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Os eventuais efeitos biologicos benéficos da clorofila, presente em
alimentos, suscitam polémica e duvidas entre os consumidores. As
informacoes divulgadas nos meios de comunicagdo que atribuem
a molécula da clorofila numerosos efeitos terapéuticos, quase
miraculosos, se contrapoem a falta de aprovacao dessas atribuicoes
pela comunidade cientifica. Tornar disponiveis os resultados das
pesquisas mais recentes sobre o assunto e analisar criticamente
esses dados foi o objetivo desta revisdo. Sdo discutidos os
mecanismos de degradagdo da clorofila durante a senescéncia,
armazenamento e processamento de vegetais, bem como no
processo digestivo, considerando que os produtos de degradagdo
podem diferir em cada caso. Avalia-se a importancia da
modificagdo estrutural da clorofila tendo em vista possiveis
atividades antioxidantes, antimutagénicas e quimiopreventivas.
Infelizmente, ndo ha evidéncias fortes o suficiente que possam ser
consideradas conclusivas quanto ao retardo ou preven¢do de
doencas pela clorofila. Contudo, a variedade de hipoteses, embora
algumas muito distantes de serem comprovadas em humanos,
levantam estratégias para dar continuidade as investigacaes.
Sugere-se, ainda, que sejam conduzidos estudos relativos a
atividade biologica do fitol, uma vez que existem evidéncias que
esta molécula, na sua forma livre, pode ser absorvida para a
corrente sanguinea e exercer importantes fungoes no metabolismo
lipidico e na regulacdo de processos metabolicos.
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INTRODUCAO

Até alguns anos atrds poucos eram os profissionais
da Saude que se preocupavam com o efeito biolégico que
a clorofila poderia exercer quando ingerida juntamente
com a dieta. As clorofilas eram consideradas apenas como
os pigmentos responsaveis pela cor verde de plantas, algas

e bactérias, tendo como fung¢do primordial captar a luz
solar para produzir glicose e oxigénio através do proces-
so de fotossintese, estabelecendo assim o elo para a cadeia
alimentar.

Por outro lado, a ingestdo de vegetais verdes € con-
siderada saudavel e este habito vem sendo incorporado
cada vez mais ao estilo de vida moderna, visando ao Bem-
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Estar e 4 Promocio da Satde. E moeda corrente na litera-
tura associar a ingestao de frutos e outras partes vegetais
a um menor risco de desenvolvimento de doengas, tais
como o cancer e doencas cardiovasculares.

Infelizmente, os trabalhos cientificos que relatam
efeitos benéficos a satide humana trazidos pela ingestao de
vegetais foram realizados com extratos vegetais e ndo com
a clorofila isolada e a escassez de investigacdes mais
aprofundadas com a clorofila em si deve ser atribuida, ao
menos parcialmente, a reduzida estabilidade quimica des-
sa substancia. A instabilidade da clorofila frente a acidos,
calor e luz ¢ bem documentada na literatura (Gauthier-
Jaques et al., 2001; Schwartz, Lorenzo, 1990).

O proposito desta breve revisao da literatura ¢ fornecer
informagdes e inferir sobre os eventuais efeitos biologicos
que podem advir da ingestao da clorofila, tomando como
ponto de partida para a discuss@o, os anuncios e a propagan-
da, que vém sendo veiculados pela midia, atribuindo a cloro-
fila beneficios sobre praticamente todos os tecidos, 6rgaos e
sistemas do organismo humano, especialmente no que diz
respeito a prevencao de doengas coronarianas, de certos tipos
de canceres, diabetes e catarata.

Alimentos funcionais

Atribui-se a muitos alimentos, além da sua fun¢ao
primordial de suprir o organismo de nutrientes, outras
fungdes dinamicas, promotoras de satide. Em 1984, foi
proposto o termo “alimento funcional”, quando as pesqui-
sas cientificas apontavam para essa nova fun¢do que os
alimentos poderiam apresentar. Reconheceu-se que a di-
eta e certos habitos alimentares saudaveis, aliados a esque-
mas de exercicios fisicos, poderiam ter impacto sobre o
estado de satide da populagao, especialmente em idosos.
Entende-se, assim, que os alimentos funcionais se situam
numa categoria entre os alimentos convencionais e 0s
medicamentos, devendo ser entendidos como coadjuvan-
tes na prevengao de doengas, mas ndo na cura ou tratamen-
to de uma disfun¢do em estagio de desenvolvimento (Arai,
1996).

Desde entdo, pesquisas ao redor do mundo inteiro
vém sendo realizadas com o intuito de conhecer a miriade
de substancias bioativas nos alimentos, identificar a sua
variabilidade e estabilidade durante o processamento ¢
armazenamento, bem como dar suporte cientifico para o
reconhecimento das alega¢des de propriedades funcionais
(Van Duyn, Pivonka, 2000). E essencial, também, a regu-
lamentacdo pelas autoridades competentes, criando pa-
droes de identidade e de qualidade visando a protegdo do
consumidor (Lajolo, 2002). Estes alimentos, com regula-
mentagao ja aprovada no Japao pelo Ministério da Saude
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e Bem-Estar, sdo denominados de FOSHU (Foods for
Specific Health Uses) (Arai, 1996).

Mais de 12 000 substancias naturais com alguma
atividade biologica (antibiotica, hormonal, antioxidante,
quimiopreventiva, imunologica, entre outras) ja foram
identificadas em alimentos vegetais (National Research
Council,1996). Estas podem ser denominadas de substan-
cias fitoquimicas, para ressaltar a sua origem vegetal, e
suscitam enorme interesse entre os pesquisadores, na ten-
tativa de correlacionar a sua presenca com o fato de pes-
soas habituadas a uma alimentagdo predominantemente
vegetal, aparentemente, apresentarem menores riscos de
desenvolver doencas cronico-degenerativas do que aque-
las com habitos alimentares onivoras (Liu et al., 2000;
Steinmetz, Potter, 1996; Van Duyn, Pivonka, 2000;
Verschuren, 2002).

Estudos realizados com substancias antioxidantes
presentes na dieta demonstraram que € possivel diminuir o
risco de diversas doengas, como certos tipos de cancer,
aterosclerose, artrite reumatoéide, reducdo do sistema
imunoldgico, entre outras, devido a remogao ou ao impedi-
mento da formacao de radicais livres e de espécies reativas
do oxigénio, que danificam enzimas mitocondriais, mem-
branas plasmaticas e o proprio DNA (Gordon, 1996). En-
tre os compostos antioxidantes mais conhecidos estio o
acido ascorbico, os tocoferodis, os carotendides, bem como
uma série de compostos fendlicos e polifenoélicos, todos eles
comumente encontrados em vegetais. Contudo, essas subs-
tancias antioxidantes parecem atuar em sistemas biologicos
de uma forma coordenada, ao produzir uma prote¢ao con-
tra o estresse oxidativo. Dificil mesmo ¢ explicar a quem
atribuir essa atividade biologica, se a presenga de substan-
cias antioxidantes, a outros componentes da dieta, ou mes-
mo aos habitos de vida, uma vez que diversos estudos
epidemiologicos falharam, quando se procurava evidenci-
ar os beneficios dessas substancias, isoladamente (Kitts,
1997). Quando em altas concentragdes, tanto o tocoferol
(vitamina E) como o betacaroteno podem até exibir ativida-
de pré-oxidante em sistemas modelo in vitro (Gordon
1996).

As substancias anticarcinogénicas inibem a inicia-
¢do, ou a promogao da carcinogénese e podem ser dividi-
das em dois grandes grupos: nutrientes (fibra, vitaminas e
minerais) e ndo-nutrientes, que compreendem os
metabdlitos secundarios (glicosinolatos, sulfetos,
flavondides, fitoestrégenos, isotiocianatos, fendis, tani-
nos, terpenos e outras). Essas substancias nao sdo encon-
tradas concomitantemente em todos os vegetais, mas po-
dem estar distribuidas em certas familias, géneros, ou até
em certas espécies vegetais, com predominancia de uma
ou outra substancia apenas (Rafter, 2002). Apesar da va-
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riedade de mecanismos apontados e do grande ntimero de

publicacdes cientificas a respeito, estamos longe, ainda, de

entender e de comprovar todo o potencial e a extensao de
efeitos biolodgicos advindos da alimentagao.

Ao contrario da maioria das substancias fitoqui-
micas, que sdo encontradas nos vegetais comestiveis em
concentracdes insuficientes para resultar em algum efei-
to bioldgico mensuravel, a clorofila é encontrada em quan-
tidades elevadas. O espinafre, por exemplo, contém ao
redor de 150 mg por 100 g de folhas frescas (Gross, 1991).
Na piramide dos alimentos, recomenda-se a ingestao de 3
a 5 por¢des de hortaligas e frutas por dia (Philippi ef al.,
1999) e, por conseqiiéncia, ndo faltam divulga¢des nos
meios de comunica¢ao de que grande parte dos benefici-
os para a saude humana poderia ser atribuida entao a clo-
rofila.

Apesar da logica desse raciocinio, existem poucos
trabalhos cientificos que relacionam a ingestao de cloro-
fila com algum efeito benéfico sobre a satide humana,
embora o assunto ndo seja recente. Os primeiros estudos
foram publicados ha quase 50 anos relatando efeitos
antiinflamatodrios, desodorantes, além de atividade
eritropoiética e anti-hipertensiva, pela ingestao da cloro-
fila (Kephart, 1955).

Desde entdo, os estudos publicados atribuem ativi-
dades antioxidante, antimutagénica e anticarcinogénica a
extratos vegetais, tanto in vitro como in vivo, embora nao
existam provas concludentes, até o momento, de que a
clorofila ou seus derivados realmente estejam envolvidos
com a inibi¢do ou retardo de doencas cronico-degene-
rativas (Botting et al., 1999; Lai et al., 1980; Negishi,
1989; Odin, 1997; Terwel, Van der Hoeven, 1985; Yen et
al.,2001).

Anosso ver, uma estratégia inicial de abordagem da
questao seria avaliar a que atribuir a a¢ao benéfica porven-
tura existente, se ao vegetal no seu todo, ou apenas a clo-
rofila, e se:

1) aclorofila é uma substancia ativa que atua por si s6, ou
induz a acdo de outras substancias endogenas.

2) aclorofila é uma substancia inativa, precursora, poden-
do ser transformada em substéancia ativa.

3) aclorofila é ativa em estagio pré-absortivo, ou pos-
absortivo, supondo-se que ocorra a efetiva absor¢do no
trato gastro-intestinal.

Para responder a essas questdes, acreditamos ser
importante conhecer primeiramente a estrutura quimica e
0s mecanismos propostos para explicar a degradacao da
clorofila em vegetais e a partir dai, com base em evidén-
cias cientificas, inferir sobre as possiveis alteracdes da
molécula, durante o preparo do alimento e apos a sua
ingestao por humanos ou animais.
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O conjunto destes conhecimentos tornar-se-a impor-
tante para apontar as possiveis contribui¢des da ingestao
da clorofila sobre a saide humana. Passaremos a discutir,
apesar de brevemente, sobre cada um desses aspectos.

Estrutura quimica da clorofila

Quimicamente, a clorofila ndo ¢ uma molécula isola-
da, mas compreende uma familia de substancias semelhan-
tes entre si, designadas de clorofila a, b, c e d. Estrutural-
mente sdo moléculas complexas, pertencentes a classe das
porfirinas, formadas por 4 anéis pirrolicos e um quinto anel
isociclico, localizado ao lado do terceiro anel pirrdlico. Os
anéis estao ligados entre si por pontes metilénicas e a mo-
lécula contém um atomo de magnésio no seu interior, coor-
denado aos anéis. No quarto anel pirrolico, o acido propio-
nico ali existente € esterificado por um alcool aciclico de
cadeia longa, geralmente o fitol, conferindo a clorofila um
carater hidrofobico (Gross, 1991; Riidiger, Schoch, 1988).

A clorofila a, a mais abundante e a mais importante
dessa familia, corresponde a aproximadamente 75% dos
pigmentos verdes encontrados nos vegetais (Gross, 1991).
A clorofila b difere da clorofila @ por uma pequena variacao
na substitui¢do no anel pirrolico II. As clorofilas ¢ e d sdo
encontradas em algas (Schwartz, Lorenzo, 1990). Uma re-
presentacao da molécula da clorofila @ pode ser observada
na Figura 1.

HaC HsC

HyC

FIGURA 1 - Estrutura quimica da clorofila a.
Degradacao da clorofila em vegetais senescentes

Estima-se que 10° ton de clorofila sdo sintetizadas e
degradadas por ano durante o fendmeno natural da mudan-
¢a da cor das folhas durante o outono, especialmente nos
paises do hemisfério Norte, e também durante o amadure-
cimento de frutos. Mas até 1987, o processo de degrada-



230

cdo em vegetais senescentes era considerado um “enigma
biologico” (Hendry et al., 1987). A partir de entdo, signi-
ficativos progressos para a elucidagdo dos mecanismos de
degradagdo foram alcangados e sugeriram-se dois tipos de
reacdes: Tipo I, envolvendo a perda do fitol, do Mg>" e
outras modificagOes das cadeias laterais da molécula. As
reagdes do Tipo II correspondem a fragmentacgao
oxidativa do anel tetrapirrolico (Shioi et al., 1995).

Todo o processo parece ter inicio com a a¢ao de duas
enzimas, a clorofilase e a Mg-dequelatase, que removem o
fitol e 0 Mg*, respectivamente, formando clorofilideos e
feofitinas, embora ndo esteja clara a ordem em que essas
reagOes ocorrem; acredita-se que além da acdo das enzimas,
fatores ndo-enzimaticos também possam estar envolvidos
(Amir-Shapira et al., 1987; Heaton, Marangoni, 1996;
Heaton et al., 1996). Supde-se que esse processo seja extre-
mamente rapido, considerando as propriedades fotodi-
namicas da molécula e a catalise enzimatica. A coloracdo
dos clorofilideos ¢ semelhante a da clorofila original, en-
quanto as feofitinas e os feoforbideos, que sdo os produtos
resultantes da acdo da Mg-dequelatase sobre as clorofilas e
os clorofilideos, respectivamente, apresentam uma cor ver-
de tendendo ao marrom, deduzindo-se que a remogao do
atomo de Mg ¢é fundamental para a mudanga de cor
(Langmeier et al., 1993).

No entanto, como ja foi demonstrado em pesquisas
utilizando marcagao com is6topos, o passo fundamental,
responsavel pela perda total da cor, corresponde a abertura
do anel tetrapirrélico com introdugdo de um atomo de oxi-
génio, por intermédio de um processo co-oxidativo,
catalizado por uma enzima, a feoforbideo a mono-
oxigenase (Curty et al., 1995; Riidiger, 1997). Este processo
foi confirmado posteriormente por Hortensteiner et al.
(1998) e Matile et al. (1999). Os produtos primarios da agao
dessa enzima sdo compostos incolores, fluorescentes, que
sdo rapidamente transformados em catabdlitos nao-fluores-
centes de estruturas quimicas ainda pouco elucidadas
(Oberhuber et al., 2001; Oberhuber, Krautler, 2002;
Takamiya et al., 2000; Wiithrich et al., 2000). Aparente-
mente, outras enzimas oxidativas, tais como a peroxidase,
e a lipoxigenase também podem contribuir com a descolo-
ragdo da clorofila (Johnson-Flanagan, Spencer, 1996;
Martinez et al.,2001). A Figura 2 ilustra o processo de de-
gradacdo da clorofila a pela agdao de enzimas que atuam
durante a maturagdo ou senescéncia do vegetal.

Efeitos do processamento sobre a degradacao da
clorofila

Ao contrario dos mecanismos predominantemente
enzimaticos que atuam nos vegetais senescentes ou duran-
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te o armazenamento de vegetais frescos, diversas outras
reacoes de degradagdo da clorofila ocorrem durante o
processamento. As reagdes enzimaticas costumam confe-
rir coloragdo amarronzada ao vegetal, atribuida, a0 menos
parcialmente, a formacao de feofitinas e feoforbideos,
levando o consumidor a rejei¢ao do produto (Heaton et
al.,1996b). Ja durante o pré-processamento industrial, a
desintegragao de estruturas celulares promove a exposi¢ao
da clorofila tornando-a suscetivel a diversas reagdes
enzimaticas e ndo-enzimaticas, que também conferem ao
vegetal uma coloracdo indesejavel. Da mesma forma, o
estadio de maturagdo e as condi¢des de armazenamento
pbs-colheita de graos de soja e outras sementes oleagino-
sas, interferem significativamente com os teores de cloro-
fila, cuja presenca ¢ considerada um fator depreciador da
qualidade dos graos (Gomes et al., 2003). A fermentacao
de azeitonas verdes pode resultar em defitilagdo
enzimatica (Minguez-Mosquera ef al., 1994). As pesqui-
sas tém demonstrado que algumas enzimas como
clorofilase, feoforbideo @ mono-oxigenase, hidrolases
lipoliticas e lipoxigenases podem atuar conjuntamente
levando a degradacao da clorofila (Martinez et al., 2001).
Acidos graxos liberados por hidrolases podem ser oxida-
dos por lipoxigenases ¢ produzir hidroperoxidos. Os radi-
cais livres provenientes da degradagdo desses hidropero-
xidos sdo potencialmente danosos para a clorofila
(Funamoto et al., 2002; Gauthier-Jaques et al., 2001;
Yamauchi, Watada, 1991).

Por outro lado, durante o processamento térmico, a
principal via de degradagio € a substitui¢ao do atomo de
Mg por dois atomos de H, processo conhecido por
feofitinizagao, além de poder ocorrer também uma epime-
rizagdo. Neste caso a reagdo nao ¢ catalisada enzimatica-
mente e, sim, pela acidez do meio que favorece a perda do
Mg?**. As feofitinas possuem coloragio proxima ao verde
oliva e estdo sujeitas a hidroélise quimica, que resulta na
liberagdo da molécula do fitol, produzindo um feoforbideo
hidrossoluvel. Observou-se que o tratamento térmico pro-
longado e a producao de enlatados pode resultar também
na perda do grupo metilcarboxila havendo formagao de
pirofeofitinas (Heaton et al., 1996a; Schwartz, Lorenzo,
1991; Teng, Cheng, 1999).

A desidratagdo de vegetais, usados com freqiiéncia
como ingredientes em sopas instantaneas, condimentos e
outros alimentos secos, costuma levar a uma dramatica
perda da clorofila e concomitante aumento na concentra-
¢do de feofitinas. Esta mudanca de coloragdo aumenta
com a temperatura empregada, sendo acompanhada por
um decréscimo do pH natural do vegetal pela liberagao de
acidos organicos celulares, criando as condi¢des favora-
veis para a feofitinizagdo. Contudo, o branqueamento pré-
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FIGURA 2 - Etapas da degradacao da clorofila e estruturas moleculares de seus principais catabolitos.

vio desses vegetais em meio neutro ou alcalino e o empre- Porém, a perda da cor observada posteriormente ao
go de processamento a altas temperaturas por tempos  processamento, durante o armazenamento, independente
muito curtos (HTST - High Temperature Short Time), ttm  do pH, tem sido atribuida a outras vias de degradacao
sido uteis na reten¢ao de maior quantidade de pigmento.  (Maharaj, Sankat, 1996). Os parametros mais importantes
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sdo: tempo e temperatura de secagem e o pré-tratamento
aos quais os vegetais sdo submetidos (branqueamento,
emprego de agentes sulfitantes e congelamento), ressal-
tando-se que a velocidade e a via de degradacao podem
variar em fung¢do do vegetal (Heaton, Marangoni, 1996;
Minguez-Mosquera et al., 1989). Vegetais enlatados cos-
tumam ter praticamente toda a clorofila degradada para
feofitina e pirofeofitina durante um aquecimento severo,
imperioso para atingir a esterilidade comercial (Schwartz,
Lorenzo, 1991). Uma generalizacao pode ser feita afir-
mando que, quanto menor a temperatura de proces-
samento, menor sera a taxa de degradacdo da clorofila
(Rocha et al., 1993).

Nao faltaram esforgos para preservar a coloragao
verde de vegetais processados. Além dos agentes alcalini-
zantes, tais como Mg(OH), e Zn(OH), utilizados para
elevar o pH, o emprego de HTST, o tratamento térmico
com vapor de adgua e a transformagdo enzimatica da clo-
rofila em clorofilideo, ndo sdo efetivos para garantir a esta-
bilidade da coloragdo verde durante o periodo de armaze-
namento de vegetais processados.

A formacgao de complexos espontineos entre ato-
mos metalicos e a clorofila e seus derivados durante o
processamento, fendmeno esse conhecido como rever-
descimento, foi descoberto por acaso, em 1943, por
Fischbach e atribuido a forma¢ao de um complexo com
zinco ou com cobre que possuia uma cor verde brilhante
e estavel. Essa descoberta foi o marco para o inicio do
desenvolvimento tecnoldgico, que resultou na aprovagao
em alguns paises, incluindo o Brasil, de dois corantes
comerciais, conhecidos por clorofila e clorofilina cupri-
cas, na forma de sal de sédio, potassio, ou de amonio. O
cobre forma complexos mais rapidamente do que o zinco,
mas 0 uso de complexos com zinco € preferivel devido a
natureza toxica dos ions Cu?* (LaBorde, Von Elbe, 1994).

Degradacao da clorofila apés a ingestao por animais

Ma e Dolphin (1999), em sua revisao sobre o assun-
to, encontraram evidéncias que a maior parte da clorofila
a ingerida por herbivoros ou animais aquaticos, que se
alimentam de algas, esta presente no intestino desses ani-
mais com o macrociclo pirrolico intacto, embora apresente
diversas modificagdes nos grupos periféricos da molécu-
la. Este fato confirma o que ja havia sido descrito em 1968,
por Baxter, de que 90 a 95% da radioatividade de feofitina
marcada com '*C ¢ ingerida por individuos normais ou por
pacientes com sindrome de Refsum, pode ser recuperada
nas fezes.

O meio &cido do estomago favorece a feofitinizagao,
que corresponde a remocao do atomo de Mg, como ja
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descrito anteriormente. O estudo de Ferruzzi e colabora-
dores (2001) comprova que 95% da clorofila ¢ totalmen-
te convertida em feofitina empregando uma simulacao de
digestdo gastrica incubando um puré de espinafre em pH
2,0, durante 1 hora a 37 °C. Vale ressaltar que a liberagao
do Mg?*, a partir da clorofila, ¢ altamente dependente do
pH e de diversos fatores biologicos, de dificil controle. A
idade, condigao fisioldgica, efeito tampao e agdo de cer-
tos medicamentos atuam sobre o pH gastrico. De fato, os
pesquisadores mencionados observaram uma feofiti-
nizagdo muito reduzida em pH 4,0 e em pH 6,0, a clorofila
se mostrou estavel durante 1 hora de incubagdo a 37 °C.

De qualquer forma, o Mg** liberado durante esse
processo pode ser absorvido pelo organismo animal, con-
tribuindo com as necessidades diarias desse mineral. O
Mg?*" esta envolvido, além das fungdes estruturais, com
inimeras reagdes metabodlicas essenciais: transporte de
ions, sintese de outras moléculas essenciais, cofator de
inameras enzimas e producao de energia. Mais de 60% do
magnésio no corpo humano ¢ encontrado no esqueleto,
27% nos musculos, 6 - 7% em outras células e uma quan-
tidade muito reduzida, no espaco extracelular (Shils,
1999). Entretanto, a deficiéncia desse mineral em indivi-
duos sadios que consomem uma dieta balanceada ¢ bas-
tante rara, devido a sua abundancia em alimentos de ori-
gem vegetal ou animal. As principais fontes sdo os cere-
ais, como trigo, aveia e arroz e os seus farelos, as
leguminosas, como o feijao, soja, ervilha seca, grao de
bico, entre outras. As hortali¢as, devido ao seu elevado
contetdo em clorofila, contribuem para compor a ingestdo
diaria. Como exemplo, a ingestao de 100 g de espinafre
disponibilizaria teoricamente aproximadamente 58 mg de
Mg?* para serem absorvidos (Souci, Fachmann, 1995). Re-
comenda-se a ingestao diaria de 400 mg Mg* para indivi-
duos do sexo masculino, entre 31 a 50 anos de idade, en-
quanto mulheres da mesma faixa etaria necessitam de 310
mg/dia (Institute of Medicine, Food and Nutrition Board,
1997).

Quanto a clivagem do fitol, parece pouco provavel
que esta ocorra durante a fase de digestdo gastrica ou no
intestino delgado. As condi¢des ndo sdo suficientemente
acidas para promover a hidrdlise da ligagdo éster e o orga-
nismo animal ndo possui uma enzima que possa catalizar
essa reacao. Assim, o aparecimento de feoforbideos nas
fezes pode ser atribuido, provavelmente, ao metabolismo
bacteriano do intestino grosso.

Explica-se, assim, com certa facilidade a excre¢ao
de feofitina (sem Mg?*) o feoforbideo @ (sem fitol) e em
alguns casos o aparecimento do pirofeoforbideo a (sem o
grupo metilcarboxila). Teoricamente, no organismo ani-
mal, estas trés substancias poderiam dar origem a intime-
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ros derivados, identificados a partir de reagdes quimicas
conduzidas em laboratorio, mas as estruturas quimicas sao
distintas daquelas descritas para os metabolitos produzi-
dos durante a senescéncia de vegetais (Hynninen, 1991).
As reagoes de degradacdo subseqiientes, ao contrario do
que acontece nas células vivas em vegetais senescentes,
ndo seguem uma via de degradacao padronizada, devido
a variedade de condigdes digestivas e de tratamento ao
qual o alimento foi submetido antes da sua ingestao.
Surgem agora duas perguntas importantes: 0s
metabolitos podem exercer algum efeito biologico impor-
tante no proprio intestino ou ap6s uma suposta absor¢ao?
Os metabdlitos oriundos da degradagdo da clorofila po-
dem ser absorvidos e atingir a circulagao sangiiinea?

Atividades antioxidante, antimutagénica e
quimiopreventiva

As pesquisas relativas as atividades antioxidante e
quimiopreventiva da clorofila e de seus derivados tiveram
impulso a partir da década de 1980. Ao contrario do que
esta sendo proposto atualmente, em relacao a possivel
atividade antioxidante, tanto a clorofila, quanto a feofitina
¢ o feoforbideo apresentam atividade pro-oxidante em
6leos e gorduras comestiveis, com evidente prejuizo sobre
a qualidade do 6leo. O conteudo de clorofila e seus deri-
vados ¢ um parametro de qualidade, devendo essas subs-
tancias ser removidas durante o processo de refino dos
6leos para aumentar a estabilidade oxidativa dos mesmos
(Cenkowski, Jayas, 1993; Gomes et al., 2003; Levadoux,
et al., 19887; Minguez-Mosquera et al., 1990; Tautorus,
Low, 1993). Os resultados dessas pesquisas indicam que
esses pigmentos promovem e catalisam a foto-oxidagao
do 6leo quando expostos a luz, devido as caracteristicas
fotossensibilizantes do anel porfirina dessas moléculas, o
que facilita a formagdo de oxigénio singlete, dando inicio,
assim, ao processo de autoxidacao.

O fato de a feofitina demonstrar atividade pro-
oxidante até superior a da clorofila revela que o magnésio,
apesar de ser considerado um catalisador do processo da
autoxidagdo, ndo interfere na velocidade da reacao. Fato
semelhante ocorre com o feoforbideo, que ndo possui o
fitol. Acredita-se, portanto, que a atividade pro-oxidante
esteja relacionada diretamente com o anel porfirina e ndo
dependa da estrutura lateral da molécula (Endo et al.,
1984; Tautorus, Low, 1993; Usuki et al., 1984).

Diante disso, e apesar da coeréncia dos resultados
apresentados até aqui, outros estudos mostram atividade
antioxidante da clorofila e de seus derivados sobre a oxida-
¢do de dleos, quando a incubagdo ocorre no escuro. O me-
canismo para explicar a atividade antioxidante ainda ndo foi
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elucidado, mas supde-se que a molécula da clorofila ou de
seus derivados atue como um seqiiestrador de radicais li-
vres, ou de radicais peroxila, inibindo o processo de
autoxidagao de 6leos comestiveis (Endo et al., 1984, 1985).

Ainda nao foi esclarecido até que ponto essa ativi-
dade antioxidante, verificada no escuro, ocorreria com a
clorofila existente em alimentos que ndo sdo mantidos
protegidos da acdo da luz, uma vez que ela ¢ molécula
fotossensivel.

Outros estudos subseqiientes atestam atividade
antioxidante tanto para a molécula de clorofila, como para
derivados da clorofilina ctiprica: a clorina e, € a clorina e,
apesar de ainda ndo existir uma explicagao plausivel para o
mecanismo dessa atividade. Os testes de inibi¢ao da
peroxidacao lipidica em sistemas biologicos foram realiza-
dos utilizando modelos in vitro e testes quimicos (Sakata et
al., 1990; Sato et al., 1986). A clorofilina cuprica, como ja
mencionado anteriormente, ¢ um derivado sintético da clo-
rofila, comumente utilizado e aprovado em alguns paises
como aditivo nos alimentos, que confere coloragao verde
aos produtos aos quais ¢ adicionado. Quimicamente trata-
se de molécula bastante estavel, hidrossoluvel, diferencian-
do-se da clorofila pela substituigdo do atomo de Mg por um
atomo de Cu e por ndo possuir o fitol.

Na ultima década os estudos se concentraram nos
efeitos antimutagénicos e anticancerigenos da clorofila,
uma vez que estes estdo relacionados, freqiientemente,
com a atividade antioxidante, embora por um mecanismo
indireto.

Ha alguns estudos que atribuem a clorofila e ao seu
derivado sintético, a clorofilina ctprica, potente ativida-
de antimutagénica (Chenormorsky et al., 1999;
Dashwood, 1997; Dashwood et al., 1998; Negishi,
Hayatsu, 1997; Odin, 1997).

Foi estabelecida, também, correlac@o positiva entre
a concentragdo de clorofila em diversos extratos vegetais
¢ a sua capacidade de inibir mutagdes pelo teste classico
de Ames (Lai et al., 1980). Tal correlagao foi encontrada
também nos vegetais que fazem parte dos habitos alimen-
tares da populacdo coreana (Kimm et al., 1982). A cloro-
fila foi testada, também, contra os condensados de fuma-
c¢a de cigarro e diversas outras substancias carcindgenas,
tendo mostrado atividade inibitoria variavel (Gentile &
Gentile, 1991; Terwel & Van der Hoeven, 1985).

Foi confirmado ainda que tanto a clorofila natural
isolada de algas, como a feofitina e o feoforbideo apresen-
tam atividade antimutagénica, sugerindo que as proprie-
dades biologicas estejam relacionadas com o macrociclo
ou com substancias derivadas deste, tais como as clorinas,
e ndo com as cadeias laterais (Chenormorsky et al., 1999;
Okai, Higashi-Okai, 1997).
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Virios sdo os mecanismos de protecao que impedem
que o organismo animal inicie um processo de multiplica-
cdo desordenada de suas células. Dentre estes, a comple-
xacdo de substancias com atividade antimutagénica ou
anticarcinogénica com outros compostos que causariam
dano ao DNA reduz a biodisponibilidade do carcinégeno
(Breinholt et al., 1995b). Essa atividade poderia ser
exercida no [imen do trato gastro-intestinal, ou entdo em
orgdos internos do organismo animal, desde que a substan-
cia quimiopreventiva tenha sido absorvida para a corrente
sanguinea.

Outra teoria bastante conhecida para explicar a ativi-
dade antimutagénica esta relacionada com o “reparo” do
DNA, danificado por substancias mutagénicas por intermé-
dio de ligagdes cruzadas. Muitos agentes associados ao
processo de ligacdo cruzada com o DNA sao produzidos
durante o metabolismo oxidativo e correspondem aos radi-
cais livres do oxigénio. Um dos efeitos dos radicais livres
¢ o aumento da taxa de peroxidacao lipidica com prejuizo
na atividade das enzimas mitocondriais e com dano das
membranas plasmaticas. Paralelamente, as reagdes de
peroxidacao podem ser responsabilizadas pela formagao de
substancias como os malonaldeidos, que participam direta-
mente do processo de ligagdes cruzadas com o DNA. A
formagao dos radicais pode ser diminuida por substancias
antioxidantes, tais como vitaminas E ou C, carotenoides e
por substancias fenolicas e polifenolicas, amplamente dis-
tribuidas nos vegetais.

As substancias quimicas antimutagénicas poderiam
atuar por um mecanismo relacionado com a reparagao do
DNA, removendo a substancia que causou a alteragdo do
DNA, ou preventivamente, por uma agao antioxidante, de
forma a impedir o dano ao DNA. Negishi et al. (1989) ja
haviam evidenciado a atividade antimutagénica da cloro-
fila cuprica contra Trp-P-2 em Drosophila, sugerindo que
a atividade inibitoria poderia estar relacionada com a for-
mac¢ao de complexo entre a clorofilina e a amina
heterociclica.

Baseado nesses mecanismos ja estabelecidos, pes-
quisas lideradas por Bailey (Breinholt et al., 1995 a,b;
Dashwood et al., 1991; Harttig, Bailey, 1998) evidencia-
ram que a clorofila, a feofitina e a clorofilina cuprica sao
fortes inibidores da formacdo de adutos de substancias
carcinogénicas (aflatoxina B1 e dibenzo[a,l]pireno) com
o DNA, em testes in vitro. A formagao de complexos com
o DNA representa o primeiro passo para a alteracdo da
molécula do DNA, ativando-a e preparando-a para a
replicag@o. Aventa-se a hipotese de que o mecanismo de
inibi¢do proporcionado pela clorofilina se baseia na
complexacdao ndo covalente dessa molécula com a
aflatoxina B1, numa estequiometria de aproximadamen-
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te 1:1, tornando a aflatoxina indisponivel para formar
adutos com 0 DNA, o que explicaria, entdo, a sua ativida-
de anticarcinogénica. Contudo, foi observado pelos pes-
quisadores que a prote¢@o contra a hepatocarcinogénese
ndo pode ser atribuida exclusivamente a formagao de
adutos; a incubagao de clorofilina com aflatoxina foi res-
ponsavel por apenas 40-50% da reducdo da resposta
tumoral. Algum outro mecanismo celular parece contri-
buir com a atividade protetora.

In vivo, 0s mesmos pesquisadores empregaram um
modelo de estudo com trutas e avaliaram a inibi¢do de
formacdo de adutos hepaticos entre os carcinogenos € o
DNA, bem como a incidéncia do processo de inicia¢do da
carcinogénese nesses animais (Breinholt ez al., 1995a;
Dashwood et al., 1991; Harttig, Bailey, 1998).

A inibi¢ao da carcinogénese parece ser dose-depen-
dente e a clorofilina ctprica em solugdo concentrada, ad-
ministrada a trutas por sonda, foi mais efetiva do que a
mesma quantidade de clorofila quando incorporada a di-
eta e administrada por sonda em dose Unica, embora em
ambos os casos houvesse dependéncia da dose administra-
da. Estes resultados indicam que o efeito protetor forneci-
do pela solugdo pura, claramente superestima o efeito in
vivo. O mecanismo parece ser a0 menos parcialmente re-
lacionado com a formagao de complexo com a substancia
carcinogénica (Breinholt et al., 1995a). Com base no con-
junto de resultados obtidos, os pesquisadores sugerem que
a presenca de clorofila na alimentago de peixes pode re-
presentar um importante fator anticarcinogénico.

Contudo, é necessario ter cautela ao extrapolar os
dados obtidos em peixes para a nutricdo humana. Os pei-
xes tém um segmento intestinal especializado na absor¢ao
e transporte de macromoléculas intactas em grande quan-
tidade, o que ndo ocorre em mamiferos (Hernandez-
Blazquez, Silva, 1998; Nachi et al., 1998). O processo de
absor¢do em mamiferos ¢ muito mais seletivo, ndo permi-
tindo o transporte de grandes volumes de moléculas gran-
des intactas, como € o caso da clorofila, que possui um
peso molecular ao redor de 890 daltons (Auricchio et al.,
1995). Fica, assim, comprometida qualquer afirmacao
relativa a eficacia da clorofila na prevengao de doengas em
que ¢ exigida a absorcdo prévia dessa molécula visto que
os estudos em peixes ndo sdo um bom modelo para absor-
¢ao intestinal em mamiferos.

Digestao e absorcao da clorofila

Embora se tenha divulgado muito os efeitos benéfi-
cos potenciais da clorofila e de alguns dos seus derivados,
praticamente nada se conhece sobre a absorgdo ¢
metabolizac¢ao do anel porfirinico em humanos. Estes es-
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tudos ndo sdo recentes — ja em 1933 afirmava-se que a ab-
sor¢ao da clorofila era negligenciavel e outros trabalhos se
seguiram confirmando esses primeiros achados (Baxter,
1968; Brugsch, Sheard, 1938; Fischer, Hendschel, 1933).
O problema ¢é que a molécula da clorofila é extremamen-
te suscetivel a reagdes quimicas, tais como a perda do ato-
mo de Mg, a remocao do fitol, oxidacdo e fotoxidagdo, de
modo que a instabilidade da molécula e o elevado custo da
clorofila purificada tornam os ensaios em modelos com
animais praticamente proibitivos.

Recentemente, Ferruzzi et al. (2001, 2002) empre-
garam um sistema in vitro e, além de simular as fases da
digestdo géstrica e intestinal, estudaram a absorcao intes-
tinal, utilizando como modelo, células intestinais humanas
da linhagem Caco-2. Essas cé¢lulas exibem caracteristicas
semelhantes as dos enterdcitos e podem ser empregadas
para a absor¢a@o de nutrientes. Esses autores comprovaram
que havia acimulo de clorofilina ciiprica em células intes-
tinais humanas Caco-2, sugerindo haver transporte ativo
e passivo através dessas células. Contudo, testes compa-
rativos evidenciaram que compostos carotenoides eram
acumulados no interior das células Caco-2 entre 20-40%,
enquanto a clorofila atingia apenas 5-10%. Observou-se,
ainda, que o efluxo apical era significativamente maior do
que o efluxo basolateral.

Estes resultados foram os primeiros a demonstrar
que poderia haver absorcao da clorofila, embora bastan-
te reduzida, por células intestinais humanas.

O fitol ¢ parte integrante da clorofila e corresponde
quimicamente a um alcool alifatico ramificado de cadeia
longa (C, H, 0), ligado a molécula por uma ligagao éster.
Uma vez que essa ligagdo pode ser quebrada em algumas
situagoes, pela clorofilase ou durante o processamento dos
vegetais, o fitol, assim liberado, pode entdo ser absorvido
pelo intestino e posteriormente convertido para acido
fitanico, um acido graxo ainda pouco conhecido (acido
3,7,11,15-tetrametilexadecanoico), mas de importantes
efeitos bioldgicos, que passaremos a descrever.

A maior fonte de 4cido fitanico no organismo huma-
no nao provém da clorofila, mas, sim, da ingestao de car-
nes de ruminantes, de gordura animal, de produtos deriva-
dos do leite, ou de pescados. Observou-se em estudos ex-
perimentais com ruminantes € peixes que a administragdo
de fitol resulta no acumulo de 4cido fitanico em tecidos
adiposos e aventa-se a hipotese de que este seja oriundo da
metaboliza¢ao do fitol por bactérias presentes no rimen de
bovinos e outros ruminantes que se alimentam de vegetais.
Nos peixes, a sua presenca ¢ devida a ingestdo de algas
verdes e a absor¢ao intestinal do fitol por um processo nao
seletivo. Na Figura 3 observa-se a estrutura quimica do
fitol e do acido fitanico.
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(A)

FIGURA 3 - Estrutura quimica do fitol (A) e do acido
fitanico (B).

Em humanos, o acido fitanico provindo da alimen-
tagdo ¢ metabolizado prontamente por via enzimatica por
intermédio da a¢do da fitanoil-CoA hidroxilase ¢ ¢ detec-
tado apenas em quantidades minimas no plasma de indi-
viduos normais. Uma refei¢do normal pode conter até 50-
100 mg de acido fitanico (Steinberg, 1995).

Entretanto, individuos com uma desordem metabo-
lica dos lipideos, de carater recessivo, denominada de
“Sindrome de Refsum”, descrita inicialmente em 1946 por
um neurologista sueco, sao incapazes de metabolizar o
acido fitanico e acumulam quantidades muito elevadas
desse acido graxo no sangue ¢ em diversos 6rgaos, tais
como figado, rins e outros. Nesses casos, o acido fitanico
pode atingir entre 5 a 30% dos acidos graxos totais presen-
tes (Steinberg,1995; Verhoefen et al., 1998). Essa desor-
dem, felizmente bastante rara, caracteriza-se por degene-
ragdo progressiva da visdo (retinite pigmentosa),
polineuropatia periférica e falta de coordenacao muscular
(ataxia cerebelar), entre outros sintomas graves. A causa
¢ a deficiéncia da fitanoil-CoA-hidroxilase, que catalisa o
primeiro passo da metabolizagao do acido fitanico, que
consiste na remog¢ao de um carbono por uma reagao de a-
oxidacao (Jansen et al., 1997). Eldjarn e cols., em 1966,
reportaram que uma dieta restrita em fitol, acido fitanico
ou clorofila pode atenuar a gravidade dos sintomas da
doenga de Refsum e ter resultados positivos sobre a redu-
¢a0 dos niveis desse acido graxo, conferindo melhora do
quadro clinico da doenca. Essa constatacdo resultou, na-
quela época, na exclusdo de qualquer vegetal verde da
alimentacdo dos pacientes com doenca de Refsum. Esta
limitag@o de ingerir vegetais verdes vigorou até poucos
anos atras e s6 foi revista com as novas descobertas rela-
tivas a degradagao da clorofila no organismo animal.
Aparentemente, nao existem quantidades significativas de
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fitol livre nos alimentos frescos e ha razdes para se acre-
ditar que a liberagdo do fitol a partir da degradacao da clo-
rofila no trato gastrointestinal € pouco eficiente, como ja
comentado anteriormente (Peisker et al., 1989). Assim, a
partir de 1993, o Hospital Westminster de Londres publi-
cou uma cartilha, atenuando a restri¢do ¢ permitindo aos
pacientes com a “Sindrome de Refsum a ingestao de ve-
getais verdes frescos”, uma vez que o organismo parece
ndo absorver o fitol ligado covalentemente a clorofila
(Dietary treatment of Refsum’s disease, 2002). Acredita-
se que o acido fitanico no plasma seja proveniente predo-
minantemente da absor¢do deste acido presente na dieta,
uma vez que o organismo humano nao ¢ capaz de sinteti-
zar essa molécula.

Em que pesem as duvidas, é importante refletir e
obter maiores conhecimentos sobre a liberagao do fitol
durante o armazenamento, cozimento ou processamento
de vegetais verdes. O fitol poderia ser liberado tanto por
acdo enzimatica, pela clorofilase, como ja mencionado
anteriormente, como durante o cozimento, embora seja
dificil avaliar a quantidade de fitol liberada, que podera
depender do tempo/temperatura de coccao, ou de outras
variaveis.

Mas, de qualquer forma, ¢ importante mencionar
que o fitol ¢ uma molécula capaz de ser absorvida pelo
organismo humano e desempenhar diversas fungdes bio-
logicas.

De fato, o 4cido fitanico adquiriu recentemente im-
portancia a partir da descoberta de algumas atividades
biologicas que lhe vém sendo atribuidas. Uma das hipote-
ses esta relacionada com a ativagao do sistema termo-
génico de adip6citos marrons, promovendo aumento na
transcricdo e expressao do gene para a proteina UCP-1
(uncoupling proteinl), que atua desacoplando a fosfo-
rilagdo oxidativa mitocondrial (Schluter et al., 2002). O
mecanismo de agdo envolve a ligagao do acido fitanico ao
acido retinoico, que reconhecidamente ¢ um ativador da
transcri¢ao do gene UCP-1 (Lemotte ef al., 1996). Ade-
mais, atribui-se ao fitol e ao acido fitanico a agdo preven-
tiva da teratogénese em camundongos, causada pela
ingestdo excessiva de vitamina A. Estudos farmacoci-
néticos revelaram que a administragdo concomitante de
fitol e retinol reduziu os niveis plasmaticos do retinol e de
seus ésteres, bem como do acido retinodico all-trans, nos
estudos com camundongos nao-prenhes, bloqueando,
portanto, o efeito teratogé€nico da vitamina A (Arnhold et
al.,2002). Apesar de essas proposigoes oferecerem enor-
me campo de investigacdo, mais estudos serdo necessarios
e certamente um dos pontos que merece ser aprofundado
¢ quanto a importancia da dieta na modulacao desses efei-
tos biologicos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Virias sao as afirmagdes veiculadas pelos meios de
comunicagdo que procuram atribuir a ingestao de clorofila
os mais diferentes beneficios a satde humana. Algumas
enfatizam as doencas do coragdo, outras, as doencgas
tumorais e hd quem afirme que a clorofila evita queda de
cabelo, promove a desinfec¢ao interna do organismo, au-
xilia no tratamento da hipertensdo, na protecao hepatica,
no diabetes e inimeros outros efeitos, que de uma maneira
ou outra estariam relacionados com o “Bem-Estar” do in-
dividuo.

Apesar da variedade de acdes apontadas, essas teo-
rias falham em encontrar comprovagao cientifica que as
sustentem e muitas estdo realmente longe de serem com-
provadas.

De qualquer forma, para alguns autores, o nicleo
tetrapirrolico da clorofila, da feofitina ou mesmo de alguns
derivados dessa molécula, seria capaz de exercer uma ati-
vidade antioxidante e quimiopreventiva. Em ambos os
casos, a nosso ver, esse efeito se daria apenas no limen
intestinal, uma vez que ndo foi possivel localizar estudos
que comprovassem a absorcao intestinal do nucleo da clo-
rofila em quantidades suficientes que pudessem justificar
algum impacto sobre processos bioquimicos. E ainda as-
sim, a hipotese da atividade antioxidante devera ser me-
lhor estudada, uma vez que a clorofila exerce, quando
exposta a luz, efeito pro-oxidante. A atribui¢ao de ativida-
des quimiopreventivas, apesar do enorme interesse que
suscita entre os pesquisadores, ainda fica restrita ao trato
gastrointestinal e a explicacdo mais convincente, até o
momento, favorece a teoria da complexacao com a subs-
tancia carcinogénica, a semelhanga da fragao fibra soluvel
e de muitas outras substancias fitoquimicas presentes em
dietas vegetais. Estudos que comprovam a inibi¢do da
carcinogénese hepatica foram realizados em peixes e os
resultados ndo podem ser extrapolados para humanos, em
virtude da diversidade do processo absortivo intestinal. O
atomo de magnésio, importante para o individuo sob pon-
to de vista bioquimico, ¢ liberado da clorofila em diversas
condi¢des de armazenamento e/ou processamento do ali-
mento e até durante a passagem pelo trato gastrointestinal,
tornando-se disponivel para a absor¢ao. Entretanto, devi-
do a abundancia desse mineral nos alimentos tanto vege-
tais, como animais, € bastante raro um quadro de deficién-
cia em individuos sadios e com alimentagao balanceada.

Por outro lado, o fitol, que € parte integrante da
molécula de clorofila, parece ser responsavel por efeitos
bioldgicos importantes, tais como atividade termogénica
em mamiferos e atividade inibidora sobre efeitos
teratogénicos do retinol, descobertos recentemente. Por
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outro lado, muitas pesquisas devem ser realizadas, uma
vez que nao ha evidéncias de que o fitol seja liberado da
clorofila durante o processo digestivo. Especula-se que o
processamento dos vegetais, a principio, poderia acarre-
tar a liberagao do fitol, que entdo se tornaria disponivel
para exercer os efeitos biolégicos mencionados.

ABSTRACT
The role of chlorophyll in human feeding: a review

The eventual physiological beneficial effects of chloro-

phyll present in foods have been raised questions and
caused some doubts among consumers. Disclosing reports

from mass media ascribing to the molecule of chlorophyll
manifold therapeutic effects, nearby miraculous, oppose
to the lack of full approval by the academic community.

This article provides an overview about this topic and
points out recent scientific findings regarding this subject.

Considering that degradation products could be quite
different during senescence, post-harvest and food pro-

cessing procedures, as well as during the digestion pro-

cess, each case in particular has been discussed. Also, the
importance of molecular modifications has been high-

lighted in view of the potential antioxidant, antimutagenic
and chemopreventive properties. Unfortunately, the scien-

tific evidences are still not strong enough to support con-

sistent health protecting roles for chlorophyll. Although,

diversified mechanisms have been pointed out to explain

the potential health benefits, some of them are still far
from confirmation on human beings and strategies for
further investigations should be incentivated. In addition,

studies related to the biological function of phytol should
be performed as phytol absorbed into the bloodstream in

its free form has been found to play important functions no

only on the metabolism of lipids but on the modulation of
metabolic processes as well.

UNITERMS: Chlorophyll. Degradation. Absorption.
Biological effects
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