(11) NUmero de Publicagao: PT 1402253 E

i

b
wegpecie

(51) Classificagao Internacional:
GO1N 31/00(2011.01)

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(22) Data de pedido: 2002.01.31 (73) Titular(es):

COUNCIL OF SCIENTIFIC AND INDUSTRIAL

(30) Prioridade(s): 2001.06.22 IN DE07012001 RESEARCH

RAFI MARG NEW DELHI 110 001 IN
(43) Data de publicagéo do pedido: 2004.03.31
(72) Inventor(es):

(45) Data e BPI da concessao: 2011.08.17 INDU BHUSAN CHATTERJEE PT

187/2011
(74) Mandatério:

ANTONIO JOAO COIMBRA DA CUNHA FERREIRA

RUA DAS FLORES, N¢ 74, 42 AND 1249-235 LISBOA PT

(54) Epigrafe: PROCESSO PARA O ISOLAMENTO DE UM OXIDANTE NOCIVO PRINCIPAL A
PARTIR DO FUMO DE CIGARRO

(57) Resumo: ) )
OS COMPONENTES DO FUMO DE CIGARRO, CONHECIDOS ATE AGORA, NAO EXPLICAM OS

EFEITOS PERIGOSOS IMPRESSIONANTES DO FUMAR; ESTE INVENTO DESCREVE O
ISOLAMENTO, IDENTIFICAGAO E PROCEDIMENTOS PARA A DETERMINACAO DA ESTRUTURA,
PROPRIEDADES E ANALISE DO PRINCIPAL OXIDANTE NOCIVO RELATIVAMENTE ESTAVEL
(OXIDANTE DE FUMO DE CIGARRQ) (OXIDANTE FC) PRESENTE NO FUMO DE CIGARRO, CUJO
TEOR E DE CERCA DE 190&#56256;8#56468;10 MG POR CIGARRO; O OXIDANTE FC ISOLADO E
RESPONSAVEL QUASE QUANTITATIVAMENTE PELO DANO OXIDATIVO DE PROTEINAS
PRODUZIDO PELO EXTRACTO AQUOSO DE TODO O FUMO DE CIGARRO, E TAMBEM
RESPONSAVEL PELO DANO OXIDATIVO DO ADN; UMA VEZ QUE O OXIDANTE FC E
RELATIVAMENTE ESTAVEL, ELE EXPLICA AINDA OS EFEITOS PERNICIOSOS DO FUMO DE
CORRENTE LATERAL E DO FUMO PASSIVO; UM CERTO NUMERO DE COMPOSTOS/AGENTES
QUIMICOS INCLUINDO A VITAMINA C MOSTROU PREVENIR, IN VITRO, A OXIDACAO DE
PROTEINAS INDUZIDA PELO OXIDANTE FC.



EP 1 402 253/PT

RESUMO

“Processo para o isolamento de um oxidante nocivo principal a
partir do fumo de cigarro”

Os componentes do fumo de cigarro, conhecidos até agora,
nao explicam os efeitos perigosos impressionantes do fumar;
este invento descreve o) isolamento, identificacéao e
procedimentos para a determinagao da estrutura, propriedades
e andlise do principal oxidante nocivo relativamente estavel
(oxidante de fumo de cigarro) (oxidante fc) presente no fumo
de cigarro, cujo teor é de cerca de 190%x10 mg por cigarro; o
oxidante fc 1isolado € responsavel guase quantitativamente
pelo dano oxidativo de proteinas produzido pelo extracto
aquoso de todo o fumo de cigarro, ¢é também responsavel pelo
dano oxidativo do ADN; uma vez qgue o oxidante fc é
relativamente estavel, ele explica ainda oS efeitos
perniciosos do fumo de corrente lateral e do fumo passivo; um
certo numero de compostos/agentes qguimicos incluindo a
vitamina C mostrou prevenir, in vitro, a oxidacao de

proteinas induzida pelo oxidante fc.
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DESCRICAO

“Processo para o isolamento de um oxidante nocivo principal a
partir do fumo de cigarro”

Campo do invento

O presente invento refere-se a um processo para o

isolamento da p-benzosemiquinona de fdérmula 1:

OH

um oxidante nocivo principal de fumo de cigarro. Mais
particularmente, o presente invento proporciona um processo
para o isolamento da p-benzosemiquinona, um oxidante nocivo
principal de fumo de cigarro, que ¢é responsavel pelo dano
oxidativo de proteinas e do ADN.

Antecedentes do invento

A exposigcao ao fumo de cigarro é a principal causa de
doengas potencialmente fatais tais como brongquite, enfisema,
outras doencas do tracto respiratdério, doencas cardiacas
coronarias, cancro dos pulmbdes e outras malignidades [1-5].
De facto, o fumo de cigarro é a maior causa de cancro do
pulmao, agora, globalmente, o cancro mais comum. Uma vez que
as abordagens para parar de fumar pelas campanhas de saude
publica e as leis anti-tabaco aprovadas pelos Governos locais
tém tido um sucesso limitado, a abordagem mais vidvel €& a
prevencao dos efeitos perigosos causados pelo fumo de
cigarro. Sabe-se gue o fumo de cigarro contém cerca de 4000
componentes, dos quais cerca de 3000 componentes estao
presentes na fase gasosa e cerca de 1000 componentes na fase
de alcatrao [6]. Os oxidantes na fase gasosa, tais como 0O 5,
H,0,, NO, radical perdxi sado extremamente instaveis [7]. Se a
fase gasosa for passada em tampao de fosfato e a solugao

resultante for adicionada a solugao de albumina, nao ocorre
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oxidacao de proteinas (7). Aparentemente, espera-se dgue

qualquer dano causado pela fase gasosa esteja restrinjido a

cavidade bucal e tracto respiratdrio superior [8]. Por outro
lado, o{(s) oxidante(s) presente(s) no alcatrao é(sao)
bastante estavel(eis) sendo este(s) aparentemente

responsavel (eis) pela producdo de dano oxidativo no pulméo,
coragao e outros oérgaos [7,9]. Cerca de 48 por cento dos
componentes do alcatrdo sdo solUveils em &gua [10] sendo o
extracto aquoso do alcatrao conhecido por produzir dano
oxidativo em macromoléculas bioldgicas incluindo proteinas e
ADN [7,11,12]. Contudo, ¢é dificil dimaginar quantos dos
componentes presentes no extracto aquoso do alcatrao sao
responsaveis pela produgdo de dano oxidativo no sistema
bioldégico. Até agora, entre os muitos componentes do fumo de
cigarro, foram sugeridas estarem implicadas como agentes
causadores do desenvolvimento do cancro e doencas
degenerativas, trés classes de compostos, nomeadamente, (1)
hidrocarbonetos aromdticos policiclicos, (ii) nitrosaminas e

(iii) radicais livres.

Entre os hidrocarbonetos policiclicos, o benzol[a]lpireno
¢, de longe, o melhor estudado. No entanto, nao ¢é um
carcinogénio e requer activagao metabdlica através do sistema
do citocromo P450 para se tornar no carcinogénio final, o
diol epdxido de benzol[alpireno. Além disso, a concentracgao de
benzo[alpireno no fumo de cigarro é pouco abundante, cerca de
10 a 40 ng por cigarro [13], nao explicando o benzo[a]lpireno
o dano oxidativo das proteinas produzido pelo fumo de

cigarro.

Entre as nitrosaminas especificas do tabaco (TSNA), as
mais estudadas sdo a N'-nitrosonornicotina (NNN) e a 4-
(metilnitrasamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK). De novo,
as TSNA nédo sao carcinogénios directos variando também
amplamente as suas concentragdes no fumo do tabaco. O
intervalo observado para a NNN é de 0,004 ug a 1,35 Ug e para
a NNK, <0,004 pg a 1,75 Wg por cigarro. Conclui-se que as
TSNA no fumo de cigarro nao sao um indice suficiente para o
potencial carcinogénico do fumo de cigarro [14]. De novo, as
TSNA nao podem explicar o dano oxidativo de proteinas.

Um outro aspecto do componente perigoso do fumo de

cigarro é o radical livre. Pryor e seus colegas realizaram
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estudos consideraveis sobre a quimica de radicais livres do
fumo de cigarro e suas implicagbes toxicoldégicas. Estes
autores sugeriram que o radical livre relativamente estavel
principal no alcatrdao de cigarro pode ser um complexo de
quinona/hidroquinona que é um sistema redox activo e que este
sistema redox ¢é capaz de reduzir o oxigénio molecular para
produzir superdxido, conduzindo a radicais ©perdxido de
hidrogénio e hidroxilo [15], que podem eventualmente conduzir
a dano oxidativo de macromoléculas bioldgicas, no entanto, os
investigadores observaram que o dano oxidativo de proteinas
produzido pelos radicais estaveis de alcatrdao nao é inibido
por SOD ou catalisador o que indica que o dano oxidativo nao
é mediado por radical superdxido ou perdxido de hidrogénio.
Os requerentes observaram ainda que os radicais de alcatrao
oxidam proteinas em atmosfera de azoto e na auséncia de
oxigénio molecular, o que indica uma interaccdo directa dos
radicais de alcatrdao com micromoléculas Dbioldgicas. No
entanto, estes autores admitem que o radical principal
identificado no alcatrao nao é na realidade um monorradical
e, provavelmente, nao é uma espécie uUnica (16). Eles admitem
também que o alcatradao de cigarro é uma mistura incrivelmente
complexa e uma vez que 0s radicalis de alcatrao nao foram
isolados e claramente identificados, qualquer conclusao
relativamente a gquimica ou bioguimica dos radicais de

alcatrao deve ser vista como uma sugestao [15].

Na publicagao Chemical Research in Toxicology, vol. 11,
no. 5, paginas 441-448, 00-00-1998, W.A. PRYOR:
“Fractionation of aqueous cigarette tar extracts: fractions
that contain the tar cause DNA damage”, Pryor descreveu o
fraccionamento de extractos aquosos de alcatrao de cigarro
preparados a partir de alcatrdao de cigarro envelhecido em
fracgdes utilizando a separagao em coluna de Sephadex. As
fracgbdes foram analisadas por UV e espectroscopia de
ressonancia paramagnética electrdnica (EPR) e cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (GC/MS). Pryor identificou os
radicais o- e p-benzosemiquinona, no entanto, o radical p-
benzosemiquinona nao foi isolado e separadamente

caracterizado.

Na publicagao Free Radical Biology and Medicine, vol.
27, no. 9-10, paginas 1064-1079, 00-00-1999, Koustubh Panda:
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“Vitamin C prevents cigarette smoke induced oxidative damage
of proteins and increased ©proteolysis”, encontra-se a
discussao de que o extracto de fumo de <cigarro contém
oxidantes estaveis que oxidam as proteinas plasmaticas
humanas, albumina de soro de Dbovino, homopolimeros de
aminoacidos e causam também degradacdao oxidativa extensa de
proteinas microssomais e que a vitamina C previne os
oxidantes de proteina induzidos por fumo de cigarro. Nao ha
qualquer informagao descrita relativa ao 1isolamento e
caracterizacgcao do oxidante nocivo a partir do extracto aquoso

de fumo de cigarro.

E de mencionar que nos anos 60, a industria do tabaco,
em geral, provou nos seus proéprios laboratdérios que o
alcatrao de cigarro causa cancro em animais [17]. Ao longo
dos anos 60, os investigadores das companhias descobriram os
elementos tdéxicos no fumo de cigarro com a convicgao de gue
se o0s componentes téxicos podiam ser identificados, estes
agentes podiam ser removidos ou eliminados e podia ser criado
um cigarro “seguro”, que iria distribuir nicotina sem
distribuir as substéncias tdéxicas [17]. No entanto, no final
dos anos 70, a 1ndustria do tabaco tinha abandonado
largamente esta pesquisa particular, porque o objectivo
provou ser inatinjivel. Era um problema tecnicamente dificil

de resolver e que provou ser intratavel [17].

Muito recentemente, o0s investigadores observaram que o
extracto aquoso do todo o fumo de cigarro/alcatrdo continha
um oxidante nocivo principal numa quantidade relativamente
elevada, aproximadamente 190£10 ug por cigarro. Os
requerentes isolaram o oxidante, determinaram a estrutura e
verificaram ser a p-benzosemiquinona. 0 oxidante é
responsavel quase quantitativamente pelo dano oxidativo das
proteinas produzido pelo extracto aqueoso do todo o fumo de
cigarro/alcatrdo. O oxidante ¢é também responsavel pela
oxidacao do ADN. Nagata et al. (18) mostraram que os radicais
de semiquinona se ligam ao ADN e danificam-no. Sabe-se também
que o dano oxidativo do ADN estda implicado na mutagdo e
cancro. O oxidante é relativamente estavel. A sua semi-vida
no estato sélido, a temperatura ambiente, é de
aproximadamente 48 horas. A presenga do oxidante estavel no
fumo de cigarro podia explicar os efeitos perniciosos do fumo
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de corrente lateral e do fumo passivo (7). O oxidante esta
ausente no tabaco nao fumado sendo produzido durante a
combustdao do cigarro (7). Os requerentes identificaram um
certo numero de compostos/agentes quimicos que desactivam o
oxidante e que podem ser utilizados como antidotos.

Objectivos do invento

O principal objectivo do presente invento refere-se ao
isolamento e caracterizagao de um oxidante nocivo principal a
partir do extracto aquoso do todo o fumo de cigarro/alcatrao,
que € principalmente responsavel pelo dano oxidativo de
macromoléculas bioldégicas incluindo proteinas e ADN.

Um outro objectivo do invento € proporcionar um método
para a analise quantitativa do oxidante de fumo de cigarro

(fc) presente em toda a solugao de cigarro.

Ainda um outro objectivo do invento é a identificacao de
compostos/agentes quimicos que vao desactivar o oxidante e
actuar como antidotos no combate ao efeito nocivo do

oxidante.
Sumario do invento

Um oxidante nocivo principal relativamente estavel foi
isolado a partir do extracto aquoso do todo o fumo de
clgarro/alcatrdao e purificado numa extensao de >99% por
extracgao diferencial de solventes, cromatografia de camada

fina e HPLC preparativa. O rendimento é de cerca 16 Ug por

cigarro, que é cerca de 8,4% da quantidade (=190 Ug) presente
no fumo de um cigarro. Foram obtidos resultados comparaveis a
partir de doze marcas comerciais diferentes de cigarros. O
oxidante purificado <cristaliza em cristais amarelo muito
palido em forma de agulhas finas a partir de uma solugaoc em
acetona. A estrutura do oxidante mostrou ser a -
benzosemiquinona tal como evidenciado por analise elementar,
espectro de massa, UV, fluorescéncia, espectroscopia de 1V,
RMN do H, RMN do C e ESR assim como pelas propriedades
quimicas. O oxidante pode ser quantitativamente medido quer
por espectroscopia de absorgao no UV quer por HPLC.
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Na p-benzosemiquinona, o electrao desemparelhado ¢é
deslocalizado ao longo de uma estrutura aromatica contendo
heterodtomos o que conduz a diferentes formas mesoméricas,
nomeadamente, formas anidénicas, neutras e catidnicas (Fig.l,
ver ref.19). Esta ressonadncia podia explicar a estabilidade
da semiquinona. A semi-vida do oxidante armazenado no estado
s6lido, a temperatura ambiente, ao ar e no escuro é de cerca
de 48 horas, como determinado pela sua capacidade para oxidar
0 acido ascdérbico. Na solugdo aquosa a pH 7,4, a semi-vida é
de cerca de 1,5 horas. Utilizando a oxidagao do BSA ou a
degradacao oxidativa de proteinas microssomais de pulmao de
cobaia como sistemas modelo, o oxidante é gquantitativamente
responsavel pelo dano oxidativo produzido pelo extracto
aquoso de todo o fumo de cigarro. O oxidante fc é também
responsavel pela oxidacgdao do ADN.

Foi identificado um certo numero de compostos/agentes

quimicos que inactivam o oxidante e actuam como antidotos.

Descrigao detalhada do invento

Por conseguinte, o presente 1nvento proporciona um
processo para o 1solamento de p-benzosemiquinona de acordo

com ©0s passos da reivindicagao 1.

Modificagdes adicionais sao descritas nas reivindicagdes

dependentes.

O presente 1invento ¢é descrito com referéncia aos

exemplos aqui abaixo.

Breve descrigcdo dos desenhos acompanhantes

Fig.1 Mostra as formas mesoméricas de p-benzosemiquinona,
a) anidnica, b) e ¢) neutra e d) catidnica.

Fig.2 Bandas de cromatografia de camada fina da solugao de
metanol apds liofilizagdo — 1indica a banda do
oxidante fc.

Fig.3 Perfil de HPLC do extracto de butanol apds TLC. O
oxidante fc (passo 6) eluiu como um pico principal
ao tempo de retencao de 8,808 min. A quantidade de

oxidante fc eluido foi de ~12 Ug.
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Perfil de HPLC do oxidante fc puro, eluido ao tempo
de retencao de 8,808 min.

Cromatografia de camada fina do oxidante fc puro (Rs
= 0,26).

Perfil espectroscdpico de fluorescéncia do oxidante
fc em metanol. A excitacdo fol a 293 nm e a analise
de emissdo foi medida de 300 nm a 800 nm. Os maximos
de emissao foram a 329,6 nm e a 651,4 nm.

Perfil espectroscédépico de fluorescéncia do oxidante
fc em metanol. A excitagao foi a 224 nm e a analise
de emissao foli medida de 225 nm a 800 nm. Os maximos
de emissao foram a 329,6 nm e a 652,6 nm.

Perfil espectroscdpico de fluorescéncia do oxidante
fc em metanol. A emissdo foi a 330 nm e a andlise de
excitacdo foil medida de 220 nm a 325 nm. Os maximos
de excitacao foram a 228,2 nm e a 293,8 nm.

Perfil espectroscédpico de fluorescéncia do oxidante
fc em metanol. A emissdo foi a 651 nm e a andlise de
excitagdo foili medida de 220 nm a 650 nm. Os maximos
de excitacao foram a 229,2 nm e a 294,8 nm.
Estrutura cristalina do oxidante fc puro.

Perfil espectrofotométrico de UV do oxidante fc em
metanocl. Tem dois maximos de absorg¢do, um a 293,4 nm
e outro a 223,0 nm.

Estabilidade do oxidante sdélido mantido a 25°C sob
escuro. A estabilidade foi determinada pela sua
capacidade para oxidar 4&cido ascérbico. 0O acido
ascoOrbico foi medido por andlise de HPLC a 254 nm.
Curva padrao do acido ascdédérbico baseada na analise
de HPLC a 254 nm.

Estabilidade do oxidante fc em tampao de fosfato de
potédssio 50mM, a 25°C, medida pela sua poténcia para
oxidar o ascorbato como evidenciado pela 4&area de
HPLC.

Redugao quantitativa do ferricitocromo c pelo
oxidante medida pela formagao de ferrocitocromo ¢ no
tempo, a 550 nm. A reaccdao fol realizada em tampao
de fosfato de potassio 50mM, pH 7,4, mantendo a
concentragdo final de ferricitocromo c¢ a 100uM. Uma
nmole do oxidante reduziu 0,71 nmole de

ferricitocromo c.
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Curva padrao do oxidante com base na area de HPLC a

294 nm. Foram utilizadas quantidades diferentes do

oxidante fc no intervalo de 10 ng a 100 ng em 20 ul
de solvente movel.
Curva padrao do oxidante com base na redugao do

citocromo ¢ utilizando quantidades diferentes do

oxidante no intervalo de 1 Ug a 5 Ug.

Espectro de massa do oxidante fc puro.

Perfil espectrofotométrico de UV da hidroguinona em
metanol. Tem dois maximos de absorcgdo, um a 293,8 nm
e outro a 224,2 nm.

Perfil espectrofotométrico de UV do oxidante fc
armazenado a temperatura ambiente, no escuro,
durante 8 dias. Os dois maximos de absorcao sao a
293,6 nm e a 224,4 nm.

Perfil espectrofotométrico de UV de uma mistura
equimolar de p-benzoquinona e hidroquinona em
metanol. H& um ressalto préximo de 242 nm (0 Anx da
p-benzoquinona) .

Perfil espectroscoépico de fluorescéncia da
hidroguinona em metanol. A excitagdo foi a 294 nm e
a andlise de emissédo foi medida de 300 nm a 800 nm.
Os maximos de emissdo foram a 329,4 nm e a 651,6 nm.
Perfil espectroscédépico de FTIR do oxidante fc.
Perfil espectroscédpico de FTIR da hidrogquinona.
Perfil espectroscépico de RMN do H do oxidante fc em
CD3COCDs3.

Perfil espectroscédépico de RMN do H da hidrogquinona
em CD3COCDs.

Perfis espectroscdpicos comparativos de RMN do H de
(a) oxidante fc e (b) hidroquinona.

Perfil espectroscdpico de RMN do H do oxidante fc
apds reducao com ditionito de sdédio.

Perfil espectroscépico de RMN do C do oxidante fc em
CD3;COCDs3.

Perfil espectroscépico de RMN do C da hidroguinona
em CD3;COCDs.

Espectro de ESR a temperatura ambiente do oxidante
fc, recentemente preparado a partir de 100 cigarros.
O espectro foi registado num espectrdémetro ESR JES-
REIX (Tégquio, Japao). Os parametros espectrais foram
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0s seguintes: frequéncia de microondas, 9,4356 GHz;
poténcia, 2mW; amplitude de modulacao de campo, 0,4
mT; frequéncia modulada, 100 kHz; constante de
tempo, 0,3 seg; velocidade de varrimento, 2,5
mT/seqg.

Espectro de ESR a temperatura ambiente do oxidante
fc envelhecido (10 dias), preparado a partir de 400
cigarros.

Perfil de HPLC da solugao de todo o fc analisada na
coluna de silica (LiChrospher® 8i 60, Merck) *
Indica o tempo de retencdo, a area e a concentracao
(13,6682%) do oxidante fc.

Perfil de HPLC do extracto aquoso da solugao fc
analisado na coluna de silica (LiChrospher® Si 60,
Merck) * Indica o tempo de retencao, area e
concentracgao (27,2269%) do oxidante fc.

Perfil de HPLC da solugao de todo o fc analisada na
coluna ODS (Shim-pack CLC-0ODS, Shimadzu). O oxidante
fc eluiu a 13,467 min.

Perfil de HPLC do oxidante fc puro analisado na
coluna ODS (Shim-pack CLC-0DS, Shimadzu) eluido ao
tempo de retengao de 13,458 min.

SDS-PAGE das proteinas microssomais de pulmao de
cobaia tratadas com solugcao de todo o fc e o
oxidante fc¢. Faixa 1, microssomas nao tratados;
faixa 2, microssomas tratados com 50 Ul de solugao
fc; faixa 3, microssomas tratados com 100 pl de

solugao fc; faixa 4, microssomas tratados com 10 Wg
de oxidante fc; faixa 5, microssomas tratados com 20
Lg de oxidante fc.

Analise densitométrica das bandas de proteinas de

diferentes faixas da Fig.35a.

Descrigdao detalhada das tabelas

Tabela 1

Tabela 2

Calculo da poténcia oxidativa em diferentes fases
de purificacao do oxidante fc

Oxidagao do BSA por fracgbes de solugao fc em
diferentes fases de purificacgao
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10

Concretizagdes do invento

Isolamento e purificagdo de um componente perigoso principal

(oxidante fc) a partir do alcatrdo de cigarro ou da solugdo

de todo o fumo de cigarro

(1)

(i1)

Cinco cigarros de ponta de filtro comerciais Indianos
(74 mm) com um teor em alcatrao de 25 mg cada foram
colocados em tubos de vidro gue penetraram o orificio
da rolha de vidro de um balao Erlenmeyer de vidro de
um litro com um brago lateral e que termina a cerca de
2 cm do fundo do balao. O balao foi imerso numa
mistura de gelo e sal e o brago lateral ligado a uma
bomba de &gua. Os cigarros foram acesos e o alcatréo
foi deixado condensar e assentar no fundo do balao.
Recolheu-se todo o alcatrao de vinte c¢igarros. O
frasco foi levado a temperatura ambiente e o alcatrao
foi extractado com 20 ml de tampao de fosfato de
potédssio 50mM, pH 7,4. A solugédo foi filtrada através

de um filtro Millipore de 0,45 um. O pH do filtrado

foi ajustado a 7,4 com adigdo de 20 Ul de solugao de
NaOH 2N. A cor da solugao era amarelo-acastanhado.
Esta solugao tem sido denominada solugao de alcatrao.
Em vez do isolamento do oxidante fc a partir do
alcatrao de cigarro, este pode também ser isolado a
partir do todo o fumo de cigarro. Neste caso, o fumo
de 20 cigarros em grupos de 5 é directamente passado
em 20 ml de tampdo de fosfato de potassio 50mM, pH
7,4, sendo o resto do procedimento similar ao
utilizado no alcatrao. A solugado obtida apdés a
passagem de todo o fc no tampao tem sido denominada a
solucao de todo o fc.

O rendimento do oxidante fc foi similar
independentemente de se utilizar a solugao de alcatrao
ou a solugao de todo o fc, como o material de partida.
A solugao de alcatrao filtrada obtida no passo 1 foi
extractada trés vezes <com 15 ml de cloreto de
metileno. A fase de cloreto de metileno inferior foi
rejeitada e a fase aquosa de cor amarela superior foi
recolhida e denominada o extracto aquoso de fumo de

cigarro.
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A fase aquosa do passo 2 foli extractada duas vezes com
10 ml de n-butanol saturado com agua e o extracto de
butanol amarelo reunido foi entdo liofilizado no
liofilizador Lyolab a -55°C sob vacuo. O material
liofilizado foi extractado duas vezes com 1 ml de
acetona de grau de HPLC e a solugao de acetona foi

seca num Speed Vac (Savant, SC 100) e dissolvida em

120 pl de metanol de grau de HPLC.

A solugao de metanol obtida no passo 3 foil entao
submetida a TLC de bandas utilizando placas de silica
de 0,2 mm de espessura nao fluorescentes de 10cmx10cm
(folhas de aluminio de TLC, Silica gel 60, MERCK, No
1.05553). O material de 5 cigarros (=30 Ul de solugao
de metanol) foili salpicado ao longo de uma linha cerca
de 1,5 cm acima do fundo. A placa foi desenvolvida
utilizando tolueno:acetato de etilo (80:20) durante 15
min. Quando a frente de solvente de desenvolvimento
estava a 0,5 cm do topo, a placa fol retirada e seca a
temperatura ambiente utilizando um secador. Apds
secagem, foram cortadas faixas de 0,5 cm guer do lado
direito quer do lado esquerdo da placa e mantidas numa
camara de i1odo durante 3 minutos para localizagdo das
bandas. A banda correspondente a Rf 0,26 (Fig.2) foi

raspada de cada placa, colocada num tubo eppendorf de

1,5 ml e extractada durante 30 min com 600 Ul de
acetona de grau de HPLC com agitagao em vértex
ocasional. Os tubos foram entdo centrifugados a
temperatura ambiente durante 10 min, a 12000 rpm. A
fase de acetona sobrenadante foi cuidadosamente
recolhida num outro tubo eppendorf. O extracto de
acetona reunido foil finalmente seco num tubo eppendorf
num speed vac.

Ao material seco obtido no passo 4, que apareceu como
agulhas amarelo-pdalido, adicionaram-se 200 Ul de &agua
milli Q e a estes adicionaram-se 200 Wl de n-butanol
saturado com agua e agitou-se em vértex durante 5 min,
seguido por centrifugacgdo durante 5 min a 12000 rpm, a
temperatura ambiente. A fase de n-butanol superior foi
cuidadosamente removida e seca num tubo de vidro
pequeno num speed vac.

Rendimento = 400 Ug a partir de 20 cigarros. Nesta



EP 1 402 253/PT

(vi)

(vii)

12

fase, o oxidante fc é 98,5% puro como evidenciado por
analise por HPLC.

A amostra total obtida apds o passo 5 foil dissolvida
em 400 Ul do solvente mdvel e 20 Ul desta solugao (=20
Lg de oxidante) foram injectados num instrumento de
HPLC Shimadzu 10AVP com uma coluna de silica de 25 cm
Merck de fase normal (LiChrospher® Si 60) utilizando o
detector de UV e um cromatopac C-R6A ligado. Foram
realizadas ao todo 20 injecg¢des em diferentes grupos.
As outras condigdes mantidas foram as seguintes.
Absorvancia: 294 nm (O Ansx do oxidante em metanol era
293,14 nm como evidenciado por analise
espectrofotométrica de UV, ver Fig.9)

Solvente mével: cloreto de metileno:metanol (90:10)

iVelocidade de fluxo: 0,5 ml/min
%Presséo: 29 kgf/cm?
éiTemperatura' 25°C

‘Tempo de retencao do oxidante: 8,808 min \

O oxidante eluiu como um pico principal ao tempo de
retencao de 8,808 min (Fig.3). O efluente de HPLC
reunido obtido a partir de diferentes grupos de
injecgao foi recolhido numa proveta de vidro de 25 ml
e seco no speed vac. O oxidante apareceu como cristais
em forma de agulhas muito pequenas amarelo muito
claro. O oxidante purificado por HPLC, gquando re-
injectado sob condigdes idénticas, apareceu como um
inico pico no perfil de HPLC num tempo de retencgao de
8,808 min (Fig.4), o que indica uma pureza de 100%.
Rendimento = 300 Wg a partir de 20 cigarros.

Com base na quantidade de amostra carregada e na Aarea
do pico correspondente (arbitraria) do oxidante fc,
obtida na analise de HPLC, calculou-se a percentagem
de recuperacao do oxidante activo a partir da solucgao
de todo o fc, como se segue.

Quatro Wl da solugao de todo o fc filtrada (ver passo
1) foram diluidos para 80 H1 com solvente mdvel e

injectaram-se 20 U1 na coluna de HPLC.

A adrea arbitraria do oxidante em 20 Ul, correspondente

ao tempo de retencao de 8,808 min, foi de 340583.
Por conseguinte, a area em 80 Ul = 1362332 = 4 Ul da
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solucao de todo o fc.

Assim, a area arbitraria do oxidante num ml de solugao
de todo o fc¢ = 3,4X10%

Uma vez gue um ml da solugao de todo o fc &
equivalente a um cigarro (ver passo 1), a area do
oxidante fc por cigarro = 3,4x10%.

O rendimento do oxidante puro apds purificacao por

HPLC de 20 cigarros = 300 Ug.

Assim, o rendimento de um cigarro = 15 Ug = 15000 ng.
A partir da curva padrao (ver Fig.l14), a area do pico
de HPLC de 100 ng de oxidante fc puro = 190000.

Por conseguinte, a darea do pico de 15000 ng,
equivalente a um cigarro = 2,85x10’.

Assim, a recuperacao do oxidante fc puro a partir da
solugdao de todo o fc é (2,85x107 x 100)/3,4x10% =
8,4%.

A poténcia oxidativa do oxidante fc em diferentes
fases de purificagao foil determinada por medigao da
oxidagao da albumina de soro de bovino (BSA). Os
resultados sao apresentados como nmoles de carbonil-
proteina formado por mg de BSA (Tabela 1). Em
diferentes fases de purificagao, como referido em
“Procedimento de isolamento e purificagao” acima,

utilizou-se uma quantidade de material equivalente a

um vigésimo de um cigarro (50 Ul de solugadao) nos casos
da solugao de alcatrao (passo 1), extracto aquoso

(passo 2) e extracto de butanol (passo 3). No caso do

extracto de butanol, retiraram-se 50 Ul da solugao de
butanol, o butanol foi evaporado num speed vac, O
residuo seco pesado e directamente utilizado para a
oxidagao de BSA. Para os materiais obtidos no passo 4
(TLC) e passo 6 (HPLC), as quantidades utilizadas

foram de 15 Ug e 10 Ug, respectivamente.

Critérios de pureza do oxidante fc

(a) TLC: Obteve-se uma uUnica mancha em TLC, R: 0,26,
utilizando tolueno:acetato de etilo (80:20) como o
solvente de desenvolvimento (Fig.5).

(b) HPLC: Obteve-se um unico pico por analise de HPLC.
O tempo de retencao foi de 8,808 min utilizando o
solvente mével, cloreto de metileno:metanol (90:10)
(Fig.4).
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(c) Ponto de fusao: O composto funde bruscamente a
l162°C.
(d) Espectroscopia de fluorescéncia:

A andlise espectrofotométrica de UV do oxidante fc (5 mg
em 1 ml de metanol) produziu dois maximos de absorcao a 293,4
nm e a 223,0 nm (ver Fig.9). A  espectroscopia de
fluorescéncia foi realizada em solucdo de metanol como
utilizado para a anadlise espectrofotométrica de UV. Quando
excitado a 293 nm, a andlise de emissdao foi monitorizada de
300 nm a 800 nm e gquando excitado a 224 nm, a analise de
emissao fol monitorizada de 225 nm a 800 nm. Quando excitado
a 293 nm, os maximos de emissdo observados foram a 329,6 nm e
a 651,4 nm (Fig.6a). Quando excitado a 224 nm, os maximos de
emissao observados foram a 329,6 nm e a 652,6 nm (Fig.6b).
Quando a andlise de excitacdo fol monitorizada mantendo a
emissdo a 330 nm, os maximos de excitagcdo observados foram a
228,2 nm e a 293,8 nm (Fig.7a). De novo, gquando a emissao foi
mantida a 651 nm e a analise de excitagdo foi monitorizada,
0s maximos de excitacdo observados foram a 229,2 nm e a 294,8
nm (Fig.7b). Os perfis espectrais observados indicam que os
dois maximos de absorgdao surgem do mesmo composto e
contribuem para a pureza do oxidante fc isolado.

Teste quantitativo de dano nas proteinas por medigdo do teor

em carbonilo

O sistema de incubagao continha 1 mg de BSA e 50 ul de
solugcao fc ou as suas quantidades equivalentes obtidas em
diferentes fases de purificagao num volume final de 200 Ul de
tampdo de fosfato de potassio 50mM, pH 7,4. A incubacgdo foi
realizada a 37°C durante 1 hora. A carbonil-proteina foi

medida por reacgao com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH)
seguindo o método de Levine et al. (Methods Enzymol. 186:
464-478, 1990) similar aquele realizado anteriormente no

nosso laboratdério (Panda et al., Free Radic. Biol. & Med. 27:
1064-1079, 1999). Apds incubacdo da BSA com solugao fc de
fase completa, o extracto aquoso de fc ou o oxidante fc

(volume final de 200 Wl), as proteinas precipitaram com 200
Ul de solugao de acido tricloroacético a 20% seguida por uma

lavagem com 200 Pl de solugao de acido tricloroacético a 10%
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para libertar a pelota dos componentes de fc. A esta pelota

lavada adicionaram-se entao 500 Ul de solugdo de DNPH 10mM em
HC1 2M e incubou-se a 37°C durante 1 h com agitagao em vértex
ocasional. Em seguida, a proteina foi de novo precipitada com

500 pl de solugdo de acido tricloroacético a 20% fria e a

pelota foil primeiramente lavada com 500 Wl de solugao de
acido tricloroacético a 10% seguida por trés lavagens
sucessivas com 1 ml de uma mistura de etanol:acetato de etilo
(1:1, v/v). Finalmente, o precipitado lavado foi dissolvido
em 1 ml de cloridrato de guanidio 6M (pH 2,3) e a absorvéancia
foi medida a 390 nm wutilizando um espectrdémetro de duplo
feixe Hitachi modelo U 3020 contra um branco de reagente de
HC1 2M. Os resultados foram expressos como nmoles de fenil-
hidrazonas formadas por miligrama de proteina utilizando um
coeficiente de extingdao molar de 22000. A partir dos valores
totais de fenil-hidrazona obtidos apds incubagao da BSA com o
oxidante fc¢, deduziram-se os valores de fenil-hidrazona a
partir daqueles obtidos com BSA nao tratada para se obter os
valores liquidos de carbonil-proteina formados. Os resultados
sdao dados na tabela 1.

0 oxidante fc purificado, isolado, é responsavel
quantitativamente pela oxidagdo de proteina produzida pela
solugdo de todo o fumo de cigarro

Utilizando a oxidac¢ao de BSA como um sistema modelo, a
afirmacao anteriormente referida foili substanciada pelas
observagdes seguintes:

(i) A oxidacao de BSA produzida pela solugao de todo o fc
como evidenciado pela formagao de carbonilo € mantida no
oxidante fc¢ purificado (o estavel). Os componentes da solugdo
de todo o fc rejeitados nos varios passos de isolamento e
purificagao do oxidante tal como extracgao de solventes, TLC
e HPLC nao produziram oxidacao de BSA. Por exemplo, na fase
de extracgao de solventes, a oxidacgao de BSA fol praticamente
nula pelo extracto de cloreto de metileno (Passo 2, em

“Isolamento e purificacgao”).

(ii) A TLC do material liofilizado (Passo 4, em “Isolamento e
purificagao”) produziu seis bandas incluindo a banda do
oxidante fc a Rs = 0,26, como mostrado na Fig.2. Os extractos
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de todas as bandas foram separadamente recolhidos, como
anteriormente descrito, e utilizados para oxidagao de BSA. A
oxidacao de BSA foil produzida apenas pelo extracto da banda
correspondente a Rf = 0,26 contendo o oxidante fc. Os
extractos de todas as outras bandas tendo R¢ = 0,12, 0,14,
0,16, 0,30, 0,80 assim como agquele da linha de base, quando
separada ou conjuntamente utilizados, nao produziram oxidagao
de BSA.

(iii) Durante a HPLC do extracto de butanol no penultimo
passo do procedimento de purificacao (Passo 6, em “Isolamento
e purificacgao”), apenas o efluente do pico principal (tempo
de retencao de 8,808 min, Fig.3b) correspondente ao oxidante
fc produziu a oxidagao de BSA. Outros picos menores tendo
tempos de retengao no intervalo de 4,55 min a 7,25 min nao

produziram oxidagao de BSA.

(iv) A andlise de HPLC da solugdo de todo o fc utilizando a
coluna de silica indicou a presencga de varios picos tendo
tempos de retencao no intervalo de 5,717 min a 17,782 min
incluindo um pico principal do oxidante fc tendo um tempo de
retengao de 8,813 min (Fig.31). Quando se utilizou o extracto
aquoso de fc em vez da solucdo de todo o fc, o oxidante eluiu
a um tempo de retencado de 8,808 min (Fig.32), que é idéntico
ao pico do oxidante fc tendo um tempo de retencao de 8,808
min como revelado por analise de HPLC do oxidante fc puro
(Fig.4). Apenas o efluente do pico correspondente ao oxidante
fc (tempo de retencao de 8,813 min) produziu oxidagao de BSA.
Os efluentes de todos os outros picos nao oxidam separada ou
conjuntamente a BSA.

(v) A analise de HPLC da solucado de todo o fc foi também
realizada utilizando a coluna de ODS. Os paréametros
utilizados foram:

Coluna: Shim-pack CLC-0DS (M)

Solvente mdével: adgua:metanol (95:5)

Velocidade de fluxo: 0,8 ml/min

Pressdo: 147 kgf/cm?

Temperatura: 25°C

Absorvancia: 288 nm (Awx do oxidante fc em &agua)
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A analise de HPLC da solugdo de todo o fc utilizando a
coluna ODS produziu cerca de 13 picos incluindo um pico
principal a 13,467 min (Fig.33), que é o pico do oxidante fc
como evidenciado pela analise de HPLC do oxidante fc puro
(tempo de retencao de 13,46 min, Fig.34). Ainda sob esta
condigao, «como observado wutilizando a <coluna de silica
anteriormente referida, apenas o) efluente do pico
correspondente ao oxidante fc (tempo de retencao de 13,146
min) produziu oxidacao de BSA. Os efluentes dos outros picos
nao oxidaram separada ou conjuntamente a BSA.

Deve ser mencionado dque embora a resolugao obtida
utilizando a coluna ODS seja melhor do que a da coluna de
silica, a coluna ODS nao pode ser rotineiramente utilizada
para analise da solucdo de fumo de cigarro ou do oxidante fc.
Apds algumas passagens com a solucao de todo o fc, o extracto
aquoso de fc ou o oxidante fc, a coluna O0ODS sofreu
degeneracgao como evidenciado pelo aumento da contrapressao e
perda de capacidade de resolucgao.

Os resultados acima mencionados indicam que apenas o
oxidante fc é responsavel pela oxidacao da BSA. Nenhum outro
componente da solucado de todo o fc pode oxidar BSA. Isto é
ainda confirmado pelos resultados apresentados na Tabela 2. A
tabela mostra que quando se utiliza a solugao de todo o fc,
uma area de pico de 17030x10° correspondente ao oxidante fc
(tempo de retencadao de 8,813 min) produz 7,53 nmoles de
carbonilo, que sdo equivalentes a 4,42x10" nmole de
carbonilo por area unitaria. A tabela (Tabela 2) mostra ainda
que quando se utiliza o oxidante fc purificado por HPLC em
vez da solucdo de todo o fc, uma drea de pico de 19010x10'?
tendo um tempo de retencao de 8,808 min produz 9,56 nmoles de
carbonilo, que é equivalente a 5,03x10’ nmole de carbonilo
por area unitaria. Os resultados indicam gque a oxidagao de
BSA  produzida pela solucgao de todo o) fc é quase
gquantitativamente reproduzida, em separado, pelo oxidante
puro 1isolado gquando o uUltimo ¢é wutilizado numa quantidade
correspondente a presente na solugdo de todo o fc.

O oxidante fc¢ nao s € responsavel qgquantitativamente
pelo dano oxidativo das proteinas causado pela solugao de
todo o fc, como também é um componente perigoso principal do
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fumo do cigarro como evidenciado pelo seu contetdo. A partir
da anadlise de HPLC (p.8 em recuperacdao do oxidante fc),
observa-se que o oxidante fc presente num ml da solugao de
todo o fc¢ (equivalente a um cigarro) da uma Aarea arbitraria
de 3,4x10°. A partir da curva de HPLC padrao, 100 ng de
oxidante fc puro ddo uma area de 190000. Assim, o conteudo do

oxidante fc na solucdo de todo o fc de um cigarro é de cerca

de 190%10 Ug. Foram obtidos rendimentos compardveis a partir
de 12 marcas comerciais diferentes de cigarros com ou sem
filtro, padrdo. Deve-se mencionar que o oxidante fc nédo esta
presente no tabaco nao fumado mas forma-se durante a
combustao do cigarro.

O facto do oxidante fc purificado ser responsavel
quantitativamente pelo dano oxidativo de proteinas produzido
pela solugao de todo o fc é adicionalmente evidenciado por
SDS-PAGE das proteinas microssomais de pulmdao de cobaia
tratadas com a solugao de todo o fc assim como com o oxidante
fc (Fig.35a). A figura mostra que gquando comparado com O0S

microssomas nao tratados (faixa 1), se produz um dano

substancial com 50 Ul de solugao fc (faixa 2) e com 100 ul de
solugao fc (faixa 3), respectivamente. Quando a solucgao fc é
substituida pelo oxidante fc¢ puro em gquantidades presentes na
solugao fc, o dano € ainda maior como descrito na faixa 4 (10
Lg de oxidante fc) e na faixa 5 (20 Wg de oxidante fc). A
Fig.35b mostra a andlise densitométrica das Dbandas de
proteina de diferentes faixas (faixa 1-5), indicando a
representagdo grafica da extengdo comparativa do dano
produzido pela solucao fc e pelo oxidante fc em quantidades
presentes na solugao fc.

O oxidante fc induziu dano oxidativo no ADN

Tem sido descrito que a solugao de fumo de cigarro
produz dano no ADN como evidenciado por gquebra da cadeia
simples e formagdo de 8-hidroxiguanosina. Sabe-se também que
o dano no ADN esta implicado na mutacdo e cancro. Cerca de
80% do cancro do pulmao no mundo ¢é causado pelo fumo do
cigarro. Agora os requerentes produziram dados qgque indicam
que o dano oxidativo induzido pelo fumo do cigarro no ADN é
causado pelo oxidante fc.
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Dois mg de ADN de plasmideo foram incubados com 15 Ug de
oxidante fc em tampdo de fosfato de potassio 50mM, pH 7,4, a
37°C, durante uma hora num volume final de 200 ul. Foi

mantido um sistema de incubacao de controlo sem oxidante fc.

Apds incubagao, o ADN foi precipitado com 500 Wl de etanol,
centrifugado, lavado para ficar livre de sal com etanol a
70%, liofilizado, armazenado a -70°C e subsequentemente
analisado guanto ao dano oxidativo. O dano no ADN foi medido
pela produgao de 8-hidroxiguanosina e 5-hidroxi-6-metil-
hidantoina utilizando um GC-massa. Os resultados mostram gue
o oxidante fc induz a formagcao de 24 nmoles de 8-
hidroxiguanosina e de 121 nmoles de 5-hidroxi-6-metil-
hidantoina por 10° bases de ADN.

Tabela 1. Calculo da poténcia oxidativa em diferentes fases

de purificacdo do oxidante fc

Fase Passo de Oxidacao de Quantidade Actividade
purificagao | BSA (nmoles de especifica**
de material (nmoles de
carbonilo/mg | utilizado |carbonilo/mg
de BSA) para a de peso
oxidacgao seco)
de BSA
1. 1 7,530, 34 0,6 mg* 12,55
Solugao
de todo o
fc ou
solugao
de
alcatrao
2. 2 8,16%0,24 0,4 mgx* 20,4
Extracto
aquoso de
fc
3. 3 7,80%0, 20 0,11 mg~* 70,90
Fraccgao
de
butanol
4. 4 9,23%0, 14 0,015 mg 615,3
Extracto
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de
acetona
apdés TLC
o 6 9,56+0,14 0,010 mg 956, 0
Oxidante
puro apds
HPLC

* Peso real apds deducdo do peso seco do sal presente em 50

Wl de solucao de tampao de fosfato de potéassio.

** S3o0 dados os valores médios,

Tabela 2.

D.P.

< 5%

(n=10)

Oxidacdo de BSA por fracgdes de solugciao fc em

diferentes fases de purificacio

Fracgdes Quantidade | Tempo de Area nmoles de nmoles de
utilizada | retencao | arbitraria carbonilo carbonilo
(min) do do pico produzido/mg | por area
pico de de BSA unitaria
oxidante do
fc oxidante
x10’
1. Todo em 50 ul 8,813 17030x10° 7,53+0,34 | 4,42+0,20
solugao* (600 ug)
2. 50 ul 8,808 14785x10° | g,16+0,24 |5,5240,16
Extracto (400 ug)
aquoso de
fc
3. 10 pl 8,808 | 19063x10° | 9,23+0,14 |4,84%0,07
Oxidante (15 ug)
fc
purificado
por TLC
4. 10 ul 8,808 19010x10° 9,56+0,14 |5,03%0,07
Oxidante (10 ug)
fc
purificado
por HPLC

* QObtiveram-se resultados similares gquando a solugao de todo

o fc foi substituida por uma quantidade igual de solucao de

alcatrao.
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REIVINDICACOES
1. Processo para o 1isolamento da p-benzosemiquinona de

formula I:

o

g

OH

(Formula I)

compreendendo o0s passos de:

(a) passagem de todo o fumo de cigarro recolhido a partir de
um cigarro de ponta de filtro convencional tendo um teor em
alcatrdao de 20-30 mg por cigarro, em tampdo de potassio a 30-

60mM, a pH 7,4-7,8, filtracao da solugao acima através de um

filtro Millipore de 0,45 um, ajuste do pH do filtrado no
intervalo entre 7,4 a 7,6 por adicao de solucgao de NaOH para
obter a solugao de fumo de cigarro desejada (solucao fc);

(b) extraccao da solugao fc acima referida trés vezes com
volume igual de <cloreto de metileno, rejeicao da fase
inferior de cloreto de metileno e recolha da fase aquosa
superior de cor amarela denominada o extracto aquoso de fumo
de cigarro;

(c) extracgao da fase aquosa acima referida de fumo de
cigarro duas vezes com volume igual de n-butanol saturado com
agua, liofilizagdo do extracto de butanol amarelo reunido num
liofilizador Lyolab a uma temperatura no intervalo entre -
50°C e -60°C sob vacuo, seguida por extracgdo do material
liofilizado duas vezes com acetona de grau de HPLC e secagem
da solugcdo de acetona sob vacuo e dissolugdo do referido
extracto de acetona com metanol de grau de HPLC;

(d) sujeigao da solugao de metanol acima referida a TLC em
banda utilizando placas de silica néao fluorescentes,
desenvolvimento das referidas placas de silica utilizando uma
mistura de tolueno e acetato de etilo numa proporgao de
80:20, remogao da placa e secagem a cerca de 25°C até 30°C
utilizando um secador, corte de faixas pequenas contendo o

material desenvolvido a partir dos dois lados das placas,
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mantendo-os numa camara de iodo para localizacdo da banda
correspondente a Rf 0,26, raspagem da banda e extracgao do
material da banda com acetona de grau de HPLC seguida por
recolha da fase de acetona e secagem desta sob vacuo;

(e) dissolucao do extracto de acetona acima referido gue
aparece como agulhas amarelo-palido por adicadao de volume
igual de agua milli Q, extraccgdo da solugdo aquosa com volume
igual de n-butancl saturado com dgua de grau de HPLC seguido
por secagem da fase superior de n-butanol em tubos de vidro
pequenos sob vacuo para obter o principal oxidante fc com uma
pureza de 98-99% e um rendimento de 18-22 Ug por cigarro; e
(f) purificacgdo do oxidante fc acima referido obtido no passo
(e) por dissolugdo deste num solvente mével compreendendo uma
mistura de cloreto de metileno e metanol numa proporgao de
90:10 (v/v) e injectando este num instrumento de HPLC com uma
coluna de silica de 25 cm de fase normal utilizando um
detector de uv a 294 nm a uma velocidade de fluxo de 0,5
ml/min, a uma temperatura de cerca de 25°C, a uma pressao de
cerca de 29 kgf/cm? e recolha do efluente que aparece como um
pico Gnico a um tempo de retencado de 8,808 min com uma pureza
de 100% e um rendimento de 8,4% do oxidante fc total presente
na solugao fc de origem.

2. Processo para o isolamento da p-benzosemigquinona de acordo
com a reivindicacao 1, no qual a solucadao de alcatrao ou fc é
obtida acendendo um cigarro e recolhendo o fumo num frasco de
vidro imerso numa mistura de gelo e sal dgque permite ao
alcatrao condensar e assentar no fundo do frasco sendo a
extracgdo realizada com o frasco acima referido a temperatura

ambiente.

3. Processo de acordo com as reivindicagdes 1 a 2, em que a
p-benzosemiguinona presente na solucado fc é gquantitativamente
analisada por HPLC com um detector de UV que utiliza uma
coluna ODS de fase inversa de 25 cm e que utiliza uma mistura
de 4agua e metanol (95:5 v/v) como fase mdével, a um
comprimento de onda de 288 nm, a uma velocidade de fluxo de
0,8 ml/min, a uma temperatura de cerca de 25°C e a uma
pressao de cerca de 147 kgf/cm? e tendo um tempo de retencao
de 13,46 min.
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4. Processo de acordo com a reivindicagao 1, no qual o dano
nas proteinas causado pela p-benzosemiquinona presente na
solugdao fc é quantitativamente determinado por medicdo da
formacdo de carbonil-proteina por reaccdo da proteina com a
p-benzosemiquinona obtida a partir da solugao fc, seguida por
reacgao com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) e finalmente

medigdao da absorvancia a um comprimento de onda de 390 nm.

5. Processo de acordo com a reivindicag¢ao 1, no qual o dano
nas proteinas causado pela p-benzosemiquinona presente na
solucao fc ¢é quantitativamente determinado por medicdo da
degradacao oxidativa das proteinas microssomais de tecido de
cobaia por reacgao da referida proteina com a P-
benzosemiquinona presente na solugao fc, seguida por SDS-PAGE

e andlise densitométrica.

6. Processo de acordo com a reivindicagao 5, no qual a
proteina utilizada no teste de danos oxidativos nas proteinas
é seleccionada a partir do grupo constituido por BSA e
proteinas microssomais de pulmao de cobaia.

7. Processo de acordo com a reivindicagao 1, no qual o
referido método é utilizado para determinacdo quantitativa da
p-benzosemiquinona de oxidante fc em cigarros com base no

teor em alcatrao da marca comercial particular do cigarro.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o
referido método é utilizado para determinacdo quantitativa da
p-benzosemiquinona de oxidante fc em cigarros com base no

nivel de toxicidade da marca comercial particular do cigarro.

9. Processo de acordo com a reivindicagao 1, no qual a
quantidade de p-benzosemiquinona isolada a partir do fumo de
diferentes marcas <comerciais de <cigarros consumidos @é
utilizada para determinar o indice de toxicidade de uma marca
particular de <cigarros com base na quantidade de p-

benzosemiquinona presente.

Lisboa, 2011-09-22
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Pig.1 Formas Mesoméricas de p-benzosemiquinena. (a) aniénica, (b), (¢) neutra;
() catidnica.
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Fig.2 Bandas de cromatografia de camada fina da solucdo de

metanol ap6s liofilizagdo (passo 5) -» indica a banda de
oxidante fc.
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8.48.

'PARAGEM

Fig.3 Perfil de HPLC do extracte de butanol apés TLC. O oxidante fc ({passc 6)
eluiu como um pico principal ao tempo de retencdo de 8,808 min. A guantidade

de oxidante fc eluido foi de ~ 12 pg.
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Fig.5 Cromatografia de camada fina do oxidante fc puro (Ry = 0,26).
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Fig.6a Perfil espectroscoépice de fluorescéncia do oxidante fc em metanol. A
excitacio foi a 293 nm e a anadlise de emissdo fol medida de 3060 nm a 800 nm.
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emissdo fol a 330 rm e a andlise de excitagdoc fol medida de 220 nm a 325 nm.
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Fig.7b Pexfil espectroscoépico de fluorescéncia do oxidante Ffo em metanol. A
emissdc fol a 651 nm e a analise de excitacdce fol medida de 220 nm a 650 nm.
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Fig.8 Estrutura cristalina do oxidante £C puro.
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Fig.10 Estabilidade do oxidante sélido mantido a 25°C sob escuro. A

estabilidade foi determinada pela sua capacidade para oxidar acido ascérbico.
O Acido ascdérbico foi medideo por andlise de HPLC a 254 nm.
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Fig.11 Curva padrio do 4cide ascérbico baseada na andlise de HPLC a 254 nm.
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Pig.l2 Estabilidade do oxidante fo em tampio de fosfato de potdssio 50m, a

25°C, medida pela sua poténcia para oxidar o ascorbato como evidenciado pala
drea de HPLC.
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Fig.1l3 Reducgdo guantitativa do ferricitocrome ¢ pelo ozidante medida pela
formagdo de ferrocitocromo ¢ no tempo, a 550 nm. A reacgdo fol realizada enm
tampao de fosfato de potéssioc 50mM, pH 7,4, mantendo a concentragdc final de

ferricitocromo < a 100pM. Uma nmmole do oxidante reduziu 0,71 nmole de
ferricitocromo c.



EP 1 402 253/PT
15/32

2
18 |
164
it
12
R
8
£ 4
I
24
¢ v v T T

] 23 3% 73 108

Quantidade do oxidante fc (ng)

frea de HPLC em unidade arbitrariz x107"

Fig.14 Curva padradc do oxidante com base na drea de HPLC a 294 nm. Foram
utilizadas quantidades diferentes do oxidante f¢ no intervale de 10 ng a 100
ng em 20 pl de solvente moével.
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Fig.17 Perfil espectrofotométrico de UV da hidroguinona em metanol. Tem dois
maximos de absorcac, wm a 293,8 mm e outro a 224,2 nm.



EP 1 402 253/PT

18/32
:;j
[t
24
3]
5
=
o e 13 E
. e
. o} e e
LR ] g P . X
[N = E*g 50 i =
L o X 0T Dor i o]
“ . %8 i £ gy i 5
Tu i L Ef) i
X
- "
= w5
=l Llpd Wt
(9] 3 ?.\‘"
=
L o) M
- . fuoc)
Ry
Be u]
~ =) %
b ~
o ] ras
oo =
[TV
Pl )
Ll .
B I
L]
R
23
]
i
i
i 2
5l
ol @
o 7
]
SN 5
bl ) "
oo E%\
X ] t:
oy ks
WA
o) o
- @
o =]
Lod =)
[ D)
T ¥ T
5] %] v i ~
hoxd £41 V2 [4:1 P
iz Lo Bl [~} Deilind
1 - - - =
B E = ) o

Fig.18 Perfil espectrofotoméimico de UV do oxidante fc armazenade a
temperatura ambiente, no escure, durante 8 dias. 05 dols maximos de absorgio
sdo a 293,66 nm e a 224,4 nm.
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Fig.18 Perfil espectrofotométrico de UV de wuma mistura equimélar de p-
venzoquinona e hidroguinona em metanol. HA um ressalto prdéximo de 242 mm (o
I 0a p-benzoquinona) .
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Fig.20 Perfil espectroscépico de fluorescéncia da hidrogquinona em metancl. A
excitacdo fol a 294 nm ¢ a andlise de emissdc fol medida de 300 nm a 800 nm.
05 maximos de emissdo foram a 329,4 nmm e a 651,6 nm.
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Fig.28 Perfil espectroscépico de RMN do C da hidroguinona em CD,COCD;.
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Fig.30 Espectro de ESR a temperatura ambiente do oxidante fc envelhecido
dias}, preparadc a partir de 400 cigarros.
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Fig.32 Perfil de HPLC do extracto aguoso da solugdo fic analisado na coluna de
silica (LiChrospher® Si 60, Merck).
* Indica o tempe de retengdo, Area e concentragdo (27,2269%) do oxidante fc.
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Pig. 34 Penfil de HPLU do cxidante fo pure anslisado ns ocoluna ODG {Shim-pas
~GDE, Shimadsul elulds ao ctenps de retangds de 33, 458 wmin.
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Fig.35a SOS-FAGSK das proveinas microessomais de pulmie de ocobaia tratadas com
selucde de fods o o e o oxldante fo. Faiza 1, wmicrossomas ndo tratados; faixa
2, microssomas tvatados com 50 gl de selugdio o7 faima 3, ndorossomas tratados
corr 100 pl de aolugdc for faiva 4, mdorossomas tratados com 19 gy de ceidante

¢ falza 5, microssomas tratados mom 20 py de ozidauts fo.

aixar da

¥4

-35b Andlise densitoméirice das bandas de proteinas ge diferentes
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