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RESUMO

YOSHIME, L.T.Y. Identificacdo e propriedades fisico-quimicas da clorofilina cuprica de
sédio e da clorina cuprica es. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos - area de
concentragdo: Nutricdo Experimental) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2012.

A clorofilina cuprica de sédio (CuChl) € um corante semissintético derivado da
clorofila. Quimicamente é constituido de diversas clorinas, em especial a clorina
cuprica e4 (CuCe4), a clorina cuprica es (CuCe6), e possiveis clorinas e porfirinas nao
cupricas em propor¢cdes variaveis. Além do seu uso como corante alimentar, sdo
atribuidas atividades biolégicas a CuChl, tais como, antimutagénica, anticarcinogénica
e antioxidante. Em decorréncia destes potenciais efeitos benéficos, sua
comercializagdo sob a forma de suplementos € crescente. Todavia, curiosamente,
informacBGes sobre a absorcdo e biodisponibilidade da CuChl sdo escassas. Além
disso, até o momento nenhum estudo avaliou o impacto da composicao da CuChl em
sua bioatividade e eficacia. Assim, o presente estudo teve como objetivo identificar e
caracterizar quimicamente duas amostras de CuChl (Sigma® e Chr. Hansen®) e o
padrdo de CuCe6 (Frontier Scientific®). Para tanto, empregou-se técnicas
cromatograficas e espectrofotométricas, determinou-se a lipofilicidade em modelos
miméticos de membrana, cinética de degradacdo e avaliou-se a interacao
CuCe6/BSA. A andlise elementar da CuChl resultou em teores de cobre total inferiores
aos recomendados pela United States Pharmacopeia (U.S.P.). Os elementos (CHN) e
a razédo Cu/N ndo foram coerentes com os valores tedricos da molécula de CuChl.
Apenas uma amostra de CuChl apresentou razdo Soret/Q dentro dos valores
preconizados pela U.S.P. A titulacdo base-acido da CuCe6 revelou dois valores de
pkas (10,62 e 6,41) que foram similares para as amostras de CuChl. A determinacdo
de log P da CuCe6 mostrou que a hidrofobicidade é maxima em pH 3 (log P =
1,4940,09) e sua hidrofilicidade ocorre em pHs > 7. Esse comportamento foi
confirmado nos ensaios de incorporacdo em lipossomas em funcdo do pH. A
degradacéo térmica da CuChl (25 a 95 °C) avaliada por HPLC foi drastica a partir de
75 °C. A energia necessaria para que ocorra a degradagéo da CuChl e CuCeb € E, =
16,1 e 9,3kcal/mol, respectivamente. A meia-vida a 35 °C é de 6 horas para a CuChl e
2 horas e meia para a CuCe6. A separacdo mais eficiente dos componentes da CuChl
por HPLC foi conseguida utilizando coluna Cj, e a identificacdo dos principais
constituintes CuCe6, CuCe4 e a clorina cuprica ps (CuCp6), ocorreu por HPLC/MS-
MS. No estudo da ligagéo entre CuCe6 e proteina BSA foram obtidos os valores de Kp
= 0,38 + 0,07 uM, Ka = 3,3 £ 0,28 x 106 M™ e nimero de sitios de ligacdo ~1 (N = 0,75
+ 0,09), indicativo de alta afinidade entre a clorina e a proteina. Assim, o
comportamento quimico dos principais componentes da CuChl e sua interacdo com os
componentes do soro tornaram inviaveis a identificacdo e quantificacdo destas
moléculas em ensaios in vivo. Os resultados aqui apresentados servem de subsidio
para o desenvolvimento de outras pesquisas que visem o estudo especifico da
associacédo e dissociagdo da CuChl em material biolégico.

Palavras-chave: clorofilina clprica de soédio. clorina clprica es. composigao.
degradacéo. propriedades fisico-quimicas.

Este estudo foi financiado pela FAPESP (Processo n°. 2009/52229-6)
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ABSTRACT

YOSHIME, L.T.Y. Identification and physicochemical properties of sodium copper
chloruphyllin and copper chlorin es. Thesis (D. Sc in Food Science — area of
concentration: Experimental Nutrition) — Faculty of Pharmaceutical Sciences,
University of S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Sodium copper chlorophyllin (CuChl) is a semisynthetic derivative of chlorophyll dye. It
is composed chemically by several chlorins, especially copper chlorin e4 (CuCe4),
copper chlorin e6 (CuCe6), and possible others no copper porphyrins and chlorins in
different proportions. In addition to its use as a food coloring, CuChl may have
interesting biological effects as antimutagenic, anticarcinogenic and antioxidant.
Because of these potential benefits, its use as a dietary supplement is increasing.
However, information on the absorption and bioavailability of CuChl is scarce.
Furthermore, no studies have evaluated the impact of CuChl composition in its
bioactivity and efficacy. Thus, the present study aimed to identify and chemically
characterize two samples of CuChl (Sigma® and Hansen®) and the standard of CuCe6
(Frontier Scientific®). Chromatographic and spectrometric techniques as well as
mimetics models membrane were used. The CuCe6/BSA interaction was also
evaluated. The elemental analysis of CuChl showed that the total copper content of it
was smaller that the one recommended by United States Pharmacopeia (USP). The
elements (CHN) and the ratio Cu / N were not consistent with the theoretical values of
the molecule CuChl. Only one CuChl sample showed Soret / Q ratio within the range
recommended by USP. The acid-base titration of CuCe6 revealed two pKas values
(10.62 and 6.41), which were similar for CuChl samples. The log P determination of
CuCeb6 showed that its hydrophobicity is maximal at pH 3 (log P = 1.49 £ 0.09) and its
hydrophilicity occurs at pH> 7. These results were confirmed using the incorporation
into liposomes assay in function of pH. Using HPLC, it was observed that thermal
degradation of CuChl (25 to 95 °C) hardly occurred from 75 °C. The energy necessary
for CuChl and CuCe6 degradation is E; = 16.1 and 9.3 kcal/mol, respectively. The half-
life at 35°C for CuChl and CuCe6 is 6 hours and 2 Y hours, respectively. A more
efficient separation of the CuChl components by HPLC was achieved using a Czg
column while its major constituents CuCe6, CuCe4 and copper chlorin p6 (CuCp6)
were identified by HPLC / MS-MS. In binding analysis of CuCe6 and BSA, it was
observed Kp = 0.38 + 0.07 mM, KA = 3.3 + 0.28 x 106 M-1, and number of binding
sites ~ 1 (N = 0.75 £ .09), indicating high affinity between BSA and chlorine. Thus, due
to the chemical characteristics of the main components of CuChl and their interaction
with serum components the identification and quantification of these molecules in vivo
is unviable. Future studies should investigate the association and dissociation of CuChl
in biological samples.

Keywords: sodium copper chlorophyllin. copper chlorin es. composition. degradation.
Physicochemical properties.
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Prefacio 1

PREFACIO

”

“A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez

George Bernard Shaw

A clorofilina cuprica de so6dio é um pigmento derivado da clorofila, ao
qual vem sendo atribuidas algumas atividades biologicas. E apresentada na
forma comercial como um composto de varias clorinas, entre elas as clorinas
cupricas e6 e e4. O grupo de pesquisa do Laboratorio de Analise de Alimentos
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, sob a
orientacdo da Profa. Dra. Ursula M. Lanfer Marquez, observou em um estudo
anterior que ratos Wistar alimentados com racdo contendo 3% de clorofilina
cuprica de sodio apresentavam em seu material biolégico menor presenca da

clorina cuprica e6 (GOMES et al., 2009).

Dessa forma, surgiram duas hipéteses, ou a estabilidade da clorina
cuprica eg era menor que a da clorina cuprica e4, ou, durante o processo de
absorcéo a clorina cuprica eg era acumulada, degradada ou convertida a outros

metabdlitos ndo identificados (GOMES et al, 2009).

Assim, surgiu inicialmente este projeto intitulado: “Caracterizagédo da
clorofilina cuprica de sodio e avaliacdo de sua absorcdo, estabilidade e
distribuicdo em estudo com ratos” (FAPESP n° 2009/52229-6; CEEA/FCF n°
04/2009 — ANEXO A). O objetivo era avaliar os parametros da cinética de

absorcdo da clorofilina cuprica de sodio, e dois de seus principais
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componentes, a clorina clprica e, e clorina cuprica eg, administradas

isoladamente por gavagem a ratos Wistar.

Considerando a existéncia de apenas um estudo na literatura em que a
clorofilina cuprica de sodio foi extraida e identificada em material biolégico
(EGNER et al., 2000), partimos do pressuposto de que esta seria a forma mais
viavel de identificar os principais componentes da clorofilina cuprica de sodio

Nno nosso estudo.

Respaldado deste protocolo, foi realizado um projeto piloto. Porém, ao
iniciarmos o processo de extracdo da clorofilina em amostras de soro dos
animais (EGNER et al., 2000), verificamos que a recuperacdo dos pigmentos

do material biologico, era ineficaz.

Além disso, observamos que a clorina cuprica eg degrada ao longo do
tempo. Este fato foi constatado ao quantificar esta clorina a partir da
construcdo de uma curva de calibracdo por HPLC, para qual foram necessarios
26 horas. Observamos ainda que a melhor coluna de separacao e identificacao
da clorofilina e de seus principais componentes por HPLC/MS-MS, néo era a

coluna Cyg, a que possui maior citagao na literatura.

Para finalizar, a empresa Frontier Scientific (Logan, Utah — USA),
fornecedora dos padrées de clorinas cuprica e, e eg, suspendeu a producao em

agosto de 2010 por encontrar dificuldade na purificacdo destes componentes.

Estes fatos inviabilizaram a conducéo da proposta original deste projeto,
dessa forma, a presente tese foi elaborada no sentido de responder as

seguintes perguntas:
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¢ Qual a melhor coluna a ser utilizada na separacéo e identificacao
por HPLC/MS da CuChl? A coluna Cig, a mais citada na literatura,
ou a coluna Czp?

e Qual a porcentagem de recuperacao da clorina cuprica es do
material biolégico segundo o método de extracdo preconizado por
Egner e colaboradores (2000)?

e EXxiste interagcdo entre a clorina e o material biolégico que
impediria a extragcdo do pigmento? Esta interacdo dificulta sua
quantificacao?

e As propriedades fisicos-quimicas da CuChl, poderiam interferir na
absorcao e biosponibilidade da substancia?

e Qual a velocidade de degradacao da clorofilina cuprica de sédio e

da clorina cuprica es, um dos seus principais componentes?

Até o momento, ndo h& respostas disponiveis na literatura para estes
guestionamentos. Esperamos que a partir dos resultados encontrados, novos
estudo in vitro ou in vivo sejam elaborados para contribuir com melhor
entendimento do comportamento e bioeficacia da clorofilina cuprica de sodio e

ao menos de um de seus componentes, a clorina cuprica es.

YOSHIME, L.T.
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INTRODUCAO

A clorofilina cuprica de sodio (CuChl) é produzida a partir de extratos
contendo a clorofila natural. Para tanto, o extrato é inicialmente tratado com
hidroxido de sodio, o que resulta na hidrélise das duas ligacdes éster da
molécula da clorofila, transformando-a num diacido. Um dos grupos liberados
apos o processo € o fitol, e como consequéncia, a molécula resultante adquire
solubilidade em agua. Ocorre ainda, o rompimento do anel isociclico E da
clorofila, que da origem a um terceiro grupo acido. Em seguida, o atomo de
Mg?* central da clorofila é substituido por H* em meio &cido e a molécula pode
formar um complexo estavel na presenca de atomos de cobre, zinco ou ferro
(KEPHART, 1955; HUMPHREY, 1980). Estas modificacdes, conferem a CuChl
a propriedade de ser hidrossolivel e possuir maior estabilidade quimica

guando comparada a clorofila, que € lipossoluvel.

Devido ao processo de transformacao da clorofila, a CuChl resultante é
uma mistura de varios compostos, denominados clorinas (acidos carboxilicos),
sendo as principais as clorina cuprica es (CuCe6) e clorina cuprica e4 (CuCe4),
além de outras clorinas e porfirinas nao cupricas. A FIGURA 1 apresenta as
estruturas quimicas da clorofila natural e duas principais clorinas cupricas que
compdem a CuChl. (FERRUZZI; BLAKESLEE, 2007; MORTENSEN; GEPPEL,

2007).
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FIGURA 1. Estrutura da clorofila e de dois principais componentes da CuChl, a clorina cuprica

€¢ € clorina cuprica e.

Todavia, outros estudos indicam que a composi¢cdo da CuChl pode ser

ainda mais complexa (SATO et

CHERNOMORSKY et al, 1997a;

1986; INOUE, et al, 1994,

FERRUZZI; SCHWARTZ, 2005;

MORTENSEN; GEPPEL, 2007), pois além dos principais componentes

YOSHIME, L.T.



Introducéo 6

previamente mencionados, ha em menor quantidade, rodina cuprica g; e

feoforbideo cuprico a (INOUE et al., 1994).

Independente da sua composicao, a utilizacdo da CuChl como corante
alimenticio é permitida em diversos paises da Europa (CE, 1995) e no Brasil
(ANVS, 2008). Nos Estados Unidos da América (EUA) o seu emprego é
assegurado pela Food and Drug Administration (FDA) desde 2002, quando a
empresa Kraft Food Inc. realizou uma peticdo para utilizagdo deste corante em
bebidas citricas. Além disso, o FDA permite a utilizacdo da CuChl como

corante em produtos de higiene bucal e em cosméticos.

Anteriormente a esta aprovacédo, a CuChl ja era empregada na medicina
alternativa como cicatrizante e desodorizante para pacientes ostomizados
(FDA, 2002; SUDAKIN, 2003). Mais recentemente, estudos experimentais
descreveram alguns efeitos biol6gicos da CuChl como, por exemplo, atividade
antimutagénica, anticarcinogénica, antioxidante e radioprotetora
(CHERNOMORSKY et al., 1999; KAMAT et al., 2000; KUMAR, et al., 2001;
CASTRO, et al., 2009; TUMOLO; LANFER-MARQUEZ, 2012).

Devido a crescente utilizacdo da CuChl pela industria farmacéutica e a
sugestdo de que esta substancia possui atividade biologica relevante, torna-se
necessaria uma melhor caracterizacdo dos diferentes componentes deste
corante. Neste sentido, € importante considerar que as propriedades fisico-
guimicas da molécula séo cruciais na sua interacdo com sistemas biolégicos e
gue as modificacdes estruturais devido a protonacao e desprotonacao podem
influenciar algumas propriedades determinantes a sua absorcéo celular, tais
como carga e lipofilicidade (WIKE-HOOLEY et al., 1985; TANNOCK; ROTIN,

1989; MARTIN; JAIN, 1994;: CUNDERLIKOVA, et al., 2004).

YOSHIME, L.T.



Introducéo /

Recentemente, dois estudos identificaram uma pequena quantidade da
CuCeb6 no soro de humanos apos a ingentdo de clorofilina cuprica de sédio
(EGNER et al., 2000) e também em cultura de células, num ensaio da digestao
in vitro (FERRUZZI; BLAKESLEE, 2007). Estes autores sugerem que este
pigmento pode ser degradado, acumulado pelas células intestinais ou
bioconvertido, porém ndo ha nenhum estudo que tenha investigado a possivel
agregacdo da CuCe6 ao HSA ou ao BSA, que possa justificar sua baixa

concentracdo plasmatica.

Diante o exposto, ndo existem dados consistentes a respeito da
biodisponibilidade e acdes sisttmicas da CuChl. Além disso, os trabalhos que
avaliaram a atividade biolégica desta substancia ndo consideram a composicao
do corante e nem a interacdo de seus componentes com proteinas
transportadoras no soro. Atualmente, ndo se conhece 0 componente ou 0S
componentes responsaveis pela atividade bioldgica observada e se eles atuam

isoladamente ou combinados.

Assim, o objetivo do presente estudo foi identificar e caracterizar
quimicamente duas amostras comerciais de CuChl (CAPITULO 1). Para tanto,
foram utilizadas técnicas de cromatografia e espectrofotometria. Além disso,
um dos principais componentes da CuChl, a CuCe6, foi caracterizada conforme
a sua lipofilicidade em modelos miméticos de membrana, equilibrio de

protonacao e sua interagdo com o BSA (CAPITULO ).

Os resultados obtidos neste estudo visam elucidar o comportamento da

CuChl em diferentes meios e contribuir para que futuros ensaios in vivo ou in
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vitro sejam coerentes e que possam indicar se os efeitos bioldgicos observados

sdo causados por um de seus componentes ou pela interacao entre eles.
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CAPITULO |

IDENTIFICACAO E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA

CLOROFILINA CUPRICA DE SODIO

Neste capitulo, utilizou-se técnicas espectrofotométicas e cromatograficas para
caracterizar e identificar os principais componentes da clorofilina cuprica de
sodio, além de avaliar a sua estabilidade térmica e determinar os valores de
pka. O ensaio de caracterizacdo quimica foi por analise elementar em
comparacao com a férmula tedrica do corante. A separacao e identificacdo dos
principais componentes da CuChl por HPLC foi realizada em colunas Cig € Cao.
A degradacédo térmica foi avaliada pelos parametros cinéticos da reacdo pelo
método isotérmico (equacao de Arrhenius), e o grau de ionizacao foi avaliado

segundo a constante de dissociacao (pka).
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1. INTRODUCAO

Ha muitos anos a clorofila e seus derivados semi-sintéticos sao
utilizados como corantes verdes e em diversas aplicacfes alimentares e na
medicina alternativa. A clorofilina cuprica de sédio (CuChl) é comercializada na
forma de po6 ou liquido. Na Europa, esta substancia € utilizada como corante
para doces, sorvetes, sobremesas, queijos e pepinos em conserva; sendo
aprovada também no Brasil como corante para fins alimenticios (ANVS, 2008).
Nos Estados Unidos o seu emprego € limitado a componente de creme dental

e como aditivo em bebidas citricas (FDA, 2002).

Além de seu uso como corante, a CuChl é utlizada na medicina
alternativa h4 mais de 50 anos. Destacam-se, como alguns efeitos, sua
participacdo no processo da cicatrizacdo, propriedade anti-inflamatoria,
controle sobre a formacéo de oxalato de calcio no tratamento de célculo renal,
combate a odores corporais, fecal e urinario de pacientes geriatricos

ostomizados (KEPHART, 1955).

Contudo, nos ultimos 15 anos, a agdo quimiopreventiva, radioprotetora,
antioxidante e antimutagénica foi atribuida a este pigmento e vém ganhando a
atencdo dos pesquisadores (NEGRAES et al, 2004; FERRUZZI e
BLAKESLEE, 2007). Assim, dentre os diversos guelatos metélicos (Zn e Mg), a
CuChl é a mais estudada e vem ganhando notoriedade também pelos seus
efeitos biologicos (CHERNOMORSKY, 1994; FERRUZZI et al, 2002; CASTRO
et al, 2009). Estas propriedades incentivaram a comercializacdo da CuChl

como suplemento alimentar.
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Os estudos mostram que a CuChl possui atividade antioxidante contra o
estresse oxidativo e espécies reativas de oxigénio (ROS). Dentre os estudos in
vitro, foi descrito que a CuChl possui atividade antioxidante contra a
peroxidacao lipidica mitocondrial e microssomal em figado de ratos (SATO et

al., 1984).

Além disso, Sato e colaboradores (1986) investigaram a atividade
antioxidante da CuChl e de seus dois principais componentes, a isoclorina
cuprica e4 (isoCuCe4) e a clorina cuprica e (CuCe6). Estas duas substancias
isoladas inibiram a formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e apresentaram atividade antioxidante oito vezes superior em

comparacao a CuChl.

Outros estudos ressaltam que a CuChl pode desempenhar um papel
positivo na protecdo contra os danos ao DNA induzido por radiacdo gama e
que a acdo do corante é dependente de sua concentracdo (KUMAR et al.,

1999).

Endossando os trabalhos anteriores, outro estudo (KAMAT; BOLOOR,;
DEVASAGAYAM, 2000) investigou a capacidade antioxidante da CuChl em
experimentos in vivo e ex vivo contra lesdes induzidas por cinco agentes
diferentes (radiacdo gama, fotossensibilizacdo, ascorbato Fe?*, NADPH-ADP-
Fe®* e 2,2 azobis amidinopropano (AAPH)). Os resultados demonstraram que
até mesmo em baixa concentracdo, a CuChl foi eficaz em atenuar as lesdes
induzidas por estes agentes. Além disso, esta substancia apresentou efeito
contra a formacao de hidroperéxidos lipidicos (LOOH) e desativacdo da enzima

superoéxido dismutase (SOD).
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Os estudos até agora descritos enfatizam a atividade antioxidante da
CuChl in vitro. Porém, quando injetada em ratos, a CuChl atuou tanto como
pré-oxidante quanto antioxidante, fato este que foi descrito como dependente
da concentracdo e do tempo (KUMAR et al.,, 2004). Segundo este estudo, o
efeito pré-oxidante observado apés 48 horas, ocorreu possivelmente devido a
acdo dos metabdlitos da CuChl. Portanto, a partir destes relatos os autores
alertam que sdo necessarios mais estudos in vitro e in vivo desses compostos

gue sdao classificados como antioxidantes (KUMAR et al., 2004).

Na década de 1980, surgiram comparac¢des da CuChl com vitaminas (j3-
caroteno, vitamina C e E) que possuem atividade antimutagénica. Nesse
sentido, foi realizado um estudo que envolvia extratos vegetais (ricos em -
caroteno e vitamina E) e a CuChl. O corante verde inibiu a formacédo de adutos
dos compostos mutagénicos 3-metilcolantreno e benzo[a]pireno com o DNA
(LAI; BUTLER; MATNEY, 1980), e, este processo foi acelerado na presenca de
altas concentracdes da CuChl (TACHINO et al., 1994). O mesmo efeito de
inibicdo foi observado quando a CuCe6 isolada diminuiu a formacdo de um

metabdlito do benzo[a]pireno (ARIMOTO et al.,1995).

Em 1989, Ong e colaboradores observaram, por meio de estudos in
vitro, que a CuChl € um antimutagénico mais eficiente que o retinol, g-caroteno,
vitamina C e E contra cinco mutagenos, como o benzo[a]pireno e outros
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Porém, foi verificado por
Chernomorsky e colaboradores (1997b) que a CuChl pode ser um

antimutagénico ou um promotor do tumor quando administrada apés o
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tratamento com a substancia mutagénica. Aparentemente, o fator

determinante, segundo os autores, foi a concentragéo utilizada.

A partir desses estudos, em 1995, Breinholt e colaboradores realizaram
0 primeiro estudo in vivo da CuChl em peixes (trutas arco-iris). Os autores
observaram que a CuChl presente na agua desempenhava um papel
importante na reducdo da hepatocarcinogénese nos animais, pela inibicdo da
formacédo de adutos da aflatoxina B1 (AFB;) com o DNA (BREINHOLT et al.,

1999).

O primeiro estudo clinico dos efeitos quimiopreventivos da CuChl foi
realizado em voluntarios chineses, escolhidos por apresentar um alto risco de
desenvolver carcinoma hepéatico devido a ingestdo de alimentos contaminados
naturalmente por aflatoxina (EGNER et al., 2000; 2001; 2003). Foi administrado
um comprimido de CuChl (100mg) trés vezes ao dia aos individuos
participantes e os resultados indicaram uma reducédo de 50% na excrecao
urinaria de aflatoxina-N’-guanina (biomarcador) em comparacédo com o grupo
controle (EGNER et al., 2001; 2003). Nao houve casos de toxicidade ou relatos
de efeitos adversos resultantes da ingestdo de CuChl, mas foi observado que
tanto as fezes dos pacientes bem como o soro sanguineo apresentaram

coloracdo verde (EGNER et al., 2000; 2001; 2003).

Recentemente, Jubert e colaboradores (2009) realizaram um estudo de
farmacocinética com a AFB;, foi observado que a CuChl pode limitar a
disponibilidade da aflatoxina ingerida por humanos, fato este que corrobora o

estudo com os voluntarios chineses (EGNER et al., 2000).
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Dessa forma, os estudos demonstram que a CuChl pode apresentar
atividade antimutagénica e quimiopreventiva, tanto em sistemas in vitro, quanto
in vivo. Porém, a sua eficacia parece depender da dose utilizada e da sua
interagdo com o composto toxico. Um estudo in vivo recente sobre a atividade
anticlastogénico da CuChl, mostrou que o efeito protetor do corante sé ocorre

em niveis toxicos em camundongos (GROSSI et al., 2012).

Portanto, a composicdo da CuChl desempenha um papel importante nos
efeitos biologico, e a variagdo na composicdo dos derivados de clorina pode
influenciar qualitativamente e quantitativamente a bioatividade da CuChl

(CHERNOMORSKY et al., 1997b).

Apesar dos promissores efeitos bioldgicos, existe uma preocupacao
guanto a inocuidade da CuChl, uma vez que a sua ingestdo na forma de
suplemento alimentar, como vem sendo comercializada, tende a ser
significativamente superior em relagdo ao uso como corante. Até 0 momento,
vale a pena ressaltar que nenhum estudo avaliou o potencial toxicol6gico da
CuChl utilizada como suplemento. Portanto, devido a tendéncia de um
consumo crescente de CuChl, motivado pela divulgacédo de efeitos benéficos
para a saude, torna-se necessaria uma reavaliacdo da seguranca e inocuidade

deste pigmento (TUMOLO; LANFER-MARQUEZ, 2012).

Além disso, a composicéo dos produtos comerciais da CuChl é variavel,
pois, além dos principais constituintes (CuCe4 e CuCe6) o corante pode
apresentar ainda, com menor predominancia, a rodina cuprica g7, feoforbideo
cuprico a e outras porfirinas (INOUE et al., 1994; FERRUZZI et al., 2002;

MORTENSEN; GEPPEL, 2007).
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Esta variabilidade na composicdo da CuChl é em funcdo do vegetal
utilizado e do processo de obtencédo do corante. Dessa forma, os componentes
da CuChl podem afetar a bioatividade e eficacia em estudos in vivo e in vitro,
pois ainda ndo se sabe a que elemento atribuir esses efeitos. Além disso, é um
desafio a identificagdo e quantificacdo dos seus principais constituintes,
portanto, € fundamental o estabelecimento de critérios e protocolos analiticos
para que haja uma correta caracterizacdo deste pigmento (SCHOEFS, 2002;

2004).

Nesse sentido, a separacdo dos derivados da clorofilina por HPLC
acoplado a técnica de espectrometria de massas (MS) pode ser uma
ferramenta importante para a identificacdo dos seus componentes (VAN
BREEMEN; CANJURA; SCHWARTZ, 1991). Nos trabalhos realizados até o
momento, foram utilizados para a separacdo dos componentes
preferencialmente técnicas de cromatografia liquida (HPLC) empregando
colunas de fase reversa Cig, seguida pela utilizacdo mais recente da coluna Csg

(SCHOEFS, 2004; MORTENSEN; GEPPEL, 2007).

O primeiro estudo por HPLC que detectou a presenca das clorinas
provenientes do pigmento em material bioldgico utilizou a coluna Cig (EGNER
et al., 2000), assim como a maioria dos estudos que identificaram a CuChl em
matriz alimenticia (FERRUZZI; FAILLA; SCHWARTZ, 2001; SCOOTER et al.,

2005; GANDUL-ROJAS; ROCA; GALLARDO-GUERRERO, 2012).

Apenas um estudo utilizou uma coluna Czp no acoplamento das técnicas
HPLC/MS-MS para separar e identificar os componentes da CuChl de cinco

amostras comerciais, (MORTENSEN; GEPPEL, 2007). Os resultados
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mostraram uma grande variacdo quali e quantitativamente dos constituintes
das amostras, e evidenciaram que em algumas h& auséncia de rodina cuprica
g7 e a presenca de muitos derivados de porfirina. Além disso, os autores
relatam que alguns dos principais constituintes identificados nas amostras
estudadas diferem daqueles encontrados em outros trabalhos, como a clorina
cuprica e4 e o feoforbideo cuprico a, levantando a questdo quanto a correta
identificacdo da composicdo das clorofilinas cupricas de soédio disponiveis

comercialmente.

Apesar de alguns estudos confirmarem a variabilidade na composicao
guimica de lotes de CuChl comercialmente disponiveis, ndo foi realizada
nenhuma caracterizacdo das amostras utilizadas em estudos in vivo e in vitro,
nos quais se procuram evidenciar os efeitos bioldgicos. Fato este de suma
importancia, pois a variacdo da composicdo da CuChl também pode estar
correlacionada com a variacado dos resultados encontrados nos trabalhos que

envolvem a atividade biol6gica da CuChl.

Dessa forma, o presente estudo foi conduzido a fim de quantificar a
porcentagem dos elementos quimicos (carbono, hidrogénio, nitrogénio, sédio e
cobre) de duas amostras comerciais de CuChl, bem como, separar e identificar
seus principais componentes por HPLC/MS-MS, avaliando sua estabilidade em
fungcdo da temperatura e do tempo. Além disso, buscou-se avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas de equilibrio de protonacdo (pka). Esta
investigacdo € fundamental para compreender o efeito da clorofilina cuprica de
sédio em ensaios in vivo e in vitro, uma vez que ainda nao existem estudos que

determinam quem € responsavel pelos efeitos biologicos descritos na literatura:
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0 corante, algum de seus componentes, 0 sinergismo entre eles, ou ainda

algum produto de degradacéo da clorofilina.

YOSHIME, L.T.



Capitulo | — Clorofilina cuprica de sodio 18

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Caracterizar quimicamente duas amostras comerciais de clorofilina

cuprica de sodio (Chr. Hansen e Sigma).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a composicdo elementar (carbono, hidrogénio e nitrogénio) e dos

elementos quimicos sédio e cobre da clorofilina cuprica de sédio;

e Avaliar a pureza das amostras de clorofilina cuprica de sédio pela razdo

Cu/N, e das bandas espectrais Soret/Q;

e Comparar trés metodologias de separacao e identificacdo dos principais
componentes de clorofilina cuprica de sédio por HPLC/MS-MS utilizando

duas colunas cromatograficas (Cig € Cap);

e Avaliar a degradacéo térmica da CuChl por HPLC e calcular a cinética

de degradacao;

e Avaliar o equilibrio quimico de protonacgao (pka).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Neste estudo, foram utilizadas amostras de clorofilina cuprica de sédio
comerciais (CuChl) da marca Sigma (C6003, lote 026K1091, produzido em
2006, formula molecular C34H3;CuN4NaszOg) € da marca Chr.Hansen (lote do

fabricante 60-60-57, produzido em 2008), gentilmente cedida pela empresa.

3.2 Andlise elementar

Foram analisadas pela Central Analitica IQ/USP as amostras de CuChl
(Sigma e Chr.Hansen) quanto a porcentagem de carbono (C), hidrogénio (H) e
nitrogénio (N). Foi utilizado o equipamento da marca Perkin-EImer CHN 2400,
onde 100 mg de amostra sofreu combustéo (+ 925°C) na presenca de oxigénio
puro, os experimentos foram realizados em duplicata. Os resultados foram

expressos em porcentagem relativa dos elementos na amostra.

A determinacgéo do cobre total (Cuita) € do sédio (Na) foi realizada por
espectroscopia de emissao atdmica com plasma acoplado indutivamente (ICP-
AES), pelo equipamento Spectro Ciros CCD, onde 100 mg das amostras foram

atomizadas em plasma, em duplicata.

Também foi realizado o teste para a determinacéo de cobre livre (Cujiyre).

Para tanto, 100 mg de CuChl em &gua (75 mL) permaneceu em agitacdo por
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trés minutos. O pH da solucéo foi ajustado para 3,0 com acido cloridrico (HCI)
1IN e, em seguida foi transferida para um frasco de 100 mL. A solucéo foi
filtrada, descartando-se os primeiros 10 mL, e o filtrado limpido foi analisado
por ICP-AES. O Cobre quelado (Cugueiado) foi calculado pela diferenca entre a

% de CUtota| e Cu"\/re (U.S.P, 2007).

Os resultados foram comparados com as descricdes e monografias
publicadas por 6rgdos de fiscalizacdo, a United States Pharmacopeia (U.S.P)

(2007) e a Comissao da Comunidade Européia (1995).

3.3 Calculo da pureza pela %Cu e razdo Cu/N

Chernomorsky (1993) demonstrou que existe uma relacao entre a razao
de Cu/N e a guantidade de derivados nao-cupricos (FIGURA 2A). A razdo
Cu/N = 1,1 (porcentagem teorica do Cu/N: 8,77 / 7,73 a partir da férmula

molecular da CuChl) é obtida para compostos totalmente cupro-complexados.

Posteriormente, 0 mesmo grupo estabeleceu uma relacdo entre a
pureza e a porcentagem de cobreyy das amostras comerciais de CuChl
(FIGURA 2B). A partir dos resultados obtidos no estudo (CHERNOMORSKY et
al., 1997b), os autores contruiram um grafico de %Pureza em funcao da %Cu a
fim de que a equacao da reta (%Pureza = -0,047 + 10,9%Cu) fosse aplicada a

gualquer amostra de CuChl comercial.
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Com base nesses trabalhos e a partir das porcentagem de Cu e N
obtidas pela analise elementar foram estimadas a porcentagem de derivados

nao cupricos e a pureza das amostras.
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FIGURA 2. (A) Relagéo entre a % de derivados ndo-cupricos e a relagdo Cu/N, com base em
tabela apresentada no estudo de Chernomorsky (1993). (B) Porcentagem de pureza da
amostra com a %Cu determinada quantitativamente, com base nos valores experimentais do
estudo de Chernomorsky e colaboradores (1997b).
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3.4 Razdao entre as bandas Soret e Q do espectro de absorcéo

A pureza das amostras de CuChl foi determinada por outro parametro,
relacionado com as medidas espectrofotométricas das absorbancias em 405
nm (ASoret) e 628 nm (AQ), ou seja, razdo as denominadas bandas Soret/Q,

segundo o protocolo sugerido por CHERNOMORSKY e colaboradores (1997a).

De acordo com as recomendagbes da U.S.P., foram preparadas
solucbes estoque de CuChl (Sigma e Chr. Hansen) [10 pug/mL] em tampéao
fosfato 0,15 M pH 7,5 (fosfato dibasico de soédio:fosfato monobéasico de
potassio 21:4). A varredura do espectro de absorcao foi realizada na faixa de
300 a 750 nm em cubeta com caminho éptico de 1 cm, em espectrofotbmetro
da marca Shimadzu modelo UV 2401-PC. Os resultados obtidos foram
utilizados para calcular a razéo entre a banda Soret (405 nm) e a banda Q (628

nm) e estimar a pureza da amostra (CHERNOMORSKY et al., 1997a).

3.5 Separacao e identificagdo da CuChl por HPLC/MS-MS

Foram testadas duas metodologias que utilizaram uma coluna Cig para
separar os componentes da CuChl por HPLC (EGNER et al., 2000; SCOTTER
et al., 2005) e uma metodologia com uma coluna C3, (MORTENSEN; GEPPEL,

2007) para separar e identificar a CuChl por HPLC/MS-MS.

Todas as analises por HPLC foram realizadas no equipamento da marca

Shimadzu (modelo Class-M10A), software Class-VP032, equipado com duas
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unidades de bombeamento de solventes (LC-10Advp), injetor automatico (SIL-
M10Avp), forno com controle de temperatura (CTO-10Svp), detector UV-Vis
com arranjos de fotodiodos (PDA) (SPD-M10Avp), e detector de fluorescéncia

(RF-10AXL).

3.5.1 Coluna C18, metodologia proposta por Scotter e colaboradores

(2005)

A separacao da CuChl foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Scotter e colaboradores (2005), para determinacdo da CuChl em matriz
alimentar. Foi utilizada uma coluna Vydac ODS (Cig) 300 A, 250 x 4,6 mm, 5
pum um gradiente de eluicdo com duas fases moveis: fase movel A:
metanol/acetato de amoénio 1M (80:20, v/v) e fase mdvel B: metanol:acetona
(60:40, viv): 100% A até 100% B durante 30 minutos de modo linear, mantido
30 minutos em 100%B, com fluxo de 1 mL/min. O tempo de corrida foi de 50
minutos. Foram injetados 50 uL da amostra de CuChl (Sigma) [0,2 mg/mL]
solubilizadas em metanol:tampdo fosfato 0,01 M pH 7,5 (80:20, v/v). A
separacao foi acompanhada por deteccdo em PDA em comprimentos de onda
de 405 x 8nm; 626 x 8nm e 650 x 40nm e deteccdo por fluorescéncia com

)\excitagéo =400 nm e Aemissao = 640 nm.
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3.5.2 Coluna C18, metodologia proposta por Egner e colaboradores (2000)

Neste método foram adotados os procedimentos e as condicOes
descritas por Egner e colaboradores (2000) para a separacdo dos
componentes da CuChl em material biolégico. Foi utilizada uma coluna Vydac
ODS (C1g) 300 A, 250 mm x 4,6 mm, 5 um e duas fases moveis: fase movel A:
metanol/agua (80:20 v/v) contendo 1% &cido acético (v/v) e fase movel B:
metanol, com gradiente de eluicdo inicial de 40% B, de 0-20 minutos 80% B,
20-30 minutos 90% B, 30-40 minutos 100% B, 40-60 minutos 100% B, com
fluxo de 1 mL/minuto. O tempo de corrida foi de 60 minutos. Foram injetados 50
puL de cada amostra de CuChl (Sigma e Chr. Hansen) [0,2 mg/mL] solubilizada
na fase movel A. A separacdo foi acompanhada por deteccdo em PDA em
comprimentos de onda de 405 e 626nm e fluorescéncia com Aexcitacio = 400 Nnm

e )\emisséo = 640 nm.

3.5.3 Coluna C30, metodologia proposta por Mortensen e Geppel (2007)

O meétodo utilizado por Mortensen e Geppel (2007) separou e identificou
por HPLC/MS cinco amostras comerciais de CuChl. Neste estudo, foi
empregada uma coluna Czo da marca YMC, 250 mm x 4,6 mm, 3 um, a 30 °C e
duas fases moveis: fase movel A: metanol:agua:acido acético (90:10:0,5, v/v), e
fase moével B: tert-butil metil éter:metanol:acido acético (100:10:0,5, v/v).
Gradiente de eluicdo utilizado: 0-50% B em 30 minutos, 50-100% B em 10

minutos, 100% B por 5 minutos e 100-0% B em 5 minutos, com fluxo de 1
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mL/min. O tempo de corrida foi de 86 minutos. Foram injetados 10 yL das
amostras de CuChl (Sigma e Chr. Hansen) [0,4 mg/mL] solubilizadas em
metanol, e a separacdo foi acompanhada por deteccdo em PDA em
comprimentos de onda de 406 x 8nm; 408 x 8nm e detecc¢éo por fluorescéncia

)\excitagao =400 nm e Aemissao = 640 nm.

Realizou-se também uma andlise complementar por HPLC/MS-MS
(Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas) no Laboratério
de Espectrometria de Massas da Central Analitica do IQ/USP. O equipamento
utilizado foi um analisador tipo ion trap LC-MS/MS(n) com ionizacdo por
electrospray (ESI) — Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus seguindo as condicfes

cromatograficas descritas por Mortensen e Geppel (2007).

3.6 Avaliacédo da estabilidade térmica

3.6.1 Analise por HPLC

A metodologia utilizada para analise cromatogréafica foi aquela descrita
no item 3.5.2. Foi avaliada a estabilidade térmica da CuChl (Sigma) em solucao
aguosa [0,2mg/mL] a temperatura ambiente (25°C), e aquecimento em banho
maria até as temperaturas atingirem 35, 45, 55, 65, 75, 85 e 95°C. O

experimento foi conduzido em tubos de ensaio protegidos da luz.
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3.6.2 Calculo da cinética de degradacao e meia-vida

A determinacao da cinética de degradacédo envolveu a analise da ordem
de reacdo, energia de ativacdo (E,) (FERRUZZI e SCHWARTZ, 2005) e

constante da velocidade de reacéo (k).

Neste trabalho, a ordem de reacdo foi determinada para o método
espectrofotométrico por meio da obtencao de representacao grafica, plotando o

logaritmo da absorbéancia em funcdo do tempo (segunda ordem).

A cinética da degradacdo térmica da CuChl foi avaliada nas
temperaturas de 35, 45, 55 e 65°C. Aproximadamente 1 mg de CuChl foi
solubilizada em 100 mL de agua Milli-Q, em seguida, foi realizada a leitura do
espectro de absor¢cdo em 406 nm em cubeta com caminho 6ptico de 1 cm, em
espectrofotometro da marca Shimadzu modelo UV 2401-PC, acoplado a um

forno com temperatura controlada (CPS — Controller).

Para os calculos da constante de velocidade e energia de ativacao,

foram utilizadas as seguintes equacoes:

In o) — _py Eq. (1)

(Ao—Ac)
, onde:

In = logaritmo natural da constante da velocidade
A; = absorbancia no tempo t
A.. = absorbancia ap0s a reacao ter acontecido

Ao = absorbancia no tempo igual a zero

Ink = nA — () () Eq. (2)

R T
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, onde:

Ink = coeficiente anglular
InA = coeficiente linear
Ea. = Energia de ativacéo
R = constante da lei dos gases (8,314472 J K* mol™)
T = temperatura
O tempo para que a metade da quantidade do composto se
decomponha é referido como meia-vida da reacdo, calculando-se pela

equacao:
ty, = — Eq. (3)
,onde:
ty, = meia-vida
In 2 =0,693

k = constante de velocidade

3.7 Determinacao dos valores de pka

O estudo da variagdo do pH em fungcdo da concentracdo de CuChl
(Sigma) foi obtido com uma diluicdo de uma solugdo aguosa de concentracdo
incial conhecida [0,195 mg/mL], até atingir a concentracdo final de
0,0069mg/mL, por meio da adicdo de aliquotas de agua Milli-Q. Para a leitura

foi utilizado um pH-metro digital série B474, Micronal.
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Afim de se obter informacdes sobre o comportamento da CuChl em
diferentes pHs e de identificar a eventual agregacao do pigmento em diferentes
condicbes experimentais, calculou-se os valores de pK,s das amostras da

marca Sigma e Chr. Hansen, com base na titulacdo potenciométrica da CuChl.

Foram preparadas solucbes de CuChl (Sigma e Chr, Hansen) [0,2
mg/mL] em 10 mL de agua Milli-Q. A titulacdo base-acido foi feita com uma
solucédo de HCI 0,01 M. A leitura do pH foi realizada por meio de um pH-metro
digital da marca Micronal série B474 de trés casas decimais, e a temperatura

monitorada a 25,5 + 0,3 °C.

3.8 Titulacdo base-acido e espectrofotométrica

Na titulacdo espectrofotométrica foi realizada com uma solucdo de
CuChl (Sigma) preparada em agua na concentracdo 0,2 mg/mL. Na cubeta a
solucao foi diluida para 0,022 mg/mL. O volume inicial de leitura foi de 3mL e a
absorbancia foi corrigida para cada leitura apos a adicdo de HCI 0,01M de

acordo com a equacao:

volume total

Abs corrigida = ( ) X (abs observada)

volume inicial

Os pHs das soluc¢des da leitura espectrofotométrica foram de: 9,37, 8,72,

7,42, 6,20, 4,20 e 3,65.

Para titulacdo base-acido foi utilizada solu¢cdo de HCI 0,01M, utilizando
para leitura um pH-metro digital série B474, Micronal. Temperatura média dos

experimentos 25,5 + 0,3°C. Uma amostra 0,25mg de CuChl (Sigma) foi
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preparada em 25 mL de agua, com pH inicial 7,09, sendo que 15 mL dessa
amostra foi transferida para um béquer e 10 pL de HCI 2M foi adicionado a ela,
cujo pH diminui para 2,89. Em seguida, 10 pL de NaOH 1M e 10 pL de NaOH
4M, foram utilizado para realcalinizar a amostra para pH = 11,17. Os espectros
de absorcdo maxima, de cada solucdo em diferentes pHs, foram determinados

em espectrofotdbmetro da marca Shimadzu modelo UV 2401-PC.

3.9 Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas, bem como os graficos, foram realizadas
no programa OriginPro em sua versao 8.5.0 SR1 (OriginLab Corporation). Os
resultados encontram-se apresentados como média + desvio padrdo (DP)

adotando nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Analise elementar

A porcentagem relativa dos elementos quimicos da amostra de CuChl
(Sigma) foi calculada considerando a massa molecular de 724,15 g/mol, que
corresponde a formula quimica Cs4H31CuN4NazOs que consta no rétulo da
enbalagem (TABELA 1). Os valores descritos serviram de comparacdo com as
porcentagens encontradas na analise elementar de amostras de CuChl

realizada experimentalmente.

TABELA 1. Valores tedricos das massas dos elementos C, H, Cu, N, Na e O e suas
respectivas porcentagens relativas, calculados a partir da formula quimica Cs4H3;CuN4NazOg
presente no rotulo da CuChl (Sigma).

Cas Hsq Cu N4 Nas Os
Massa % Massa % Massa % Massa % Massa % Massa %
(g/mol) (g/mol) (g/mol) (g/mol) (g/mol) (g/mol)

408,36 56,39 31,25 431 6355 8,78 56,02 7,74 6897 952 96,00 13,26

Massa molecular da CuChl: 724,15 g/mol = 100%

Na TABELA 2 estdo apresentados os resultados da analise elementar
das amostras de CuChl (Sigma e Chr. Hansen) para os elementos C, H e N,
seguido da porcentagem tedrica calculada a partir da férmula quimica presente
no rétulo e o padréo de qualidade recomendado pela U.S.P. Observou-se que
as porcentagens de C das amostras de CuChl estdo de acordo com o valor
calculado a partir dos dados constantes nos rétulos. Porém, as porcentages de

H encontradas nas duas amostras sdo maiores do que o valor tedrico
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calculado. A porcentagem do elemento N € menor em relacdo a porcentagem
tedrica, porém ainda atende o pardmetro estabelecido pela U.S.P. Vale
ressaltar que quanto aos trés elementos, somente a porcentagem de N possui

recomendacao da U.S.P.

TABELA 2. Porcentagem relativa dos elementos quimicos C, H, e N, da CuChl (Sigma e Chr.
Hansen) obtidos pela analise elementar, considerando a férmula quimica tedrica
(C34H31CuN4Na3OG_) e o limite estabelecido pela U.S.P. (2007).

Amostra % C % H % N
Sigma 57,12 + 0,09 6,08 + 0,17 4,37 £ 0,13
Chr. Hansen 56,10 + 0,03 6,19 + 0,01 5,07 +£0,01
Férmula quimica 56,39 4,31 7,74
U.S.P. - - >40

A porcentagem de Cu, Cujve, CUquelado € Na estdo apresentados na
TABELA 3, seguidos pela porcentagem tedrica da férmula quimica e os limites
estabelecidos pela U.S.P. As porcentagens de Cuia has amostras (Sigma e
Chr. Hansen) foram semelhantes entre si, mas correspondem
aproximadamente a apenas 50% do valor tedrico calculado (TABELA 1), e
também, abaixo do limite minimo estipulado pela U.S.P (2007). Quanto a
%Cujre, 0S valores das amostras de CuChl (Sigma e Chr. Hansen) estdo de
acordo com o limite estabelecido pela U.S.P. A partir da diferenca entre 0 Cuota
e Cujse foi calculada a porcentagem de Cuguelado, € 0S resultados séo
compativeis com as recomendagbes da U.S.P. (2007). Em relagcdo a
porcentagem de sédio (Na), observa-se que apenas a amostra da Sigma €
inferior (3,88%) ao limite entre 5 a 7% estabelecidos pela U.S.P. (2007).

Porém, ambas as amostras encontram-se abaixo da porcentagem tedrica.
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TABELA 3. Porcentagem dos elementos quimicos Cu, Cujyre, CUgueiado € Na da CuChl (Sigma e
Chr. Hansen), obtidos pela analise elementar, formula quimica teérica (Cs4H3;CuN4NazOg) e
limite estabelecido pela U.S.P. (2007).

Amostra % Cu % CU jivre % CU quelado % Na
Sigma 4,04 £ 0,05 0,012 + 0,001 4,03 3,88 £0,01
Chr. Hansen 4,05+ 0,03 0,027 + 0,002 4,02 5,87 £0,01
Formula quimica 8,78 - - 9,52
U.S.P. > 4,25 <0,25 > 4,00 5-7

"% Cu quelado calculado por diferenca (% Cu - % Cu livre).

4.2 Avaliagcéo da pureza das amostras de CuChl

Alguns estudos apontam que a pureza das amostras de CuChl esta
relacionada com a %Cu, relacdo de Cu/N e as bandas Soret e Q do
espectro de absorcdo (Razdo Soret/Q) (CHERNOMORSKY , 1993;

CHERNOMORSKY et al., 1997°; BREINHOLT et al. 1995).

4.2.1 Porcentagem de pureza em relagéo aos elementos Cu e N

A partir dos resultados da analise elementar, foram obtidas as
porcentagens de Cu e N (TABELA 2 e TABELA 3). Os valores encontrados
foram posicionados no grafico, conforme estudo prévio (CHERNOMORSKY,
1993; 1997°) em que os autores demonstraram que existe uma relacdo entre
valores da razdo de Cu/N e a quantidade de derivados n&o-cupricos e a

porcentagem de Cu e a pureza da clorofilina.

Na TABELA 4 € apresentada a razdao Cu/N e sua relacdo com a

porcentagem de derivados ndo cupricos e a %Cu e a pureza das amostras de
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CuChl. O valor teorico da razdo Cu/N é de 1,1 e as amostras de CuChl
apresentaram valores abaixo do esperado: 0,92 (Sigma) e 0,79 (Chr. Hansen).
Portanto, cerca de 84,3 % (Sigma) e 72,2 % (Chr.Hansen) correspondem a

compostos curpricos nas amostras de CuChl.

Quanto a porcentagem de Cuyiy © sua relacdo com a pureza, 0S
resultados obtidos foram de 43,93 % (Sigma) e 44,10 % (Chr. Hansen),

aproximadamente a metade do valor teorico (96%) da CuChl.

TABELA 4. Calculo da razdo Cu/N e a porcentagem de derivados nao cupricos e a %Cuy, €
sua relacdo com a %Pureza, calculada a partir dos valores experimentais, com base na
FIGURA 2.

% derivados

CuChl Razéo Cu/N o % CUiotal % Pureza
cupricos
Sigma 0,92 + 0,09 84,3 4,04 £ 0,05 43,93
Chr. Hansen 0,79 + 0,03 72,2 4,05 + 0,03 44,10
Tedrico 1,1 100" 8,77 ~ 96

" compostos totalmente cupro-complexados.

4.2.2 Razao Soret/Q e sua relagcdo com a pureza das amostras de CuChl

Esta analise foi realizada empregando diferentes concentragdes (13 a 30
uM) de cada uma das amostras de CuChl (Sigma e Chl. Hansen) e os
espectros de absorcdo para cada concentracdes estdo apresentados na

FIGURA 3.
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FIGURA 3. Espectros de absorcéo das amostras de CuChl (Sigma e Chr. Hansen) na faixa de
concentracdo de 13 a 30 uM nos comprimentos de onda de 380 a 780 nm.

Os espectros de absorgéao foram similares aos descritos para a CuChl
cupro-complexada, com absorbéncia caracteristica em 405 nm e 628 nm
(CHERNOMORSKY et al.,, 1997a; SCOTTER et al., 2005). Os valores das
absorbancias nas cinco concentracdes de CuChl de cada amostra (Sigma e
Chr. Hansen), bem como a razéo Soret/Q, estdo apresentados na TABELA 5.
O valor médio da razéo Soret/Q da amostra da Sigma foi de ~3,87 e encontra-

se dentro dos limites estabelecidos pela U.S.P (3,0 a 3,9). Em contrapartida, a
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amostra da Chr. Hansen apresentou valor médio de 4,18, superior a faixa

recomendada.

TABELA 5 — Valores das absorbéncias das bandas Soret e Q de solu¢des de CuChl (Sigma e
Chr. Hansen) em tampé&o fosfato pH 7,5 em diferentes concentracées.

[Sigma] Acora Aq Razao [Chr.Hansen] Ao Ag Razao

uM Soret/Q pM Soret/Q
13,96 0,4699 0,1213 3,87 13,06 0,3536  0,0833 4,24
16,76 0,5671  0,1470 3,86 15,68 0,4368 0,1057 4,13
19,55 0,6495 0,1673 3,88 18,29 0,4802 0,1162 4,13
22,34 0,7412  0,1923 3,85 20,90 0,5693  0,1367 4,16
27,93 0,9152  0,2372 3,86 26,13 0,6890 0,1627 4,23
30,72 0,9993 0,2581 3,87 28,74 0,7614  0,1828 4,17
Média 3,87 Média 4,18

4.3 Separacdao e identificacdo da CuChl por HPLC/MS-MS

Foram comparadas duas metodologias de separacdo por HPLC que
utilizam coluna Cig (EGNER et al., 2000; SCOTTER et al., 2005) e uma terceira
gue empregam uma coluna Czy (MORTENSEN; GEPPEL, 2007). O primeiro
meétodo testado foi descrito por Scotter e colaboradores (2005) o qual separou
0s principais componentes da CuChl em bebidas. O segundo método descrito
por Egner e colaboradores (2000) difere do primeiro apenas em relacao a fase

movel e foi utilizado para identificacdo do corante em material bioldgico.

O terceiro método testado foi descrito por Mortensen e Geppel (2007) e
utilizou uma coluna Cszy na separacdao e identificagdo dos principais

componentes presentes em cinco amostra de CuChl por HPLC/MS-MS.
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4.3.1 Metodologia proposta por Scotter e colaboradores (2005) utilizando

uma coluna C18

A FIGURA 4A apresenta o perfil cromatografico obtido por HPLC da
separacdo da CuChl (Sigma). Observa-se que em aproximadamente cinco
minutos houve a separacao de dois picos que apresentaram 0 mesmo espectro
de absorcdo maxima em 408 nm e 630 nm (FIGURA 4A; e 4A)), tipicos da

CuCe6. Em onze minutos, foi identificada a CuCe4, segundo seu espectro de

absorcdao em 408 nm e 628 nm (FIGURA 4A5;).

2000
CuCe4
2 1000 CuCeb
E
Sigma
0
0 5 10 15 2 25 30 3% 40 50 &5
Minu
4.93 min. A 5.64 min. As
Lambds max: 408 630 504 542 Lembda max: 408 630 502 540
Lambda min : 548 532 478 698 Lambda min : 546 528 476 698
— Sigma — Sigma
1000+
=1
<L
E
500 -
o4
T T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 OO 400 450 500 550 600 650 T00
10.54 min. Az nm
2000- Lembda mex: 408 628 502 540 468
Lambda min : 548 530 476 460 698
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500 -
= 1000
E
500 -{
2

T T
400 450

T T
500 550

T
600

T
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FIGURA 4. Cromatograma da amostra de CuChl (Sigma) em PDA (A); seguido dos espectros
de absorcéo dos picos identificados como clorina clprica eg (A1 € A) e clorina clprica e4 (As).
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Dessa forma, a metodologia descrita por Scotter e colaboradores (2005)
ndo foi adequada na separacdo e identificacdo de um dos principais

componentes da ChChl, a CuCe6.

4.3.2 Metodologia proposta por Egner e colaboradores (2000) utilizando

uma coluna Cg

Na FIGURA 5 sdo apresentados os cromatogramas das amostras de
CuChl (Sigma e Chr.Hansen). Observa-se que uma separacdo incompleta em
8,30 e 8,60 minutos para ambas as amostras. O espectro de absorcdo maxima
em 8,30 minutos foi de 408,633 nm (Sigma) e 407,632 nm (Chr. Hansen),
caracteristicos da CuCe6 (FIGURA 5A;). Em aproximadamente 8,60 minutos o
espectro de absorcédo foi de 406,638 nm (Sigma) e 406,638 nm (Chr.Hansen),
tipico de uma clorina cuprica ps (CuCp6) (FIGURA 5A,). A identificacdo da
CuCe4 ocorreu segundo seu tempo de retencdo em 13,40 minutos e espectro

de absorcéo de 405 e 626nm (FIGURA 5A3).

YOSHIME, L.T.



maAl

Capitulo I — Clorofilina cuprica de sédio 38
g' —  Chr Hansen A
CuCe4 Sigma
CuCeb
=
g
G_M e -
[ 5 I 15 20 25 10 3 @ = % 55 &0
Minutes
— LN min A — E&D MR A
Lambda max: 408 £33 554 588 8 T 1 Lambda max: 408 339 B3Z 459 402 — tgma 2
| LamEsamn :'s.: 885 487 882 S48 e Lambda men : 351 480 88 B4 Che b
C-F ,_r'llﬂ ) ﬁ‘|
/ /_/ |
x L
T lI-" {’} |l
A
w "‘H [ ﬁ"\ / Il |p
| ||' _,.'r ,\ ". ,.l'. \
Y — b, \ — Y
— b | M . - |
= i ® £ e 2 e 50
— 1340 min A
g4 Lambdamax: 405 e2s 5E8 500 4m — Sgma N
Lambdamin :© 583 450 £33 453 408
———— (Chi. Hansan
A
A
2 / l
H J
f
llln'
¢ i
L A\
N _ - - e
T T T T
ix B [ )

FIGURA 5. (A) Cromatogramas sobrepostos da CuChl (Sigma e Chr. Hansen) em PDA.

Espectros de absor¢do da CuChl (Sigma e Chr. Hansen) e os picos identificados como clorina
cuUprica eg (A1 € A,) e clorina cuprica e4 (A3)

A partir dos cromatogramas obtidos pela separacdo das amostras de

CuChl (Sigma e Chr.Hansen), foram identificados os principais picos segundo o

tempo de retencdo e espectro de absor¢do maxima (Amax), @ partir dos dados

disponiveis na literatura (TABELA 6).
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TABELA 6. Componentes da CuChl e seus valores de Anax, tempo de retencédo (TR)
obtidos pela separacéo por HPLC e deteccdo em PDA, conforme dados da literatura.

Componente Amax TR (min)
Clorina eg 404,660 © 42 @
404,642,660 © 7,30
Purpurina cuprica 7 427,657 ® 12,2 ®
Rodina cuprica g; 430,614 ® 12,7 ®
436,622 ©
438,623 @
Clorina e, 402,660 @ 55@
Rodina nao-cuprica 429,656 ® 13,7 ®
Clorina cuprica es 408,632 @ 54 @
408,635 15 ®
407,633 ©
408,634 @
406,634 © 4,5®
nd 30 (em 626nm) @
Clorina cuprica ps 407,639 ® 15,7 ®
Isoclorina cuprica e4 406,627 ® 20,1 ®
Clorina cuprica e4 408,632 @ 74@
410,634 ®
404,626 ©
404,627 @
406,628 © 8,5®
404,626 O 39 (em 626 nm) @
Clorina cuprica e, etil éster 404,626 O 47 (em 626 nm)
Feoforbideo clprico a 424,654 ©@ 17 @
401,423,653 ©
402,424,654 @
422,657 © 13,9 ©
Pirofeoforbideo cuprico a 404,422,653 © 29,8
Porfirina clprica 404 ® 38 ®

Referéncia. (a) Scotter et al. (2005) ; (b) Mortensen e Geppel (2007) utilizando coluna Cgg; (C)
Inoue et al. (1994) ; (d) Ferruzzi et al. (2002) ; (e) Chernomorsky et al. (1997a); (f) Egner et al.
(2000).

Na TABELA 7 estdo apresentados os tempos de retencdo, 0s
comprimentos de onda de absorcdo maxima dos principais picos das amostras
de CuChl (Sigma e Chr. Hansen) e a identificacdo de seus possiveis
componentes em comparacao com os dados da literatura (TABELA 6). Dessa

forma, a amostra de CuChl (Sigma) apresentou trés componentes majoritarios,
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a CuCe6, a CuCpb6 e a CuCe4. A amostra da Chr. Hansen, revelou um maior
numero de componentes, dentre eles a Ce6, a CuCe6, a CuCp6, CuCe4, e

ainda uma possivel rodina ou purpurina.

TABELA 7. Relagdo dos valores de Anax, tempos de retencdo (TR) e identificacdo dos
provaveis componentes da CuChl (Sigma e Chr. Hansen) separados por HPLC, segundo
metodologia preconizada por Egner e colaboradores (2000).

Amostra TR (min) Anax Observado Provavel componente

8,26 408,633 Clorina cuprica e (CeCeb)

Sigma 8,60 406,638 Clorina cuprica ps (CuCp6)
13,40 405,626 Clorina cuprica e4 (CuCe4)
3,34 404,641,657 Clorina eg (Ceb)
5,38 428,654 Rodina ou purpurina

Chr. Hansen 6,82 437,623 Rodina cuprica g,

8,23 407,632 Clorina cuprica eg (CuCe6)
8,58 406,638 Clorina cuprica ps (CuCp6)
13,40 405,626 Clorina clorina e, (CuCe4

4.3.3 Metodologia proposta por Mortensen e Geppel (2007) utilizando uma

coluna C30 por HPLC-MS/MS

Na FIGURA 6 encontram-se os cromatogramas sobrepostos das
amostras de CuChl (Sigma e Chr. Hansen) em PDA (FIGURA 6A) e
fluorescéncia (FIGURA 6B), empregando a metodologia proposta por
Mortensen e Geppel (2007), que utilizaram uma coluna Cz. Em ambas
amostras (Sigma e Chr. Hansen) foram indentificados os principais
componentes: a CuCe6, CuCp6 e CuCe4. Além disso, a deteccdo por

fluorescéncia (FIGURA 6B) mostrou alguns picos resultantes da presenca de
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compostos ndo-cupricos na amostra de CuChl da Chr.Hansen, o mesmo néao

foi observado na amostra da Sigma.

600
CuCe4 —— Sigma A
—— Chr. Hansen
4004
CuCpb
2 I
2 ]
] -
2007 CuCeb ‘\
i
il
h 4 ]‘ ‘HL Pl § ‘l| A
»‘"»—~¢E'L‘J!';,J:JA“* p (B L"“"-ﬁij\%}?‘:“l\»"n'}’\j"‘i‘wJ‘gﬁ—\_ﬂj‘_ A Ih
0 T e T T T e By == T T T T T T
0 5 10 15 20 2 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Minutes
0o === m =TT leolsoioisioiiioiosoioeoo-
— Sigma B
— Chr. Hansen
50+
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Minutes

FIGURA 6. (A) Cromatograma em PDA (408nm) e (B) fluorescéncia da CuChl (Sigma e Chr.
Hansen), segundo a metodologia descrita por Mortensen e Geppel (2007).

Os principais componentes da CuChl (Sigma e Chr. Hansen) obtidos
pela separacdo por HPLC, estdo apresentados na TABELA 8, e foram
identificados com base nos tempo de retencdo e nos comprimentos de onda de

méaxima absorgdo descrito na literatura.
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TABELA 8. Relagéo entre os tempos de retengao e Ao dos compostos separados por HPLC
com deteccdo PDA, segundo a metodologia de Mortensen e Geppel (2007).

Amostra tempo de Amax Observado ,
~ . Composto provavel
retencdo (min) (nm)
16,91 429,656 Rodina nao-cuprica
18,06 409,633 Clorina cuprica eg
Chr. 18,90 407,639 Clorina cuprica pe
Hansen 23,45 406,627 Isoclorina cuprica e,
33,93 404,422,652 Pirofeoforbideo cuprico a
39,86 405 Porfirina cuprica
18,19 408,634 Clorina cuprica eg
19,01 407,639 Clorina cuprica pe
Sigma 23,67 407,627 Isoclorina clprica e4
34,33 404,423,652 Pirofeoforbideo cuprico a
40,16 405 Porfirina cuprica

A confirmacdo da identidade dos principais componentes (CuCe6,

CuCp6 e CuCe4) da CuChl foi obtida por LC-MS/MS, cujos espectros de

massas sao apresentados nas FIGURAS 7, 8 e 9, respectivamente.

A FIGURA 7A apresenta o espectro de massas da CuCe6 identificada a

partir do pico base com relagdo massa/carga (m/z) 656,2. Os picos proximos a

este sdo provavelmente picos isotépicos devido a presenca de ®°Cu e *C. A

fragmentacao do pico com relagédo m/z 656,2 (FIGURA 7B) resulta na presenca

de um pico com m/z 612,1, obtido pela perda de um grupo carboxila com

massa 44. O pico correspondente a m/z 568,2 € a perda de massa de dois

grupos carboxila (m/z = 88), provavelmente aqueles ligados ao C13 do anel

porfirinico e ao grupo —CH> ligado ao C15 do mesmo anel.
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FiGURA 7. (A) Espectro de massas da CuCe6; (B) espectro MS/MS do fragmento com relagéo
m/z 656,7.

A FIGURA 8 apresenta o espectro de massas da CuCp6 identificada a
partir do pico base com relacdo massa/carga (m/z) 642,2. A fragmentacdo do
pico com m/z 642,9 fornece dois fragmentos, um deles m/z = 598,2 e outro
624,1 indicativo da perda de um grupo com m/z = 44, uma carboxila. Sendo
gue m/z = 624,1 indica a perda de um grupo com m/z = 18, provavelmente uma
molécula de &gua, resultando na molécula de purpurina clprica 18

(MORTENSEN; GEPPEL, 2007).
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FIGURA 8. (A) Espectro de massas da CuCp6; (B) espectro MS/MS do fragmento com relacéo
m/z 642,9.

A FIGURA 9 apresenta o espectro de massas da CuCe4, identificada a
partir do pico base com relacdo m/z = 568,3. O fragmento com relacdo m/z
612,3 na FIGURA 9A possui massa equivalente tanto a da isoclorina cuprica e4
guanto a clorina cuprica e4. O fragmento com relacdo m/z = 568,3 indica a

perda de um grupo carboxila, o qual esta presente nas duas moléculas.

Ao analisar o espectro MS/MS do fragmento com m/z 568,7 (FIGURA
9B) observa-se a presenca dos fragmentos com m/z = 553,2, 524,2 e 481,1.
Esses picos estao relacionados com a perda de um grupo —CH, com m/z = 14,
ligado ao C15 do anel de isoclorina cuprica e4 (resultando no fragmento m/z =
553,2), da perda da segunda carboxila (m/z = 524,2) e da perda simultanea dos
grupos —CH,CH,COOH ligado ao C17 e —-CH; ligado ao C15 do anel,

totalizando uma perda de m/z = 87 (fragmento correspondente a m/z = 481,1).
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FIGURA 9. (A) Espectro de massas da isoCuCe4. (B) espectro MS/MS do fragmento com
relacdo m/z 568,7.

A compilacdo dos dados para melhor visualizagdo e confirmacao dos
principais componentes da CuChl eluidos por HPLC/MS-MS segundo seu
tempo de retencdo, espectros de absorcdo e de massas encontra-se na
TABELA 9. Observa-se que os tempos de retencdo das amostras de CuChl
(Sigma e Chr. Hansen) variam ~3 minutos em comparagdo com 0s tempos
encontrados por Mortensen e Geppel (2007). Em relagdo aos Amax, tanto a
CuCp6 quanto a isoCuCe4 sao similares aos valores da literatura. Da mesma
forma, a identificacdo dos componentes em relacdo a massa (m/z) séo
comparaveis aos valores ja descritos, confirmando a identidade dos

compostos.
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TABELA 9. Valores de Ayax, tempo de retencao (TR), area (mAU) e massa (m/z) dos principais
componentes da CuChl (Sigma e Chr. Hansen), comparadas com os valores de outras
amostras, descritas por Mortensen e Geppel, 2007, obtidos na separacao por HPLC, detecc¢éo
PDA e identificacdo por HPLC-MS/MS.

TR Area

Amostras . A nm Massa (m/z Componente
min)  (mAw Mma0m) (m/2) p
Diversas’ 15,0 ) 408, 635 657, 613, 569, 521, 495
Sigma 18,2 2298751 408,634 656, 612, 568 CuCe6

Chr. Hansen 18,0 2585395 409,633 656, 612, 568

Diversas’ 15,7 ) 407, 639 643, 625, 599, 555, 507, 495
Sigma 19,0 5478290 407,639 642, 624, 598 CuCp6
Chr. Hansen 18,5 6345341 407, 639 642, 624, 598

Diversas’ 20,1 406, 627 613, 569, 521, 495
Sigma 23,6 9373417 407,627 612,568, 553 isoCuCe4
Chr. Hansen 23,4 3179986 407,627 612,568, 553

" Mortensen e Geppel (2007) compararam cinco amostras comerciais de CuChl. No artigo néo
consta a area (mAU) dos componentes.

4.4 Estabilidade térmica da CuChl

4.4.1 Anélise por HPLC

A FIGURA 10 apresenta os resultados da analise da estabilidade
térmica da CuChl (Sigma e Chr. Hansen) a 25, 85 e 95°C utilizando a
metodologia preconizada por Egner e colaboradores (2000) com separacéo por
HPLC. Observa-se que a amostra de CuChl (Sigma) (FIGURA 10A)
apresentou drastica degradacdo dos componentes CuCe6 e CuCe4 com o

aguecimento. Concomitante, em aproximadamente 30 minutos foi identificado
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mAU
~

um composto cujo espectro de absorcdo apresenta uma Unica na banda na

regido Soret (403nm), caracteristico de uma porfirina.

A amostra de CuChl (Chr. Hansen) (FIGURA 10B) foi mais estavel em
relacdo ao seu componente CuCe4 do que a CuCe6, apresentando também,
um pico de maior intensidade em 30 minutos apO6s 0 aquecimento,

caracteristica semelhante a amostra da Sigma.

Com o intuito de facilitar a visualizacdo, optou-se por ndo demonstrar
nos cromatogramas (FIGURA 10) o comportamento das amostras a 35, 45, 55,

65 e 75°C, pois as variacdes drasticas ocorreram a 85 e 95°C.
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FIGURA 10. Cromatogramas sobrepostos (PDA 405mn) das amostras de CuChl da marca
Sigma (A), Chr. Hansen (B) em diferentes temperaturas de aquecimento. Metodologia por
HPLC preconizada por Egner e colaboradores 2000.

4.4.2 Cinética de degradacéo e meia-vida

A avaliacdo da cinética quimica e da ordem das reac¢des determinam o
perfil de degradacdo de uma substancia e como elas séo influenciadas por

fatores como solvente, pressao e temperatura (FLORENCE e ATTWOOD,
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2011). A auséncia de dados cinéticos envolvendo a degradacéo da clorofilina

cuprica foi decisivo na escolha da temperatura como fator a ser estudado.

As constantes de velocidade de reacdo foram determinadas por meio
dos coeficientes angulares da reta de acordo com a equacdo de primeira
ordem. A FIGURA 11 apresenta as curvas de degradacdo térmica da amostra
de CuChl, submetidas as temperaturas de 35, 45, 55 e 65 °C, bem como os
respectivos valores da constante de velocidade de degradacdo (k) e os

coeficientes de correlacéo angular (R?).
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FIGURA 11. Linearizacdo da equacdo que descreve a cinética de degradacdo de primeira
ordem da Clorofilina clprica de sodio em diversas temperaturas (35, 45, 55 e 65°C).

A partir dos valores de k, foi construido o grafico do logaritmo natural de
k em funcao do inverso da temperatura para determinar a energia de ativagao

(Ea) da reacao, segundo a Equacao de Arrhenius (FIGURA 12).
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FIGURA 12. Determinacdo da energia de ativagdo a partir das constantes de velocidade de

degradacéo térmica da CuChl.

De acordo com o grafico, a E5 da CuChl é de 67,5 kJ/mol ou 16,1

kcal/mol, sendo esta a energia minima necessaria para que se inicie o

processo de degradacédo do pigmento.

Outro fator que estd diretamente correlacionado com a constante de

velocidade para uma reagdo de primeira ordem € a meia-vida da substancia

(TABELA 10).

TABELA 10. Calculo da meia-vida em minutos da CuChl a partir da temperatura (°C) e a
constante de velocidade (k).

Temperatura (°C) k Meia-vida (min)
35 0,002 345,50
45 0,008 86,63
55 0,018 38,50
65 0,020 34,65
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A partir da determinacédo das constantes de velocidade de degradacéao
da CuChl foi possivel verificar a meia-vida do pigmento em diferentes

temperaturas, sendo observada a degradacao a partir de 45°C.

4.5 Determinacao dos valores de pky

A avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas de derivados de clorofila
consideram as propriedades de equilibrio acido-base e estabilidade do
componente metalico ao tratamento acido. Estes fatores sdo determinantes
para a avaliacdo da lipofilicidade do composto em sistema 1-octanol/agua e
sua distribuicdo em membranas (GEROLA et al., 2011), afetando sua absorcéo

e disponibilidade.

Inicialmente, com o intuito de elucidar o comportamento da CuChl
comercial frente a variagdes de concentracao, foi realizado um estudo do pH da
amostra em funcdo da adicdo de aliquotas de agua, ocorrendo a diluicdo da

amostra.

A FIGURA 13 apresenta a construcao do gréafico realizado por meio dos
resultados da variacdo de pH em funcao da adicdo de agua a uma solucéo de
CuChl [0,195 mg/mL]. A clorofilina em concentragdes ~0,2 mg/mL possui um
carater basico, porém, a diluicdo da solucdo leva a diminuicdo do pH. A partir
do ajuste dos pontos experimentais realizados pelo programa Origin Pro 8.5,

verificou-se uma funcéo exponencial, com equacao:
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y:y0+A><e_Tx (Eq. 4)
, onde:
Yo = 9,9098
A=-3,14
t=0,0418.

Dessa forma, a partir de uma solugdo de CuChl de concentragéo
conhecida, pode-se predizer o valor de seu pH utilizando esta equacao. Assim,
considerando uma solucéo de CuChl de concentracdo 0,08 mg/mL, estima-se o

valor de pH = 8,63.

9.5+
9.0 4 L |
8.5+

8.0

pH

(-x/t)

y=y,+Ae

7.5 1

y, = 9,008

7.0 A=-3,14
t=0,0418

T T — T T T L — T T T T 1
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20

[Cu-Chl] (mg/ml)

FIGURA 13. Variacao do pH de uma solu¢do aquosa de CuChl em fun¢éo da concentracdo do
pigmento.

Com o intuito de elucidar o comportamento da CuChl frente a variacao
de pH, foi realizado um experimento de titulacdo base-acido com solucbes de

CuChl (Sigma e Chr. Hansen) e CuCe6, na concentracao de 0,2 mg/mL.

A FIGURA 14 apresenta os valores de pH nos pontos de maior inflexao

na curva (C e E), obtidos a partir de graficos de derivada primeira e derivada

YOSHIME, L.T.



Capitulo | — Clorofilina cuprica de sodio 52

segunda (HARRIS, 2008) no programa Origin Pro 8.5. Entre o ponto A, no
inicio da titulacdo, e o ponto C encontar-se uma regido em que a variacao de
pH €& minima (ponto B), onde o pH = pKs. O segundo ponto em que o0 pH =

pKa1 encontra-se entre os pontos C e E.
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FIGURA 14. Curva de titulagdo da CuChl [0,2mg/mL] da Sigma (A), Chr. Hansen (B) com HCI
0,01 M.
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Dessa forma, verificou-se que os valores de pk,s sdo semelhantes para
as duas amostras comercias de Cu-Ch, conforme FIGURA 14A e 14B. Na
TABELA 11 encontram-se os resultados dos valores de pKai, pKa2, pH do 1°
ponto de inflexdo e do pH do 2° ponto de inflexdo das amostras de CuChl
(Sigma e Chr. Hansen). As amostras apresentaram dois pKss, 0 primeiro em

pH ~6,5 e 0 segundo em pH ~10,5, bem como os pontos de inflexdo da curva,

no primeiro ponto em pH ~8,5 e o segundo ponto em pH~4,9.

TABELA 11. Valores de pK,s e pHs nos pontos de inflexdo das curvas de titulagdo das
amostras comerciais de CuChl (Sigma e Chr. Hansen).

pH 1° ponto de pH 2° ponto de
Amostra PKar  PKaz inflexdo inflex&o
Sigma 6,53 10,54 8,55 4,94
Chr. Hansen 6,50 10,45 8,53 4,88

Na FIGURA 15 estdo apresentados os espectros da CuChl (Sigma) em
diferentes pHs (9,37, 8,72, 7,42, 6,20, 4,20 e 3,65), obtidos pela titulacdo
espectrofotomética. A acidificacdo da amostra reflete-se na diminuicdo da
absorbancia da molécula e num deslocamento no comprimento de onda de
absorcdo maxima para o azul (banda Soret) em 5 nm e para o vermelho (banda
Q) em 8 nm. Essa variacdo no espectro de absorcdo em pH acido indica a

agregacao das moléculas de CuChl.
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FIGURA 15. Deslocamento da absor¢do maxima nas banda Soret e Q de uma amostra de
CuChl (Sigma) em funcéo do pH.

Entretanto, a agregacédo das molécula de CuChl que ocorre em pH acido
€ reversivel em pH alcalino. Observa-se que tal comportamento € demonstrado

em experimentos de acidificacéo e realcalinizacdo de uma amostra de CuChl.

A FIGURA 16 apresenta o processo reversivel da acidificacdo e
alcalinizacédo da CuChl [0,01mg/mL]. Uma solucao de CuChl em agua (pH 7,0),
foi acidificada com HCI até pH = 2 e posteriormente alcalinizada até pH = 11,
observa-se a diminuicdo na absorbancia da amostra e deslocamento das
bandas Soret e Q; a adicdo de NaOH a essa amostra indica a reversdo da

agregacao, com o pefil do espectro compardo aquele obtido inicialmente.
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FIGURA 16. Processo reversivel da acidificagdo e alcalinizacdo da CuChl (Sigma), segundo
seu espectro de absor¢ao.

Este processo pode ser visualmente exemplificado na FIGURA 17.
Observa-se a tendéncia de agregacao da CuChl em uma solucdo aquosa de
[0,2mg/mL] em meio acido (pH ~3,5) (FIGURA 17A). Adicionando-se a essa
solu¢cdo uma mistura de cloroférmio/metanol ocorreu a particdo do pigmento
(FIGURA 17 B1), o qual migrou para a fase do solvente organico. Com a

adicdo de NaOH, o pigmento migrou para a fase aquosa alcalina (FIGURA 17

B2.
A B
‘ 1
' Fase aquosa l Fase aquosa
- (solucgéo acida) (solucéo

alcalina), &

FIGURA 17. (A) Amostra de CuChl [0,2 mg/mL] em 100 mL de agua em meio acido (pH ~3,5).
(B1) Solugcdo de CuChl em meio acido com adicdo de cloroférmio:metanol (30 mL) e (B2)
solucao de CuChl em meio alcalino com adi¢céo de cloroférmio:metanol (30 mL).
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Portanto, esses foram os indicios de que seriam necessarios mais
estudos sobre o comportamento da CuChl em diferentes meios, antes dos
estudos em sistema biologico. Para tanto, foram determinados os coeficientes
de particdo (log P) em sistema 1l-octanol/tampdo do padrdao de CuCe6

(CAPITULO II), um dos principais componentes da CuChl.
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5. DISCUSSAO

5.1 Sobre a composicao quimica da CuChl

O processo para obtencdo da CuChl envolve varias etapas, cujo produto
final €& amplamente divulgado como tendo a formula molecular
Cs4H31CuN4NazOs. Ndo hd métodos de identificagcdo e quantificacdo oficiais
estabelecidos, mas, existem monografias publicadas pela U.S.P (2007) e pela
Comissédo da Comunidade Européia (1995), que descrevem as caracteristicas

da CucChl.

Geralmente, o calculo experimental dos elementos quimicos de uma
férmula molecular podem variar em + 0,3 quando comparado aos valores
tedricos da molécula (HARRIS, 2008). Com isso, verificamos que a partir da
analise elementar das amostras de CuChl (Sigma e Chr. Hansen), o resultado
para o elemento Hidrogénio (H) foi maior que a porcentagem tedrica, € em
contrapartida, os elementos Cobre (Cu), Nitrogénio (N) e sédio (Na) estavam

em menor porcentagem que os valores tedricos calculados (TABELA 2 e 3).

Esta variacdo observada em relacdo aos valores experimentais e
tedricos da CuChl pode ser explicada por algumas hipéteses. De acordo com a
Comisséo Européia (1995), a CuChl pode ser obtida de variedades de plantas
comestiveis, gramineas e urticaceas. Portanto, a presenca de metabdlitos de
degradacdo da propria molécula de clorofila presente na matéria-prima pode

resultar nessa variacdo de composicdo. Esses metabodlitos podem ser
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originados da abertura do anel porfirinico da clorofila, entre os anéis A e B por
meio da acdo de enzimas ou pela etapa ndo-enzimatica que resulta em

catabdlitos nédo fluorescentes (FIGURA 18).

feoforbicdeo a
oxigenase

HOLC
, catabolito vermelho
feoforbideo a (RCC, "red chlorophyll
catabolite)

RCC
redutase

“_
tautomerizacao
nao-enzimatica

HOE

catabolito nao-fluorescente
(NCC, "nonfluorescing chlorophyll
catabolite"

catabdlito fluorescente
(FCC, "fluorescing
chlorophyll catabolite"})

FIGURA 18. Catabdlitos originados da degrada¢do da molécula de clorofila, com a abertura do
anel tetrapirrélico (adaptado de PRUZINSKA et al., 2003).

Dessa forma, é a partir do feoforbideo a que sé&o gerados os compostos
derivados da abertura do anel tetrapirrdlico. O feoforbideo a é um produto de
degradacdo da clorofila a, obtido pela acdo enzimatica da magnésio-
dequelatase (substituicdo do atomo de magnésio no centro do anel por dois de

hidrogénio) e da clorofilase (perda do grupo fitol).

Sendo assim, a eventual presenca de catabdlitos que apresentam o anel
tetrapirrolico clivado explica alguns fatores. A clivagem do anel ndo permitiria a

entrada do atomo de Cu®*, tendo como consequéncia a menor porcentagem do
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elemento em relacdo ao valor tedrico; ou, a clivagem propicia a oxigenacao
desses catabolitos e que dessa forma, seriam responsaveis pela maior

porcentagem de oxigénio nas amostras.

Além disso, ha possibilidade de que nem todos os componentes estejam
na forma de sal sodico, pois os valores de Na encontrados experimentalmente
(3,88% Sigma e 5,87% Chr. Hasen) sdo menores aos valores calculados pela
férmula tedrica (9,52%). Este fato também explicaria a maior quantidade de H
nos valores experimentais do que nos valores teoricos. Portanto, pode-se
considerar que a férmula geral tedrica da CuChl ndo se aplica as amostras

analisadas.

Quanto aos teores de Cuya 0S resultados das amostras (4,04% Sigma e
4,05% Chr. Hansen) sdo semelhantes entre si, mas estdo abaixo do valor
teorico (8,78%) e também do limite minimo (>4,25%) estipulado pela U.S.P
(2007). Valores inferiores ao estipulado pela U.S.P. também foram observados
por Pratt e colaboradores (2006), cuja amostra apresentava 3,69% de Cuita.
Porém os teores de Cujye (0,012% Sigma e 0,027% Chr.Hansen) e Cugelado
(4,03% Sigma e 4,02% Chr. Hansen) estdo de acordo com as exigéncias

(<0,25% ClUiivre € >4,00% CUgueiado) da U.S.P. (2007).

Os nossos resultados sugerem que ha possibilidade de clorinas néo-
cupricas na amostra de CuChl, ou ainda, que ha a presenca de catabdlitos com
o anel pirrélico clivado, impedindo a insercdo do atomo de cobre durante o

processo de obtencdo da CuChl, como ja foi mencionado anteriormente.

Ainda, em relacdo aos elementos quimicos presentes na férmula

molécular da ChChl, existem estudos (CHERNOMOSRKY et al.,, 1997a;
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BREINHOLT et al., 1995) que correlacionam a porcentagem de Cuioy, @ razao
entre os elementos Cu/N e a razdo entre as bandas Soret e Q do espectro de
absorcdo, com a pureza das amostras de CuChl. Quanto a porcentagem de
Cuiota € Sua relacdo com a pureza (FIGURA 2B), de acordo com os resultados
de Chernomorsky e colaboradores (1997a) pode-se obter um grafico de
%Pureza em funcé@o da %Cu e cuja equagdo da reta € %Pureza = —0,047 +
10,9 X %Cu. Com base nesse critério, as amostras de CuChl apresentam

43,93 % (Sigma) e 44,10 % (Chr.Hansen) de pureza (TABELA 4).

A outra estimativa de porcentagem de pureza proposta pelos autores
(CHERNOMOSRKY et al., 1997a; BREINHOLT et al., 1995) é obtida pela razdo
entre as porcentagens teoricas dos elementos Cu (8,78%) e N (7,74%) cujo
valor é igual 1,1. Quanto mais préximo deste valor, maior a presenca de clorina
cupricas na amostra de CuChl (FIGURA 2A). Os resultados experimentais
mostraram que, tanto a porcentagem de cobre quanto a porcentagem de N,
estdo abaixo dos valores tedricos. Com isso, a razdo Cu/N foi inferior a 1,1, e
assim, concluimos que ha componentes que ndo estao cupro-complexados nas

amostra de CuChl (Sigma e Chr. Hansen).

Outro método utilizado para predizer a pureza da amostra de CuChl,
corresponde a razdo entre as bandas Soret e Q do espectro de absorcdo
(CHERNOMORSKY et al., 1997a). Os autores demonstraram que, quanto
menor a pureza da amostra maior é a razao entre as bandas Soret/Q. Os
resultados da razdo Soret/Q para a amostra da Sigma (3,87), apresentados na
TABELA 5, sao condizentes com os valores descritos na literatura de 3,0 a 3,9

(CHERNOMORSKY et al., 1997a). Porém o resultado da razdo Soret/Q da
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CuChl da marca Chr. Hansen (4,18) foi superior aos limites estabelecidos pela

U.S.P (3,0 a 3,9), demonstrando menor pureza da amostra.

Sendo assim, sugere-se que tanto a analise elementar, quanto o método
espectrofotométrico ndo devem ser utilizado, isoladamente, para predizer a
pureza de uma amostra de CuChl, havendo necessidade do desenvolvimento
de uma metodologia adequada para quantificar os varios componentes que

constituem a clorofilina cuprica.

Dessa forma, tornou-se indispensavel a separacdo dos principais
componentes da CuChl por HPLC. Inicialmente foi testada a metodologia
descrita por Scotter e colaboradores (2005) com coluna C;3 em fase reversa.
Por esse protocolo nado foi possivel distinguir os dois compostos com tempo de
retencdo (TR) de aproximadamente cinco minutos, que possuiam o mesmo
espectro de absorcdo (FIGURA 4). Em seguida, foi utilizada a metodologia
preconizada por Egner e colaboradores (2000), que também emprega a coluna
Cis. O resultado foi uma separacdo inadequada de dois compostos em
aproximadamente oito minutos de eluicdo (FIGURA 5), que também impediu a

distincdo dos principais componentes da CuChl.

Portanto, o emprego de metodologias que utilizam a coluna C,g para a
separacao dos elementos da CuChl pode levar a interpretacdes equivocadas.
Os componentes que nao foram separados com o0 uso desta coluna, por
possuirem tempos de retencdo proximos, sao dois dos principais compostos

das amostras, e devem ser corretamente separados e identificados.

Outro método empregado para a separacdo da CuChl por HPLC foi o

descrito por Mortensen e Geppel (2007), utilizando uma coluna C3z, com perfil
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mais seletivo do que a coluna Cig. Essa metodologia mostrou-se eficiente em
separar em aproximadamente 18 minutos de eluicdo dois componentes, a
CuCeb e a CuCp6, aléem da isoCuCe4 em aproximadamente 23 minutos

(FIGURA BA).

Além disso, pela deteccdo de fluorescéncia (FIGURA 6B), nota-se a
presenca de compostos ndo-cupricos nas amostras da Chr. Hansen. Este fato
€ respaldado pelo conceito que compostos cupricos nao apresentam
fluorescéncia, pois, apés atingir o estado excitado, a clorofilina contendo Cu®*
complexado tem decaimento ndo-radioativo, e ndo ha fluorescéncia (BECKER,;
ALLISON, 1963). Este resultado corrobora com os valores encontrados entre a
razao Cu/N e os valores espectrofotométricos (razdo Soret/Q), que indicavam a
presenca de elementos ndo cupricos na amostra de CuChl da marca

Chr.Hansen.

Quanto a separacédo e identificacdo dos principais componentes das
amostras de CuChl por HPLC-MS/MS, somente, com o emprego de uma
coluna de maior seletividade foi possivel distinguir as estuturas quimicas das
clorinas cupricas e e ps, que diferem somente pelo grupo ligado ao C15; e a
clorina cuprica e4 da isoclorina cuprica e, (FIGURA 19).

CH, CH,
4

CHy CH;

COOH
CH,COOH CH,COOH
COOH COOH COOH COOH

Clorina cuprica es Isoclorina cuprica es Clorina cuprica es Clorina cuprica ps

FIGURA 19. Estrutura quimica das principais clorinas da CuChl: clorina cuprica e4, isoclorina
cuprica ey, clorina cuprica eg € clorina clprica pe.
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Dessa forma, a CuCe6 foi identificada pelo pico base com relagcdo m/z
656,2 (FIGURA 7). Os picos adjacentes a este sdo picos isotopicos devido a
presenca de ®°Cu e *C. A fragmentacdo do pico com relacdo m/z 656
(FIGURA 7B) demonstrou a presenca de um pico com m/z 612,1, obtido pela
perda de um grupo carboxila com massa 44, além de um pico com m/z 568,2,
que corresponde a perda da massa de dois grupos carboxila (m/z=88),
provavelmente aqueles ligado ao C13 do anel profirinico e ao grupo —CH,
ligado ao C15 (FIGURA 19). A distincdo entre a CuCp6 e CuCe6 ocorreu pelo
espectro de massa do fragmento de relacdo m/z de 642,2 (FIGURA 8A). O
espectro ms/ms do pico com m/z 642,9 indica dois fragmentos, um deles de
m/z = 598,2 o qual indica a perda de um grupo carboxila com m/z = 44. O outro
fragmento com m/z=624,1 indica a perda de um grupo com m/z = 18. Os
autores Mortensen e Geppel (2007) também reportaram esse tipo de
fragmentacdo e o atribuem a perda de uma molécula de agua da CuCp6,
levando a formacao do anidrido purpurina cuprica 18 (FIGURA 8B) (LEE, 1993;

HYNNINEN, 1973).

A confirmacéo do terceiro principal componente da CuChl, a isoCuCe4 e
sua distincdo da CuCe4, foi realizada a partir do espectro MS/MS do fragmento
de relagédo m/z = 612,3 (FIGURA 9A), sendo este valor proximo da massa das
duas moléculas. Além disso, o fragmento com relacdo m/z = 568,3 indica a
perda de um grupo carboxila, presente em ambas. Porém, a partir do espectro
do fragmento com m/z = 568,7, verifica-se dois fragmentos m/z = 553,2 e m/z =
481,1. O primeiro fragmento (553,2) pode surgir pela perda de um grupo —CH,

com m/z = 14, ligado ao C15 do anel da isoCuCe4, bem como a perda da
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segunda carboxila resultando no fragmento com m/z = 524,2. Em seguida a
perda simultanea dos grupos —CH,CH,COOH ligado ao C17 e —CH, ligado ao

C15, totalizam a perda de m/z = 87 (fragmento m/z=481).

Devido a descarboxilacdo do C17 ser menos favoravel do que a
descarboxilacédo do grupo —CH,COOH do C15 ou do grupo —COOH do C13 do
anel (HYNNINEN, 1991), a abundéancia desse fragmento € menor que a

verificada para os demais.

Dessa forma, o acoplamento das técnicas LC-MS/MS permitiu identificar
0s principais componentes das amostras da CuChl comercial, a CuCe6, a
CuCpb6 e a isoCuCe4. A auséncia da CuCp6 em outros trabalhos da literatura
pode ser em decorréncia da baixa seletividade da coluna C;g empregada por
outros autores. Entretanto, a presenca da CuCp6 é muito provavel em uma
amostra de CuChl, pois sua rota de sintese é diferente daquela que origina a
CuCe6, dai a auséncia do grupo —CH,. A clorina ps pode ser obtida a partir de
um produto de degradacdo da clorofila a denominado purpurina 18, tanto €
possivel, que pode-se obter a clorina pg a partir da purpurina 18 metil éster, que

por sua vez é obtida da clorofila a.

Em relacdo a estabilidade por temperatura analisadas por HPLC,
ocorreu a mesma problematica de separacdo que foi verificada utilizando a
coluna Cig sob as condi¢cdes propostas por Egner e colaboradores (2000).
Apesar disso, foi detectado durante 0s experimentos que 0s principais
componentes da CuChl degradam drasticamente a temperaturas acima de 75

°C (FIGURA 10).
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5.2 Cinética de degradacao térmica

A degradacdo térmica foi avaliada, pela constante de velocidade de
degradacdo estimada por ensaio espectrofotométrico (FIGURA 11). Quanto
maior a temperatura utilizada, menor o tempo de exposi¢cao da amostra no qual
se observa a perda da absorbancia da solucdo de CuChl em agua (indicativo
de degradacdo). Além disso, o calculo das constantes de velocidade (k)
possibilitou a determinacdo da E, (energia de ativacdo), indicando que 16,1
kcal/mol foram necessarios para que ocorresse a reacdo de decomposicao
térmica da CuChl. Esse valor é proximo do encontrado por Ferruzzi e Schwartz

(2005), que foi de 13,3 kcal/mol.

Portanto, a degradacdo térmica da CuChl tem efeito sobre sua
composicdo, evidenciada pela diminuicdo da absorcdo em 406 nm,
influenciando negativamente a atividade biolégica do corante presente nas
formulacbes, se estas forem submetidas a altas temperaturas. Esta
degradacdo também pode afetar a aplicacdo do corante na industria, pois, nos
Estados Unidos da Ameérica a CuChl é utilizada, tanto na forma liquida como
em po, em suplementos alimentares. Enquanto que na Europa e na Asia o
corante estad presente em alimentos e bebidas, que sofrem processamento

térmico (FERRUZZI e SCHWARTZ, 2005).

Aléem disso, o calculo da meia-vida do corante em diferentes
temperaturas, reforca a observacdo de que ha degradacdo da amostra acima

de 35°C (TABELA 10).
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5.3 Valores de pk, e sua relacdo com a lipofilicidade da CuChl.

A acdo de uma substancia com propriedade terapéutica é dependente
de suas interagdes com sistemas biologicos e de fatores relacionados com sua
estrutura quimica e, consequentemente, de suas propriedades fisico-quimicas.
Dentre as propriedades mais importantes para o estabelecimento da atividade

biologica, estdo a ionizagéo e hidrofobicidade da substancia (TAVARES, 2004).

A partir do estudo da variacdo do pH em funcdo da concentracdo da
solucdo de CuChl (FIGURA 13), foi possivel concluir que quanto mais
concentrada é a solucéo, maior € 0 seu carater basico, e que o pH da solucéo

decresce com a diluicdo da amostra.

O conhecimento sobre o pH da solucao pode ser discutido em termos do
equilibio que se estabelece na molécula de CuChl em solu¢do aquosa.
Considerando que a molécula de CuChl é tricarboxilada e apresenta-se na
forma sddica, os anions carboxilato (grupos carboxila desprotonados), fazem
com que a molécula se comporte como uma base fraca. Dessa forma, trés

equacdes de equilibrio podem ser consideradas:

—>
CHL> +H,0 % HCHL?> +OH

—>
HCHL® + H,O0 ¥ H,CHL + OH

—>
HoCHL™ + H,0 7 H3CHL + OH'
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, onde CHL*> é a forma totalmente desprotonada e HsCHL é a forma totalmente
protonada. HCHL® e H,CHL ~ sdo as formas intermediarias protonadas, com

um e dois grupos carboxila protonados, respectivamente.

Provavelmente, em altas concentracbes as moléculas de CuChl em
solucdo atingem um estado de maior estabilidade permanecendo
desprotonadas ou parcialmente protonadas com a ocorréncia de ligacées de
hidrogénio intramolecular. Em baixas concentracfes, a forma mais estavel
pode ser aquela em que ha a protonacdo parcial, mas com a formacdo de

ligacdes hidrogénio intermoleculares.

No experimento de titulacdo base—acido das solucées de CuChl (Sigma
e Chr-Hansen), considerou-se a clorofilina como uma base fraca poliprética,
sendo titulada com &cido forte (HCI). Pelo menos duas reacdes de titulacao

podem ser escritas, considerando-se a forma diprotica:
—>
CHL*+H" ¥ HCHL

—>
HCHL + H" ¥ H,CHL

Dessa forma, para assegurar que em uma solugcdo a maior parte das
moléculas est4 na forma desprotonada, adicionou-se a 10 mL dessa solucéo
[0,2 mg/MI] aliqguotas de NaOH. O volume final sofreu variagdo de apenas 30

ML, portanto a titulagao foi iniciada com 10,03 mL.
A adicdo de OH™ a essa solucdo desloca o equilibrio no sentido de
formacao da espécie desprotonada:

—>
CHL> +H,0 *  HCHL + OH"
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As curvas de titulagdo (FIGURA 14) obtidas demonstram que no ponto A
no inicio da titulacdo, a maior parte das moléculas de CuChl esta
desprotonada. Com a adicdo de acido iniciou-se a protonacédo e quando pH =
pK (ponto B) obteve-se o valor de pK,, = ~10,4 (regido tamponante).
Prosseguindo com a titulacdo houve um ponto de inflexdo na curva (ponto C),
pH ~8,5, que corresponde a forma intermediaria HCHL". Nesta regido ha uma
grande variacdo de pH, portanto com o menor poder tamponante. A titulacdo
prosseguiu até uma regido em que as variacbes de pH foram novamente
pequenas, indicando uma nova regidao tamponante (ponto D) onde foram
encontradas concentracbes iguais das formas HCHL e H,CHL, uma
parcialmente protonada e outra totalmente protonada, com pKy = ~6,5. O
ponto E é o segundo ponto de inflexdo, com pH = ~4,8, onde predominou a

forma acida H,CHL e o pH esté relacionado a sua reacdo de dissociacao.

—>
H,CHL ¥ HCHL +H'

A adicdo de &cido na solucéo fez o pH diminuir até que em pH = 3,48
ocorreu a precipitacdo da CuChl. A Unica mencdo a titulagdo de CuChl
encontrada na literatura foram as variagbes no pH estudadas por House e
Schnitzer (2008) em um sistema composto por prata coloidal e clorofilina
cuprica. Os resultados desse estudo apresentam uma regido na curva de
titulagdo com ponto de inflexdo em 6,1, com a completa protonacdo da

clorofilina ocorrendo em torno de pH 4,7.

As moléculas de clorina presentes nas amostras de CuChl possuem

ainda outros grupos de protonagdo, como um terceiro grupo carboxila e
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também a protonacao dos nitrogénios do anel tetrapirrdlicos. Entretanto, a falta
do terceiro ou quarto pK, nos experimentos de titulacdo pode ser decorrente da
protonacdo do nitrogénio em meio muito acido com a liberacdo do Cu?®*
complexado, ou entdo, se dois grupos carboxila tornarem-se estarem

protonados em pk,s semelhantes.

Esses resultados sdo condizentes com a titulagcdo espectrofotométrica
da CuChl, pois a variacdo na absorbancia da molécula acompanhada do
deslocamento para o azul da banda Soret e deslocamento para o vermelho da
banda Q (FIGURA 15) é um comportamento caracteristico de agregacao das
moléculas em meio acido devido a protonacéo. Essa propriedade de agregacao
esta relacionada com o carater porfirinico da molécula da CuChl (UCHOA-

FERNANDES, 2007).

O presente estudo possibilitou a correlacao entre a concentracdo e o pH
da solugcdo de CuChl (FIGURA 13), bem como, a estimativa da presenca das
moléculas protonas ou desprotonadas em funcao do pH (FIGURA 14). Esses
resultados sdo importantes para a compreensao da lipofilicidade da CuChl. A
forma neutra das moléculas, geralmente, € mais lipossoluvel e difunde-se por
meio das membranas biologicas por processo passivo, 0 qual depende da
concentracdo e do coeficiente de particdo da molécula. A forma ionizada é
absorvida pelo processo ativo e tem sua distribuicdo condicionada ao seu pK, e
ao pH do meio (TAVARES, 2004). Além disso, a lipofilicidade da CuChl em
determinados pHs pode estar associada aos efeitos tOxicos e terapéuticos e a

fendmenos de bioacumulacdo em tecidos.
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6. CONCLUSOES

A férmula tedrica da clorofilina cuprica de sddio presente no rétulo do
produto (Csz4H3;CuN4sNaszOg), néo corresponde aos valores encontrados
experimentalmente nas duas amostras analisadas (Sigma e Chr. Hansen). A
diferenca entre os valores tedricos da molécula e o experimental, indica a
presenca de compostos nao cupricos, pelos resultados obtidos do calculo da
pureza considerando a porcentagem de cobre, razdo Cu/N e Soret/Q,

principalmente nas amostras da Chr. Hansen.

A presenca de compostos ndo cupricos foi confirmada pela emissao de
fluorescéncia na analise de separacdo e identificacdo dos principais
componentes da CuChl por HPLC-MS/MS. O acomplamento das técnicas
cromatograficas utilizando uma coluna de separacdo Cgzp, possibilitou a

identificacdo de trés principais componentes: a CuCe6, a CuCp6 e a isoCuCe4.

Sob aquecimento, as moléculas presentes nas amostras de CuChl
sofrem alteracbes em sua estrutura, podendo afetar negativamente sua
atividade bioldgica. A degradacdo é pronunciada a partir de 45°C, de acordo

com as constantes de velocidade estimadas.

Os valores de pkys da amostras de CuChl (Sigma e Chr.Hansen) indicam
gue abaixo do pk 6,5 ha predominanica da forma protonada das moléculas,
ocasionando, maior afinidade CuChl-membranas. Portanto, deve-se considerar
gue abaixo desse valor a lipofilicidade da CuChl por estar associada tanto aos
efeitos tdxicos quanto aos terapéuticos, e a fendmenos de bioacumula¢do em

tecidos.
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CAPITULO I

CLORINA CUPRICA eg

Neste capitulo, enfatizou-se o estudo da CuCe6, um dos principais
componentes da CuChl. Utilizaram-se técnicas espectrofotométicas e
cromatograficas para avaliar a sua estabilidade térmica, determinar os valores
de pka, sua lipoficilidade e a interacdo com a proteina. A separacdo e
identificacdo da CuCe6 por HPLC foi realizada em uma coluna Cgz. A
degradacdo térmica foi avaliada pelos parametros cinéticos da reacdo pelo
método isotérmico (equacao de Arrhenius), e o grau de ionizacao foi avaliado
pela constante de dissociacdo (pky). A lipoficidade foi avaliada por meio da
estimativa do log P em sistema 1-octanol/tamp&o e pela incorporagédo em
modelo mimético de membrana. A interacdo da CuCe6 com a BSA foi avaliada
por meio da supressdo de fluorescéncia da proteina frente a aliquotas

crescentes da clorina cuprica.
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1. INTRODUCAO

A clorofilina cuprica de sddio (CuChl) é um pigmento formado por varias
clorinas (FIGURA 1), sendo as principais a clorina cuprica es (CuCe6) e a
clorina cuprica e; (CuCe4) (EGNER et al., 2000; FERRUZZI; BLAKESLEE,

2007; TUMOLO; LANFER-MARQUEZ, 2012).

CH,

CHg CHs
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CH,COOH CH,COOH
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FIGURA 1. Estruturas dos principais componentes encontrados na CuChl. Fonte: Tumolo e
Lanfer-Marquez (2012).
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Os primeiros estudos de absorcdo da clorofila e clorofilina foram
realizados nas décadas de 1940 e 1950. Estes compostos foram administrados
oralmente em ratos e foi observada, pela primeira vez, a dispersdo desses
pigmentos no soro, em 6rgaos como o figado, baco, coracao, rim, pulméao, além

da pele e linfonodos (HENDERSON; LONG, 1941; HARRISON et al., 1954).

A absorcdo da clorofilina voltou a ser estudada apenas 50 anos mais
tarde e véarios foram os esfor¢os para elucidar o seu processo de absorgdo in
vivo. A maior dificuldade a respeito do entendimento do processo de absorgao
da CuChl é a complexidade da molécula, que é formada por um conjunto de
clorinas que abrangem uma vasta gama de polaridade, e que podem sofrer
modificacbes quimicas durante a passagem pelo trato gastrointestinal

(FERRUZZI; BLAKESLEE, 2007).

Dessa forma, a atividade biolégica da CuChl pode estar relacionada com
um, ou varios componentes de maior absor¢cdo ou ainda um metabdlito. Neste
sentido, Ferruzzi e colaboradores (2002) realizaram um estudo in vitro para
avaliar a estabilidade da CuChl durante a digestdo gastrica e intestinal. Dentre
0S principais componentes da amostra, 0os autores observaram que a CuCe4
mostrou maior estabilidade quando comparada a CuCe6, que foi degradada em
mais de 90% em produtos nao identificados. A estabilidade da CuCe4 durante a
simulag&o in vitro e sua assimilacdo efetiva por células Caco-2 sugerem que
esse componente ou seus metabolitos séo efetivamente absorvidos pelo

intestino humano.

Outro fator relevante para o entendimento da absor¢cdo da CuChl foi o

estudo in vivo realizado por Egner e colaboradores (2000), no qual os individuos
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consumiam 300 mg de CuChl por dia, com a finalidade de observar o seu efeito
anticarcinogénico. Este foi o estudo que forneceu a primeira comprovacéo de
qgue a clorina € absorvida em algum grau por humanos, ja que a CuCe4 e o etil
éster da CuCe4 foram identificados no soro dos participantes. No entanto, como
a CuCe6 nédo foi encontrada, e os autores sugerem que houve degradacdo

deste componente durante a digestdo ou absorcao.

Um esquema sobre o comportamento da CuChl no processo de digestao
e absorcdo (FIGURA 2) foi sugerido por Ferruzzi e Blakeslee (2007). De acordo
com os autores, hd uma degradacao significativa da CuCe6 e predominancia da
etil éster da CuCe4 no processo de absor¢do do corante. Segundo o estudo, a
absorcdo intestinal dos derivados da CuChl pode ocorrer por transporte
facilitado seguido ou ndo de efluxo para o lumen, fato este ainda néo
comprovado. Outra hipétese da via de absorcdo considera que os metabolitos

da Cu-Chl que passariam do enterdcito para a circulacao.

Sodium Copper B
Chlorophyllin
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To Tissues

?
. 2. Digestive 3. Intestinal Uptake :
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(release)
< Enterocyte ) 1
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Figura 2. Esquema das possiveis vias de absorcdo da CuChl. Fonte: Ferruzzi e Blakeslee
(2007).
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Recentemente, num estudo com ratos foi avaliada a absor¢cédo de CuChl e
sua distribuicdo em diferentes tecidos (GOMES et al., 2009). Os autores
identificaram a CuCe4 no soro, no figado e nos rins; e auséncia de CuCe6 no
soro e nos tecidos (figado e rim), que poderia estar relacionada a nado-absorcéo,
a degradacéo ou interacdo da CuCe6 com outros componentes da dieta. Estes
resultados estdo em conformidade com os observados por Egner e
colaboradores (2000), porém sao necessarios mais estudos em modelos
celulares, para que sejam elucidados os fatores que favorecem a absorcéo,

biodisponibilidade e a bioatividade dos componentes da CuChl.

A escassez de informacdes na literatura a respeito do comportamento
das clorinas cupricas € um fator limitante para o entendimento da sua absorcéo.
Em contrapartida, desde os anos 80 sédo realizados estudos com as clorinas nao

cupricas e suas propriedades fisico-quimicas (SHI et al., 2011).

Esses estudos possibilitaram o conhecimento de que o padrao de clorina
es (Ceb) pode apresentar uma mistura de varios compostos instaveis, e que o
processo de degradacéo esta relacionado com impurezas e presenca de outros

componentes, como a clorina e4 (ISAKAU et al., 2007; JUZENIENE, 2009).

Assim, outros estudos fisico-quimicos foram realizados para assegurar a
utilizacdo da Ce6. Dentre eles, a variagdo do pH que estd relacionada a
propriedades importantes, como solubilidade, lipofilicidade e estabilidade. E, a
determinacdo do pK, que possui relevancia pelo fato de tecidos tumorais

possuirem pH microlocal inferior aos sadios (CUNDERLIKOVA et al., 1999).

Além disso, o conhecimento de que as clorinas ligam-se com alta

afinidade a proteinas (FALK, 1961) foram cruciais na realizacdo de alguns
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estudos que demonstraram que a clorofila e a CuChl se ligam a albumina do
soro humano (HSA) (OUAMEUR et al., 2005) e que a clorofilina magnésica se
liga a albumina de soro bovino (BSA) (WANG et al., 2010). Outros trabalhos
mostraram também a associacéo de clorinas nao cupricas, dentre elas a clorina
ps (Cp6), com a BSA (DAS et al., 2005; BOSE; DUBE, 2006), e que a
associacao entre a clorina eg (Ce6) e a albumina do soro humano (HSA) (RINCO

et al., 2009) é dependente do pH do meio (MOJZISOVA et al., 2007).

Sob esta Otica, atualmente, os dados sobre o comportamento fisico-
guimico da Ce6 é bem estabelecido, ao contrario das principais clorinas
cupricas presentes na CuChl, as clorinas cuprica eg (CuCe6), e4 (CuCe4) e ps

(CuCp6).

A hipétese de que a degradacdo da CuCeb6 possa ser decorrente da
metabolizacdo da CuChl ndo € bem estabelecida, bem como seu transporte, sua

absorcao e sua biodisponibilidade.

Portanto, estudos sobre as clorinas majoritarias da CuChl sao
necessarios para a melhor compreensao de sua atividade biolégica. Deve-se
considerar que as propriedades fisico-quimicas dessas moléculas séao
fundamentais na sua interacdo com sistemas biolégicos, e que as modificacfes
devido a protonacdo e desprotonacdo podem influenciar sua lipofilicidade,

fatores esses que sdo determinantes na absorgao celular.

Dessa forma, o presente estudo foi conduzido visando a separagédo e
identificacdo da CuCe6 por HPLC/MS-MS, a avaliagdo da sua cinética de
degradacéao térmica, o calculo de pks,, 0 estudo de sua lipofilicidade por meio do

calculo de log P, a incorporacdo em modelos miméticos de membranas e a
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~

ligacdo da CuCe6 a BSA. Espera-se que o0s resultados obtidos possam
contribuir para futuros ensaios in vivo ou in vitro, que envolvam a CuCe6, e
também, elucidar se este componente € responsavel pelo efeito bioativo
designado as clorofilinas cupricas ou se ha sinergismo entre 0os compostos

presentes nas amotras.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Caracterizar uma amostra de clorina cuprica es e suas propriedades

fisico-quimicas.

2.2 Objetivos especificos

e Separar e identificar a amostra de clorina cuprica eg por HPLC/MS-MS;

e Avaliar a degradacao térmica da clorina cuprica eg por espectrofotometria

e célculo da constante de velocidade de degradacéo;
e Estimar os valores de pk, da molécula;

e Avaliar a lipofilicidade por meio do célculo de log P da clorina cuprica eg

em sistema 1-octanol/tampao;

e Avaliar a lipofilicidade em funcédo da incorporacdo da clorina cuprica eg

em modelos miméticos de membranas, em funcéo do pH;

e Avaliar a associacdo entre a CuCe6 e BSA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostra

Foi utilizado o padréo de clorina cuprica eg (CuCe6) (lote LY09-2674) da

empresa Frontier Scientific (Longan, Utah — Estados Unidos da América).

3.2 Separacdo e identificacdo da CuCe6 por HPLC/MS

A separacdo do padrdo de CuCe6 seguiu o protocolo estabelecido por
Mortensen e Geppel (2007), no qual os autores identificaram os componentes
de cinco amostras de CuChl por HPLC/MS-MS (MORTENSEN; GEPPEL, 2007).
O equipamento de HPLC utilizado foi o mesmo modelo descrito
anteriormente (item 3.5 — CAPITULO ). Foi utilizada uma coluna Cs, da
marca YMC, 250 mm x 4,6 mm, 3 um, a 30 °C e duas fases méveis: fase mével
A: metanol:dgua:acido acético (90:10:0,5, v/v), e fase movel B: tert-butil metil
éter:metanol:acido acético (100:10:0,5, v/v). Gradiente de eluicdo utilizado: O-
50% B em 30 minutos, 50-100% B em 10 minutos, 100% B por 5 minutos e 100-
0% B em 5 minutos, com fluxo de 1 mL/min. Tempo de corrida 86 minutos.
Foram injetados 10 puL da CuCe6 [0,4 mg/mL] solubilizadas em metanol, e a
separacao foi acompanhada por deteccdo em PDA em comprimentos de
onda de 406 x 8nm; 408 x 8nm e deteccédo por fluorescéncia Aexcitagao = 400

nme )\emisséo = 640 nm.
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Realizou-se, também, uma analise complementar por HPLC/MS-MS
(Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas) no Laboratorio
de Espectrometria de Massas da Central Analitica do IQ/USP. O equipamento
utilizado foi um analisador tipo ion trap LC-MS/MS(n) — Bruker Daltonics Esquire
3000 Plus, seguindo as condi¢cdes cromatograficas descritas por Mortensen e

Geppel (2007).

Para a analise quantitativa da CuCe6 foi necessaria a construcédo de uma
curva de calibracdo. Os procedimentos de linearidade foram iniciados com seis
diluicdes da solucédo estoque de CuCe6 (0,2mg/mL) em metanol, injetadas em
triplicata nas concentracdes de 0,007; 0,008; 0,010; 0,020; 0,040; 0,200 mg/mL.
O experimento também foi conduzido utilizando uma solucéo estoque de CuCe6

(0,2mg/mL) em agua, nas mesmas concentracdes utilizadas para metanol.

3.3 Cinética de degradacéao e meia-vida

O estudo da cinética de degradagcdo envolveu a analise da ordem de
reacdo, energia de ativacdo (E;) e constante da velocidade de reacao (k)

(FERRUZZI| e SCHWARTZ, 2005).

A cinética da degradacdo térmica da CuCe6 foi avaliada nas
temperaturas de 35, 45, 55 e 65°C. Aproximadamente 1 mg de CuCe6 foi
solubilizado em 100 mL de agua Milli-Q (FERRUZZI; SCHWARTZ, 2005) e,
apos atintigir a temperatura estabelecida, foi realizada a leitura do espectro de

absorcdo em 406 nm em cubeta com caminho Optico de 1 cm, em
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espectrofotometro da marca Shimadzu, modelo UV 2401-PC, acoplado a um

forno com temperatura controlada (CPS — Controller).

Para os calculos da constante de velocidade e energia de ativacéo, foram

utilizados as mesmas equacdes descritas no item 3.6.2. do CAPITULO 1.

3.4 Determinacéao dos valores de pka

Visando o estudo do comportamento da CuCe6 em diferentes pHs, bem
como identificar a eventual agregacdo do pigmento em diferentes condicfes
experimentais, foram estimados os valores de pK,s da molécula com base em

uma titulacdo potenciométrica.

Foram preparadas solucfes de CuCe6 (0,2 mg/mL) em 10 mL de agua
Milli-Q. A titulacdo base-acido foi feita com uma solucdo de HCI 0,01 M. A leitura
do pH foi realizada por meio de um pH-metro digital da marca Micronal série

B474 de trés casas decimais, e a temperatura monitorada a 25,5 + 0,3 °C.

3.5 Determinacao do coeficiente de particdo em sistema 1-octanol/tampé&o

O estudo de particdo da CuCe6 em 1-octanol/tampéo para o calculo do
log P resulta em informagdes sobre o comportamento hidrofilico/hidrofobico da
clorina, mimetizando um ambiente de membrana biolégica (POOLE; POOLE,

2003).
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Foram utilizados tampéo citrato (acido citrico e citrato de sédio) 10 mM
para as faixas de pH 3 a 6 e tampé&o Tris (Synth) 10 mM para os pHs 7 e 8.
Volumes iguais de tampdo e de 1-octanol foram agitados em temperatura
ambiente por 24 horas, ap0s a saturacao, as fases foram recolhidas por meio de
um funil de separacdo. O padrédo de CuCe6 (0,5 mg) foi solubilizado em 50 mL
de n-octanol saturado (0,5 mg/50 mL). Uma aliquota (5 mL) desta solucéo foi
transferida para um tubo tipo Falcon ao qual foi adicionada a mesma quantidade
(5 mL) de tampéo Tris (os experimentos foram realizados em pHs de 3 a 8). O
conteudo foi agitado vigorosamente em vortex por cinco minutos e submetido a

centrifugacéo a 4000 rpm, 20 °C por 10 minutos.

Foram realizadas as leituras espectrofotométricas da solucdo do padao
de CuCe6 em agua satura, da solucdo da CuCe6 particionada e da agua
saturada, nos comprimentos de onde de 350 a 750 nm, em em

espectrofotometro da marca Shimadzu, modelo UV 2401-PC.

O log P foi obtido pela relacao:

= ot ouP =2z = Zhere (Eq.1)
, onde:
P = particao;
[soluto]oct = concentracdo do composto em octanol;
[soluto] tamp = concentracdo do composto em tampéao;
Corg = CcONcentragao a partir da absorbancia, na fase orgéanica (Eq. 2);

Caq = concentragdo a partir da absorbancia, na fase aquosa (Eq. 2);

Absqg = absorbancia na fase organica,
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Abs,q = absorbanica na fase aquosa.
Quando a leitura da CuCe6 foi efetuada nas duas fases (1-octanol e
tampdao), a concentracao da clorina foi dada pela relacéo:

__ Abs
Y

(Eq. 2)

,onde:
C = concentracédo da CuCe6 na fase organica ou aquosa;

€ = 30.450 M'cm™ na fase organica e 51.814 M*cm™ na fase aquosa da

CuCe6b, determinados experimentalmente.

O log P também pode ser obtido pela relacdo das absorbancias com

leitura apenas da fase aquosa (Eg. 3) ou apenas da fase organica (Eq. 4):

Abs —Abs i
P — ( antes depots) (ECI 3)
Abs gepois
Ou,
AbSdepois
p= ( v ) Eq. 4
Absantes_Absdepois ( 9 )
, onde:

Abs,nies = absorbancia da amostra antes da particao,

ADbSgepois = absorbancia apos a parti¢ao.

3.6 Incorporacao da CuCe6 em lipossomas em func¢éo do pH

Para as andlises de incorporacdo da CuCe6 em lipossomas, foram

preparados 6 filmes lipidicos em tubos de ensaio por meio da solubilizacdo de
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11 mg de lecitina de soja (Sigma) em 1 mL de cloroférmio, seguido da
evaporacao deste solvente com um fluxo de nitrogénio, para a formacéao do filme
lipidico. Os filmes foram solubilizados em 2 mL de tampao correspondente a
cada pH de interesse, utilizando tampéao citrato 10mM para os pHs 3,4,5e 6 e
tampéo Tris 10 mM para os pH 7 e 8. Em seguida, os filmes foram agitados no

vortex, até a completa solubilizacao.

O conteudo do tubo de ensaio (filme solubilizado) foi separado em duas
aliquotas de 800 uL que foram armazenadas em tubos Eppendorf (duplicata). O
contetdo dos tubos foi agitado por um minuto e meio a 1400 rpm, utilizando o
agitador de tubos e placas Eppendorf Mixmate. Em seguida, o conteudo foi
centrifugado por 15 minutos a 13000 rpm a 24 °C em centrifuga da marca
Eppendorf, modelo 5415R. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado
adicionou-se 800 uL do respectivo tampédo de trabalho. O procedimento de
agitacao, centrifugacéo e descarte do sobrenadante foi repetido por trés vezes,

para que ao final restassem apenas vesiculas grandes.

Em seguida, foram adicionados 800 uL do tampéo e 100 uL da solucéo
de CuCeb6 [1mg/mL] ao precipitado. O conteudo foi agitado e incubado por 30
minutos ao abrigo da luz, e, ao final centrifugado por 15 minutos a 13000 rpm, a
24 °C. O sobrenadante foi separado do precipitado, o qual foi ressuspenso com
800 uL do tampdo, em outro microtubo Eppendorf. As duas fases foram
adicionados 100 uL de Triton X100 10%, e agitados no Eppendorf Mixmate por
10 minutos a 1000 rpm. As leituras de absorbancia do sobrenadante e do
precipitado foram efetuadas em cubetas de vidro (com 2,5 mL do respectivo

tampdo e 500 uL das amostras), a 411 nm, em espectrofotdmetro da marca
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Shimadzu, modelo UV 2401-PC. Para o calculo de incorporacao foi utilizada a

equacao:

Absp

%Inc = |——
% [AbsS+Absp

] x 100 (Eq. 5)

, onde:

% Inc = porcentagem de incorporagao
Absg = absorbancia do sobrenadante
Abs, = absorbéancia do precipitado

A adicdo de Triton X-100 10% ap0s o periodo de incubacéo foi feita para
assegurar a desagregacao das moléculas de CuCe6 e também para provocar o
rompimento dos lipossomas com subsequente liberacdo das clorinas

incorporadas/ligadas (UCHOA-FERNANDES, 2007).

Compartimento <
interno aquoso

> Zona hidrofilica
r—> Zona hidrofébica
!H! f———> Zona

Membrana hidrofilica

FIGURA 3. Esquema de um lipossoma multilamelar.

YOSHIME, L.T.



Capitulo Il — Clorina cuprica eg 93

3.7 Interacao entre CuCe6 e albumina do soro bovino (BSA)

O estudo da associacdo BSA-CuCe6 pela supresséo da fluorescéncia da
BSA na presenca de CuCe6, resulta no numero de sitios de ligacdo e a

constante de dissociacdo (Kp) entre 0s componentes.

O ensaio foi realizado segundo metodologia proposta por Rinco e
colaboradores (2009). As solucbes utilizadas foram: tampdo PBS (20mM
Na2HPO4, 20mM KH2PO4, 150mM NaCl) pH 7,4; solucdo de BSA (PM=
66.462g/mol, Sigma) 0,2uM (6,6mg/500mL) e de CuCe6 9,12uM, ambas em
tampéo PBS. Onde, 3 mL da solugédo de BSA foram colocados numa cubeta de
quartzo (b = 1 cm) e aliquotas crescentes de CuCe6 foram adicionadas,
monitorando a perda da intensidade de fluorescéncia da proteina. A supressao
quase que total da fluorescéncia da BSA foi obtida com a adi¢do de 15 uL de
uma solugcdo de CuCe6 912 uM. O equipamento utilizado foi SPEX-Fluorog
1681 Spectrometer com cubeta de quartzo de quatro faces polidas, com fenda
aberta em 5; Aemy 340 Nm e Aex 280 Nm, sendo a leitura realizada entre 310 a 450
nm. A fluorescéncia foi corrigida para cada leitura apos a adicdo de CuCe6 por

meio do programa OriginPro 8.5, de acordo com a equagao:

a . volume total a .
Fluorescéncia orrigida = ( )X(ﬂuorescenaaobservada) (Eq. 6)

volume inicial
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ApoOs a obtencao dos valores corrigidos, a supressao da fluorescéncia da

proteina foi utilizada para o calculo da constante de dissociacdo (Kp), em um

grafico de log (g) em funcéo de log[Cu e4], sendo que:

Fo = fluorescéncia inicial do BSA,
F = fluorescéncia do BSA apds cada adi¢do de CuCe6,

Foo = fluorescéncia da proteina em uma solugéo saturada com CuCe6, onde

todos os sitios de ligacdo estdo ocupados.
[CuCe6] = concentracédo de CuCe6b.

A partir do grafico da constante de ligacdo em funcéo do log [CuCe6] foi
obtido o niumero dos sitios de ligacdo a partir do coeficiente angular da reta e a

constante de dissociacdo no equilibrio, no intercepto y = 0.

3.8 Extracdo da CuChl do soro de animais com base na interacdo CuCe6-

BSA

O método de extracdo dos componentes da CuChl do soro foi realizado

conforme a metodologia descrita por Egner e colaboradores (2000).

O ensaio ocorreu a partir da contaminacdo do soro de ratos Wistar (400
ML) com 80 uL de solugdo aquosa de CuChl (Img/mL). O material biologico foi
acidificado com 100 pL tampéo fosfato pH 5,0 e subsequente adi¢cao de 600 pL
e solucdo de metanol:cloroférmio (50:50 v/v). O conteudo foi centrifigado a 2000

rpom, a 4°C por cinco minutos no equipamento Eppendorf, modelo 5415R. As
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fracOes obtidas foram recolhidas e para a separacao por HPLC foram utilizadas
as fracOes organica e aquosa, que foram previamente secas em centrifuga a

vacuo e ressuspensas em metanol (FIGURA 4).

A metodologia utilizada por HPLC, para a separacdo dos principais
componentes da CuChl, foi a preconizada por Mortensen e Geppel (2007),

conforme item 3.5.3, CAPITULO |I.

Soro sanguineo

Adicao:
eTampao
eMetanol:Cloroférmio

Centrifugacao IJ

b =

Descartado Nova extracao com CuChl +

Metanol:Cloroférmio Metanol:Cloroférmio

FIGURA 4. Fluxograma da extracdo da CuChl do soro sanguineo segundo metodologia proposta

por Egner e colaboradores (2000).
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Segundo o protocolo da literatura para a extragcdo da CuChl do material
biologico (EGNER et al, 2000), a fase aquosa € descartada. Entretanto, esta
fase foi coletada e analisada por HPLC para a avaliacdo da eficiéncia do método
frente a observacdo de que ha interacdo entre a CuCe6 e a BSA. Foram
adicionadas a fracdo de proteina, aliguotas do solvente de extracao
(metanol:cloroformio). Porém, apods cinco repeticdes ndo houve transferéncia do
pigmento, da parte proteica para o solvente, conforme as imagens apresentadas

na FIGURA 5 (Passo llI).

Passo I

Soro contaminado com CuChl + solu¢ao tampao + cloroférmio:metanol

Passo II -Apds a centrifugacao:

Fase aquosa (tampao) - reservado para analise em HPLC
Proteina
Fase organica (cloroférmio:metanol) - reservado para analise em HPLC

Passo II1

Ap6és cinco repeticoes de extracdo a proteina manteve-se pigmentada
(precipitado) e a fase organica incolor

FIGURA 5. Passo a passo da extracdo do soro contaminado com CuChl, segundo metodologia

proposta por Egner e colaboradores (2000).

3.9 Anélise Estatistica

Todas as analises estatisticas, bem como os graficos, foram realizadas

no programa OriginPro em sua versdo 8.5.0 SR1 (OriginLab Corporation). Os
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resultados encontram-se apresentados como média + desvio padrdo (DP)

adotando nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Separacao e identificacdo da CuCe6 por HPLC/MS-MS

A FIGURA 6 apresenta o cromatograma obtido da amostra do padrdo de

CuCeb em PDA (FIGURA 6A) e respectivo espectro de massas (FIGURA 6B).

150 3:408 nm, 8
-_— sequer:‘c"\‘a 09”3; 2011 CUC96
a e

50

Intens.

MS, 35.4min #900
x10%] 656.2

5]
4
3]
24
1]

0

T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

FIGURA 6. (A) Cromatograma em PDA (408nm) da CuCe6. (B) Espectro de massas da CuCe6
com relagdo m/z 656, segundo a metodologia descrita por Mortensen e Geppel (2007).

A separacdo por HPLC evidenciou que além da CuCe6 ha outros
componentes presentes no padrdo. Os picos eluidos foram identificados
segundo o tempo de retencédo e os comprimentos de onda de maxima absor¢ao

(TABELA 1).
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TABELA 1. Valores de Ay. tempo de retencao (TR), area (mAU) e massa (m/z) da CuCe6,
obtidos na separacdo por HPLC e detec¢cdo PDA e HPLC/MS-MS, segundo a metodologia
descrita por Mortensen e Geppel (2007).

Amostra TR Area Massa

(min) (MAU) Amax (NM) (m/2) Composto provavel

18,29 2142598 408,634 656 Clorina cuprica eg

23,57 510846 406,627 - Isoclorina cuprica e,

CuCe6 25,73 681133 413,643 - -
30,75 512070 408 - Porfirina cuprica de clorina eg
39,90 213292 405 - Porfirina cuprica de clorina e4

4.2 Quantificacao da CuCe6

A construgdo de uma curva de calibracdo da CuCe6 por HPLC seria
importante para quantificar o componente em futuros ensaios in vitro ou in vivo.
Porém, no decorrer da andlise, foi observada a reducéo na area de absorcdo do
padrdo de CuCe6, além da presenca de varias outras substancias ao final do

tempo necessario de corrida.

Na FIGURA 7, observa-se que o padrao de CuCe6, solubilizada em
agua, cujo pico correspondente elui em 18 minutos reduz em mais de 60% apoés
24 horas. No mesmo periodo, o padrdo de CuCe6 solubizado em metanol se

degrada por completo.
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FIGURA 7. Cromatogramas do padrédo de CuCe6 em &gua (A) e MeOH (B) no t; e ty4, segundo

metodologia descrita por Mortensen e Geppel (2007).

Os resultados dos cromatogramas de separacdo do padrdo de CuCeb6

por HPLC mostram, também, que h& outros componentes em sua formulacdo. A

amostra solubilizada em &gua possui seis substancias, das quais somente

quatro puderam ser identificados pelo tempo de retencdo e espectro de

absorcao, séo elas a CuCe6, isoCuCe4, porfirina clprica de clorina eg e porfirina

cuprica de clorina e, (MORTENSEN; GEPPEL, 2007). Quanto ao padrdao de

CuCeb que foi solubilizado em metanol, das sete substancias, somente quatro

foram identificadas segundo o tempo de retencdo e espectro de absorcao:

CuCeb, isoCuCe4, porfirina cuprica de clorina eg, rodoclorina cuprica e porfirina

cuprica de clorina e,.

Vale ressaltar que, o padrdo de CuCe6 solubilizado em metanol

apresentou em aproximadamente 30 minutos uma substancia em t,4 superior ao
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to, porém, por falta de dados na literatura essa substancia ndo pode ser

identificada segundo seu espectro de Amax.

Para melhor visualizac&o dos resultados, os componentes de degradacao

da CuCeb no tp e tys, em solucdo aquosa e em metanol, foram identificados

segundo o seu tempo de retencéo (TR) e espectro de absorcédo (TABELA 2).

TABELA 2. Valores de Ao, tempo de retencdo (TR), area (mAU) e provaveis componentes da
amostra de CuCe6 nos ty e t,, em agua e metanol, comparados aos valores da literatura

(MORTENSEN; GEPPEL, 2007), obtidos na separacéo por HPLC.

Padrdo | TR (min) Area (mAU) Amax (NM)
de Provéavel compoente
CuCe6 to t24 to t24 to t24
18,4 17,9 | 12035231 7379244 | 408,634 408,634 Clorina cuprica es
23,8 23,3 3222576 3251942 407,627 407,627 isoclorina clprica es
s 26,0 255 2546044 3107390 413,644 412,644 *
3 30,3 29,7 1587402 1847248 412,643 412,643 *
31,1 304 3561198 2692560 408 408 Porfirina cuprica de clorina es
40,2 39,6 1033100 1114848 405 405 Porfirina cuprica de clorina e4
18,1 18,7 | 95948815 120496 408,634 I Clorina cuprica es
23,5 23,3 3060927 695822 407,627 406,627 isoclorina cuprica es
_ 25,3 254 1037972 1252681 412,643 412,644 *
% 29,9 30,0 1384054 5653286 412,642 413,640 *
(O]
£ l307 309| 2018411 1103370 | 408 a0 | Porfirina clprica de clorina e,
Rodoclorina cuprica
39,9 39,7 958499 700290 405 405 Porfirina ctprica de clorina es
48,4 474 1793486 5332752 410 410 *

* Compostos nao identificados, pois os valores de Amax N30 estdo disponiveis na literatura (MORTENSEN;

GEPPEL, 2007).

T Nao foi possivel a identificagdo Amax.
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4.3 Calculo da cinética de degradacédo e meia-vida

A avaliacdo da cinética quimica e da ordem das reacdes determinam o
perfil de degradacdo de uma substancia e como elas sao influenciadas por
fatores como solvente, pressdo e temperatura (FLORENCE e ATTWOOD,
2011). Entretanto, em se tratando de clorina cupricas, existe uma caréncia de

informacdes a respeito da cinética de degradacao.

As constantes de velocidade de reacéo foram determinadas por meio dos

coeficientes angulares da reta de acordo com a equacdo de primeira ordem

(FIGURA 8).
0.0
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FIGURA 8. Linearizacao da equacao que descreve a cinética de degradacao de primeria ordem
da CuCe6 em diversas temperaturas (35, 45, 55 e 65°C).
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A patrtir dos valores de k, foi construido o grafico do logaritmo natural de k
em funcdo do inverso da temperatura para determinar a energia de ativacao (Ej,)

da reacédo, segundo a Equacéo de Arrhenius (FIGURA 9).

-4.0 - Ink=1InA - (Ea/R)(1/T) eq. de Arrhenius
-Ea/R = coeficiente angular
R =8,314472 J - K-1 - mol-1 ou 1,987 cal - K-1 - mol-1
4.2 S -Ea/R = -4689,388
Ea= 38,9kJ/mol ou 9,317kcal/mol
-4.4 1
-4.6 -
X
£ 484
-5.0 A
|
-5.07039
-5.2
Kk T(K) In (k) uT

0.00458 308.15 -5.38606  0.00325

0.00628 318.15 -5.07039  0.00314
-5.4 - 0.0103 32815 -457561  0.00305

0.0175 338.15  -4.04555  0.00296 06

I ! I ! I ! I ! I ! I ! I !
0.00295 0.00300 0.00305 0.00310 0.00315 0.00320 0.00325

1T (KY

FIGURA 9. Determinacéo da energia de ativacdo a partir das constantes de degradacédo térmica
da CuCe6.

De acordo com o gréfico, a E, da CuCeb6 é de 38,9 kJ/mol ou 9,317
kcal/mol, esta é a energia minima necessaria para que se inicie a reacdo de

degradacéo do pigmento.

Outro fator que esta diretamente correlacionado com a constante de
velocidade para uma reacdo de primeira ordem, é a meia-vida da substancia

(TABELA 3).
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TABELA 3. Calculo da meia-vida em minutos da CuCe6 a partir da temperatura (°C) e a
constante de velocidade (k).

Temperatura (°C) k Meia-vida (min)
35 0,00458 151,31
45 0,00628 110,35
55 0,01030 67,28
65 0,01750 39,60

A meia-vida da CuCe6 a 35 °C foi de 151 minutos, a 55 °C a meia-vida

caiu pela metade e a 65°C a meia-vida foi de apenas 39,60 minutos.

4.4 Determinacao dos valores de pKj,

A FIGURA 10 apresentam os valores de pH nos pontos de maior inflexdo
na curva (C e E) obtidos a partir de gréficos de derivada primeira e derivada
segunda (HARIS, 2008) no programa Origin Pro 8.5.

12 L L L L

11 4 pK i

V = 1494 uL

pH

V = 2383 ul |
pH=484

T T T T T .I T T T T T T T T T T T T T T T T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750
Volume HCI 0,01 M (uL)

FIGURA 10. Curva de titulacdo da CuCe6 [0,2mg/mL] com HCI 0,01 M.
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Na TABELA 4 encontram-se os resultados dos valores de pKa1, pKaz, pH
do 1° ponto de inflexdo e do pH do 2° ponto de inflexdo das amostras de
CuCeb. As amostras apresentaram dois pK,s, o primeiro em pH ~6,4 e 0
segundo em pH ~10,6, bem como os pontos de inflexdo da curva, no primeiro

ponto o pH ~8,3 e 0 segundo ponto € em pH~4,8.

TABELA 4. Valores de pK,s e pHs nos pontos de inflexdo das curvas de titulacdo do padrédo de
CuCe6.

pH 1° ponto de pH 2° ponto de
Amostra PKa  PKez inflexdo inflexdo
CuCeb 6,41 10,62 8,31 4,84

Portanto, esses foram os indicios de que mais estudos seriam
necessarios para se obter informacgdes a respeito do comportamento da CuCe6
em diferentes meios, para tanto, foram determinados o coeficiente de particdo

(log P) em sistema 1-octanol/tampao.

4.5 Determinacao do coeficiente de particdo em sistema 1-octanol/tampéo

O coeficiente de particdo em sistema 1-octanol/tampdo € um modelo
simplificado que serve de subsidio para a compreensdo do comportamento de
substancias em modelos mais complexos, como micelas e lipossomas

(GEROLA, 2010).

A FIGURA 11 apresenta os valores de log P em funcdo do pH. Apos a

obtencdo da absorbéancia maxima da solucdo, foram utilizadas as equacdes:
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Eq.1, Eqg.2, Eq.3, Eq.4 (item 3.5) para a obtencdo do log P. Os resultados
demonstraram que a CuCe6 possui um carater hidrofébico nos pHs de 3 — 6, e
hidrofilico nos pHs 7 e 8. Os resultados obtidos servem de subsidios para o

estudo da incorporacao da CuCe6 em lipossomas.

2.0 4
—A— CuCeb
1.5 - §
1.0 1 \ /éf
'y
a 0.5+
(o))
o
hidrofébico
00 e
hidrofilico
0.5 A
-1.0 1
-15 T T T T T T T T T T T
3 4 5 6 7 8

pH

FIGURA 11. Valores de log P em funcdo do pH da CuCe6, obtidos em sistema 1-
octanol/tamp&o, segundo sua hidrofobicidade (log P > 0) e hidrofilicidade (log P < 0).

4.6Incorporacao da CuCe6 em lipossomas em func¢éo do pH

Foi realizado o estudo da incorporacdo da CuCe6 em lipossomas de

lecitina de soja em fung&o do pH.

A FIGURA 12 apresenta a porcentagem de incorporacdo da CuCe6 em
lipossomas em funcdo do pH. Verifica-se que as maiores porcentagens de

incorporagao ocorrem em pHs mais acidos (3 -6); esses valores sao condizentes
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com os resultados da anélise do coeficiente de particdo em 1-octanol/tamp&o

(FIGURA 10), faixa em que a CuCe6 apresenta um carater hidrofébico.
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FIGURA 12. Porcentagem de incorporagdo da CuCe6 em lipossomas de lecitina de soja em

funcéo do pH.

4.7Interacdo entre a CuCe6 e BSA

O estudo da interacdo entre a proteina BSA e o padrdao CuCe6 foi
realizado por meio de medidas de fluorescéncia. Moléculas porfirinicas, como as
clorinas, podem ligar-se a proteinas provocando a supressao gradativa da sua
fluorescéncia até a saturacdo de todos os sitios de ligacdo, quando a

fluorescéncia tende a ser praticamente nula.

A FIGURA 13 apresenta a variacdo dos espectros de fluorescéncia da

proteina BSA frente a adicbes crescentes de CuCe6. Verifica-se que a
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intensidade de fluorescéncia emitida pela proteina decresce com 0 aumento da

concentracdo de CuCe6.

40000 auséncia CuCe6

—— 0,015 uM

35000 - 0,031 uM

] ——— 0,046 uM

30000 0,061 uM

G 0,091 uM
C

& 0,136 uM

& 25000 - 0195 M

g —— 0,253 uM

S 20000 — 0,340 uM

o —— 0,452 uM

S 15000 - 0,534 uM

S 1,047 uM

3 5000 1,501 M
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FIGURA 13. Variagcao da fluorescéncia (Aeyxc 280nm e A, 340nm) da proteina BSA, devido a
ligagdo com moléculas de CuCe6 adicionadas em concentracéo entre 0,015 e 4,537 uM.

A FIGURA 14 apresenta a constante de dissocia¢édo no equilibrio (Kp) da
interacdo BSA-CuCe6, utilizando os valores de emissdo de fluorescéncia pela
proteina apds ligacdo com a clorina. Os resultados foram: Kp = 0,38 + 0,07 uM,
Ka = 3,3 + 0,28 x 10° M e niimero de sitios de ligacdo ~1 (N = 0,75 + 0,09),

para a ligacdo BSA e CuCe6.
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FIGURA 14. Constante de ligacao da CuCe6 a proteina BSA.

Na FIGURA 15 esta apresentada a curva de decaimento da fluorescéncia
em funcdo da concentracdo da CuCe6. Os valores foram extrapolados para que
se pudesse estimar a concentracdo de CuCe6 que ocasiona na supressao total

da fluorescéncia da BSA, sendo esse valor de [6,2 + 0,3 uM].
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FIGURA 15. Intensidade de fluorescéncia da BSA em func¢édo da concentracdo de CuCe6, os
valores foram extrapolados até a supressao total para estimar a concentracdo de CuCeb6 que
provoca este efeito.

4.8 Extracao da CuChl do soro de animais com base na interagdo CuCe6-

albumina

A observacdo de que a CuCe6 associa-se fortemente a proteina
albumina pode explicar a ineficiéncia da recuperacdo dos compostos da CuChl
do soro sanguineo, levantando-se questionamentos aos protocolos de extracao

e quantificacdo ja descritos na literatura (EGNER et al., 2000).

No cromatograma da FIGURA 16A séo observados os picos referentes
aos compostos CuCe6, CuCp6 e iso CuCe4 presentes na solucao de CuChl que
foi adicionada ao soro. Tais componentes também foram identificados nas fases

aquosa e organica, empregadas na extracdo do pigmento do material biolégico
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(FIGURA 16B). Entretanto, verificou-se que a presenca desses compostos €
majoritaria na fase aquosa, a qual € descartada segundo o protocolo de Egner e
colaboradores (2000). A fase organica, a qual é empregada por esses autores
para a identificacdo e quantificacdo das clorinas cupricas no soro, retém apenas

uma pequena parcela desses compostos, conforme observado na FIGURA 16B.
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FIGURA 16. Cromatogramas por HPLC da CuChl (A) e das fases orgénica e aquosa da

extracdo da CuChl do soro sanguineo (B).

Na TABELA 5 sdo comparados os valores da recuperacdo dos
componentes da CuChl presente no soro, segundo o método de extragdo do

pimento presente no material biologico (EGNER et al., 2000).
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TABELA 5. Tempo de retencdo (TR), &rea do pico e porcentagem de recuperagcédo dos
principais componentes da CuChl extraidos do soro sanguineo na fase organica e na
fase aquosa da extracdo, em comparacao com uma solucéo padrao de CuChl.

Pico Amostra TR (min) Area % de recuperacéo
© CucChl 18,7 1.044.755 100
8 Fase organica 18,2 129.979 12,4
8 Fase aquosa 18,2 318.148 30,5
© CuChl 19,6 2.669.574 100
8‘ Fase organica 19,1 162.328 6,1
8 Fase aquosa 19,0 362.768 13,6
< CucChl 24,1 5.129.951 100
3 Fase organica 23,7 118.650 2,3
8 Fase aquosa 23,6 673.543 13,1

Considerando ambas as fases (organica e aquosa), a recuperacdo do
pigmento foi de aproximadamente 50% da CuCe6 19% da CuCp6 e 15% da

isoCuCe4 em comparagcao com a solucdo de CuChl.

YOSHIME, L.T.



Capitulo Il — Clorina cuprica eg 113

5. DISCUSSAO

5.1Sobre a composi¢cdo quimica

O método de separacdo da CuCe6 por HPLC-MS/MS foi o descrito por
Mortensen e Geppel (2007), que utiliza uma coluna Csy. Essa metodologia
mostrou-se eficiente em separar e identificar em aproximadamente 18 minutos a

CuCeb com relacdo m/z 656,2.

Porém, quando foi necesséaria a construcdo da curva de calibracdo do
padrdo da CuCe6 por HPLC, verificou-se que o componente apresentava
diversas impurezas e que ao longo da corrida cromatografica de 86 minutos os
componentes reduziam consideralvemente, impedindo a sua quantificacao
(FIGURA 7). Estes resultados corroboram com o estudo de Isakau e
colaboradores (2007), que identificaram as impurezas de uma amostra de Ce6 e
0s seus produtos de degradacéo ao longo do tempo. O estudo ainda descreve

gue a presenca da Ce4 ocorre a partir da descarboxilacdo da Ce6.

Este fato explica a presenca da CuCe4 na amostra do padrdo de CuCeb6
a qual foi utilizada neste trabalho (TABELA 2), e corrobora com a alegacédo da
empresa fornecedora dos padroes de clorina (Frontier Scientific), que
descontinuou a producdo do padrédo de CuCe6 e alegou impossibilidade na
producdo da CuCe4, devido a presenca de impurezas e instabilidade desses

compostos.
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Em decorréncia dos fatos, ndo foi possivel saber a real concentracdo da

CuCeb na amostra de CuChl (Sigma e Chr. Hansen).

5.2Sobre as propriedades fisico-quimicas e a interacdo com a BSA

A degradacdo da CuCe6 foi avaliada pela cinética aplicada a velocidade
de degradacéo e a E, (energia de ativacdo). Os resultados demonstraram que
sdo necessarios 9,317 kcal/mol para que ocorra a decomposicdo CuCe6. Esse
valor € menor que o da CuChl (16,1 kcla/mol) (CAPITULO I, FIGURA 12) e da
CuCe4 (16,0 kcal/mol), descrito no trabalho de Ferruzzi e Schwartz (2005).
Portanto, a CuCe6 € mais instavel do que a CuCe4, como também do conjunto

de clorinas que compdem a CuChl comercial.

Outro fator determinante para se avaliar a estabilidade da CuCe6 é a
meia-vida do composto, cujos resultados demonstram que a 35°C a meia-vida é
de aproximadamente trés horas, a 55 °C é reduzida para apenas uma hora e a

65 °C é menos de 40 minutos.

Tanto os resultados da E, quanto da meia-vida explicam a dificuldade na
contrugcdo de uma curva de calibracdo utilizando o padrdo da CuCe6 neste

estudo, devido a degradacéo do corante ao longo do tempo.

Vale ressaltar que a acdo de uma substancia com propriedade
terapéutica vai além da meia-vida, sua acdo também €& dependente de suas
interacdes com sistemas bioldgicos e de fatores relacionados com sua estrutura

quimica e, consequentemente, de suas propriedades fisico-quimicas. Dentre as
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propriedades mais importantes para o estabelecimento da atividade biologica,

estdo a ionizacao e hidrofobicidade da substancia (TAVARES, 2004).

O conhecimento sobre o pH da solucédo pode ser discutido em termos do
equilibio que se estabelece na molécula de CuCe6 em solucdo aquosa.
Considerando que a molécula de CuCe6 é tricarboxilada e apresenta-se na
forma sddica, os anions carboxilato (grupos carboxila desprotonados), fazem

com que a molécula se comporte como uma base fraca.

As curvas de titulacdo (FIGURA 10) apresentam os valores de pH nos
pontos de maior inflexdo (ponto C e E) na curva, obtidos a partir de graficos de
derivada primeira e derivada segunda no programa OriginPro 8.5. No ponto A no
inicio da titulacdo considerou-se que a maior parte das moléculas de CuCe6
esta desprotonada em solucdo. Com a adicao de acido inicia-se a protonacgao e
quando pH = pK (ponto B) obtem-se o valor de pKs = ~10,6 (regido
tamponante). Prosseguindo com a titulacdo ha um ponto de inflexdo na curva
(ponto C), pH ~8,3, que corresponde a forma intermediaria HCHL . Nesta regido
ha uma grande variacdo de pH, portanto com o menor poder tamponante. A
titulacdo prossegue até uma regido em que as variacdes de pH sdo novamente
pequenas, indicando uma nova regido tamponante (ponto D) onde sao
encontradas concentracdes iguais das formas HCHL e H,CHL, uma
parcialmente protonada e outra totalmente protonada, com pKs = ~6,4. O ponto
E € o segundo ponto de inflexdo, com pH = ~4,8, onde predomina a forma acida

H.CHL e o pH esta relacionado a sua reacéo de dissociagao.

Observa-se que os dois valores de pKss e os dois pontos de inflexdo

foram préximos, tanto para as CuChl (CAPITULO I, FIGURA 14) quanto para a
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CuCeb (FIGURA 10). Entretanto, a associacdo entre os resultados e a presenca
majoritaria de CuCe6 nao deve ser feita, pelo fato de que a molécula de CuChl
ainda possui um terceiro grupo carboxila, além dos atomos de nitrogénio e do
anel tetrapirrolico, que podem ser protonados. A falta do terceiro ou quarto pKs
nos experimentos de titulacdo pode ser decorrente da protonacdo do nitrogénio
em meio muito &cido (com a liberacdo do Cu®* complexado), ou entéo, se dois

grupos carboxila tornarem-se protonados em pk;s.

Esses resultados sdo importantes para a compreensdo da lipofilicidade
da substancia. Assim como alguns farmacos que sédo acidos ou bases fracas
que, quando em solucdo apresentam equilibrio entre suas formas neutra e

ionizada.

A forma neutra, geralmente, é mais lipossolavel e difunde-se por meio
das membranas biolégicas por processo passivo, que depende principalmente
da concentracdo e do coeficiente de particdo da molécula. A forma ionizada é
absorvida pelo processo ativo e tem sua distribuicdo condicionada ao seu pK, e
ao pH do meio (TAVARES, 2004). Além disso, a lipofilicidade dos farmacos esta
associada aos efeitos toxicos e terapéuticos e a fendbmenos de bioacumulacdo

em tecidos.

Nesse sentido, os modelos mais simplificados do estudo da lipoficidade
da CuCe6 em sistemas bifasicos, contendo dois solventes de diferentes
polaridades (1-octanol/tampdo) serve de partida para a compreensdo de
sistemas mais complexos, como os lipossomas. Os resultados demonstram que
em pHs 3, 4, 5 e 6 a CuCe6 apresenta maior afinidade pela fase organica (no

caso o 1-octanol) e foi observado que sua hidrofobicidade maxima ocorre em pH
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3, log P =1,49 + 0,09. Em contrapartida, nos pHs 7 e 8 a CuCe6 apresentou um

carater hidrofilico.

Os resultados obtidos a partir da lipofilicidade da CuCe6 sdo semelhantes
aos da clorina eg n&o cuprica (Ce6) (CUNDERLIKOVA et al., 2004). Os autores
mostraram que a Ce6 é hidrofébica em pHs menores que cinco e sua
lipofilicidade diminui em pHs 6,7, 7,1 e 7,6. Os autores também destacaram que
tais observacdes sdo importantes pelo fato de que este a Ce6 € estudada como
um fotossensibilizador em terapia fotodinamica, e a sua biodistribuicéo seletiva é
determinante em tecidos doentes, cujo pH extracelular € menor do que em

tecidos sadios.

Para complementar os estudos de particdo em sistema 1-octanol/tampao
foi realizado o ensaio da incorporacdo de CuCe6 em lipossomas de lecitina de
soja em funcdo do pH. Os resultados obtidos apresentaram similaridade aos
valores encontrados no estudo do log P. O maior porcentual de incorporacdo da
CuCeb em lipossomas ocorreu na faixa de pH 3 — 6, a regido de maior

hidrofobicidade da molécula (FIGURA 11).

Estes resultados demonstraram, também, a alta lipofilicidade da CuCe6
em pH 3, devido aos seus grupos carboxila que estdo totalmente protonados,
conforme o céalculo dos valores de pk, (TABELA 4). Uma queda de 72% na
incorporacao foi observada entre os pHs 3 e 8, sendo que neste ultimo pH

correspondente a fracdo das moléculas desprotonadas.

Neste sentido, outros trabalhos da literatura também encontraram o
mesmo comportamento para a forma nao cuprica da Cp6 e mostram que o

aumento do pH do meio causa a desprotonacédo da molécula, e a diminuicdo no
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pH torna a Cp6 protonada, aumentando assim, a sua hidrofobicidade (DATTA et

al., 2002; DAS et al., 2005).

Dessa forma, conforme foi observado por Margalit e Cohen (1983) a
incorporacdo de moléculas porfirinicas nas células pode ocorrer por difusao
passiva através da membrana plasmatica. E ainda, mesmo que as moléculas
estejam agregadas na fase aquosa, como dimeros, a presenca de lipossomas
desloca o equilibrio para a desagregacao, ou seja, para a forma monomeérica, e
consequente incorporagcdo. Provavelmente, este fato também é ocasionado ao
efetuar-se a adicdo de uma solucdo de CuCe6 aos lipossomas. Portanto, em
meio acido as moléculas de CuCe6 protonam-se e agregam-se, mas a presenca

dos lipossomas causa sua desagregacao e incorporacao.

Com base nos resultados da incorporacdo da CuCe6 em membranas,
pode-se dizer que a maior absorcdo desse componente ocorrerd em situacées
de pH &cido, como aquela verificada no estbmago (pH~2). Se esta caracteristica
for mantida para os demais componentes cupricos, a maior absor¢cdo da CucChl
ingerida com a dieta ocorrerd nas células estomacais. Sua afinidade pelas
membranas em pHs acidos poderia explicar sua biodistribuicdo no organismo e
sua bioatividade. Além disso, experimentos de particdo na faixa de pH 7 até 7,8
poderiam ser futuramente realizados a fim de relacionar o comportamento da

CuChl no pH fisiolégico com a ligagédo em proteinas e lipoproteinas plasmaticas.

Neste sentido, tornou-se necessario avaliar a interacdo entre a proteina
BSA e o padrédo CuCe6. Este estudo foi realizado por meio de medidas de
fluorescéncia da proteina. Devido a presenca de aminoacidos aromaticos, como

o triptofano, a propria proteina mostra uma fluorescéncia intrinseca. Dessa
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forma, as moléculas porfirinicas, como as clorinas, podem ligar-se a proteina
provocando a supressdo gradativa da sua fluorescéncia até a saturacdo de
todos os sitios de ligacédo, quando a fluorescéncia tende a ser praticamente nula
(FIGURA 13). Verifica-se que a intensidade de fluorescéncia emitida pela
proteina decresce com o aumento da concentracdo de CuCe6, e tal efeito foi
utilizado no calculo da constante de dissociacdo (Kp) BSA-CuCe6 e do numero

de sitios de ligacédo (FIGURA 14).

Os resultados dos experimentos demonstraram os valores de Kp = 0,38 *
0,07 uM, Ka = 3,3 + 0,28 x 10° M* e niimero de sitios de ligacdo ~1 (N = 0,75 +
0,09), para a ligacdo BSA e CuCe6. Os valores obtidos estdo de acordo com a
literatura, em um estudo da ligacdo entre BSA e Ce6 (ndo-cuprica) mostrou
constante de associacdo 3,6 x 10° M? e 1 sitio de ligacdo (KOCHUBEEYV et al.,
1998). Outro estudo estima a constante de associacao entre clorina ps € BSA

em 1,62 + 0,27 x 10° M, com 1 sitio de ligagéo (BOSE et al., 2006).

Portanto, os resultados experimentais demonstraram alta afinidade entre
a CuCeb6 e BSA, com constante de associacdo da mesma ordem de grandeza
dos estudos descritos na literatura para a ligacéo entre a Ce6 (ndo-cuprica) e a

BSA, e com maior afinidade do que a ligacéo entre a BSA e a clorina pe.

Ha outros estudos que comprovam que 0s compostos porfirinicos, como
as clorinas, ligam-se com alta afinidade as proteinas. Ouameur e colaboradores
(2005) observaram que a ligagéo de clorofila a e clorofilina a albumina do soro
humano (HSA) pode provocar até mesmo alteragbes conformacionais na
proteina pela reducdo da quantidade de alfa hélices e aumento de estruturas

beta. Os autores observaram também que, tanto a clorofila quanto a clorofilina
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nao estao ligadas a proteina por nenhuma interacéo especifica, mas encontram-
se associadas ao longo da cadeia da HSA. Ao contrario dos resultados obtidos
para a ligacdo da CuCe6 com BSA, os autores obtiveram por experimentos de
espectrofotometria o valor de 7 x 103 M para a constante de ligacéo clorofilina-
HSA, portanto menor que aquela verificada para a associacdo entre clorinas e

BSA.

Ja o trabalho de Rinco e colaboradores (2009) mostra que a estrutura
quimica da porfirina também é determinante na ligacdo com a proteina do soro.
Os autores observaram que porfirinas com uma regido hidrofébica e outra
hidrofilica ligam-se melhor a HSA do que aquelas que possuem duas regifes
hidrofilicas. A porcao hidrofébica da porfirina seria necessaria para direcionar a
ligacdo porfirina-proteina, enquanto a porcdo hidrofilica atuaria na solubilidade
da porfirina em solucdo. Foi o que os autores concluiram ao estudar diferentes
porfirinas, entre elas a protoporfirina 1X, a hematoporfirina IX e a Ce6. Para a
associacdo HSA-clorina eg 0s autores encontraram os valores de Kp = 0,93 +
0,51 yM por anisotropia fluorescente e Kp = 2,7 £ 0,5 yM por estudos de

supresséao de fluorescéncia.

De acordo com Mojzisova e colaboradores (2007) a afinidade entre Ce6 e
HSA também é dependente do pH, observando a diminuicdo da constante de
ligacdo de 3,2 + 0,6 x 108 M™* em pH 8 para 0,8 + 0,1 x 108 M em pH 6,5, efeito
que pode estar relacionado a protonacdo dos grupos carboxila da clorina
diminuindo a formacgéo de pontes ibnicas com os residuos basicos da proteina,
desestabilizando a interacdo. Adicionalmente, os autores verificaram a

associacdo da Ce6 com lipoproteinas de baixa densidade (LDL) também em
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funcdo do pH, sendo que a diminuicdo da afinidade entre HSA-Ce6 é

acompanhada do aumento da afinidade Ce6-LDL.

Portanto, a alta afinidade entre a CuCe6 e proteinas do soro, como a
BSA, estaria associada a interacdo inespecifica entre proteina e clorina, a
exemplo do que foi observado por Wang e colaboradores (2010): alta afinidade
entre a clorofilina magnésica sodica e BSA, cuja interacdo envolve pontes de

hidrogénio, interacfes eletrostaticas, interacdes hidrofobicas e complexacgdes.

Existe também a diferenca de afinidade entre a BSA e ao metal que a
clorofilina esta complexada. A constante de afinidade é similar para a ligacao
entre BSA e Fe-Chl e BSA e Zn-Chl, mas ligeiramente maior para a associacao
entre BSA e a clorofilina cuprica. Possivelmente, porque ocorre coordenacao do
Cu?* aos atomos de oxigénio e nitrogénio da molécula de BSA (devido ao
chamado efeito Jahn-Teller, o qual descreve a distorcdo geométrica de
moléculas ndo-lineares diante de um estado fundamental degenerado, bastante

comum em complexos hexacoordenados de Cu?*) (GAO et al., 2011).

Por esse motivo, a interacdo entre os componentes da CuChl e a
proteina do soro sanguineo impediu a completa extracdo do pigmento do
material biolégico, no momento da tentativa de se extrair o pigmento do soro de
animais (TABELA 5). Dessa forma, para que futuros experimentos in vivo
acerca da cinética de absorcdo e biodisponibilidade da ChICu seja realizados
com base na totalidade dos compostos extraidos, é primordial conhecer os tipos
de interacdo entre as clorinas cupricas e 0os componentes do soro sanguineo

para o desenvolvimento de uma metodologia de extracdo mais eficaz.
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Até o momento, os estudos de absor¢cdo da CuChl in vivo nao
consideraram a agregacdo dos principais componentes as proteinas
transportadoras, e que este fato levaria a conclusdes equivocadas na
identificacdo das clorinas no material biolégico. Portanto, conclui-se que o0s
resultados obtidos neste estudo possibilitam o desenvolvimento de novos
projetos visando a melhor compreensao das possiveis bioatividades atribuidas a
CuChl, bem como o grau de toxicidade deste complexo de clorinas e sua

cinética de absorcao.
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7. CONCLUSOES

A separacao e identificacdo do padrédo de CuCe6 por HPLC/MS-MS
mostrou que a substéncia apresenta impurezas e instabilidade em relacdo ao

tempo e temperatura.

Os resultados da incorporacdo da CuCe6 em lipossomas demonstram
que sua absorcdo é facilitada em pHs <6, ou seja, a molécula possui maior
lipofilicidade em meio acido por estar totalmente protonada e favorecer sua

insercao e incorporagdo na regido hidrofébica da membrana.

Além disso, a CuCe6 associa-se fortemente a BSA e dessa forma, até
gue novos protocolos para a dissociacado desta ligacdo sejam desenvolvidos,

estudos in vivo que administram a CuChl tornam-se inviaveis.
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1. Identificacdo da CuChl do soro sanguineo por espectrofotometria

Frente aos resultados obtidos, buscou-se propor um novo procedimento
de extracdo da CuChl do soro sanguineo. Os teste foram conduzidos, afim de

testar algumas condi¢ces que pudessem desfazer o complexo proteina-CuChl.

A principio, foi testada a adicdo de sulfato de aménio com o intuito de
promover a precipitacdo da proteina do soro sanguineo, possibilitando a

eventual liberacdo da CuChl do material biolégico (FIGURA 1).

Soro contaminado com CuChl e adicdo de sulfato de amodnio

¢

—

Antes da centrifugacao Apoés a centrifugacao
Amostra turva Amostra turva e o precipitado
Resultado (proteina) pigmentado

FIGURA 1. Extracdo da CuChl de amostra de soro na presenca de sulfato de amonio.

A adicdo do sal de sulfato de amonio ao soro contaminado com CuChl
resultou na precipitacdo da proteina, porém nao houve total liberacdo do

pigmento uma vez que o precipitado possuia coloracao verde intensa.
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A seguir, realizou-se um teste de modificacdo do pH com a adicdo de
NaOH 4M (FIGURA 2). Esperava-se que esta alcalinizacdo da amostra
promovesse a dissociacdo de uma parte da CuChl ligada a albumina pelo fato
desta proteina (pl 4,5 — 5,0) estar com cargas negativas neste meio, e as
moléculas de clorina cuprica da CuChl estarem desprotonadas, portanto
negativamente carregadas. Essa modificacdo nas moléculas consequentemente
poderiam alterar a interacdo proteina:CuChl, quebrando suas interacdes. Uma
vez dissociada a CuChl da proteina, esta poderia ser precipitada por adicdo de
solventes, como 0 hexano e a acetona, cuja finalidade é quebrar as ligacfes
hidrofébicas de sua molécula. A adi¢cdo de Triton X-100, um surfactante néo-
ibnico e ndo-desnaturante, poderia reduzir as possiveis interacdes hidrofébicas

da proteina com a CuChl, o que favoreceria sua extracao do meio.

Soro contaminado com Chl-Cu e adi¢do de NaOH

Adic&o de Hexano e Adic&o de Acetona e Adic&o de Triton
Centrifugacéo centrifugacao X-100 e
centrifugacao
Resultado Duas fases pigmentadas Formou pelicula Turvou; solugdo com

pigmentada aspecto de gel

FIGURA 2. Teste de extracdo de amostra de soro contaminado com Chl-Cu e adicao de NaOH,
e adi¢Bes subsequentes de solventes organicos e surfactante.
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De acordo com os resultados da FIGURA 2, nenhum desses tratamentos
promoveu a completa dissociacdo da CuChl da proteina, tampouco favoreceu
sua extracdo. Como observado, a adicdo de hexano formou uma solucéo
bifasica esverdeada, enquanto a adicdo de acetona provocou a formacdo de
uma pelicula juntamente com uma solucdo de coloracdo verde. A adicdo de

surfactante aumentou a turbidez do soro sanguineo contaminado com CucChl.

ApoOs estes resultados insatisfatorios, foi realizada a modificacdo do pH
da amostra com a adicdo de NaOH seguido da adicao do surfactante catiénico
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), e também pela adicdo de HCI com
posterior adicdo desse surfactante. Novamente, esperava-se que a variacao do
pH alterasse as interacGes entre a proteina e a CuChl e a adicdo de um

surfactante i6nico auxiliasse nessa dissociacdo, além de desagregar as

moléculas de CuChl. Os resultados obtidos sao mostrados na FIGURA 3.

Figura 3. Soro contaminado com Chl-Cu e adicdo de HCl e CTAB 1mM e 0,21mM (A e B,
respectivamente) e seu branco (soro com HCl e CTAB) (C); Chl-Cu em agua (D); soro
contaminado com Chl-Cu e adicdo de NaOH e CTAB 1 mM e 0,1mM (E e F, respectivamente)
e seu branco (soro com NaOH e CTAB) (G).
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A adicdo de HCl e CTAB turvou as solucdes (FIGURA 3A e B) e a
precipitacdo da proteina ainda ligada ao corante (CuChl) apos a centrifugacao,
portanto sem dissocia-la. Ja4 a adicdo de NaOH e CTAB aumentou a solubilidade
das amostras (FIGURA 3E e F), provavelmente por alterar as interacfes entre a
CuChl desprotonada e a proteina com carga liquida negativa, além de favorecer
a quebra de possiveis interacdes hidrofobicas entre ambas pela adicdo de
CTAB. Sendo este surfactante catidnico, sua presenca poderia auxiliar na
desagregacao das moléculas de CuChl. A concentracdo micelar critica (c.m.c.)
do CTAB é aproximadamente 0,94mM, portanto em uma solucdo na qual
existam espécies de clorinas desprotonadas, ou seja negativamente carregadas,
a presenca de monémeros do surfactante catiénico (concentracao 0,1mM) pode
favorecer a interacdo clorina-surfactante estabilizada por interacdes
eletrostaticas. Na presenca de concentracdes do surfactante superior a c.m.c.
(por exemplo, 1mM), a formacao desses complexos € principalmente favorecida
por interagdes hidrofobicas (MISHRA et al., 2005). Porém, com nenhum destes
tratamentos houve a completa dissociacdo da CuChl ligada a proteina, nem a
precipitacdo desta. Com isso, foi possivel apenas a identificacdo qualitativa da

presenca da CuChl nas amostras, por espectrofotometria.

A FIGURA 4 mostra os espectros de absorcdo obtidos na leitura das
amostras de CuChl em agua (FIGURA 3D), soro com NaOH e CTAB 1mM
(FIGURA 3E) e soro com NaOH e CTAB 0,1mM (FIGURA 3F), utilizando como

branco o soro sanguineo sem CuChl (FIGURA 3G).
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FIGURA 4. Espectros de absor¢cdo da CuChl em soro sanguineo e em agua.

De acordo com a FIGURA 7, ha uma pequena variacdo na absorcao
maxima na banda Soret (406 hm) quando comparadas as amostras de CuChl no
soro na presenca de CTAB e a amostra de Chl-Cu em &gua. Observa-se
também um deslocamento de 4 nm na banda de absorcdo Q, e maior
absorbéancia das amostras de CuChl no soro do que da CuChl em agua, nesta
banda. Pode-se comparar os Anax da CuChl presente na amostra biolégica aos

Amax da amostra de CuChl preparada em agua na TABELA 2.

TABELA 1. Valores de Ay,ox da CuChl em 4gua e do pigmento em soro sanguineo.

Absorbancia (nm)

Amostra Soret (406nm) Q (628nm)
Chl-Cu em agua 1,647 0,408
Chl-Cu em soro e CTAB 0,1mM 1,511 0,648 (632nm)
Chl-Cu em soro e CTAB 1mM 1,323 0,653 (632nm)
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O deslocamento nas bandas de absorcao das clorinas pode ser explicado
pela interacdo com o surfactante, que ja foi reportada na literatura entre clorina
ps € CTAB, com deslocamento de 401 nm para 405 nm (banda Soret) e de 655
nm para 665 nm (banda Q) (DATTA et al., 2002). Ja o aparecimento de uma
banda de absorcdo em 558 nm, na amostra biolégica, pode estar associada a
propria interacdo da CuChl com os componentes do soro, ja que a presenca de

CTAB néo ocasiona o aparecimento desta banda.

A adicdo de NaOH e CTAB nao provocou a dissociacdo da CuChl da
proteina e por conseguinte ndo propiciou a total extracdo do corante do soro
sanguineo, porém tornou possivel a identificacdo qualitativa da CuChl na
amostra biologica, por meio de uma solucéo limpida e com absorcdo préxima a
da CuChl em &gua. Como citado anteriormente, a alta afinidade entre os
componentes da CuChl e as proteinas do soro parece estar associada a uma
interacdo inespecifica, a exemplo do que foi observado por Wang e

colaboradores (2010).

Dessa forma, apesar dos diversos experimentos visando a identificacao e
a quantificacdo da CuChl presente em um material biolégico, os resultados
obtidos até o momento referem-se somente a identificacdo da CuChl no soro por

espectrofotometria.

Ha necessidade de maiores conhecimentos sobre os tipos de interacdes
da CuChl com a albumina e mesmo outras proteinas tissulares a nivel quimico,
para que isto propicie o desenvolvimento de procedimentos mais adequados
para a extracdo e quantificacdo da Chl-Cu em material biolégico e a avaliacao

das suas bioatividades. A continuidade dessa pesquisa pode ser objeto de um
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novo projeto com a demanda de pesquisadores com conhecimento quimico,

fisico-quimico e bioquimico.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Assisténcia Técnica Académica

Oficio CEEA/FCF n® 04 /2009

S3o0 Paulo,19 de fevereiro de 2009.

limo(a) Sr(a).

Luciana Tedesco Yoshime

Orientador(a): Profa. Dra. Ursula M. Lanfer Marquez
FBA

Prezado(a) Senhor(a),

A Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da FCF/USP,
em reunido realizada em 16 de fevereiro de 2009, APROVOU o projeto
“Caracterizagdo da clorofilina cuprica de soédio e avaliagdo de sua absorgéo,
estabilidade e distribuicdo em estudos com rato” (Protocolo CEEA n° 206),
apresentado por Vossa Senhoria.

A CEEA sugere a redugao, se possivel, do periodo de jejum

para 8 horas.

Atenciosamente,

Presidente da Comisséo de Ftica em Experimentagéo Animal
CEEA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 30913677 / Fax: (11) 3813-5093 - e-mail: rtrigo@usp.br
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UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduacgao

Informagoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacdao oral do seu trabalho, com duracdo
maxima de 30 minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicdo oral. Cada examinador dispora, no
maximo, de 30 minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o tema do

trabalho apresentado, e o candidato dispora de 30 minutos para sua resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada a
arguicdo na forma de didlogo em até 60 minutos por examinador.

2.2 Tempo maximo total de arguigdo: 3 horas para o mestrado e 5 horas para o
doutorado.

3. A sessao de defesa serd aberta ao publico.
4. Terminada a arguicdo por todos os membros da banca, a mesma se reunira
reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovagdo ou reprovacao

do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguigdo.

4.1 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por unanimidade
ou pela maioria da banca.

4.2 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo Julgadora
devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na ata.

5. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-Graduagdo:
pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 26 de maio de 2011.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br

YOSHIME, L.T.



Anexo

140

Ficha do Aluno

14/02/13 01:29

Janus - Sistema Administrativo da P6s-Graduagdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9132 - 5255790/1 - Luciana Tedesco Yoshime

Email:
Data de Nascimento:

Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:

Nacionalidade:

yoshime@usp.br
17/08/1978

RG - 27.423.195-5 - SP
Estado de Sao Paulo
Brasileira

Graduacao: Nutricionista - Universidade Catolica de Santos - Sado Paulo - Brasil - 2002

Mestrado: Mestre em Ciéncia dos Alimentos - Area: Bromatologia - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - Universidade de S&o Paulo - Sdo Paulo - Brasil - 2007

Curso: Doutorado

Programa: Ciéncia dos Alimentos

Area: Nutrigdo Experimental

Data de Matricula: 15/10/2008

Inicio da Contagem de Prazo: 15/10/2008

Data Limite: 14/02/2013

Orientador: Prof(a). Dr(a). Ursula Maria Lanfer Marquez - 15/10/2008 até o presente. E.Mail:

lanferum@usp.br

Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 15/10/2012

Prorrogagao: 120 dias
Periodo de 15/10/2012 a 12/02/2013

Data de Aprovagao no Exame de

Qualificago: Aprovado em 10/04/2012

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovagao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias: Ingressou no Doutorado em 15/10/2008

Prorrogacédo em 05/10/2012
Matricula de Acompanhamento em 12/02/2013

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 12/02/2013
Impresso em: 14/02/13 01:29:14

YOSHIME, L.T.



Anexo

141

9132 - 5255790/1 - Luciana Tedesco Yoshime

FBASET4 Quimica e Analise dos Alimentos Lipidicos  28/10/2008 08/12/2008 60 ) Concluida
FBA5728- . . Matricula
2/9 Aprimoramento Didatico 02/04/2009 29/04/2009 60 0 cancelada
Fundamentos da Biologia Molecular Aplicados
NHA5705- a Nutrigdo Humana (Curso Interunidades: .
2/2 Nutrigdo Humana Aplicada - Universidade de 05/05/2009 08/06/2009 60 100 Concluida
Sao Paulo)
Principios Gerais de Experimentagdo Animal no
BMB5816- Departamento de Fisiologia e Biofisica (Instituto .
1/4 de Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sao ' 2/08/2009 18/08/2009 5 100 Concluida
Paulo)
FBASE9E- Tepicos em Ciéncia dos Alimentos e Nutrigao Il 02/09/2009 10/11/2009 30 87 Concluida
Participou da Etapa de Estagio Supervisionado
em Docéncia do Programa de Aperfeicoamento
Atividade de Ensino junto a Disciplina FBA0413
Alimentos e Nutrigao |, ministrada aos alunos
Programa € graduagéo do curso em Farmacia e 01/02/2010 30/06/2010 : 0 °
9 Bioquimica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
(Universidade de S&o Paulo) (1)
. . . - Pré-
HEP5800- questaystlca (Facn:lldade de Saude Publica - 02/03/2010 11/05/2010 90 0 matricula
7n Universidade de Sao Paulo) indeferida
FBAST28- Aprimoramento Didatico 20/04/2010 17/05/2010 60 87 Concluida
HEP5762- Estatistica ndo Paramétrica (Faculdade de Matricula
4/5  Saude Publica - Universidade de Sdo Paulo) ' ©/0%/2010 01/07/2010 60 0 cancelada
HNT5739- Experimento com Alimentos (Faculdade de .
114" Satide Publica - Universidade de Sao Paulo) ' #/03/2011 23/05/2011 30 100 Concluida
FB%??”‘ Toxicologia Aplicada aos Alimentos 25/04/2011 18/05/2011 75 0 carurma
Disciplinas: 20 20 20
Atividades Programadas:
Seminarios:
Estagios:
Total: 20 20 20

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Observacgoes:

1) Créditos atribuidos de acordo com o disposto na Portaria GR-3588 e GR-4391 - PAE, de 31.08.09 e aprovados pela

Comisséo

de Pés-Graduagéo, em Sessao de 26/11/2010.

Conceito a partir de 02/01/1997:

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 12/02/2013
Impresso em: 14/02/13 01:31:21

https://uspdigital.usp.br/janus/alunoGeral/ficha/fichaDoAlunoParalmpressao.jsf

Pagina 2 de 2

YOSHIME, L.T.



Anexo

142

@ curriculo Lattes

Luciana Tedesco Yoshime

Enderego para acessar este CV:http:// lattes.cnpq.br/ 3480818012223101

Ultima

atualizagao do curriculo em 18/ 03/ 2012

Resumo informado pelo autor

Possui graduagdo em Nutrigdo pela Universidade Catdlica de Santos (2001), especializagdo em Salde, Nutrigdo e Alimentagdo Infantil (2003) e mestrado em Ciéncias dos
Alimentos pela Universidade de S&o Paulo (2007). Tem experiéncia na area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, com énfase em Ciéncia de Alimentos

(Texto informado pelo autor)

Dados pessoais
Nome
Nascimento

CPF

Luciana Tedesco Yoshime
17/08/1978 - Sdo Paulo/SP - Brasil
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2008
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2002 - 2003
1998 - 2001

Doutorado em Ciéncias dos Alimentos.

Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Caracterizagdo da clorofilina clprica de sodio e avaliagdo de sua estabilidade, absorgéo e
distribuicdo em estudos com ratos

Orientador: Ursula Maria Lanfer Marquez @

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

Mestrado em Ciéncias dos Alimentos.

Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Caracterizagdo Nutricional do Mangarito (Xanthosoma mafaffa Schott), Ano de obtengdo: 2007
Orientador: Marilene De Vuono Camargo Penteado @

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico

Especializagdo em Satde, Nutrigdo e Alimentagdo Infantil.

Universidade Federal de Sdo Paulo, UNIFESP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Indicadores de contaminag&o microbiolégica em mamadeiras de chas, preparadas no domicilio e
destinadas a crianas atendidas em unidade basica de satde.

Orientador: Tania Beninga de Morais

Bolsista do(a): Fundagdo do Desenvolvimento Administrativo

Graduagdo em Nutrigdo.

Universidade Catdlica de Santos, UNISANTOS, Santos, Brasil

Titulo: Estado Nutricional e CondigGes Sdcio Econémicas Ambientais de Criangas de uma Escola Municipal
de Santos

Orientador: Renata Doratioto Albano

Formagdo complementar
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Atuagdo profissional

1. Universidade de

Vinculo institucional

2008 - Atual

2005 - 2007

Atividades

02/2010 - 06/ 2010

Curso de curta durag&o em Linguagem universal para inferéncias cientificas.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, FCF/USP, Brasil

Curso de curta duragéo em Bioestatistica na era da Bicinformatica.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, FCF/USP, Brasil

Extensdo universitéria em Atualizagdo em Rotulagem de Alimentos.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, FCF/USP, Brasil

Curso de curta duragdo em Operago no Sistema de Cromatografia Liquida.
Scientific Instruments Co do Brasil, SINC, Brasil

5a0 Paulo - USP

Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Aluno de Pés-graduagdo , Carga horaria: 40, Regime:
Dedicagéo exclusiva

Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Aluno de Pés-graduagéo , Carga horéria: 40, Regime:
Dedicagdo exclusiva

Estégio, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Alimentos e Nutrigdo Experimental
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Estagio:
Monitora da disciplina Alimentos e Nutricdo I junto ao Programa de Auxilio ao Ensino (PAE)
02/2006 - 06/ 2006 Estagio, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Alimentos e Nutrigdo Experimental

Estagio:
Monitora da disciplina Fiscalizagdo de Alimentos junto ao Programa de Auxilio ao Ensino (PAE)

07/2005 - 11/ 2005 Estagio, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Alimentos e Nutrigdo Experimental

Estagio:
Monitora da disciplina Quimica e Bioquimica de Alimentos junto ao Programa de Auxilio ao Ensino (PAE)

2. Universidade Catélica de Santos - UNI SANTOS

Vinculo institucional

1998 - 2001 Vinculo: Estudante , Enquadramento funcional: Aluno de graduagéo , Carga horaria: 25, Regime: Parcial

Atividades
2000 - 2000  Estagio, Curso de Nutrigdo

Estagio:
Monitora da disciplina de ia e Ca icdo dos Allr

Projetos

Projetos de pesquisa

2009 - 2011 Caracterizagdo da clorofilina cliprica e avaliagéo de sua absorgdo, estabilidade e distribuicdo em estudos
com ratos

Descrigdo: A clorofilina clprica de sédio (Chl-Cu) é um corante alimentar mais estavel e mais barato do
que a clorofila natural. Quimicamente é constituido de diversas clorinas, em especial a Cu(II)clorina e4 e a
Cu(II)clorina e6. Além de corante vem sendo empregado na medicina popular como cicatrizante,
desodorizante para pacientes ostomizados, entre outos. Porém, nos Ultimos 15 anos as pesquisas com
este pigmento estdo focalizando efeitos bioldgicos, tais como atividade anti-mutagénica, anti-
carcinogénica, antioxidante e radioprotetora. Todavia, até o momento, a maioria destes estudos foi
realizada in vitro ou em tecidos isolados e sdo raros os trabalhos in vivo, de modo que informagdes sobre
a sua biodisponibilidade e agdes sistémicas sdo praticamente inexistentes. Apenas recentemente foi
confirmado que a Cu(II)clorina e4 pode ser absorvida por humanos, tendo sido identificada no plasma,
figado e rins de ratos, apés ensaio de intervengdo dietética, mas ainda ndo existem informagdes sobre a
farmacocinética da sua absorgdo. A Cu(II)clorina e6, ndo é absorvida o que faz supor que este
componente seja menos estavel durante a passagem pelo trato gastrointestinal, ou que seja absorvido
pelos enterdcitos e em seguida degradado, sem atingir a corrente sanguinea. Devido a promessas de
beneficios para a sadde divulgadas pelas midias de comunicagdo existe uma tendéncia de ingestdo
crescente pela populagdo, superior a ingestdo a partir do seu uso como corante alimentar, acreditamos ser
de interesse estudar em modelo com ratos a absorgao, distribuicdo e metabolizacdo destes componentes
da Chl-Cu. Assim, este projeto tem por objetivo e desafio obter informagdes sobre a cinética de absorcdo
e distribuicdo das principais clorinas isoladas que compde a clorofilina clprica, em estudo com ratos
Wistar. Sera dada énfase a velocidade e taxa de absorgdo da Cu(II)clorina e4, bem como ao destino da
Cu(IT)clorina e6 que aparentemente ndo é absorvida pelo organismo animal.

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduaggo (1); Doutorado (1);

Integrantes: Luciana Tedesco Yoshime; Ursula Maria Lanfer Marquez (Responsavel); Tathyana Cristina
Tumolo Ribeiro; Rosa Maria Cerdeira Barros; Mauricio da Silva Baptista

Financiador(es): Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo-FAPESP
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