramas. Alguns autores como Yi ef al. (2008) e Lee e Chen (2001) sugerem que o
pico principal refere-se ao trans-licopeno, enquanto que os outros picos referem-se ao cis-
licopeno. Ja Ciurlia er al. (2009) e Topal et al. (2006) identificaram também picos
referentes a substancias como f-caroteno antes e apGs o pico de licopeno, respectivamente.
O que se pode sugerir € que, nas extragdes realizadas neste trabalho, foram obtidas
amostras com alto teor de licopeno, o que pode ser observado comparando-se os tempos de

retengdo das fragcdes correspondentes aos picos principais das Figuras 4.6 a 4.8.
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Figura 4.6 - Perfil cromatografico do padrdo de licopeno a 100 ppm. Fase movel:

metanol/THF (90:10 v/v).
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Figura 4.7 - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extragdo com CO,

supercritico a 80°C e 350 bar. Fase mével: metanol/THF (90:10 v/v).
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Figura 4.8 - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extragdo com CO,

supercritico a 40°C e 350 bar. Fase movel: metanol/THF (90:10 v/v).

Tabela 4.3 — Porcentagem da area correspondente ao pico do licopeno.

Temperatura (°C) Pressao (bar) Area Total (%)

40 200 77,2
40 350 95,1
80 200 91,1
80 350 79,7
60 275 79,6
60 275 77,9
60 275 78,3
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4.2.3. Efeitos na Atividade Antioxidante

4.2.3.1. Método de Sequestro de Radicais Livres de DPPH®

Os extratos obtidos foram inicialmente avaliados quanto a atividade antioxidante
pelo método envolvendo DPPH®. A titulo de exemplo, mostra-se na Figura 4.9 os
resultados observados para diferentes concentragdes do extrato produzido a 80 °C e a 350
bar. As porcentagens do radical DPPH® remanescente nas reagdes para vérias concentragdes
de licopeno foram calculadas a partir da curva de calibragdo obtida por regressao linear dos
valores de concentracio do radical DPPH® e de suas absorbancias a 515 nm (Anexo B,

Figura B1).

A partir desta curva foi determinado o coeficiente de eficiéncia ECos (mg de
licopeno). As curvas de porcentagens do radical remanescente para os outros extratos
obtidos estdo no Anexo B (Figuras B2 — B7), e os dados de ECys correspondentes estdo

indicados na Tabela 4.4.
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Figura 4.9 - Variag¢do da quantidade remanescente do radical DPPH® apés rea¢do por 60

min com diferentes concentragdes do extrato obtido a 80°C e 350 bar. ECos = 0,363 mg.
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Tabela 4.4 — Valores de coeficiente de eficiéncia ECos para os extratos obtidos em

diferentes condi¢des de extracao (n = 3).

Temperatura (°C) Pressao (bar) ECys (mg de
licopeno)
40 200 0,723 + 0,005
40 350 0,179 = 0,006
80 200 0,694 + 0,006
80 350 0,363 + 0,006
60 275 0,396 +0,005
60 275 0,651 = 0,005
60 275 0,219 £ 0,005

Considerando-se que quanto menor o valor de ECys, maior € a capacidade
antioxidante do material analisado, os resultados indicam que o extrato de licopeno obtido a
40 °C e 350 bar apresentou maior poder antioxidante. O maior valor de ECos foi obtido para
o extrato de licopeno obtido a 40 °C e 200 bar. Possivelmente este resultado esteja
relacionado com a extra¢do de diferentes fracOes ativas nas distintas condi¢cdes operacionais

testadas, conferindo um maior efeito sinergético ao extrato obtido a 200 bar.

Com base nos dados da Tabela 4.4 observa-se que a capacidade antioxidante dos
extratos aumenta com o aumento da pressdo (a temperatura constante). O mesmo
comportamento ndo foi verificado com o aumento da temperatura. Nas condi¢des do ponto
central foram observados valores discrepantes entre si, destacando-se que elevados desvios
ndo eram incomuns nas réplicas deste ensaio, que dificulta a andlise do comportamento do

sistema.

No trabalho de Liu et al. (2008), o licopeno apresentou relacdo inversa entre sua
concentracdo e a capacidade de seqiiestro de radicais livres. Neste trabalho nao foi possivel

verificar uma relacdo entre a concentracio de licopeno e a atividade antioxidante.
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Este teste preliminar foi uma tentativa de determinar o coeficiente de eficiéncia de
50% (ECs) para cada extrato obtido. Devido a diminuta capacidade absoluta de captura de
radicais livres observada, entretanto o que foi obtido foi um ECys, tornando assim o ensaio
pouco elucidativo quanto a atividade antioxidante dos extratos. Por essa razio, os extratos
ricos em licopeno foram novamente avaliados e seus desempenhos foram entdao

comparados com o do padrao Trolox.

Neste ensaio foi determinada a capacidade antioxidante de cada extrato obtido a
diferentes condicOes de extracdo, mas diretamente na concentracdo em que foi extraido,
sem serem realizadas dilui¢des. Para determinar a capacidade antioxidante dos extratos foi
realizado o cdlculo mostrado na equacdo 8, medindo-se a absorbancia a 0; 30 e a 60

min..Os resultados obtidos para este ensaio estdo mostrados na Figura 4.10.

Abs
CA=1-| —m (%100 equacio 8
(5 i

controle

A curva de calibragdo obtida para o antioxidante de referéncia Trolox € mostrada no
Anexo B (Figura BS), sendo que a percentagem de inibicdo da reacdo pelo Trolox foi

calculada de acordo com a equagdo 9.

Inibigio (%) = Absg min * 100 (equagdo 9)
AbSO min

O mesmo cdlculo foi realizado para os extratos ricos em licopeno. A partir da
equacgdo da reta da curva de calibracido do Trolox, foi calculada a capacidade antioxidante
referente ao Trolox (TEAC) para cada extrato, dados estes mostrados na Tabela 4.5.

Assim como no ensaio anterior, a maior capacidade antioxidante corresponde ao
extrato obtido a 40 °C e 350 bar, como pode ser observado na Figura 4.10, com
porcentagem de inibicdo de 49,7% referente ao seqiiestro de radicais livres. J& Liu et al.
(2008) obtiveram menos do que 9%, utilizando padrdo de licopeno. Segundo Sénchez-
Moreno et al. (2006), o licopeno, juntamente com a luteina, € o principail responsdvel pelo
sequestro dos radicais livres nas fragdes organicas do tomate, de tal forma que este

composto pode ter sido extraido em conjunto com o licopeno, além de outros.
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Figura 4.10 — Capacidade antioxidante dos extratos obtidos por extracdo supercritica.

Tabela 4.5 — Atividade antioxidante dos extratos obtidos por extragdo supercritica

analisados ap6s 60 min pelo método do radical DPPH® (n = 3).

Temperatura (°C) Pressao (bar) Capacidade Antioxidante (%) TEAC (mM/g)

40 200 246 1,1 6,5+1,2
40 350 49,7+ 1,5 12,7+ 1,5
80 200 333+1.,8 2217
80 350 18,9 +£0,7 2,6 £0,5
60 275 229+0,2 4,6 £0,3
60 275 22,3+0,2 43+0,3
60 275 23,5+0,2 45+0,3

Os resultados mostrados indicam que o licopeno provavelmente ndo apresenta efeito
individual na atividade antioxidante, mas sim, um efeito sinérgico. Segundo Shi & Maguer
(2000) a atividade antioxidante dos extratos € influenciada pela quantidade de licopeno e

seus isdmeros e pelos efeitos sinergéticos dos carotendides presentes no extrato.

De acordo com Martinez-Valverde et al. (2002), Takeoka et al. (2001) e Yi et al.
(2009), na presenca de solventes organicos, juntamente com o licopeno, podem ser

extraidos vitamina E, lipidios, tocoferdis, sistoterois e outros carotendides que podem
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contribuir para a atividade antioxidante dos extratos. A quantidade destes compostos no
extrato tende a diminuir com o aumento da temperatura. Dessa forma, o maior valor de
capacidade antioxidante obtido a 40 °C e 350 bar pode indicar que hd uma maior

quantidade desses compostos no extrato.

No estudo realizado por Yi et al. (2009), foi observada uma diminui¢do na atividade
antioxidande do extrato de licopeno com o aumento da temperatura (acima de 70 °C), que

foi correlacionada a quantidade de trans-licopeno e a proporg¢ao trans/cis.

4.2.3.2. Oxidagdo do Rubreno

Uma metodologia alternativa foi empregada para analisar a atividade antioxidante
dos extratos obtidos, baseada na capacidade de sequestrar oxigénio singlete, através do
ensaio de oxidacdo do rubreno.

Para determinar a capacidade antioxidante dos extratos obtidos, foi utilizada a
equagcdo 8, empregada anteriormente. Da mesma forma, foi realizada uma curva de
calibracdo com o antioxidante Trolox (Anexo B, Figura B9), para determinar a capacidade
antioxidante dos extratos equivalente ao Trolox. Os resultados obtidos para os extratos

estdo indicados na Tabela 4.6.

Assim como para a andlise pelo método do radical DPPH, o extrato obtido a 40°C e
350 bar apresentou maior capacidade antioxidante, como pode ser observado na Tabela 4.6.
A porcentagem de inibi¢cdo obtida para esse extrato foi maior do que a encontrada por Oh et
al. (2006), que foi de aproximadamente 22% (para o suco de tomate), contra 38,2% do

presente trabalho.

Os resultados deste trabalho indicam que o extrato rico em licopeno obtido a 40°C e
350 bar possui boa capacidade de sequestro do oxigénio singlete. Este resultado torna-se
importante, pois o estresse oxidativo nas células estd relacionado com o acumulo de
espécies reativas de oxigénio que podem causar danos irreversiveis principalmente a
estrutura das biomoléculas (Celiktas et al., 2007), assim como influenciar na viabilidade

das células e na inducdo da morte por apoptose nas células (Padma et al., 2007).
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Tabela 4.6 - Atividade antioxidante dos extratos obtidos por extracdo supercritica e

analisados ap6s 40 min pelo método de oxidagdo de rubreno (n=3).

Temperatura Pressao Capacidade de Seqiiestro TEAC
“O) (bar) de Oxigénio Singlete (%) (mM/g)

40 200 13,6 £0,2 10,4+04

40 350 38,2 +1,1 61,3+1,3

80 200 26,3 +0,2 7,9+0,2

80 350 26,1 £0,4 7,5+0,5

60 275 7,6 £0,1 6,2+0,2

60 275 8,1+0,1 6,2+0,2

60 275 8,5+0,1 6,1 £0,2

Dessa forma, a adi¢do de extratos ricos em licopeno a cultura de células, tem
potencial de melhorar a viabilidade das c€lulas S2, e minimizar e/ou retardar a morte das

células por apoptose, como serd discutido a seguir.

4.3 — Andlise da Adicao de Extrato Rico em Licopeno no Cultivo de Células de

Drosophila melanogaster S2

4.3.1. Atividade Citotoxica nas Células S2

O estudo da citotoxicidade de novos materiais representa o primeiro estigio na
avaliacdo da atividade de compostos com potencial para aplicagdes bioldgicas. Este tipo de
estudo vem sendo empregado nas etapas de pré-selecdo para detectar se o material em
questdo provoca a morte das células ou resulta outros efeitos negativos nas fungdes

celulares, ou ainda se estimula o bom desempenho celular.

Foi realizado um estudo preliminar com o extrato obtido a 80 °C e 350 bar

solubilizado em DMSO, visto que maior rendimento em licopeno foi obtido nesta condi¢ao.
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Os resultados obtidos para este ensaio sdo mostrados no Anexo C (Figuras Cl1 e C2 e
Tabela C1). Este extrato ndo apresentou efeito satisfatorio, mostrando atividade citotdxica
nas maiores concentragdes. Um novo ensaio foi entdo realizado com o intuito de testar o
THF como veiculo liberador de licopeno, além do DMSO, mas utilizando-se o extrato rico
em licopeno obtido por extracdo supercritica a 40°C e 350 bar, que apresentava maior
atividade antioxidante com relacdo ao seqiiestro de radicais livres e também de oxigénio
singlete, visto que tal efeito era desejado nas c€lulas, e ndo atividades diminutas conforme
se observou para o extrato obtido a 80 °C e 350 bar que havia sido utilizado no ensaio

preliminar.

O THF tem sido utilizado em estudos de cultura de células para elucidar os
mecanismos de a¢do do licopeno (Bertram ef al. 1997; Conney et al. 1993, Huang et al.
2005; Tang et al.2005; Yeh et al.2005), e por esta razdo foi selecionado para este estudo
além do DMSO.

O estudo do efeito citotoxico do extrato dissolvido nos solventes DMSO e THF e
subseqiientemente diluido em meio de cultura a varias concentracdes de células de
Drosophila melanogaster S2 foi realizado a partir da andlise da viabilidade das culturas
apos distintos periodos pelo método do MTT. Os resultados estdo indicados na Figura 4.11.
A curva de calibracdo obtida para a andlise da viabilidade pelo método do MTT ¢
apresentada no Anexo C (Figura C3) e os dados obtidos mostram uma adequada regressao

linear na faixa de concentracOes avaliada para a linhagem celular analisada.

A porcentagem de inibicdo do crescimento celular atribuida exclusivamente ao
licopeno (descontando-se, portanto, o efeito do DMSO e do THF isolados) foi calculada e

estd indicada na Tabela 4.7 para todas as concentragdes testadas.

Conforme se observa na Figura 4.11, na maioria das diluicdes testadas os solventes
isolados apresentaram maior citotoxicidade que quando em conjunto com o licopeno, o que
aponta ja por si um efeito protetor do licopeno. O extrato rico em licopeno dissolvido em
DMSO mostrou toxicidade significativa apenas na dilui¢cdo de 1/40 (0,364 mg/mL) nos
periodos de exposi¢do de 24 e 72 horas. Nas outras concentracdes com frequéncia foram
observados valores de inibicdo negativos (representados na Tabela 4.7 como < 0,0), o que

sugere um efeito discreto de estimulagdo ao crescimento das células resultante da adi¢do de
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licopeno, maior que da citotoxicidade advindo dos solventes. Esta observacdo aponta, por
exemplo, para outras potenciais aplicacdes do licopeno além da pretendida no presente
trabalho, como a sua utilizagdo em protocolos de congelamento e/ou descongelamento de

células preservadas por criogenia em conjunto com DMSO como agente crioprotetor.

O DMSO, apesar de ser ele proprio citotoxico a altas concentragdes, € bastante
utilizado como agente crioprotetor e para veiculagdo de drogas em ensaios de
citotoxicidade. O efeito citotoxico do DMSO pode estar relacionado com sua grande
capacidade de transporte e difusdo em membranas, sendo esta uma importante propriedade
deste solvente, que poderia ter favorecido a maior penetracdo deste composto no interior

das células, provocando assim citotoxicidade acentuada.

Segundo Rand-Luby et al. (1996), muitas substdncias podem ser mais facilmente
transportadas através de membranas biologicas quando associadas ao DMSO. A
temperatura de cultivo (28°C) também pode ter influenciado os altos valores de toxicidade
do DMSO, visto que Yankah er al. (1995) observaram efeitos toxicos deste solvente a

temperaturas menores que 50°C.

O comportamento de estimulo ao crescimento das células S2 também foi verificado
em varias concentragdes de extrato rico em licopeno solubilizado em THEF. Os resultados
indicam que o extrato rico em licopeno dissolvido em THF apresenta menor efeito
citotoxico durante as primeiras 48 horas. Apds isso, maior poder citotoxico as células S2 foi
observado quando da dissolu¢io do licopento em THF, especialmente na mesma
concentracdo em que o extrato rico em licopeno dissolvido em DMSO apresentou maior

toxicidade.

Uma das desvantagens do THF € que ele oxida prontamente o meio de cultura, o que
pode levar a instabilidade do licopeno, resultando em citotoxicidade (Huang et al. 2005;
Tang et al.2005; Yeh et al.2005). Em adicdo, licopeno dissolvido em THF tem baixa

associagdo celular, fornecendo resultados com alto desvio padrdao (Shahrzad et al. 2002).

A andlise citotoxica do extrato rico em licopeno dissolvido em DMSO ou THF
mostrou que a dilui¢do de 1/40 (0,364 mg/mL) € citotdxica para ambos os solventes, efeito
este pronunciado apds 72 horas de cultivo, sendo entdo selecionada a utilizagdo de

concentracdes abaixo desta ns proximos ensaios realizados.
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Figura 4.11 - Inibi¢do da proliferacdo das células S2 expostas aos solventes DMSO e THF e
ao licopeno dissolvido nestes solventes apds 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas.
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Tabela 4.7 — Inibicdo do crescimento celular de células S2 em contato com licopeno em

diferentes solventes por diversos periodos (n = 3).

Concentraciio Grau de Inibicao (%)
Diluido  de Licopeno 24 horas 48 horas 72 horas

(mg/mL) DMSO THF DMSO THF DMSO THF
1/640 0,023 <0,0 <0,0 <0,0 <0,0 <0,0 2,3
1/320 0,045 <0,0 <0,0 0,2 <0,0 <0,0 <0,0
1/160 0,091 0,4 <0,0 <0,0 <0,0 <0,0 7,2
1/80 0,182 <0,0 <0,0 <0,0 <0,0 <0,0 <0,0
1/40 0,364 6,6 1,1 0,4 <0,0 6,2 12,6
1/20 0,728 <0,0 <0,0 <0,0 <0,0 <0,0 <0,0

4.4. Avaliacao do Potencial Antiapoptético dos Extratos de Licopeno

Para avaliar o potencial antiapoptético do extrato rico em licopeno, obtidos por
extracdo supercritica a 40 °C e 350 bar, nas culturas de células de Drosophila melanogaster

S2 foram realizadas andlises de microscopia de fluorescéncia e de citometria de fluxo.

4.4.1. Efeitos na Cinética de Crescimento Celular

Foram realizadas duas cinéticas de crescimento celular para avaliar o efeito da
adi¢do do licopeno disperso em DMSO ou THF no cultivo de células de Drosophila

melanogaster S2.

No primeiro ensaio as células foram inoculadas em frascos Schott com 5,0);105
células vidveis/mL em fase exponencial, com agitacdo de 100 rpm e 28°C. O licopeno foi
adicionado ao meio de cultura, no inicio do cultivo, na concentragdo de 0,182 mg/mL,

concentracdo esta que ndao mostrou citotoxicidade as células S2, de acordo com os
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resultados discutidos anteriormente. Os ensaios foram realizados em triplicata, e a
concentracdo e a viabilidade celular foram analisadas. Os resultados estdo apresentados nas

Figuras 4.12 e 4.13.

As células que receberam o extrato rico em licopeno disperso em DMSO
apresentaram crescimento mais lento que o mostrado pelo ensaio controle. Houve razodvel
proximidade nos valores médximos de concentracdo celular para o ensaio controle e para as
células cultivadas com extrato rico em licopeno disperso em DMSO. As células cultivadas
com THF apresentaram concentracdo celular muito proxima da do indculo, que
praticamente ndo variou. Nao se observou neste ensaio a ocorréncia de uma fase
exponencial de crescimento, e apds 48 horas de cultivo, conforme mostra a Figura 4.13 a
viabilidade comecou a decair, enquanto que o ensaio controle e o contendo o extrato rico
em licopeno disperso em DMSO apresentaram viabilidade maior do que 90% durante todo

o cultivo.

A concentracdo celular mdxima obtida para as células cultivadas na auséncia de
extratos ativos (controle) e na presencga de extrato rico em licopeno disperso em DMSO e
em THF foi de cerca de 4,8)(106 células viaveis/mL, 3,30 x10° células vidveis/mL e 3,4

x10° células vidveis/mL no nono, décimo e sexto dia de cultura, respectivamente.

Observou-se uma fase lag com duracdo de um dia para o ensaio controle, e quatro
dias para o extrato rico em licopeno disperso em DMSO, como pode ser visto na Figura
4.12. A fase exponencial no ensaio controle durou aproximadamente cinco dias, e para as
células cultivadas com extrato rico em licopeno disperso em DMSO a duragdo foi de cerca

de seis dias.

As taxas maximas de crescimento celular foram de 0,0125 h™' para o controle e
0,0065h™" para o extrato rico em licopeno disperso em DMSO, com tempos de duplicagio

iguais a 55,30 h e 106,72 h, respectivamente.

Apesar de o THF ser utilizado para estudos de cultura de células, o seu uso no cultivo
de células S2 ndo apresentou efeito satisfatorio. Destaca-se que o ensaio de citotoxicidade
para esta amostra resultou em inibi¢do apés 72 horas de cultivo celular. Comportamento
similar foi verificado neste ensaio, no qual a viabilidade das células passou a diminuir ja

ap0s 48 horas de cultivo.
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Figura 4.12 - Cinética de crescimento das células Drosophila melanogaster S2, com
in6culo de concentragdo igual a 5,0x10° células vidveis/L em meio Sf 900 II, na presenga

ou nao de extrato rico em licopeno solubilizado em DMSO ou THF.
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Figura 4.13 - Viabilidade das células Drosophila melanogaster S2, com indculo de
concentracdo igual a 5,0x10° células vidveis/L em meio Sf 900 II, na presenca ou nio de

extrato rico em licopeno solubilizado em DMSO ou THF.

Em razdo da baixa concentrag¢do celular em todas as amostras, comparada com as

concentracOes obtidas por Batista (2007) e Galesi (2007) nas mesmas condigdes
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experimentais do controle, iguais a 1,5)(107 células viaveis/mL e 2,08)(107 c€lulas
vidveis/mL respectivamente, foi realizado um novo ensaio cinético, empregando um
in6culo com o dobro da concentragdo, mas sem incluir o extrato rico em licopeno
dissolvido em THF, visto que este extrato resultou em elevada citotoxicidade as células no
cultivo anterior. Nesta segunda cinética também foi estudado o efeito isolado do solvente
DMSO. Os ensaios foram realizados em duplicata, e a concentracdo, viabilidade celular e a
prevencdo da apoptose foram analisadas. Os resultados obtidos estdo apresentados nas

Figuras 4.14 e 4.15.

Com relacdo ao crescimento celular, a linhagem S2 continuou apresentando
desempenho pouco satisfatdrio, apesar da facilidade do cultivo deste tipo célula relatada na
literatura. Analisando os resultados mostrados nas Figuras 4.14 e 4.15, observa-se que as
células cultivadas com extrato rico em licopeno disperso em DMSO apresentaram um
discreto aumento na viabilidade celular com relagdo as outras duas amostras (controle e
solvente DMSO), sendo que no 18° dia de cultivo, estas células ainda apresentavam

viabilidade acima de 90%.
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Figura 4.14 — Cinética de crescimento celular para as células Drosophila melanogaster S2,
com inéculo de concentracdo igual a 1,0x10° células vidveis/L na presenca ou ndo de

extrato rico em licopeno solubilizado em DMSO, ou de DMSO somente.
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Figura 4.15 - Viabilidade das células Drosophila melanogaster S2, com indculo de
concentracdo igual a 1,0x10° células vidveis/L na presenca ou ndo de extrato rico em

licopeno solubilizado em DMSO.

Essa maior viabilidade pode ser conseqii€éncia do crescimento celular mais lento
nesta amostra, cujo maximo de 5,70)(106 células/mL foi obtido no 14° dia (336 horas),
causando assim uma maior disponibilidade de nutrientes e resultando em um periodo maior
de elevada viabilidade. Entretanto, os resultados de viabilidade celular foram determinados
empregando azul de Trypan, o qual indica apenas o nimero de células vivas e mortas, sem

identificar se estao de fato viaveis ou nao.

A mdxima concentragdo celular obtida no controle foi de 6,40)(106 células/mL no
13° (312 horas) dia de cultivo. Ja para o solvente DMSO, a concentra¢do celular maxima

foi de 4,29x10° células/mL no 9° dia (216 horas).

As taxas maximas de crescimento celular foram de 0,0060 h' para o controle, 0,0062
h™! para o extrato rico em licopeno disperso em DMSO e 0,0063 h™' para o solvente DMSO,

com tempos de duplicacdo iguais a 116,47 h; 112,34 h e 110,67 h, respectivamente.
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4.4.2. Avaliagdo da apoptose por microscopia de fluorescéncia

Durante o ensaio de andlise do comportamento cinético ao longo do crescimento
celular, foram também coletadas amostras para avaliagdo do efeito antiapoptético do
extrato rico em licopeno disperso em DMSO. Os resultados obtidos sdao mostrados nas

Figuras 4.16 a 4.20.

Observa-se na Figura 4.16 que, apds 9 dias as células contendo extrato rico em
licopeno disperso em DMSO apresentaram maior porcentagem de células vidveis nao
apoptéticas. Antes deste periodo praticamente ndo se observou diferenga entre o controle e
as amostras contendo licopeno dissolvido em DMSO. Com relagdo as células vidveis
apoptoticas ilustradas na Figura 4.17, a porcentagem de células neste estdgio foi menor para
as células contendo extrato rico em licopeno disperso em DMSO praticamente durante todo
o cultivo, o que significa que, mesmo sendo pequena, houve uma prote¢do as células. Dessa

forma o potencial antiapoptético do licopeno foi demonstrado.

Analisando a Figura 4.18 observa-se que no cultivo contendo extrato rico em
licopeno disperso em DMSO a porcentagem de células ndo vidveis apoptdticas manteve-se
maior que o ensaio controle na maior parte dos dias, porém, a porcentagem de células
necroéticas foi menor, a partir do quinto dia, como pode ser visto na Figura 4.19, o que pode
indicar também um possivel efeito antinecrético. Na Figura 4.20 sdo mostradas as baixas
fracdes observadas de células livres de cromatina, entretanto estes resultados nido foram

conclusivos, visto que ndo houve correlacao clara entre as amostras.

O aspecto tipico das células S2 durante o cultivo para andlise da apoptose pode ser

visualizado na Figura 4.21.

De acordo com os resultados, observa-se que o extrato rico em licopeno disperso em
DMSO exerceu um efeito protetor as células S2, mantendo as células em estado vidvel por

tempo maior.
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Figura 4.16 —Perfil de células vidveis ndo apoptoticas (VNA) no ensaio cinético.
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Figura 4.17 — Perfil de células vidveis apoptéticas (VA) no ensaio cinético.

z: | B Controle O Licopeno DMSO @ DMSO
20
15
10 -
sf ] i
0 -
1 3 5 7 9 11 13 15 18
Tempo de cultivo (dias)

Figura 4.18 — Perfil de células ndo vidveis apoptoticas (NVA) no ensaio cinético.
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Figura 4.19 — Perfil de células nao vidveis necréticas (NEC) no ensaio cinético.
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Figura 4.20 — Perfil de células livres de cromatina (LC) no ensaio cinético.
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Figura 4.21 — Aspecto tipico das células de Drosophila melanogaster S2 cultivadas com e
sem adicdo de licopeno e DMSO durante o estudo de comportamento durante o

crescimento celular nos dias 1, 5, 10, 15 e 18.
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4.4.3. Estudo da apoptose por citometria de fluxo

As células S2 foram incubadas por 16 horas com e sem a adicio do agente
apoptético H,O, e de extrato rico em licopeno dissolvido em DMSO. Apds o periodo de
incubacdo, os resultados obtidos mostraram que as células S2 no ensaio controle ocuparam
faixas relativamente largas de FSC e SSC conforme mostrado na Figura 4.22,
provavelmente por serem células com tamanhos relativamente heterogéneos e com alta

complexidade interna.
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Figura 4.22 - Representacdo grafica das caracteristicas fisicas das células de Drosophila
melanogaster S2 determinadas por citometria de fluxo. A intensidade do espalhamento
frontal (Forward Scatter Height, FSC-H) representa o tamanho das células e a do

espalhamento lateral (Side Scatter Height, SSC — H) a complexidade interna.

Quando a célula inicia o processo de apoptose ela externaliza a fosfatidilserina, que
estd presente na por¢do interna da membrana citoplasmatica de células interas. A proteina
anexina V tem afinidade pela fosfatidilserina e, dessa forma, pode ser feita a marcacdo das
células apoptdticas desde os estdgios iniciais. Quanto maior a fluorescéncia, maior é a
porcentagem de células apoptéticas. Na Figura 4.23 observam-se os histogramas das

células S2 apds 16 horas de cultivo.
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Figura 4. 23 — Histogramas obtidos por citometria de fluxo para avaliacido do potencial anti-
apoptético do extrato rico em licopeno na cultura de células de Drosophila melanogaster
S2. (A) controle positivo (células cultivadas na presenca de 20 mM de H,0O,); (B) controle
negativo (células na auséncia de H,O, e de extrato); (C) células na presenca de 20 mM de

H,0; e de extrato rico em licopeno disperso em DMSO (0,182 mg/mL).

Os indices médios de fluorescéncia para os controles negativo e positivo e para as
células cultivadas com extrato rico em licopeno sdo apresentados na Tabela 4.8. A
populacdo de células com adi¢do de perdxido de hidrogénio e cultivadas na presenga do
extrato rico em licopeno disperso em DMSO mostrou perfil e valor médio de intensidade de

fluorescéncia proximos aos apresentados pela cultura do controle negativo.

Tabela 4.8 — Andlise das células S2 quanto a apoptose

Concentracao Fluorescéncia Morte por

Amostra
(células/mL) Meédia * apoptose(%)
Controle positivo 1,8 x 10° 269,18 100
Controle negativo 1,6 x 10° 17,6 6,5
Extrato rico em licopeno 1,5x 10° 20,79 7,7

*: média da fluorescéncia proporcional a morte por apoptose

Assim, conclui-se também por esta metodologia que o extrato rico em licopeno
mostrou efeito protetor nas células S2, tendo potencial de uso também no cultivo de outras

células em condi¢Oes nas quais intenso estresse oxidativo se faz presente.
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O rendimento da extragdo supercritica € melhorado com a substituicdo parcial da

dgua contida no suco de tomate por etanol antes da extragao.

A extracdo de licopeno a partir do suco de tomate pela substitui¢do parcial da dgual
por etanol permitiu obter rendimento maximo de licopeno (76,9%) na condi¢do de 80°C e

350 bar, observando-se que apenas a temperatura apresentou efeito significativo.

A anélise por CLAE indicou que o licopeno € provavelmente o principal composto
presente no extrato obtido, com picos de 82,7% em média, e tempo de retencdo de
aproximadamente 14 minutos. A fase movel metanol:THF (90:10 v/v) mostrou-se como a
mais eficiente na separacao dos picos, dando indicativo das fra¢des de licopeno nas formas

cis e trans.

O estudo da atividade antioxidante mostrou que o extrato rico em licopeno obtido a
40°C e 350 bar apresentou maior capacidade antioxidante pelos dois métodos testados,
seqiiestro de radicais livres (DPPH) e de oxigénio singlete (rubreno), com valores de TEAC

de 12,7 e 61,3 mM/g de amostra, respectivamente.

A adicdo do extrato rico em licopeno disperso em DMSO obtido a 40°C e 350 bar
mostrou, através de ensaios in vitro, toxicidade as células S2 na concentracdo de 0,364
mg/mL, e, quando dissolvido em THF mostrou potencial mais téxico nesta mesma
concentracdo, apds 72 horas de cultivo. O extrato rico em licopeno foi capaz de proteger as
células dos efeitos deletérios do DMSO e do THF.

A adi¢do do extrato rico em licopeno obtido a 40°C e 350 bar a cultura agitada de
células de Drosophila melanogaster S2 provocou pequenas alteracdes na cinética de
crescimento celular quando o extrato foi dissolvido em DMSO na concentragdo de 0,182
mg/mL, aumentando discretamente a viabilidade celular, mas com menor mdximo de
concentracdo celular. Entretanto, quando este extrato foi dissolvido em THF, a toxicidade
observada foi maior, chegando a inibir o crescimento celular.

Na andlise por fluorescéncia observou-se que o extrato rico em licopeno diperso em
DMSO exerceu efeito protetor as células S2, mantendo as células vidveis por um periodo

maior.
75



Conclusdes

Nas andlises por citometria de fluxo, as células de Drosophila melanogaster S2
ocuparam faixas relativamente largas de FSC e SSC, provavelmente por serem células com
tamanhos relativamente heterogéneos e com alta complexidade interna. Os resultados dos
ensaios de citometria mostraram o potencial antiapoptético do extrato rico em licopeno
obtido a 40°C e 350 bar na cultura das células de Drosophila melanogaster S2. O extrato
apresentou elevada atividade antiapoptética, protegendo as células do agente apoptdtico
externo (H;O;), com apenas 7,7% de morte por apoptose comparado com o controle

positivo (100%).

5.1. Sugestoes para trabalhos futuros

Sugere-se a partir dos resultados apresentados nesta dissertagdo:

1. Realizar novas caracterizagdes por CLAE, visando determinar de forma mais precisa os
picos referentes as fracdes cis e trans do licopeno e identificar outros picos representativos

das amostras.

2. Analisar novas concentragdes do extrato rico em licopeno para determinar a

concentracio toxica as células S2 no intervalo de 0,364 mg/mL e 0,182 mg/mL.

3. Dar continuidade ao estudo do efeito da adi¢cao do extrato rico em licopeno em células

S2 por citometria de fluxo.

4. Realizar a andlise do comportamento metabdlico das células S2 na presenca do extrato
contendo licopeno, principalmente com relacdo ao consumo de glicose e glutamina e a

producdo de lactato e amonio.
5. Estudar o efeito da temperatura na degradacio do licopeno.
6. Testar a extragc@o supercritica utilizando tomate in natura na presencaa de etanol.

7. Comparar os resultados da atividade antiapoptética com licopeno padrao.
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Anexo

ANEXO

Anexo A — Resultados Complementares Referentes a Secao 4.2.
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Figura Al - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extracdo com CO,

supercritico a 40°C e 200 bar. Fase movel: acetonitrila/metanol (90:10 v/v).
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Figura A2 - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extracio com CO,

supercritico a 80°C e 200 bar. Fase movel: acetonitrila/metanol (90:10 v/v).
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Figura A3 - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extracdo com CO,

supercritico a 40°C e 350 bar. Fase movel: acetonitrila/metanol (90:10 v/v).
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Figura A4 - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extracdo com CO,

supercritico a 60°C e 275 bar. Fase movel: acetonitrila/metanol (90:10 v/v).

Figura AS - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extracdo com CO,

supercritico a 60°C e 275 bar. Fase movel: acetonitrila/metanol (90:10 v/v).
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Figura A6 - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extracdo com CO,

supercritico a 60°C e 275 bar. Fase movel: acetonitrila/metanol (90:10 v/v).
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Figura A7 — Curva de calibracdo do licopeno padrio.
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Figura A8 - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extracdo com CO,

supercritico a 40°C e 200 bar. Fase movel: metanol/THF (90:10 v/v).
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Figura A9 - Perfil cromatogréifico do extrato de licopeno obtido por extragdo com CO,

supercritico a 80°C e 200 bar. Fase movel: metanol/THF (90:10 v/v).
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Figura A10 - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extragdo com CO,

supercritico a 40°C e 350 bar. Fase moével: metanol/THF (90:10 v/v).
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Figura A1l - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extragdo com CO,

supercritico a 80°C e 350 bar. Fase moével: metanol/THF (90:10 v/v).
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Figura A12 - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extragdo com CO,

supercritico a 60°C e 275 bar, 1* repeti¢do. Fase mével: metanol/THF (90:10 v/v).
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Figura A13 - Perfil cromatografico do extrato de licopeno obtido por extracdo com CO,

supercritico a 60°C e 275 bar, 2* repeticdo. Fase mével: metanol/THF (90:10 v/v).
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Figura A14 - Perfil cromatogriafico do extrato de licopeno obtido por extragdo com CO,

supercritico a 60°C e 275 bar, 3* repeticdo. Fase mével: metanol/THF (90:10 v/v).
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Anexo B. Resultados Complementares Referentes a Secao 4.2.3
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Figura B1 — Curva de calibragio do DPPH® para determinagio da atividade antioxidante

dos extratos.
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Figura B2 - Varia¢do da quantidade remanescente do radical DPPH® apés rea¢do por 60

min com diferentes concentragdes do extrato obtido a 60°C e 275 bar, apds 60 minutos de

reacdo. ECgs =4,952 mg.
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Figura B3 - Varia¢do da quantidade remanescente do radical DPPH® apés rea¢do por 60

min com diferentes concentragdes do extrato obtido a 80°C e 200 bar, apés 60 minutos de

reacdo. ECos = 7,328 mg.
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Figura B4 - Variacdo da quantidade remanescente do radical DPPH® apés rea¢do por 60

min com diferentes concentragdes do extrato obtido a 60°C e 275 bar, apés 60 minutos de

reacdo. ECos = 6,523 mg.
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Figura B5 - Variacdo da quantidade remanescente do radical DPPH® apés reacdo por 60
min com diferentes concentragdes do extrato obtido a 40°C e 200 bar, apés 60 minutos de

reacdo. ECos = 7,375 mg.
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Figura B6 - Variacdo da quantidade remanescente do radical DPPH® apés reacdo por 60
min com diferentes concentragdes do extrato obtido a 40°C e 350 bar, apds 60 minutos de

reacdo. ECos = 1,795 mg.
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Figura B7 - Variacdo da quantidade remanescente do radical DPPH® apés reacdo por 60
min com diferentes concentragdes do extrato obtido a 60°C e 275 bar, apds 60 minutos de

reacdo. ECos = 2,163 mg.
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Figura B8 — Curva de calibragdo obtida para o padrdo Trolox para a determinacdo da

atividade antioxidante através da reducdo do radical DPPH.
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Figura B9 — Curva de calibragdo obtida para o padrdo Trolox para a determinacdo da

atividade antioxidante através da oxida¢do do rubreno.
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Anexo C. Resultados Complementares Referentes a Secio 4.3

Absorbancia (nm)

y = 1.93085E-7x + 0.00517
R’ =0.99945
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Figura C1 — Curva de calibracdo do MTT para andlise da viabilidade celular do extrato de

licopeno.

Tabela C1 —Inibi¢do do crescimento celular de células S2 em contato com licopeno obtido a

80 C e 350 bar em diversos tempos. (n=3)

Concentracao de Inibicao apés 24 Inibicao apés 48 Inibicao apés 72
Licopeno (mg/mL) horas (%) horas (%) horas (%)
0,023 2,57 0,51 10,50
0,045 -3,66 -9,01 6,74
0,091 8,54 -23,69 31,02
0,182 -0,13 -6,89 12,56
0,364 16,17 2,50 5,44
0,728 12,87 5,85 8,46
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Figura C2 — Inibicdo da

OLicopeno DMSO &DMSO
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I
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Diluicao

OLicopeno DMSO EDMSO

C

d"ﬂd
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Diluigao

proliferacdo das células S2 expostas ao solvente DMSO e ao

licopeno dissolvido em DMSO em culturas de células S2 apds 24 (a), 48 (b) e 72 (c) horas.

Concentrac¢ao de licopeno

na amostra antes das dilui¢des: 14,55mg/mL.
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Figura C3 — Curva de calibracdo do MTT para anélise da viabilidade celular do extrato de

licopeno
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