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EDITORIAIS

* PROGRAMA DE CONTROLO-DE QUALIDADE
EM QUIMICA CIfNICA

O aumento cada vez maior do ndmera de andlises solicitadas aos
laboratorios de andlises clinicas-ezxige maior responsabilidade aos
seus técnicos.

O controlo de qualidade inter-laboratérios e intra-laboratérios é
uma-necessidade «da hora presente. Caontrolo de geagentes, contrale
de métodos) eontrolo de aparelhbsete., ze'm doma fihaliladé dnica &
precisdo dos resultados.

Todos os|paises dal Burapa jé, realizaren programas de centrolo
de qualidade @ excepcdo de Portugal. O ‘Grupo ‘de Trabalko dos qui-
mico-farmacéuticos e especialistas em andlises gquimico bioldgicas
(andlises clinicas) do disirito de Santarém, que hd muitos anos tem
organizado programas de indole diversa relacionados com as andlises
clinicas, o peniltimo dos quais a nivel nacional em Tomar, vai pro-
mover este ano o 1.° Programa de Controle de Qualidade em Quimica
Clinica no nosso Pais.

Esse programa tem a colaboragdo dos laboratérios DADE (1) que
pord d disposicdo soros liofilizados com valores normais e anormais
de modo que o controlo de gualidade seja uma realidade entre nés.

(') A firma LISFARMA (Seccido Sangue e Andlises) Rua Pedro Nunes,
45-1.2 em Lisboa-1, como representante dos Laboratdrios DADE, recebe as
inscricdes para este programa.
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Colegas de outros paises estdo interessados no nosso programa
tendo jd sido solicitado ao sew promotor um relatdrio das conclusoes.

Uma vez efectuadas as andlises cujos doseamentos incidem sobre
glicose, wreia, colesterol, proteinas totais, transaminases e fostatase
alcalina, os resultados (confidenciais) sao depois apreciados em ter-
mos estatisticos, pelo que se promoverd uma reunido nacional. Apro-
veitar-se-d esta reuniio para debater temas relacionados com controlo
de qualidade tais como reconstitui¢do e preparacdo de Soros liofili-
zados para controlo, semi-automatizacdo em andlises clinicas, esta-
tistica, ete.

A participacdo de cada wm é um problema de consciéncia, dese-
jamos somente contribuir para que os resultados analiticos nos labo-
ratorios de andlises clinicas sejam rigorosos.

Deste modo € initil salientar o valor da participacdo de todos os
colegas analistas no nosso programd.

A F.A P PRECISA\DE VO6S

A colabomgan entre paises| guer Se considerem os aspectos poli-
ticos, econdmicos, religiosos ow farmacéuticos, realiza-se cada vez mais
sob os auspicios de onganizagoes internacionais. Algumas dessas asso-
ciagdes sdo de cardcter-mnao governamental tal como sucede com a
FIP que, nascida em 912 eom 213 membros possui actualmente
cerca de 3300.

As organizacoes mﬁemammmts de” nivel ndo estatal, si@o hoje
chamadas a desempenhar wum papelimportante na mundmétza-;:ao dos
interesses humanos. A Federacdo Internacional Farmacéutica ocupa
ng constelagdo dos organismos internccionais wma posicdo privile-
giada que se fundamenta numa exper. ncia de 60 anos e no esforgo
de 50 sociedades nacionais, entre as guais Se encontra o nosse Orga-
nismo Sindical.
1AV BIR éstd estrmutunadda” puard) deferider' (03 interésses| dos  far-
macéuticos 4 escala mundial ndo edmirando, portanto, o aumento
individaal, des) seus filiados e dagiieles gue participam.nas suas mani-
festacaes, nomeadamente no que diz respeito-acs Congressos Inter-
nacionais que reunem anualmente, durante wma semana, cerca de
2000 colegas oriundos de mais de meia centena de distintos paises.

Verificada a amplitude da organizacdo é de esperar gue os far-
macéuticos espalhados pelo globo, nomeadamente os do I'mpério Por-
tugués ndo figuem indiferentes ao apelo de uma adesdo macica ten-
dente a atingir os 10 000 membros o que daria a FIP (') uma forca
dificil de prever.

(*) Para quaisquer informacgdes dirija-se ao Secretariado da F.I.P. —
Alexanderstraat 11, Haia — Holanda.



TRABALHOS ORIGINAIS

ESTUDOS SOBRE FLUORESCENCIA

VL. VARIACAO DA INTENSIDADE.DE FLUORESCENCIA DAS
SOLUCGES DE CROMOTROPATO DISSODICO COM A CON-
CENTRAGAO ‘E.O.-pH DO MEIO

DAMASO | Jos& pDa. Siva, GOMES (*)

Licenciado em Cidncids Fisico-Quirnicas & Dowior em Farmdcia
Prof. do 3.° Grupo de Cadeiras da Escola Naval
Eguiparado a Investigador do INIT

1. A utilizacdo dos' indicadores eoradoS eonvencionais na tituli-
metria 4cido-base, deixd de ‘ser jpossivel, ou torna-se dificil e
pouco precisa, quando a'substineia a dosear se encontra num meio
turvo, opaco ou corado, como sucede especificamente no caso do leite,
dos sumos e concentrados de frutas, ou das tintas industriais.

A resolucéo da dificuldade tem sido encarada pelo uso de métodos
variados, e diversos investigadores, como VOLMAR yv CLAVERA [1],
VOLMAR et WIDDER [2], ERDEY e colaboradores [3, 4, 5, 6], entre
outros [7, &, 9], ensaiaram, para este fim, o uso das técnicas correntes
em andlise volumeétrica, mas witilizando indicadores fluorescentes [10]
em vez dos indicadores corados, para determinar o ponto de equiva-
léncia no decurso da t.Jtuhmetrla

Referéneids ao'uso'de fluorigénios, isto 'é, de stbstancias capazes
de devolver na obscuridade, sob a forma de radiagdes visiveis, a
energia de excitagio préviamente recebida de uma fonte de radia-
coes, geralmente do ultra-violeta préximo-— como é o caso da Luz
de Wood, cujo comprimento de onda é de 365 nm — encontram-se
em varios autores, como sejam KOLTHOFF [11, 12], CHARLOT [13],
TOMICEK [14], RADLEY and GRANT [15], KONSTANTINOVA-
-SHLEZINGER [16], PRINGSHEIM [17] e outros [18, 19, 20].

Nem todos os fluorigénios sio susceptiveis de serem usados como
indicadores fluorescentes, cabendo esta qualidade aqueles que, dentro

(*) Endereco actual: Instituto Nacional de Investigacio Industrial,
Rua Garcia de Orta, 68-1.°, LISBOA-2, PORTUGAL.
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de um intervalo da ordem de 2 unidades de pH, ou menos, sofram
mudanc¢a brusca da sua intensidade de fluorescéncia, ou apresentem
mudanca nitida da cor das radiacoes de fluorescéncia.

O uso dos indicadores fluorescentes, carece, desta forma, de um
estudo prévio, relativo a cada fluorlgenm destinado a avaliar do
modo como as suas solugdes se comportam gquando varia o pH do
meio onde se encontra [21].

Tal como sucede para os indicadores corados econvencionais, tam-
bém os manuais de Anilise Quimica, e muito especialmente os que
se dedicam a Anilise Fluorimétrica, referem os limites de pH dentro
dos quais se processam as variacdes de fluorescéncia que estdo na
origem da sua utiliza¢do como indicadores na titulimetria dcido-base.

Tabelas dessa natureza podem ser consultadas em LANGE [22],
TOMICEK [23], RADEEY and GRANT [24] e outros [25, 26, 27,
28, 29], mas nao encuntr aenhum dos autores, referéncia
concreta e pormenorizade mﬁd ~eomo foram obtidos os valores
apresentados, e parec._"mm - quesseia, de por uma certa descon-
fianca no rigor desses/va 1t _KONSTANTINOVA SHLE-
ZINGER [30], que entds ] dessas tabelas, nos diz:
The information in 2 vegarded as approrimate;
it summarizes the o different workers who used
them for certain pract innol pretend to accuracy,
as will be clear from # | follows. This explains the
wide color change inter; LJOT-S0MmE of the indicators.

Em RADLEY and GRANT [81] parece-nos ver aflorar a mesma
diivida, embora de modo men@s gategorico, € o confronto das respecti-
vas opinides, fez-nos pensar que seria de interesse empreender uma
investigacdo sistemética com o fim de obter dados, tdo precisos quanto
possivel, sobre o comportamento de diversos fluorigénios quando
varia o pH do meio em que se encontram.

> pre. i ergr ma, sdrie, de,investigacoes. que
hvsmm{ Sﬁto Fgfrlﬁmltﬁ fﬁ ;”‘é ‘dds eonsultay ‘bibhagmhcéé a
que procedemos 01-1108 grato vemflcar gue nos nao, encontramos iso-

lados neést [Yessali@ elaramentesda consulta
aos 11vrost?de %%Wi'l‘gg 132, [%5&%

A nossa investigacao foi conduzida no sentido de, para cada fluo-
rigénio, considerado como possivel indicador fluorescente, conhecer:

a) o comportamento do poder fluorescente das suas solucdes em
relacao as prescrigoes da Lei de Perrin [34, 35, 36];

b) a concentragio do fluorigénio para a qual a intensidade da
fluorescéncia emitida é méaxima;

¢) a estabilidade das solugdes do fluorigénio, de uso suposto pos-
sivel como indicador, ao longo do tempo;

d) o modo como varia a intensidade das radiagfes de fluores-
céncia emitidas, quando varia o pH do meio.
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Em trabalhos anteriores [37, 38, 39, 40, 41, 42] descrevemos com
pormenor o protocolo elaborado para a sequanma das investigagoes
a que procedemos, pelo que nos nao iremos repetir, remetendo o
leitor porventura interessado a consulta das publicacdes referidas.

2. Os ensaios realizados incidiram desta vez sobre o sal dissédico

do dcido cromotrdpico; 4,5-dihidroxi-2,7-naftalenodisulfonato

de sédio, ou cromotropato dissédico, que cristaliza com duas molé-

culas de agua sob a forma de agulhas

Na 035 S03Na branecas, ou de escamas, com a for-
mula C,,H,Na,0,5,,2H.0 [43, 41].

Utilizdmos nas experéncias o e¢ro-

O4 OH motropato dissddico Merck, referéncia
de_catalogo 2498, e identificamos o
produto usado, em virtude de tér 0,20 NOSso conhecimento,

por comunicacdo oral, que mveatig&gé&s saﬁg fluorescéncia conduzi-
das noutros dOITllI‘llOS levaramearesultados gue variavam com a
origem do produto, ou com @ lofe ‘defabrieows

As experiéncias foram leohduzidas; de/aeotdo com uma sugestdo
de RADLEY and GRANT |[45], utilizando meios tamponados de pH
conhecido, os quais foram ohmim, para valores inteiros de pH, por
dilui¢do com dgua destilada recentemente fervida de ampolas do tipo
das do titrisol (Merk) ou normez-(Catlo Erba), e para valores inter-
medidrios com produtos quinzices pdnal “ou equwalentes e adgua
destilada recentemente fervida;de @cotdo £ém as formulacdes ade-
guadas que se encontram na literatura [46; 47, 48, 49].

Para o estudo da estabilidade das solucoes, utilizimos como
padrao uma solugéo de sulfato de quinine [50, b1, 52, 53, 54] em Acido
sulfirico decinormal, de concentracdo que produzisse uma intensi-
dade de fluorescéncia da ordem de grandeza da da solucdo do fluo-
rigénio, emy-ensaio|

Congquanto VISSCmO\S refemdo na hteratura que as solugueg de
sulfato de quining, em acido sulfurige sao estaveis, .preparamos,
ao longo do'fempo’ ghe (durarim Jos énsaios) | sarur;oes frescas cuja
intensidade de fluorescéncia confrontdmos com a da solugdo de
reserva.

Os resultados obtidos mostraram que a intensidade de fluores-

' céncia da solucdo de reserva niao sofreu declinio durante o tempo

dos ensaios, apresentando estabilidade que podemos qualificar de
perfeita.

Utilizdmos nas experiéncias, como habitualmente o temos feito,
um fotofluorimetro Coleman de filtros [55] equipado com o filtro
primaric 12-225 (B-1-S) de vidro Corning n.” 5874, permedvel para
comprimentos de onda de 365 nm, e com o filtro secunddario 14-218
(PC-8) de vidro Corning n.” 3060, permedvel para comprimentos de
onda compreendidos entre 405 e 750 nm, segundo as md:lcagoes do
fabricante [56].
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CROMOTROPATO DISSODICO

Solvente: dgua destilada Concentragdo: 5% p/v
Nimero de gotas da solucdo por mililitro: 21

Meio tamponado de pH=9,0

Volume de tampdo de cada tubo de fotofluorimetro: 8 ml
Niumero de gotas na concentracdo de eficiéncia mdzima: 3,6

Concentragdo do fluorigénio no tampdo:

a) — em gramas por litro: 1,041 gl-!
b) — em moles por litro: 26 X 10-* M.]-*

Gotas 1 2 3 4 | & -8 7 8 9 10 1" 12
12 série |20,0|28,8|29,9{29, 8|25 26,2 |23,9 |21,3 |20,0(18,4 [18,0[17,5
2° série |20,0(28,7 |29,8 [29,0 (284 6 [26,}23, & |21,6 |[19,6|18,7(17,8|17,5
3 série |20,0|28,5|29,8 30,228 726,0 23'_;1 21,9|20,0{18,6(18,0[17,6
4° série [20,0|28,7 (29,980,224 052641 (23,6 (21,5 [19,9(18,618,1 [17,4
s: serie |20,0|28,8]|30,0136,0|28%: 26,2123, 5 [21,0]19,5]|18,5]18,2]|17,3
médias |20,0|28,7 29,9 30,028 ,4126,1 23,5 |21,4 |19,8]18,5|18,0[17,4

b
(=]

CROMOTROPATO DISSODICO

1

Intensidade de fluocrescencia

k3
L

1
\
|
|

0

Fig. 1

Variagio da intensidade de fluorescéncia das solugbes de
cromotropato dissddico com a concentragio
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3. Preparamos uma solucao de cromotropato dissédico em agua
destilada, e juntdmos um mesmo volume da solucfo a 8 ml de
solugfes tampao, contidas em tudos de fotofluorimetro, escalonadas
por valores de uma unidade de pH desde pH=2,0 até pH=13,0, e
ilumindmos o conjunto com uma lanterna portatil de Luz de Wood,
a fim de detectar o pH do meio em que se verificava maior inten-
sidade de fluorescéncia.

A observacao do conjunto mostrou que as solugtes de cromotre-
pato dissédico apresentam fluorescéncia anil-violeta forte com a sua
maior intensidade a pH=9,0, pelo que realizdimos as experiéncias
para verificacdo do acordo com a Lei de Perrin, e determinacéo da
concentracao de eficiéneia méxima, em meios tamponados com este
valor de pH.

Dispusemos num suporte 12 tubos de fotofluorimetro contendo
cada um 8 ml de tampao de pH-QO adicionamos-lhe por ordem I a
XII gotas de uma solu¢do aguesasie gremolropato dissédico de con-
centracido conhecida, ‘e deterniiiinos as. lntenmdadcs relativas de
fluorescéncia nos diferentes #tbos:

Repetimos as experiéncias.com wncentra:;oeas diferentes, pro-
curando obter uma solugdo para a'qual a intensidade de fluorescéncia
maxima fosse obtida pela adicao de, entre II e V gotas dessa solugdo.

O resultado pretendido ecorreu com a solucdo de cromotropato
dissédico em agua a 5% plv:

Tomdmos entio para reféréneciara flierescéncia do tubo a que
haviamos adicionado I gota, ‘g *fizemos £orresponder-lhe arbitraria-
mente a ponto 20,0 da escala do fotefluorimetro, determinando as
intensidades de fluorescéncia relativas nos diferentes tubos.

Repetimos por 5 vezes as leituras, calculdmos as médias dos
valores obtidos, e representamos graficamente os resultados.

Os valores lidos, as respectivas médias, e a representacao grafica
da intensidade de fluoerescéncia comni -a concentracao;constituem (o
Quadro 1 e a Fig. 1 incluidos no texto, e’o seu exame, mostra que as
salugc-es des comotropalo dissddico se comportamr de.acordo com as
cominacdes'da Iiei'de Perrin, e que, 'em meio tampenade de pH=9,0
se obtém a intensidade méaxima de fluorescéncia, quando a 8 ml de
tampdo se adicionam 3,5 gotas (resultado obtido por extrapolacao
grafica) de uma solugdo aquosa de cromotropato dissédico a 5 % p/v.

Desprezando o volume das gotas da solucdo de cromotropato
dissédico adicionais ao tampé&o, verifica-se que a fluorescéncia ma-
xima se obtém para a concentracido aproximada de 1,041 gramas por
litro, o que, considerando que a substancia usada foi o sal dihidratado
de peso molecular 400,30, corresponde a 2,6 X 10-* moles por litro.

Um exame do gréafico parece permitir afirmar que, a ser viavel
o emprego do cromotropato dissddico como indicador fluorescente,
deverido ser utilizadas II a V gotas da sua solugdo aquosa a 5 % p/v,
para uma tomada de ensaio de 8 a 10 ml.
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CROMOTROPATO DISSODICO
Solvente: dgua destilada Concentracao: 5 % p/v
Meiop tamponado de pH=9,0
Volume de tampdo em cada tubo de fotofluorimetro: 8 ml
Gotas de solugdo adicionadas a cada tubo: III
Padrdo: Solugdo de sulfato de quinino a 10 mg por litro em H,S0, N/10

DeterminacgGes realizadas semanalmente durante 12 semanas

semana 1 2 3 ‘L4 5 6 7 8 9 10 ik 12
19 série|79,5|47,3|27,8|17,0487,1] 4,5h.2.5] 1.8] 0,8] 0,0] 0,0] 0,0
29 série|78,8|47,1|27,6|17,0f 7233} 236| 1.6| 0,8]| 0,0| 0,0] 0,0
39 série79,246,9|27,0/46 8. Fol s,.2%2,5] 1.5| 0.8| 0,0| 0,0]| 0,0
49 série|79,6|46,8)|27,2a47,0} 7, 0f #r2| 2,7].1.3| 0,8] 0,0 c.0] 0,0
59 sériel79,5]47,0|27, 404798 | 704,30 2.8] 1.5| o0,8| 0,0]| 0,0] 0,0
médias |79,3]47,2]27,4]47,0] 7)2.004,3] 2.6 1,5) 0,8 0,0] 0,0] 0,0
Quadro 2
%] CROMOTROPATO DISSODICO i
5 [l s b
2 | | |
g2 70 - 8 B = by i 1 Il
s A i b 1
i \\ miag
2,50 i ———A— —
Sl o \ ——
-
] \ |
| 30
F b3
s 20
z N -
10— \. !
s o |
— L
1 2 3 & 5 & 7 B 8 nw n 2.\ W 15

Semana em que se realizaram as cbservacdes

Fig. 2

Estabilidade das solugbes de cromotropato dissédico
com o tempo
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4. Para determinar a estabilidade das solugbes de cromotropato

dissédico prepardmos uma solugdo aquosa a 5 % p/v, e guar-

ddmo-la num frasco de vidro 4mbar com rolha esmerilada, durante
0 tempo que demoraram 0s ensaios.

Semanalmente e a intervalos regulares, comparidmos a intensi-
dade de fluorescéncia da solucdo que se obtém adicionando III gotas
da solucao de reserva de cromotropato dissédico a 8 ml de tampdo
de pH = 9,0, com o de uma solugéo de sulfato de quinino a 10 mili-
gramas por litro em dcido sulfirico decinormal, que, em ensaios pré-
vios, mostrou ser de concentracdo conveniente.

Fizemos, de modo arbitrario, corresponder o ponto 90,0 da escala
do fotofluorimetro & fluorescéncia da solucdo de sulfato de quinino
e determinamos em relacéo a esse valor a intensidade de fluorescéncia
das solugdes em estudo. iz )

Fizemos as determinactesgdurante 12 semanas consecutivas, e
interrompemo-las a partir de/@ntao) perquanto, a partir da 7.* semana
a fluorescéncia manifestada/passt 0 8er de considerar, ou mesmo
a ser inexistente. ! Al 3

Fizemos de cada vez

ninacees; caleulamos as médias dos
valores obtidos, e representdmos graficamente os resultados, que cons-
tituem, uns e outro, o Quadro 2 e a\Figura 2.

O exame do gréfico mostra quie as solugdes aquosas de cromotro-
pato dissédico a 5 % p/v naesio. estdveispreduzindo-se a sua inten-
sidade de fluorescéncia a cercadevmetade-dosfim de 1 semana, o que
permite afirmar que, a ser de considefar-o seu uso como indicador
fluorescente, se devem empregfr sémpee solucdes acabadas de pre-
parar.

3. Para estudar a variacdo da intensidade de fluorescéncia das
solugdes de cromotropato dissédico em funcdo do pH do meio,
prepardmios, de @cordojeom o protogolo estabelecido, solugdes tampéo
correspondentes a unidadés inteiras de pH, por diluicao com &dgua
destilada regentemente fervida de ampolas do tipo das de_titrisol
(Merck), e preparamos ‘solugdes tampaa’correspondentes’aos valores
intermeédios com produtos quimicos puros (p. anal. ou 4. R.) e 4dgua
destilada recentemente fervida, de modo a cobrir o intervalo com-
preendido entre pH = 2,0 e pH = 13,0.

Tomé&mos 8 ml de cada tampdo para cada um de 23 tubos de foto-
fluorimetro que dispusemos por ordem num suporte, e juntamos a cada
tubo LIT gotas de uma solucdo aquosa de cromotropato dissédico a
5% p/v.

Num exame prévio observdmos que a intensidade méxima de
fluorescéncia se verificava para valores de pH superiores a 8,0 e
inferiores a 10,0, com valores sensivelmente iguais no intervalo, pelo
que tomamos para ponto de referéncia a fluorescéncia em tampao
de pH =90, a que fizemos corresponder arbitrariamente o ponto
90,0 da escala do fotofluorimetro.
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CROMOTROPATO DISSODICO
Sinopse dos resultados apresentados em Apéndice

pH 2,0| 2.5| 3,0] 3,5] a,0] 45| 5.0| 5,5| 8,0 6,5| 7,0
17 determ. |10,9|15,9 24,3 |3%9,2|37,5|16,0| 7,2| 4,9| 4,9| 5,0]| 5,0
22 determ. |11,6[15,125,7|41,8(36,4|12,4| 7,0| &,0| 5,9 5,8 5,2
3* determ.| 9,5/12,6{20,6/35,7|33,6|13.8| 7.2| 5.6| 5.5| 5.1| 6,0
4¢ determ. [12,3(17,7|28,0|41,5(|36,1|15,3]| B,6| 6,3| &,3| 6,0] 6,0
5¢ determ.| 9,8/13,9/22,6(38,1|37,5|16,6| 7,2 5,6| 5,3| 5,2| 5,4
62 determ [10,7|15,4125,9|39,5|37,7|16,0| 7,5| 6,0| 5,6| 5,0| 5,2
7¢ determ |11,0(15,5[24,9(38,8|36,0[18,9]| 8,2| 6,0| 5.6 §_£- 5_;
8¢ determ. [10,2|14,123,2|37,7}35,3]18,2]| 7,4 5,3] 5.1] s,0| 5,0
médias  [10,7 [15,0 (24,8 |39,0(36,2 [15,9| 7,5] 5,7 5.5| 5,3 5.4
pH|7.,5 |8.0 | 8.5 11,5|12,0|12,8|13,0
12 | 5,0]70,2|90/0 4,8] 5,1| 6,0| 4,6
2°| 5,7|73,6|90,0 7,4] 8,3]| 6,1 4,9
az| 7,6|63,8|9 7i3| 7.8] 6.4 5.;
a:| 6,0|70,2¢ 8.7| 8.6| 8,0] 5,0
5| 5,5|68,2 6,9| 6,7 5,2| 4,9
62| 5,2[69,7]s 6,9| 7,0| 6,4| 4,9
7:| 6,0/68,6 6,7| 6,8] 6,5 __5_4_.1'
a| 6,1|67,9 5,9| 6,1 5,8 4,5
m.] 5.9 (69,0 6,8| 7,0| 6,3] 5,0
CROMOTROPATO' DISSODICO
) MEDIAS — -
Centrq.de Documentag¢ao Karmageutica
: o |' ‘. 4= .
darOrdemn dos Fafmacdurticas
8% T 1 T T i
ég“ { Jl i I' . |
. ! ;/ ?\ fi-i 86 e | I! I |2 =)
R e e \\' e "! | :
e e
| | | B
& ETD 39 IL ’ilﬂ !ll'l ] IL LT 'El,e na g g
Valores de pH
Fig. 8

Variagin do poder fluorescente das solugbes de cromotropato
dissddico com o pH do meio
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Realizdmos 5 séries de leituras, calculdmos as respectivas médias,
e representamos graficamente os resultados, repetindo todas as opera-
gOes com novos tampdes e novas solugdes do fluorigénio até prefazer
um total de 8 determinacdes.

Os resultados obtidos encontram-se em Apéndice, assim como as
respectivas representacdes graficas, constituindo os Quadros e Figu-
ras 5 a 12.

Calculdmos as médias dos resultados finais das 8 determinacées
e representdmos graficamente os valores obtidos, que acompanham
0 texto constituindo o Quadro 4 e a Figura 4.

O exame dos resultados, aliado & observacdo directa, mostra que
as solugdes de cromotropato dissédico apresentam um comportamento
bastante insélito, quando varia o pH do meio.

Na realidade, até pH = 2,5 a fluoreseéneia emitida é muito fraca
e de cor azul pdlido; de pH =2;6paté pH = 4,0 a fluorescéncia
aumenta e adquire uma tonalidade anilada,que decai a valores muito
fracos entre pH = 5,0 e pH = 7,5; efitre pH = 7,5 e pH = 8,5 mani-
festa-se um aumento bruseo -da intensidade de fluorescéncia, que
adquire tonalidade anil-vigleta forté, miantende-se a nivel constante
até pH = 9,5, para decair ;rapidamente-entre este valor e pH = 11,0
e se manter a um nivel de intensidade muito baixo, com leve colo-
ragdo anil-violeta, até pH = 13,0.

As solucdes de cromotropate disséddico apresentam, como se Ve,
um comportamento bastafite complexo,~pelo que a sua utilizacdo
como indicador fluorescente nos ndo parece de aconselhar.

O aproveitamento do salte de fluoresééncia que se observa entre
pH = 17,5 e pH = 8,5 vem prejudieado; para efeitos da sua aprecia-
¢do, pela existéncia do maximo de fluorescéncia que aparece nas
vizinhangas de pH = 3,7; o outro salto de fluorescéncia, que se pro-
cessa entre pH = 9,5 e pH = 11,0, perfeitamente nitido, serd mais
facil de detectar quando o pH do meio diminui.

Como se torna necessirio que a viragem do indicador se situe
entre pH =.11,0. & pH = 9,5, a.aplicacdo parece-nos ficar, muito reda-
zida, pelo‘que, no nosso entender, o' seu usd hdo'traz quaisquer-van-
tagens.

6. Nenhum dos autores habitualmente consultados faz mencio
do cromotropato dissddico como indicador fluorescente, encon-
trando-se referida, ndo obstante, a utilizacdo do dcido cromotrépico,
pelo menos em RADLEY and GRANT [57], TOMICEK [58], DE
MENT [59], KONSTANTINOVA-SHLEZINGER [60] e DERI-
BERE [61].

As informagdes dos 3 primeiros autores sdo idénticas, abonan-
do-se os dois primeiros na mesma fonte (passa de ndo fluorescente
a azul entre pH = 3,5 e pH = 4,5); as dos dois 1ltimos sido diferentes
destas e iguais entre si (passe de ndo fluorescente a azul entre
pH = 6,0 e pH = 7,0), mas nenhum abona a sua afirmacio.

Consultdmos os catdlogos de produtos guimicos de 14 dos mais
importantes fabricantes de produtos quimicos para laboratério, fize-
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mos consultas, e ndo conseguimos obter dcido cromotrépico, o que
nos levou a ensaiar a aptiddo do cromotropato dissddico, referido
em geral nos catdlogos como «édcido cromotropico, sal de sédion.

Pensdmos que o produto a que se referem os autores citados,
pudesse ser o que encontrdmos referido nos catdlogos, e unico que
conseguimos obter.

O confronto entre os resultados a que chegimos e os que vimos
referidos na literatura, nio aparenta semelhanca, se exceptuarmos
a da cor das radiacGes de fluorescéncia, sempre dificil de apreciar
a vista; deste facto encontramos leve consolo, ao verificar que os auto-
res que se referem ao comportamento das solugdes de dcido cromo-
trépico nao apresentam unanimidade de opinido.

De qualquer forma, presumimos que a substdncia utilizada néo
tenha sido a mesma nos diferentes casos, e pensamos que haveria
interesse em ensaiar o deidoeremetrdpico, para se poder confrontar
o0 comportamento das suag ¢em o das solugdes do seu sal
dissodico, que foi objecte balho.

ariacio do poder fluores-
0 dissddico com o tempo,
Ua actividade fluorigénica

7. O exame do g
cente das sol
sugeriu-nos a ideia de

1.* ordem [62, 63, 64, € _ \
Para verificar se dsgifii, 8, ice Amos/a equagio correspon-

¢ = ¢, expl = kt) 1)

gue se pode escrever

. Pl = exp (kt) B = O b
Centro de "ﬁncumen'tagao Farmacéutica

da Ordem -dosslkarmaceuticos 3
e, fazendo k' =k log e
log(g./¢) = k't 4)

em que ¢, representa a intensidade inicial de fluorescéncia das solu-
coes, ¢ a intensidade de fluorescéncia decorrido o tempo ¢ e ¢ é a hase
do sistema de logaritmos neperianos.

Calculdmos os quocientes da intensidade de fluorescéncia da
solucgdo fresca de cromotropato dissédico pelos respectivos valores ao
fim de 1, 2, 3, ... semanas, e representimos graficamente, em papel
semi-logaritmico, a variacio de log(¢,/¢) em funcido do tempo decor-
rido, expresso em semanas.
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Os resultados obtidos constam do Quadro 4 e a sua representa-
gdo grafica constitui a Figura 4.

dgce;fggo b SR OTEEANE e En oy giindsy wol
¢ 793 472 274 170 71 43 26 15 08
0,/ 10 17 28  46.111 185 305 528 9951
Quadro 4
A equacido 4) mostra-nos que
k' =k log e = log(gs/#)t 5)

valor que representa o coeficiente ar gula
mos determinar a partir da represent:
exemplo, que, para ¢ = § semanas;

da recta da Fig. 4, e pode-
3'dessa figura, notando, por

log(¢,/9) = 2 8)
e portanto |
K =2/8 = | 7)
: ] T
¥ ———  CROMOTRO /""
fe——le Detrtminagds de P |
y 4
:.-——.— e i
—:’::__.__,_.__.J.- et - : L =
CRELL s ' e o O, AV E IS
Cenbo-deDoetrmentacdo Farmaceutica
: = | z'-; [ ] ;’.ﬁ '-.-j‘\.-ﬁ Anc Lo v:w Y -'\-;ﬁ.:\ EL = el =
Ud " tAUCIT QOS Irannac DS
-1 L | | | ] | | [
| | el of

i ] B 1 ' v '
TR, R emanaE, JECETT IS B5dM A prepetapls 30 satupda

Fig. 4
Como
log e = log 2,718 = 0,4343
teremos, entrando com este valor em 5), que a constante de veloci-
dade k da reaccdo sera
k =k'/log e = 0,25/0,4343 8)
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k = 0,58 semana-! 9)

0 que nos permite coneluir que o declinio da intensidade de fluores-
céncia das solugdes aquosas de cromotropato dissédico se processa
de acordo com a eguagdo

¢ = ¢, exp(— 0,58 t)

em que ¢, representa a intensidade de fluorescéncia das solugdes
de cromotropato dissddico no momento da preparacido, ¢ a intensi-
dade de fluorescéncia no momento considerado, e ¢ o tempo em sema-
nas que decorreu entre o momento da preparacio e o momento con-
siderado.

8. As solucdes de cro#f o dissddico ndo sé apresentam um

declinio da 1ntenﬁﬁa&e de. fluorescéncia que se processa se-

gundo a equagio cinétiea.das reaccdes.de\l." ordem, como apresentam

também, o que se verifiea pelo,exame ‘ﬁo gréfico da Fig. 3, uma

variagdo da intensidade’ _d luorescéncia em funcio do pH do meio,

que reveste aspecto poui€o comum, pelo Hienos em relacao aos casos
qu estuddmos.

A curva representativa da' variacao do fenémeno, apresenta dois
méximos, um dos quais situado acerca de pH = 3,7, e outro situado
entre os valores' de H=*—&,5 e PH =05, sendo este ltimo um
maximo absoluto. :

A interpretacio dos fenomer de fluorescéncia cerca-se de nu-
merosas dificuldades; decorrentes da complexidade dos fenémenos
que podem encontrar-se na sua origem, como sejam a rigidez das
estruturas moleculares, fendmenos de ressonincia electrénica, fené-
menos decorrentes dos estados iénicos possiveis e outros [66, 67,
68, 69].

No caso dojeromoeiropato dissddico parece-nos, poder atribuir-se
a 'presenca ‘de duas func¢ées- quimieas diferéntes’ na ‘melécula-— os
radicais do dcido sulfénico e os oxidrilos fenélicos —ndc s6 a razdo
da flugrescénéiay ohservada, mas aindajacomplexidade/de que o fené-
meno se reveste.

Apenas como sugestio para uma interpretagio, somos levados
a pensar que o primeiro dos maximos, situado entre pH = 3,0 e
pH = 4,5, possa ser atribuide i fluorescéncia dos ices C,,H,0,S.*-,
e a do maximo compreendido entre pH =85 ¢ pH =95 a dos
ices C,,H,Na,0,5,% resultantes da ionisacao dos hidroxilos da fun-
cdo fenol.

O fosso entre os dois méximos, pela regido da escala de valores
de pH em que se situa, abrangendo a zona de neutralidade, poderia
ser atribuido & dominédncia de moléculas nio ionizadas, e ndo fluo-
rescentes, de cromotropato dissddico.

Esta opinido encontra um certo fundamento nas afirmacées de
BECKER [70] que, referindo-se & influéncia dos grupos hidroxilo
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sobre a fluorescéncia dos compostos aromaticos, diz: The introduction
of hydrozxyl or methozyl into the benzene nucleus shifts the fluo-
rescence to longer wavelenghts. It is probable that the gquantum
yields of emission are increased over that of benzene. In agueous
solutions of the hydroxy compounds, the quantum yields may vary
markedly with the pH. For example, phenol fluoresces in neutral
and acidic solutions but not at pH > 12, Thus the anion appears to
be incapable of fluorescence while the meutral molecule is fluores-
cent. Moreover, anisole fluoresces quite uniformly throughout the
entire pH range. This gives added support to the conclusion that it
is the phenolate anion that is nonfluorescent.

It appears that in the case of naphthols (the 1- and 2-mono
derivatives) the neutral molecules and the anions do fluoresce, at
least in aqueous solutions to pH 13,3. Moreover, in one case (the
2 derivative) the fluorescence intensity of the anion is greater than
that of the unionized form. The dikydrozy. compounds show fluores-
cence, as do their singly charged anienic forms in basic agqueous
solution. One of the doubly charged.anions (the 1,3 derivative) also
shows fluorescence. The reasons. for the differences among these
compounds are not clear. )

Vé-se assim quanto é ainda nebuleso o conhecimento sobre este
assunto, e, a nossa opiniao, como & evidente, ndo passa de mera
hipétese cuja validade s6 poderia ser,verificada apds a efectivacio
de medidas dos valores de pK-das solu¢oes.de eromotropato dissédico
em meios com valores diferentes de pH, seguiida de um estudo critico
dos resultados obtidos [71].

9. Como conclusdo das experiéncias a'que procedemos, pode-
remos afirmar que:

a) —as solugdes de cromotropato dissddico, comportam-se, no
que respeita a variacdo da intensidade de fluorescéncia com a con-
centracaoe; nes termos da. Lei; dePerrin; _ i ' st '

b) — as solugdes de cromotropato dissddico, em meio tamponado
de pH = 9,0 apresehtam a,sua jhtensidade,de flupréscénéia maxima
para a concenfracdo aproximada de 1,041° gramas por litro, ou de
2,6 X 10-* moles por litro;

¢) —a ser vidvel a utilizagdo do cromotropato dissédico como
indicador fluorescente, deveremos usar II a V gotas da solugdo
aquosa a 5 % p/v, para uma tomada de ensaio de 8 a 10 ml;

d) — as solucdes aquosas de eromotropato dissddico a 5 % p/v,
sofrem um declinio do seu poder fluorescente, de acorde com a
eguacao

¢ = ¢, exp(— 0,58 t)

com { expresso em semanas, pelo que s6 deverio ser utilizadas quando
acabadas de preparar;
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€) — as solugdes de cromotropato dissddico apresentam dois mé-
ximos da intensidade de fluorescéncia, localizando-se o primeiro nas
vizinhancas de pH = 3,7 e o segundo entre pH = 8,5 e pH = 9,5,
com intensidade igual nesta zona;

f) — € nossa opinido, baseada na andlise do comportamento geral
do fenémeno, que as solugbes de cromoiropato dissédico nao sao de
utilizar como indicadores fluorescentes;

g) — € finalmente nossa opiniio que a complexidade das molé-
culas organicas e o .desconhecimento que ainda existe da causa
intima dos fendmenos de fluorescéncia, aconselham a que, na hipé-
tese de se pretender aplicar esta substancia como indicador, se reali-
zem estudos prévios com a finalidade de verificar se, entre o cromo-
tropato dissddico e as substéncias existentes no meio, ou formadas
no decurso da reaccdo, se produzem interaccoes prejudiciais ao com-
portamento do fenémeno. =

1. The interest paf
behaviour of 'several

?umor was hiregted on the chemical
rescent indicators, Wﬁ

: eonsidered as possible fluo-
_@ﬁm of ﬂlﬁﬂﬁ?m ing:

a) — the bEhaVIc-ur c&f theﬂuoﬁzen solutions relative to Perrin’s
Law (variation of the flﬁewmenne intensity as a function of the
concentration);

b) — the concentration of each fluorigen which produces the
maximum fluorescence intensity;

¢) —the degree of stablht}' of the fluorlgen solutlons over a
ehpsen peried; | ) ()

d) —the variatlon in the fluoreseence mtensmy of the soiutlons
expresﬂad as)a ﬂ.memen cof the H of t.he medmm

The interest of the author was aroused by the disparities men-
tioned in the literature, and especially by the doubt raised in KONS-
TANTINOVA-SHLEZINGER and in RADLEY and GRANT on the
degree of reliance which may be placed on the information given
by the several authors.

2. The author’'s reasearch work was on chromotropic acid dis-
sodium salt dihydrate, and following these experiments his
opinion is that:

a) — the solutions of this fluorigen behaves in accordance with
Perrin’s Law;
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b) —the solutions of this fluorigen present their maximum,
fluorescence intensity in the concentration of 1,041 grammes per
litre, or 2,6 x 10-* moles per litre;

¢) —the aqueous solutions of the fluorigen in the concentra-
tion of 5 % w/v have no stability, and their fluorescence intensity
decays in accordance with the equation

= ¢, exp(— 0,58 t)

t being measured in weeks; the constant of velocity reaction was
determined after the experimental data included in the text;

d) —the fluorescence intensity of the fluorigen solutions pre-
sents a maximum of fluorescence within the limits of pH = 3,5 and
pH = 4,0, and an absolute maxjmum ofufluorescence within the
limits of pH = 8,5 and pH = 9,5 "With=the ¢hanges represented in
Fig. 3;

e) — the solutions of this ﬂum“lgen cannat. be recommended as

a fluorescent indicator;

f) — the first maximum value r&aehai in the fluorescence inten-
sity can be determined by the ionisation of the acid chemical func-
tions, and the second, by the ionisation of the phenolic chemical
funections, .

The author draws attentioh’ tolthe: _tajjinion of BECKER as to
the great difficulty in interpretating similar phenomena.

1. L'autewr siest.confié la_tiche d'étudier.le coropgrtement de

divers- fluorigénes; que 'on peut eonsidérer eomme des’éven-

tuels indicateurs fluorescents, afin de connaitre pour chacune des
substances envisagées:

a) — le comportement de l'intensité de fluorescence de ses solu-
tions vis-a-vis de la Loi de Perrin;

b) —1la concentration pour laquelle les solutions du fluorigéne,
en mileu tamponné de pH adéquat, radient une fluorescence d'inten-
sité maximum;

¢) — la stabilité des solutions du fluorigéne tout au long du temps;

d) — la variation de l'intensité de fluorescence des solutions du
fluorigéne, lorsque le pH du milieu passe de la valeur pH =20
a la valeur pH = 13,0;
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L’étude expenmentale que lauteur a réalisée sur diverses
‘substances, a été menée selon le protocole présenté dans ses publi-
cations antérieures se rapportant au méme sujet, et a eu pour motif
la vérification de ce que les valeurs fournies par les textes, qui
concernent ce sujet, ne sont pas d’accord.

Au surplus, et spécifiquement, chez KONSTANTINOVA-SHLE-
ZINGER et chez RADLEY and GRANT, l'auteur a éprouvé le doute
sur la confiance que l'on doit accorder aux valeurs fournies par la
bibliographie spécialisée.

2. L’object des investigations de l'auteur a été cette fois-ci le
sel disodique de l'acide chromolropique dihydraté, et les résul-
tats obtenus ont permis de formuler les conclusions suivantes:

a) — les solutions du sel disodique de l'acide chromotropique,
en milieu tamponné de pH Sy sﬂwent dans leur comportement
les prescriptions de la ol de Pérrin

b) — les solutiond du sel disodﬁ;ue de l'acide chromotropique,
en milieu tamponné de-pH =9,0,"presentent leur fluorescence ma-
ximum & la concentration de 1 @41 grammes par litre soit 2,6 X 10-*
moles par litre;

¢) —les solutions du Sel dimﬂique de l'acide chromotropique,
en eau distillée, & 5 % p/vy e sont-pas stables et leur pouvoir fluo-
rescent décroit rapidemen:. selep. 1a"l6i traduite par

¢=¢, gxpt-—-ﬂsﬁ t)

t étant exprimé en semaines, et la valeur du coefficient de vitesse
de l'équation ayant été obtenue d'aprés les valeurs expérimentales
insérées dans le présent travail;

d) — la variation de l'intensité de fluorescence des solutions du
sal|disodiquecde I'ucide|chromotropique, en fonction)du pH du milieu,
présent deux maximums; le premier pour la valeur de pH = 3,7
et le second pour des, valeurs comprises entre,pH. = 8,5 et pH =9, 5
avec des‘sauts'de Tintensité de fluerescence représentés’a la Fig. 3

e¢) —l'auteur est d’avis que les solutions du sel disodique de
I'acide chromotropique ne sont pas & conseiller comme indicateurs
fluorescents, en vertu, soit de leur faible stabilité, soit du compor-
tement spécifique de l'intensité de fluorescence de ces solutions
lorsque varie le pH du milieu;

f) — l'auteur est d’avis que l'existence des deux maximums de
fluorescence doit étre atribuée & la présence en solution des ions
de l'acide sulfonique pour les valeurs faibles du pH du milieu, et
4 l'ionisation des fonctions phénoliques pour les valeurs plus élevées.

L’auteur partage l'opinion de BECKER, qui considére actuel-
lement trés difficile l'interprétation de la fluorescence des composés
portant dans leur structure chimique deux fonctions phénoliques.
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APENDICE
CROMOTROPATO DISSODICO

Solvente: dgua destilada Concentragio: 5% p/v

Gotas de solugdo adicionadas a cada tubo: III

Volume de tampdo em cada tubo de fotofluorimetro: 8 ml
Acertou-se o ponto 90,0 da escala do fotofluorimetro com o pH 9,0

1.* determinacio

pH 2.0| 2,5| 3,0 §,5| 7,0| 7.5
19 série [10,5[15,5|24,2 5,0 §5,0] 5,0
22 seériel11,0/16,0(24,2 _5.0] 5,0] 5.0
3¢ sérief11,0/16,0(24,3 s.0| 5,0] 5,0
42 serie|11,0(16,0|24,5 5.0l 5;0] 5,0
5% seérie |11,0/16,0(24,6 5.0] 5.0/ 5,0
médias  |10,9 (15,9 [24,3 5,0| 5,0] 5,0
pH| B.0| 8,8] 9.0 12,5]13,0
12 |69,7 [90,0|00,0 | 6,0]| 4.6
27|70,5|90,0|90,0 6,0] 4,6]
3¢ 70,3 |90,0/90,0 | 6,0| 4,8
4: 70,5 90,0/90,0 6,0] 4,6
5%l7o0,2|90,0|90,0} 6,0| 4,8
m. |7o0,2|90,0/90,0 6,0| 4,6
CROMOTROPATO DISSODICO 5
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Fig. 5

Variag@o do poder fluorescente das solugfes de cromotropato
dissédico com o pH do meio (1.* determinagio)
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2.* determinacao

pH 2,0/ 2,5 3,0 3,5| 4,0| 4,5| 5,0] 5,5| 6.0/ 8,5| 7,0| 7,
12 série|11,314,9[25,0/41,8(36,5 12,2 | 7,0| 6,0| 6,0| 5,8| 5,2| 5,8
22 serie|11,5|15,1|26,041,7|36,2 |12,7| 7,0| 6.2| &6,0| 6,0] 5,3| 5,7
3¢ série|12,0|15,2|26,0|41,8136,4 12,3| 7,0| 6,0| 6,0| 5,9]| 5.2| 5,7
4 serie12,0|15,5|26,0|42,2(37,0 12,7 7,0| 6,0| 6,0| 5,9| 5,4] 5,8
5% série |11,5[15,0(/25,8(41,7[36,0|12,2| 7,0]| &,0] 5,8] 5,6/ 5,0] 5,5
médias 11,6 [15,1 25,7 41,8 36,4 |12,4| 7,0| 6,0| 5,9| 5,8| 5,2] 5,7
pH| 8,0 54 11,5|12,0/12,5]13,0
1¢ 73,8 ; ] 50,0/ 7,3) 7,3| 8,3] 6,0| 4,8/
2¢|73,0 0|8e,7 {68 9,0| 7.4] 8,2 8,0] 5,0
% |73,3 E':Z" 680,160,047, 78| 8,5 8,3| 5,0
' 4 Va T
4°174,0 1,0/45,8 ¢ ; Fl 27| 85l 6,2 5,1 |
5% |74,0 1,6|88,6 159.0| 7 7,1 8,0 6,1]| 4,7
m. 73,6 1,1|88,7(6 e | 7.4) 8,3] 6,1] 4,9
o In!!
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Variacio do poder fluorescente das solugbes de cromotropato

dissodico com o pH do meio (2.* determinagio)
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3.* determinacio

pH 2,0/ 2,5| 3,0| 3,5| 4,0| 4,5/ 5,0/ 5,5| 6,0/ 6,5 7,0| 7,5
12 série| 9,2/12,2(20,4(34,8|33,1 |14,0| 7,5| 5,8| 6,0| 5,2| 6,0| 8,0
29 serief 9,9(12,9]21,0|36,0[34,0 14,0| 7,2| 5,7| s,5| 5,1] 6.,0] 7,0
3¢ série| 9,3|12,4|20,3|35,833,7[13,3] 7,0| 5,5] 5,2 5,0] 5,9| 7.7
4% serie| 9,8(12,8|20,7|36,0[34,013,8]| 7,2| 5,2| 5,3 5,1| 6,0]| 8,0
5¢ série| 9,3 /12,8|20,8|36,2(33,4 |14,0] 7,2| 5,7| 5,5 5,1 6,1] 7.4
médias | 9,5[12,6|20,6(35,7 (33,6 |13,8| 7,2| 5,6| 5,5| 5,1 6,0] 7,6

pH| 8,0| B8.8| 9,0|] 9.5]10,0 1,0/1135)12,0{12,5[13,0
1% |64,0/90,0/88,0|84,9 3_._5' 8,0| 6,9| 5,8
2%]63,9|9040|89,0(87, . ; 4| 7,8] 6,3] 5,2
3°|63,0|90,0]|89,0|as - 76| 6,3] 5.1
4°l64,1|90,0/88,1|8 : e 7.6l 6,4] 5,2
5¢|64,2|90,0/88,2|8 ?,'a 6,3| 5,2
m.163,890,0/88,5(8 7,8| 6,4| 5,3
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Variagio do poder fluorescente das solugdes de cromotropaio
dissodico com o pH do meio (3.* determinagio)
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4.* determinacio
pH 2,0| 2,5| 3,0| 3,5| 4,0| 4,8]| 5,0|-5.5| 6.0/ 6,5 7.0| 7.5
1% sériel12,7|18,2|28,8|42,1|36,0(15,2]| 8.,8| 7.0] 7,2| 7,0| 6,5| 6,5
2% série|12,1|17,5|28,0|41,2|36,0|15,6] 8,5| 5,5| 5,5] 5,0| 6,5] 5.5
3° série|12,0/(17,3 27,5|41,5|35,0/15,1| 8,3| 6,2| 6,0| 6,0| 5,8 )
|4° serief12,2(17,5)|27,8|41,0|36,5|15,5| 8,6 6,5| 6,5| 6,0| 6,2] 6.1
5% série |12,5/18,0|28,2|42,0|37,0|15,2| 8,8 6.5| 6.5 6,0] 6,0] 6,0
médios  [12,3|17,7|=28,0]41,5(36,1|15,3]| 8,6| 6,3| 6,3| &,0| 6,0 6,0
pH| B8,0| 8,5 12,5/13,0
1 |70,6|90,0 7,6| 6,0
20 169,5190,0189,6 82| 6,0
3:169.5190,0 80| 6.0
4= |70,0|%0,0 .21 6,0
2. 170,0190,0163 . SR S dilish § STy ol 5.8 B,5] st D,0)
5%]71,5/90,0 8,0| 6,0
m. |70,2|%0,0 8,0| 6,0
CROMOTROPATO i
" H‘mm
; o
% %" ~ A, [
- j a aTi y =y iy ke -4
Centrg_de Do¢cumenta¢ao Harmageutica
( -, lr-\i"f-l.l'-_\l "]."‘n.{" :-"}. - ﬂ/*kﬂll"?f‘-t.‘i{. - 5
5’! L L ] (e || BN (1\._\_”!.!.\._'«.4::-
| | i i
g & T
: / I \
E 30 -
P [
I L0
w - J - TR __..i. s
- ;
1 :I:u in &0 LY ] (7 ra [ 1] L1 we e L1 138

Valores de pH

Fig. 8

Variacio do poder fluorescente das solugdes de cromotropato
dissddico com o pH do meio (4.* determinacio)
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5." determinacao

pH 2,0/ 2,5| 3,0 3,5| 4.0| 4,5| 5,0| 5,5/ 6,0/ 6,5| 7,0| 7.5
1% série|10,0(14,0|23,0(39,1 |38,4 |16,3] 7,c 5,3 5,0] 5,0] 5,3| 5,4
29 sér‘ie_ﬂ?..‘r 13,8|22,4 (37,4 37,5 16,2 7,1]| 5.5| 5.4| 5.2| 5,5| 5,7
3¢ sériel|10,0|14,0|22,8|37,9|37,0|17,3| 7,7| 5.9] 5.7| 5.2| 5,7| 5.8
4° série|10,0|13,9|22,7|38,1|37,4 [16,6| 7,3| 5,7] 5,2| 5.4| 5,5] 5.4
S* s€rie| 9,8(13,8|22,238,0(37,3 16,8] 7,2| 5,8] 5,3 5.,2] 5,3] 5,5
medias 9,8|13,9 (22,6 (38,1 |37,5|16,6] 7,2]| 5,6] 5,3]| 5,2]| 5,4] 5,5

pH| 8.0| 8,5| 9,0| 9,5|10,0/10;58411,0[11,5]12,0/12,5(13,0
1 [68,0[90,0|89,8 |87,0|7340 64,6 7,0h7.2] 7,0] 5,5| 5,0
2 |68,3 [90,0|90,2|e8,275,0{65,0|2:3] 6,8] 6,5| 5,2| 4,8
3¢|68,890,0|90,2 |88,0|7ay 056 | 4,00 6,8| 6.8/ 5.2 4,9
4% 168,0[%0,0189,2 |86,8|73,2165,2.0-6,81°6,8]| &,5| 5,2| 4,9
5t68,0(90,0(89,8 87,5 |73,5(85,2/06,8006,7] 6,7| 5,2| 4,9

m. |68,2 [90,0|89,8 87,573,965/ ] 7,0l 6.8l s,7] 5.2] 4.5

* Quadrs'9

CROMOTROPATO. DISSGDICT |

" 59 DETERMINALAD

@

miensidades de lluoresEBFcia

E1) e &0 5.0 B0 w LF] g8 0.2 g L] L)
Volores de pH

Fig. 9

Variagio do poder fluorescente das solugbes de cromotropato

dissédico com o pH do meio (5.% determinagio)




24 Rev. port. farm. Vol. 22
6.* determinacio
pH 2,0| 2,5/ 3,0 3,5| 4,0| 4,5 5,0] 5,5 6,0| 6,5 7,0] 7,5
1 sériel11.1/16,2|26,0|39,8|38,8 |16,0| 7,7| 6,1] 5,8] 5,8] 5.,0] 5,1
2% seriel|10,2|15,0|26,0(|40,0(37,8 |16,2| 7.8| 6,0| 5,8] 4,9| 5,4] 5,3
3¢ série|11,0|15,7|25,8(39,5(37,3|16,2| 7,7]| 6,2] 5,9 s5.0| 5.3] 5,6
4 série|10,8|15,2|25,8(39,2|37,4 16,0 7,2| 5,8 5,4| 4,8] 5,1] 5,1
5° série |10,7[15.1(26,1(39,0(37,3|15,9]| 7,0] s.9]| 5,3 4,8] 5,2] 5,2
médios [10,7115,4]25,9|39,5|37,7[16,0| 7,5| 6.0] 5,6| 5,0| 5.2] 5,2
pH| 8,0| 8,5 9.0| 9.5 ,sl11,0[11,5]12,0[12,5[13,0
12 |69,8|90,0/85,89 s,3\6,8| 6,8] &,2] 4,8
2 [70,0|90,0/90,0 75,9 a| 7.0| 7.3| 7.0| 5.3
3169,3[90,0|90, 7.0| 7.0| 6,4] 5,8
4°170,0[90,0|90 6,9 7.0| 6,3 4,8
5 69,5|90,0]9 6,8| 6,9| 6,2 4,8
m. [69,7]90,0]|9 6,9 7,0] 6,4] 4,9
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Variagio do poder fluorescente das solugdes de cromotropato
dissédico com o pH do meio (6.* determinagio)
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7.* determinacio
pH 2,0| 2,8| 3,0| 3,5 4,0| 4,5 5,0/ 5,5| s,0| 6,5 7,0| 7.5
1% série11,4[16,3|25,0/39,9|36,0/18,6] 8,4| 5,7| 5,5| 5,5| 5,8] 6,2
2® série|10,5|15,1|25,0(38,9|36,2|18,9| 8,2| 5,9| 5,3| 5,7| 5,4| 5,9
3¢ série|11,3|15,3|24,8(38,4 36,2 |19,7| 8,1| 6,3| 5,9| 5,9| 5,7| 5.8
4° serie|11,1(15,3|24,8(38,5|36,0|18,7| 7,9| 6,1| 5,8| 5,7| 5,5| 5,8
5¢ série |11,0|15,8|25,1(38,4|35,9|18,7| 7,4| 6,2| 5,7| 5,5| 5,4| 6.4
médias |11,0|15,5|24,9|38,8|36,0|18,9| 8,2| 6,0| 5,6] 5,6| 5,5| 6,0
pH| 8,0| 8,5| 9,0| 9,5}10,0[10,58]|11,0[11,5[12,0]|12,5|13,0
1 |68,4 [90,0|92,2|90,7 |71, 7|58 8 5,9 | 6,8| 7,1| 6,4| 4,5
2°|68,7|90,0|93,4|90,8 79,6155 .91 6,7} 6,5| 6,9| 6,7| 5.1
- T
3°|69,2|90,0|93,2|91,3 T‘i‘j‘ o ORGSR, 0| 6,6| 6,8| 5,1
42 168,4/90,0|92,0(9143172,0155 54 6/0f~4,7| 6.8| 6,4| 5,3
5%68,490,0|92,7 |89, 9 [zaiiss, 24 15,99 8,5| 6.6| 6,5 5,1
m. |68,690,0|92,7|91,0]|71,1 |62356]16,1]| 6,7| 6.8 6,5| 5,1
 Quadro 11
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Variagio do poder fluorescents das solugbes de cromotropato
dissddico com o pH do meio (7.* determinagio)
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8.* determinacao
pH 2,0| 2,5| 3,0] 3,5| 4,0| 4,5 5,0| 5,5| 8,0 6,5 7.0| 7.5
12 sériel|10,4|14,0[23,6/38,6|35,3 18,2 7.2| 5,7| 4.9| 5,1| 4.9] 6,3
22 série| 9,9(14,2|23,0/37,7|36,7 18,4 7,3| 5,4| 5,1| 4,9] 5,2] 6,3
3% sériel10,414,2|23,4|37,2|33,7 18,4 7,9 5,0| 5,1| 5,0| 5,0| 6,4
4% série|10,4|14,1|23,3|37,6|34,7|18,2| 7,5| 5,2| 5,3| 5,0| 5,0| 5,9
5t série |10,214,0|22,8(37,5|36,4 /18,1 7,4| 5,3 5,0l 5,1| 5,8
médias |10,214,1|23,2137,7|35,3|18,2| 7,4] 5,3 5,1]| 5,0 5,0] 6,1
pHl 8.0] 8,8| s,0]9,5[10,0|10,511,0[11,5]12,0[12,5]13,0
12 |66,9 [90,0|92,3 |8 1| 5,8 6,2 5,8] 5,5] 4,4
2%167,9|90,0|93,5 55,8 6,0] 5,7| 4,7]
atle8,7)90,0|93, 54 5,8] 6,4]| 6,1| 4,8]°
4% 169,2|90,0/92 s8] 6,1| 5,9] 4,4
Ebot Tk :
5%l69,7(90,0(9 5,7| 6.2| 6.0] 4,5
m. |67,9190,0]9 5,9] 6,1| 5,8] 4,5
i |
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Variagio do poder fluorescente das solugbes de cromotropato
dissddico com o pH do meio (B.* determinagio)
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DETERMINACAO DO COLESTEROL
EM ANALISES CLINICAS

C. PALLA GARCIA

Tenente farmacéutico
Assistente sventual da Faculdade de Farmdcia de Lisboa

I— INTRODUCAO

As multiplas implicagd€s de ordem clinica e de técnica executiva
justificam o interesse, aindavlargame te manifestado por experimen-
tadores e investigadopes, e doseamente do colesterol.

Movidos pelas mgsmasirazoes €x el imentdmos métodos de deter-
minag¢do do colestergl, afmplamente difundidos, com o intuito prin-
cipal de seleccionar O quié se Hos'afigurasse mais valido para aplica-
¢ao ao trabalho diirio dum labc rio de andlises clinicas.

1.1—0 COLESTEROL E/08 SOR0S SANGUINEOS

ol

11,19 eolesterol, ) 3-cis;hidroxi-5-colesteno du- celest-5reno-38-0l; -gue
‘pode supor-se derivado do nticleo fundamental ciclopentanoperhidro-
fenantreno, apresenta dois prineipais centros de .reacgio:
a) na posicio 3 ‘onde seliga o oxidrilo que é muito reactivo
devido a sua situacfo eguatorial.
b) na ligagﬁ]o dos carbonos 5-6 onde se encontra a dupla liga-
cao [3, 6]. :

O colesterol e os lipidos estdo envolvidos em situagies metabéb-
licas, interligadas com os mecanismos da arterioesclerose, julgando-se
que a sua deposicdo nas paredes dos vasos, pelas alteragGes que neles
provocam, desempenhe um papel altamente prejudicial para a hemo-
dindmica. Assim, numa primeira etapa, o colesterol deposita-se nas
tinicas média e interna, seguindo-se uma reaccio de formacio de
-tecido organizado que wvai perturbar a funcao da parede wvascular,
aparecendo, numa fase mais avancada, as placas de ateroma. Ulte-
riormente, surge estenose e obliteracdo dos vasos arteriais com o
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consequente prejuizo ou suspensdo da circulagdo no territério vas-
cular atingido [11].

Normalmente, o colesterol encontra-se no sangue distribuido
nos componentes celulares e no plasma; contudo, as suas determi-
nagoes para estudos clinicos sdo, vulgarmente, realizadas no plasma
e soro pois ai, a concentracio revela-se varidvel consoante as diver-
sas modificacbes fisiolégicas [1, 3, 6, 13].

Nos soros sanguineos normais, o colesterol estd parcialmente
esterificado, tendo-se observado que a ligacdo era efectuada pelo
oxidrilo com diversos dcidos gordos como o plamitico, o oleico e o
linoleico [6, 14]. O grau dessa esterificacdo pode fornecer indicacdes
clinicas das funcdes hepdticas, visto que a reducéo da funcéo este-
rificante da célula hepdtica lesada ou insuficiente conduz a uma
diminuicdo da esterificacdo do eolesterol [12].

12—0 COLESTEROL E AS REACCOES DENCOLORACAO

A apreciacdo do colesteroldpodesenvolver diversos processos gra-
vimétricos, volumétricos, nefelométricos“[6] etc.; todavia, as deter-
minacoes espectofotométricas, péld”sua simplicidade e exactiddo, sdo
as mais difundidas. gl RN

As reacgoes da coloracao, usadas hos deseamentos espectrofoto-
métricos, baseiam-se, quase todas, na‘accao desidratante e oxidante
dos 4cidos fortes, usualmente, o sulfirico.

Esquematizaremos as mais vulgarmente referidas:

'i O e 3
Autor Data @ I | Reageffites | Coloragio

P

SALKOWSKI [1, 2, 3, 6,] 1872 Cloroférmio -+ dcido sul-

flirico Vermelho
LIEBERMAN [1, 2, 3, 6] | 1885 : Anidride acético + 4cido
: | sulfdrico Verde
BOUCHKRD! (1, 2( 8611 | (1880 ] | Ciaroformia” + (@nidridoll 1 CEC 1
¢ acético + acido sulfirico| Verde
TSCHUGAERE 61 /1'(1/C1900 ( Clofeto'de Jatéfila (-iela |
reto de zinco + A4cido
i acético Roxo
TRENDER [4] | 1952 | Cloreto de acetilo + diclo-
roetano + dcido sulfd- |
rico Vermelhao

PEARSON [3, 4, 6, 24] 1953 | Ac. p. toluenosulfénico +
| anidrido acético + 4cido |

sulfirico Verde
ZLATIS, ZAK e BOYLE Acido acético + cloreto |
2.5, 8, 7,:21, 23] | 1953 férrico + dcido sulfirico| Vermelho
| |
SEARCY e BERGQUIST Acido acético + sulfato de |

[4 6 31] 1960 ferro + Acido sulfdrico| Vermelho
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Tanto nas reaccées em que se obtém uma coloragao verde,
(LIEBERMAN, BOUCHARD, etc.) como naquelas em que se produz
uma cor vermelha, (SALKOWISKY, etc.) estdo descritos compostos
intermediarios derivados do colesterol por desidratacdo em posicio 3
e condensacdo de duas moléculas. Nas reacgoes caracteristicas pela
sua cor verde, é a concentracdo moderada de &cido sulfirico que
condiciona os produtos finais, denominados «halocromos», provavel-
mente constituidos por derivados condensados do colesterol, insa-
turados e monosulfonados [3]. Quando, inversamente, as reaccdes siao
conduzidas em concentracdo elevada do acido sulfirico, os «halo-
cromos» correspondentes apresentam cor vermelha, e supbe-se serem
derivados condensados, insaturados e disulfonados [3].

A inclusdo de ides metdlicos, como o Zn*+ e Fe'+, parece cata-
lizar [3] as reaccdes de formacéio e estabilizacdo dos compostos cora-
dos, sendo invocados mecanismos oxidativos estequiométricos nas
reacgbes com o Fe't [6, 18]

De todas as reaccoes de. coloragéo, a' cldssica LIEBERMAN-
-BOUCHARD é uma das.malis diviilgadas; contudo, as reacgoes do
cloreto férrico — acido sulftrico, ‘de difusio mais recente, apresen-
tam, também numerosas referéncias.

1.3 — CLASSIFICACAQ DOS METODOS

Sdao muitos os meétodos, de doseamento espectrofotométrico do
colesterol e incontaveis os trabalhos-publicados a tal respeito; toda-
via, podemos agrupd-los consoanté oo nimero de etapas existentes
na sua técnica. Assim, esuematizaremos quatro grupos, referencia-
dos com véirios métodos, que julgamos representativos.

1.4 — EXTRACCAO DO COLESTEROL

As reaccoesde coloracdo, guando efectuadas no prdprio soro
ou'plasma‘sem qualquer fase de purificagio, originam produtos finais
corados instdveis [1, 3]. As proteinas ou os produtos da sua desa-
gregagio) poderm  oeasionar, interferéneias diversas; quey geralmente,
se acentuam ainda mais com as temperaturas elevadas a que sio
sujeitas durante a fase de desenvolvimento da cor [3].

A extraccdo do colesterol, usualmente efectuada com dissolven-
tes orginicos, eliminando o factor proteico, corrige essas deficiéncias.

A dissociacao total do complexo lipidico-protidico é uma condi-
¢do indispensdvel para que a extraccao se realize com rendimento
absoluto [6]. Normalmente, os solventes desnaturam as proteinas
séricas e desencadeiam a sua precipitacao [6].

Uma das misturas mais usadas nas técnicas é a de etanol-éter
que realiza uma extracgdo completa, a frio, e em pouco tempo
[6, 16, 17]. Contudo, outros solventes tém sido preconizados pelo
seu valor, tais como: acetona, dcido acético, isopropanol [32] acetona-
-etanol [31], acetato de etilo-etancl [1, 23].
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Numero de etapas

o ekt Autores do método | Data | Reacqio de coloragio
a) Determinacdo directa |
1) reaccdo corada ZLATKIS
I [2.5,7, 21) 1953 | Fecl,+H, SO,
| PEARSON
[3, 6, 24] 1853 | CH, COOH+H, SO,
FERRO e HAM LIEBERMAN-
[2, 6] 1960 -BOUCHARD
WATSON [4, 25] 1962 | CH,COOH+H, S0,
| RICHTERICH [4] 1962 CH, COOH+H, SO,
b) Métodos com duas
etapas
b BLOOR =80 | LIEBERMAN-
1) extracgio [2, 6;10,-16,46] .| 1916 -BOUCHARD
" ol LIEBERMAN-
2) reacgdo corada SACKETT [7]. 1925 :BOUCHARD
CARR e DREK- LIEBERMAN-
TER [2, 3, 29] 1956 -BOUCHARD
HENLY [6] 1957 | Fecl,+H, 50,
KLUNGSOHYR
[Il 5! 6’ 23,4.“: 1558 F‘e cla +H§ SO!
SEARCY e BERG-
QUIST 431) ' 4859 |/Fecl,+H, 50,
CRAWFORD [17] 1959 | Fecl,+H, S50,
LEFFLER
[8, 9, 32] 1859 | Fecl,+H, SO,
¢) Métodos com trés
etapas
_ ] | _ 11 ¢ LIEBERMAN-
1) saponificacdo ABELL [1, 2, 3, 6] P 1952 -BOUCHARD
2) extracgio : TRINDER. [4] 1952
3) reaccib corada | ANDERSON' (4] | 1956 |F'LIECERMAR
| MANN [4] 1961
d.-} Métodos com quairo
etapas
' = SCHOENHEIMER
o Ko e SPERRY LIEBERMAN-
2) saponificacio [2, 8, 7] 1934 -BOUCHARD
3} isplamento SPERRY e WEB | LIEBERMAN-
4) i q [1] 1950 | -BOUCHARD
Teatean corage. | COLREAN ' | LIEBERMAN-
e Me PHEE [4] 1956 | -BOUCHARD
BROWN [4] 1961
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1.5—SAPONIFICACAO DOS ESTERES DO COLESTEROL

A etapa de saponificagdo, que converte a fraccdo esterificada
do colesterol em colesterol livre, elimina os erros provenientes dum
eventual maior desenvolvimento de cor do colesterol esterificado em
relacdo ao livre.

A hidrélise dos ésteres é, vulgarmente, realizada a quente com
hidréxido de potdssio alcoédlico [6].

16 —ISOLAMENTO SELECTIVO POR PRECIPITACAQO PELA DIGITO-
NINA

As reaccoes de coloracdo do- colesterol, ndo sendo totalmente
especificas, podem falsear os valores dos doseamentos quando na .
presenca de certos constituintes cromogéneos

O isolamento selectiyo, Precipitacdo pela digitonina, apds
saponificacao, separando o eclpor em‘l da generalidade dos outros com-
ponentes, elimina as intet _j_ éﬁ& «diversos cromogéneos ines-
pecificos [2, 3, 8]. e

A reaccao de formﬂgﬁ.q) d’.os ghgxtﬁm&?ﬂs reline os requisitos neces-
sdrios para realizar um isolamento Hbﬂﬂlﬁn A ligacdo é muito espe-
cifica, obtendo-se somente com o8 esterois naturais S-hidroxilados
e ndo havendo qualguer interferéncia com os a-hidroxilados nem
com os ésteres que, naturamhnente; ) posstiem a sua fungdo oxi-
drilica livre [6]. 'Além /diSso, © 0 equimolecular digitonina-
-colesterol é muito insoliivel na maior: parte dos solventes [33] mas,
facilmente, cindivel pela ‘piridina“eli pelo anidrido acético, o que
facilita a recuperacdo do colesterol [6].

17— A REACCAO DE LIEBERMAN-BOUCHARD E AS TECNICAS QUE
A UTILIZAM

A reacgdo cldssica de colordcie del LIEBERMAN:BQUCHARD,
que € seguida em numerosos métodos de determmagao do colesterol,
apresenta uma matureza jbastante complexa: que: &, naturalmente
influeneiada por diversos faétores €omo a concentragao do 4cido sul-
fiirico, a presenca de dgua, o contetido de dcido acético no anidrido
acético, o tipo de solvente utilizado, o tempo de reaccao, o efeito da
luz, a temperatura, ete. [6].

Nesta reacgdo, os diferentes graus de coloragdo, desenvolvidos
pelo colesterol esterificado em relagdo ao livre, sdo influenciados pelo
dissolvente, tornando-se muito acentuados com o uso de extractos
coloroférmicos [2, 4, 6, 29, 30].

Os interferentes 11pocr61mcos parecem acusar uma maior absor-
¢do nas zonas azul-verde das leituras espectrofotométricas do que
nas bandas vermelhas de outras reacgdes de coloracio [34]. Também
os derivados do colesterol, normalmente existentes nos soros sangui-
neos, como o colestanol, o A 7-colestenol e o 7-de hidrocolesterol e,
amda, 0s produtos metabﬁhcos de medicamentos, como o desmos-
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tenol ou 24-de-hidrocolesterol, revelam-se com uma coloracio maior
nesta reacgdo do que nas do cloreto férrico-dcido sulftrico [6].

A reaccdo de coloragdo, de LIEBERMAN-BOUCHARD, quando
¢ efectuada directamente no soro sem prévia extraccido ou outras
fases purificadoras, como nos métodos de FERRO e HAM e de
HUANG, determina resultados que se tém mostrado pouco satisfa-
térios, pois os valores sio, falsamente, elevados, sendo ainda, encon-
trados erros vultuosos quando se trata de soros lipémicos, hemoli-
sados e ictéricos [6]. :

Os métodos que usam a reaccdo de LIEBERMAN-BOUCHARD
e que se apresentam mais divulgados sdo o de BLOOR [2, 6, 10, 16, 46],
ABELL [1, 2, 3, 6] e SHOENHEIMER e SPERRY [2, 6, 7], incluin-
do-se ainda as suas ulteriores modificagdes por DRECKER [2, 3, 29],
ANDERSON [4] e SPERRY e WEB [1].

O método de SCHOENHEIMER e SPERRY, efectuando uma
extraccao, uma saponificagio e uin isolamento selectivo que separa
o colesterol de constituintes eyentualmente interferentes, apresenta
uma técnica muito perfeita, eonSideradavde eleicio para fins cien-
tificos e que, normalmente/ & atofiseliada para todos os processos
de referéncia. - il R |

O método de ABELL, realizand¢ wina extraccdo e uma saponifi-
cacdo, é também uma técnica muito'wvaliosa.

O método de BLOOR, com um passo extractivo desproteinizante,
é um método cldssico (popular+de uso) desaplicagio a clinica, embora,
?9 lhe apontem defeitos, nomeadamente-pelo™uso de extractos cloro-
ormicos. 3 KT

18— 0 ACIDO P-TOLUENOSULFONICO 'E"AS. TECNICAS QUE O UTI-
LIZAM

PEARSON, STERN e McGAVAC [3, 24] apresentaram uma
técnica na qual a reaccdo de coloracdo se desenvolve, directamente,
no sero sem extraccdo-prévia, conseguindo-se uma_solubilizagéo ou
suspensdo 'das’ proteinas! pelo! dcido! p:toluenosulfénico.! Al inclusdo
de um branco complementar, constituido pela mistura oxidante e
o soro, foi preconizada|ecom,o fim «del corrigir -eyentudis (inteferén-
cias [6, 45]. A substituicdo do acido p-toluenosulfonico pelo congé-
nere 2,5-dimetilbenzenosulfénico foi, ulteriormente, aconselhada por
WATSON [4, 25].

Estas técnicas, de base simples, atrairam as atengdes gerais e
adquiriram grande popularidade em todo o mundo; contudo, as apre-
ciactes sobre o valor das determinacdes sdo divergentes e discor-
dantes manifestando os autores cautelosos ainda um certo cepticismo
pelos métodos directos [6, 29, 35].

19— A REACCAO DE COLORACAO DO CLORETO FERRICO-ACIDO SUL-
FURICO E AS TECNICAS QUE A UTILIZAM

A reaccio de coloracdo do colesterol desencadeada com cloreto
férrico-dcido sulfirico, desenvolve whalocrémos» ou sais «halocrémi-
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cos» cujo grupo croméforo revela uma coloragio roxo-ptrpura [3, 5,
6, 31]. A reaccdo apresenta uma elevada sensibilidade, que é cerca
de cinco vezes maior que a da coloracio de LIEBERMAN-BOU-
CHARD [18], e possui, ainda, a vantagem de ndo originar desigual-
ii_ades[ éi]e cor sensiveis consoante o colesterol estd esterificado ou
1vre o

ZLATIC, ZAK e BOYLE ensaiaram o processo de coloracio,
directamente, no soro sanguineo, atribuindo-lhe exactidio e repro-
ductibilidade [21]. Todavia, a técnica directa, estudada minuciosa-
mente por diversos autores, ndo se mostrou satisfatéria revelando
interferéncias e determinando valores elevados [6].

Foram propostas diversas modificacées que incluem, normal-
mente, uma prévia fase extiractiva. HENLY e HENRY [6] escolhe-
ram para o passo desproteinizante a propria solucéo acética do cloreto
férrico, SEARCY e BERGQUIST [31] indicarem a mistura etanol-
-acetona, CRAWFORD [47] propés a solugdo etanol-éter, LEF-
FLER [32] usou o isopropanel.e KLUNGSGYR [1, 5, 6, 23] preconi-
zou a mistura acetato/de.etilo-etanol.

Surgiram, com estes prificipios fundamentais, métodos altamente
valiosos [16]; entre/eles, ‘& técnita de KLUNGSOYR, muito refe-
renciado pela sua simplicidade e wvalor, é preconizada para uso em
anilises clinicas [1]. -

1.10 — FRACCOES DO COEESTEROL: LIVRE 1 ESTERIFICADO

Nas consideracoes téeidas até aqui referimos o colesterol como
colesterol total que, natutahnente; é-a soma das fraccbes colesterol
livre e esterificado. .

Como fonte de diagnético clinico pode interessar a relagdo entre
o valor da fraccdo esterificada ou livre e o valor do colesterol total
que dara indicagoes sobre o estado da funcdo hepatica.

O fundamento das técnicas de doseamento das fraccoes do coles-
terol baseia-se, ynormalmente, na reaecéo yde precipitacdo selectiva
e! guantitativa pela \digitonina' ‘que, ‘retendo’ o' colestérol livre! no
complexo insoluvel, o separa do colesterol esterificado.

A-teterminaciodo colesterol-livre, oudos; seus (ésteres resulta
da harmoniosa conjugacdo e enquadramento dessa fase separativa
com as técnicas usadas no doseamento do colesterol total.

1.11 — SELECCAO DOS METODOS

Os métodos que efectuam a totalidade dos passos revelam-se os
mais exactos e, portanto, sao os escolhidos para fins cientificos. Toda-
via, como meios auxiliares do diagnéstico clinico, foram preferidas
as técnicas mais simples.

Nestes ultimos tempos generalizou-se, por todo o mundo, o uso
das técnicas directas mas, provavelmente, sem razio devido aos sérios
inconvenientes descritos.

0 método classico de BLOOR, com uma extrac¢ao pela mistura
etanol-éter e uma reaccao de coloracdo verde e LIEBERMAN-BOU-
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CHARD, foi durante muitos anos seguido no Laboratério de Anélises
Clinicas do Hospital Militar Principal.

Entre os processos do seu tipo, o método de KLUNSGOYR, com
um passo extractivo realizado pela mistura acetato de etilo-etanol
e uma reaccdo de coloracdo roxo-purpura de ZLATKIS, ZAK e
BOYLE gerada com cloreto férrico, é apontado como o melhor [1].

Em conformidade com os propdsitos que nos moveram, natural-
mente que as nossas observacoes terdo como principais objectivos
o método cldssico de BLOOR, o método do cloreto férrico de KLUNG-
SOYR e, ainda, um consagrado método directo, o de PEARSON,
modificado por WATSON,

II — PARTE EXPERIMENTAL

21 —DETERMINACAO DO COLESTEROL TOTAL SEGUNDO O METODO
DE BLOOR

O método cldssico de BLOOR1916 [2,110, 16, 461, é, provavel-
mente, dos mais antigos mas, apesar disso, ainda hoje referido pelo
seu wvalor.

a) Fundamento

A fase extractiva é efectuada com,uma mistura etanol-éter, rejei-
tando-se o componente proteieo por. filtragao. Uma alicota do filtrado
€ evaporada a secura send® feifa-a extracgdo do residuo com cloro-
férmio. No extracto cloroférmico-€ realizada & reaccio de coloracéo,
com anidrido acético e &dcido ‘Sulftiriee, ouja leitura no espectrofoto-
metro traduz a valorizacio do colestérol..

b) Técnica
Este método é o resultante da simplificacdo do original [2, 10, 16].

1) Numa proveta de rolha de vidro ou polietileno introduza
9.5 ml da mistura etanol-éter,

2) Adicione! 0,500’ ml.de soro, \gota'a gota.

3) Rolhe a proveta e agite durante um minuto, evitando a for-
magdo;de grumos:

4) Deixe em repouso durante trinta minutos.

5) Filtre por papel de filtro isento de gordura, com as neces-
sdrias precaucdes para evitar a evaporacio.

6) Pipete 5,000 ml do filtrado para um copo e evapore a 37°C.

7) Faca a extraccio do residuo com 5 ml de cloroférmio e man-
tenha os recipientes a 25°C.

8) Junte 2,0 ml de anidrido acético e misture.

9) Adicione, lentamente, 0,100 ml de &4cido sulfiirico concen-
trado, deixando-o escorrer pelas paredes perto da solucdo.
Misture.

10) Deixe desenvolver a cor no escuro durante vinte e cinco
minutos exactamente cronometrados.

11) Efectue, imediatamente, as leituras no espectrofotémetro
em 660 mp em relagdo a um branco préviamente preparado.
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c) Reagentes e Material [2, 10]

1 — Mistura etanol-éter: 3 partes de 4leool etilico absoluto e uma
parte do éter anidro (v/v). Prepare na ocasifo.

2 — Cloroférmio.

3 — Anidrido Acético.

4 — Acido sulfirico concentrado.

5> — Papel de filtro isento de gordura. Obtém-se por lavagem
com éter e secagem.

6 — Material de vidro, rigorosamente seco.

Nota — O espectrofotémetro usado na totalidade dos ensaios foi
o Coleman Junior II, modelo 6/20.

d) Aferigdo do método
d,) Tracado da cumpadrﬁ{}ﬁeg‘undo o método cldssico: 2, 10

1 —Prepare 'as Seghtintes” solu¢ées tipo, pesando, cuidadosa-
mente, as quantidades deieolésterol indicadas no quadro e
introduzindo as cinco ‘primeiras’em baldes aferidos de 500 ml
e as quatro Gltimas em ‘baldes aferidos de 250 ml.

2 —Dilua e complete o volume gcom cloroférmio a 20° ¢

3 — Os padroes pésam-se, em vez-de se medirem, porque o cloro-
féormio é dificil de ptpetar correctamente

. ! Mil.igrama.s’ a5 de colesterol Miligramas de colesterol
Miligramas de colesterol em 5 mil : por 100 ml, em soro
20 0,2 [ B0
40 114Ca30 i 21 (180 |
60 0.6 [ 240
80 < B8 Cé i 320
100 1,0 400
60 1,2 480
70 14 560
80 1,6 640
90 18 720

Com o volume de 5 ml de cada padrdao proceda como estd
descrito na técnica de 7 a 11.

4 — Efectue o nimero suficiente de determinacées de cada con-
centragdo de forma que os valores médios registados tra-
duzam uma recta.
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DETERMINACAD DO COLESTEROL segundo o méleds de
BLOOR

s

Esta curva padrio foi - segun ndicagdes do método
classico. [48] ( i"\ |

d,) Confirmacio de v ()

Padrdes em solucdo ac is, apresentando ele-
vada estabilidade e possi : volumétricas rigo-
rosas. [48] N A

As confirmacdes com 'padmﬂmfaae 200 mg/100 ml e ainda
outras soluces aferidas de 400" mg ml determinaram uma coin-

cidéncia e sobreposicio de valores. [48]

e) Valores normais

Certtto FePctiflentacio Farmacéutica
Discrinuaare '
a

33 Or Eégajlmggé mﬁ%}ﬂ acéuticos

mulheres: 180 — 260 mg/100 ml [10]

f) Comentdrios

Naturalmente, como em todos os métodos de doseamento de
colesterol, a presenca de dgua no material e reagentes, atenuando o
desenvolvimento de coloragdo, contitui uma dificuldade. [2, 4, 8, 10,
48] A prépria hidratacdo do 4dcido sulfirico é assinaldvel, [48]

O método de BLOOR, apesar de ndo possuir etapa de isolamento
selectivo, € pouco criticivel com base na falta de especificidade da
reacgdo de coloracdo, possivelmente, fundamentado nos dois passos
extractivos. [2, 4, 16] Mas apresenta acentuados os inconvenientes da
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auséncia de saponificagdo ampliados pelo préprio uso de extractos clo-
roférmios que revelam uma maior coloracdo do colesterol esterificado
em relacio ao livre. [2, 4, 6, 30]

Todavia, os principais comentarios assentam no facto de possuir
uma técnica morosa para a qual é necessdria muita atencio s diver-
sas causas de erro. Na realidade, a sua execugdo poderd prolongar-se
por vérias horas e a sua técnica deve ser, rigorosamente, respeitada
em diversos pontos mas, muito especialmente, nos seguintes:

1) Medicoes volumétricas (0,500 ml de soro, 5,00 ml de filtrado e
0,100 de H, SO,).

2) Filtracdo com precaucdes tendentes a impedir a evaporacdo
dos solventes.

3) Temperatura das evaporacoes.

4) Auséncia de carbonizagdo do resfduo.

5) Tempo de desenvolviniento. da ¢oloragao no escuro.

6) Rapidez da execucio da leitura- espectrofotométrica.

De todos estes parametros, o filtimo merece especial considera-
¢do. Assim, determinando a influéneia do atraso de dez minutos na
leitura espectrofotométrica em padroes e soros verifica-se forte dimi-
nuigao da coloracao, originando-se erros superiores a 10%, referidos
a percentagem de colesterol. [48] E para vinte minutos, uma redugéo
da ordem de 20% . [48) N A"y

Assim o registamos: '

DETERMINACAO DO COLESTEROL segundo BLOOR

! 200 300 &00 500 600 700
COLESTEROL mg/ 100 mi

Fig. 3
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Comprova-se a pouca estabilidade dos «halocromos» das reaccdes
coradas. [46, 48]

22 — DETERMINACAO DO COLESTEROL ESTERIFICADO SEGUNDO O
METODO DE BLOOR

a) Fundamento [2, 10]

O colesterol livre é separado e rejeitado com base na sua reaccao
de combinagdo com a digitonina que forma colesterol digiténico inso-
livel no éter do petréleo. ,

O colesterol esterificado é extraido pelo éter do petréleo e, no
residuo desse extracto, é retomada a técnica da determinacao do
colesterol total.

b) Técnica

1) Prepare o extracto do soroem_etanol-éter pelo mesmo pro-
cesso indicado na determindgao o colesterol total (1, 2, 3,
4 e 3).

2) A 5,00 ml de filtrado adicione 0,5 ml de solugio de digitonina
e evapore a 37° C.

3) Sobre o residuo seco faga uma extracgao com 3,0 ml do éter
do petréleo aquecend®, ligeitameénte, sobre um banho de areia.
Faca mais duas extrac¢ées identicas“e reuna os extractos.

4) Evapore os extractos até a secura;

9) Extraia o residuo com 5,0/ ml de‘¢loroférmio e continue os
ensaios como estd descrito para a determinacdo do colesterol
total (8, 9, 10, 11).

c) Reagentes e material

1 —Os.mesmos da determinacio-do-colésterol total:
2'— ¥ter de petrdleo:
3 — Solugdo de digitonina a 1%.

Introduza™1 g de digitonina num matraz aferido de 100 ml e
dissolva em cerca de 50 ml de etanol a 45%, aquecendo ligeiramente.
Dilua até completar o volume de 100 ml com etanol a 45%.

O reagente mantém-se estivel algumas semanas. [48]

d) Valores normais
70 -75% do colesterol total [10]
e) Consideragdes
A fase separativa da determinacéo do colesterol livre esta subor-

dinada as caracteristicas do método de determinacdo do colesterol
total.
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Em todas as determinacGes do grau de esterificagio do coles-
terol, o estado de conservacdo dos soros sanguineos assume impor-
tdncia especial, pois os valores estdo condicionados por diversos
factores, onde tomam vulto as reaccoes enzimaiticas, desencadeadas
pela colesterol-esterase [42] existente no soro, que podem elevar o
teor dos ésteres. [6]

23 —DETERMINACAC DO COLESTEROL TOTAL SEGUNDO O METODO
DIRECTO DE PEARSON E WATSON

O método directo de PEARSON, STERN, MAC GAVACK, [3, 6,
24] e WATSON [4, 25], apontado por muitos como o melhor método
directo, [3, 4] teve uma notivel expansio em todo o mundo.

E, usualmente, seguido por diversos fabricantes de reagentes
que o industrializaram em ensaies rapidos. [4, 43, 44, 45]

a) Fundamento [4,1' .

W

ON.- a&&&mﬁe directamente ao soro,
i¢o,- acido 2,5 dimetilbenzenosul-
“se'a coloracdo obtida a 575 mp.
ra a manutencgdo do meio
dispersas pelo acido dime-
tilbenzenosulfénico. ‘05 reagentes produz-se uma
reaccio exotérmica, por- dw&% ¥ proteinas, que moderard o
aquecimento verificado pela adigaods acido sulfurico.

O 4cido p-toluenosulfonice do método original foi sustituido, por
WATSON, pelo 2 5-dimetilbenzenosulfénico, pois as impurezas desse
produto originavam explostes. [26]

amdo acético glamal 3, ad
fonico e 4cido sulfurm&fe‘ﬁﬁt' mina-s
O anidrido acético extrai m&stzem

anidrido e precipita as

b) Técnica [4]

o he R TMENEZCAN FaBska CE Ukl
AT, "'_'__"f.__' A B _':. i) 100k 2 T
Reagente do-colestero! '(mi) [P Agglidi L Uzg LUD 50
Soro (ml) 0,1 — -
Agua desmineralizada (ml) e ' 0,1 =
Padrio (ml) — — 0,1

Misture. Cologque em &gua fria durante ecinco minutos.

Acido sulfiirico concentrado, gota
a gota e agitando até dissolver
o precipitado (ml) 1,0 1.0 | 1,0
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A leitura efectua-se quinze minutos depois a 560-590 mux em
relagdo & 4gua destilada.

A determinacio deve estar efectuada 45 minutos apés a adicao
do acido sulfirico.

Célculo:

: D(A) —D(br)
mg do colesterol/100 ml = x 400
D(S) — D(br)

Nota — Nao incluimos o ensaio.em branco de mistura oxidante
e soro, com o fim demao alterar.a simplicidade do método
descrito. s

c) Reagentes [4]

1 — Reagente do colesterol

Dissolva 5,6 g do 4cido 2;5-@imetilbenzenosulfénico di-hidratado
em 4cido acético glacial e dilugaté~100-mi-Junte 300 ml de anidrido
acético e 100 ml de 4cido acéticoglacial.

Conserve em frasco bem rolhade."A solugio é estivel virios
meses 3 temperatura ambiente.

2 — Padrao de colesterol — 400 mg/100 ml em 4cido acético
glacial. _

As preparacoes de comércio do colesterol costumam conter 20%
de impurezas] Portante, o, colesteriol feve-ser-recristalizado wvarias
vezes em etanol e bem seco, ' :

Dissolvem-se 400 mg de colesterol no 4cido acético glacial e
dilui-se até 100,0 ml. A estabilidade é ilimitada.

3 — Acido sulfiirico concentrado.
d) Afericao do método

O valor médio da leitura D(S) — D(br), correspondente ao padrio
preconizado pelo método, foi determinado. D(S) — D(br) = 0,241.

A curva padrio do método foi determinada com virias solucgdes
acéticas aferidas. [48]
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DETERMINACAC DO COLESTEROL segundo o mélado
directo de PEARSON

v | ua eagEdiae
naco | om ﬁﬂ;ﬂm%@@%m
2 SET 0,268 _E]Il.ﬂuw!ﬁjljﬂﬂll !Eﬁ Aﬁaﬂmnk

COLESTEROL  mg /100 ml
Fig. 4

e) Valores normais (4]
123 ~ 324 mg/100. ml — Adultos
f) Comentdrios O 0S5

0 método directo de PEARSON tém, inegavelmente, uma técnica
de execucio muito répida, de cerca de trinta minutos, e apresenta
poucos notérios os inconvenientés da desigualdade de coloracao do
colesterol livre e esterificade,.apesar.de nao integrar uma etapa de
saponificacdo. [24, 291" Zamm B o =gy

Todavia, a reacgao de-coloragio, sem qualquer fase purificadora
ou de isolamento selectivo, @ bastante influenciada por cromogéneos
inespecificos, como a hemoglobina [4, 6,45, 48], a bilirrubina [4, 6,
45, 48] e ainda em menor grau o dihidrocolestenol [27], o A T-coles-
tenol [28] e o desmosterol [4]. Mas as maiores interferéncias serao,
provavelmente, motivadas pela influéncia das proteinas que, além
do mais, ficam submetidas a temperaturas elevadas na fase de adigdo
-dp)4cido splfarico (31 Ayauséncia de um passo-extractivo desprotei-
nizante ¢, verdadeiramente, criticavel. [1, 3] . ;

Contudo, a estabilidade das reaccbes coradas.é suficiente para
efectuar-as' leituras, | verificando-sé /que «al valorizacdo ‘espectrofoto-
métrica ndo sofre modificacio sensivel mesmo quando analisada vinte
e cinco minutos apds o inicio proposto. [48]

A inclinacdo da curva do método estd condicionada pelo com-
primento de onda da leitura, que néo coincide com a banda de maior
absorcdo para evitar zonas de instabilidade. [4]

94— DETERMINACAO DO COLESTEROL LIVRE INTEGRADA NO ME-
TODO DIRERTO DE PEARSON, SEGUNDO WINDAUS [4]

a) Fundamento

A determinacio baseia-se no método do colesterol total.
O colesterol livre é, préviamente, precipitado e separado pela
digitonina.
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b) Técnica [4]

1) Precipitacio pela digitonina.

Tomadas de ensaio Prol:ema. : Testel:unha
= et | At e
Soro, plama (ml) ; 01 0,1
Alcool isopropilico (ml) I -— 1,0
Solucio de digitonina (ml) 1.0 | —

Deixe repousar durante dez minutossCentrifugue. Decante o liguido sobre-
nadante. Adicione ao residuo 5 ml de.acetona em jacto a fim de homoge-
neizar a mistura. Se necessdrio usewarefa de vidro. Centrifugue. Decante
o liguido sobrenadante e seque neo wacuo.

s Ba
Residuo seco + + | H iy
Reagente do colesterol Py | 2,5
] |

Agite bem o precipitado com vareta dé vidro e centrifugue.

2) Determinacéo.

|
3 Problema-, (Testemunha| Branco Padrio
Tomadas 'de ensaio g

A Ba br S
sl PR RS e e R e e e e S e T TEIRT
Liguido sobrenadante (ml) I 1,0 | 1,0 : — —
Reagente do colesterol (ml) ! —_— ! e : 1,0 ' 1,0
Solugdo padrdo (ml) : = l = A 0,02
Acido acético glacial (ml) e R ‘ = I T R AT

Deixe durante cinco minutos a temperatura ambiente.
A Ba br s

Acido sulfiirico concentrado | | |
(ml) [4:00,2 ‘ 0,2 ‘ 0,2 J 0,2
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Adicione o dcido sulfirico a cada tubo, separadamente, agitando
o contetido até que o precipitado se dissolva.

Determine a densidade 6ptica entre dez e vinte minutos a
560-580 mu em relacio & Agua destilada.

3) Calculo do colesterol livre:

D(A)—D(ba)
D(S)—D(br)

X 201,5 (mg/100 ml)

4) Céilculo do colesterol esterificado.

Colesterol esterificado =/¢6lésterol total — colesterol livre.

¢) Reagentes [4]

1 — Reagentes de terminacae do-colesterol total.
2 — Alcool 1sopropﬂ:lco.

3 — Acetona

4 — Acido acético glacial;

5 — Solucao de digitonina.

Dissolva 250 mg de“digitonina: em 100 ml de alcool isopropilico.

d) Valores normais-[4]

Colesterol livre: 20-40 % do colesterol total.
_Colesteml esterificado: 60-80 % do colesterol total

e) Consideracaes

A determinacdo do colesterol livre, integrada no método directo
de PEARSON, apresenta, além da precipitacdo e separacao pela digi-
tonina, outra fase motivada pela insolubilidade do sedimento no rea-
gente do colesterol.

A inclusdo de ensaios com soros testemunhas, que se destinam
a corrigir eventuais interferéncias dos soros nioc desproteinizados,
aumenta ainda mais o nimero de passos. Essa numerosa sequéncia
de intervencbes laboratoriais constitui um contraste saliente com a
simplicidade do método directo.

A determinacio do colesterol esterificado, também enquadrada
no método directo de PEARSON, foi ob]ecto de estudo de varios
autores, nomeadamente, de FRIED, mais ainda ndo temos conheci-
mento do teor do seu trabalho que supomos nao publicado.
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2.5 — DETERMINACAO DO COLESTEROL TOTAL SEGUNDO O METODO
DO CLORETO FERRICO DE KLUNGSOYR

O método de KLUNGSOYR [1, 5, 6, 23, 24], de execucdo ficil,
€ preconizado para andlises de aplicacdo & clinica pelos melhores
autores modernos.

a) Fundamento

O colesterol extrai-se com a mistura de dissolventes, acetato de
etilo-etanol, regeitando-se o componente proteico por centrifugacéo.
Numa alicota do extracto é efectuada a reaccdo de coloracio, com
acido acético, dcido sulfurico e cloreto férrico, que serd valorizada
espectrofotométricamente,

b) Técnica [1]

1— Num tubo de centrifuga vulgar-introduza 5 ml da solugio
de acetato de etilo-etanol:

2 — Adicione 0,500 ml de soro € misture.

3 — Centrifugue a alta velocidade durante einco minutos.

4 — Retire uma alicota de 0,600 ml do extracto sobrenadante
para um tubo de ensaio vulgar.

5 — Adicione 2,0 ml do reagente do eloreto férrico. Misture.

6 — Adicione 2,0 ml do deido-sulftirico-Misture repetidas vezes,
tendo em atencdo a viscosidade do-meio.

7 — Deixe arrefecer a solugao até ficar & temperatura ambiente
e leia a densidade éptica‘em relacdo ao branco em 550 mg.

c) Reagentes [1]

1 — Solucao de acetato de etilo-etanol 1:1 (V/V).
2 — Reagente do cloreto férrico.

Dissalva 0,7 g de cloreto férricor hexa-hidratado ém dcido aeético
glacial. Efectue a pesagem o mais rapidamente possivel pois o com-
ponente é higroscépico. Dilua até 1000 ml com. 4cido, acético glacial
. misturando a sélucae! Conserve em frasco éscuro (se possivel topazio).
A solugdo € estdvel varias semanas (4-6 pelo menos) [5, 48].

3 — Padrao do colesterol.

Dissolva 100 mg do colesterol em 100 ml da solugio etanol-acetato
de etilo.

4 — Acido sulfiirico (reagente analitico).
d) Afericdo do método [1]
1 — Pipete 0,00; 0,500; 1,000; 1,500; 2,00 e 2,500 da solucio padrio

do colesterol para tubos de ensaio e dilua cada um deles
até 5,0 ml com a solucido de acetato de etilo-etanol.
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2 — Adicione 0,5 ml de solu¢do do cloreto de sédio a 9 °/,,.

3 — Pipete uma alicota de 0,600 ml de cada um deles para outra
gérie de tubos.

4 — Continue como estd descrito para o colesterol total ou livre.
.Estes padroes representam 0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/
/100 ml de colesterol.

Seguindo as indicacdes do método e usando ainda outras solu
¢Oes acéticas aferidas determinimos:

Padries D - 1.» série ‘ D - 2.2 série ‘ D - 3.8 gérie D - média
100 0,28 0,28
200 0,55 0,555
300 0,84 0,835
400 111 1,11
500 1,40 1,39

o métods de

ulL!.n!_nsavn
4600 = == =
ey —
Centro def o utica

o 200 30 40 S0 60 700
COLESTEROL mg/ i00ml

Fig. 5

A curva de calibracdo foi determinada, observando-se uma sobre-
posicdo dos valores da recta de regressdo com os da curva encon-
trada segundo os processos gréaficos habituais [47, 48]. Com o intuito
de referenciar a precisio do método, referimos que os desvios obti-
dos nas diversas determinacoes com padrdes ndo apresentaram ampli-
tude notivel [47, 48].
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e) Valores normais [5]

220 + 50 mg por 100 ml de soro, em adultos.

f) Comentdrios

O método de KLUNGSOYR apresenta uma técnica simples, exe-
cuivel em menos de uma hora que realiza a reaccido de coloracio,
directamente numa alicota do préprio extracto, apdés a desprotei-
nizacéo, sem necessidade de recorrer a ebulicdo ou evaporacio [48].

Na reaccao de coloracao obtém-se um sal «halocrémicos [5, 6, 31]
cujo grupo cromoforo, de cor purpura, é sensivel, estdvel e repro-
dutivel [1, 5, 17, 18] tendo-se verificado que leituras enpectrofoto—
métricas, desfasadas de uma hora, nao revelam variacdo assinala-
vel [48]. v
A auséncia de saponificago n&b-e-notada, pois os erros moti-
vados pelas diferentes colurau;ﬁes das fracctes esterificado e livre do
colesterol, ndo sio sensiveis [18; A9}

As principais interferéneias com ‘as pedcddes de coloracdo sdo
motivadas pelos brometos [5, 6, 20]." A bilirrubina sé ligeiramente
interfere, pois, além de passulr zonas, de absorcao desviadas [21],
é parmalmente rejeitada na fase extractiva [3], e, ainda, transfor-
mada em biliverdina pelo Fe¥¥ {221 " 3

As problemdticas referidas. parahas ﬂetermmagoes directas de
ZLATIC, ZAK e BOYLE, com+elorefo féirTice e dcido sulfurico, sio
eliminadas ou reduzidas pelo passo exfractivo’ [6]. A hernoglo—
bina [5, 6], o triptofano [5, 8], 6 piramido [8], a vitamina A [5, 36],
a vitamina D [6], o salicilato de sédio [6], os nitratos [5], etc. nao
assumem importéncia como interferentes no método de KLUNG-
SOYR.

2.6 — DETERMINACAO DO COLESTEROL LIVRE SEGUNDO O METODO
DO CLORETO KERRICO DE KLUNGSOYR

a) Fundamento

O colesterol livre combina-se com a digitonina formando um
precipitado complexo de colesterol digitonico que é isolado por cen-
trifugacdo, decantacdo e subsequente lavagem com acetona.

A técnica continua, integrada nos passos da determinacdo do
colesterol total.

b) Técnica [1]

1 — Introduza num tubo de ensaio 4,0 ml de solugdo de digi-
tonina.
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2 — Adicione 1,200 ml do extracto em acetato de etilo-etanol
obtido na determinagéo do colesterol total. Misture bem,
Deixe o sistema em repouso durante dez minutos e centri-
fugue a alta velocidade.

3 — Cuidadosamente, decante o liquido sobrenadante.

4 — Retome o residuo em 4,0 ml de acetona, misture bem e recen-
trifugue a mistura.

5 — Cuidadosamente, decante o fluido sobrenadante e absorva
a acetona das paredes do tubo com papel de filtro,

6 — Suspenda o precipitado em 0,6 ml de mistura acetato de
etilo-etanol. Junte 2,0 ml do reagente de cloreto férrico,
misturando até dissolver o precipitado.

7 — Adicione 2,0 ml de acido sulfirico, misture bem e complete
a técnica como foi descrito para a determinacdo do coles-
terol total.

c) Reagentes [1]

1 — 0s mesmos usados. paraa determinacio do colesterol total.
2 — Acetona. :
3 — Solucido de digitonina.

Dissolva 1 g de'digitonina em50 ml de etanol.

Dilua para 100 mlocom ‘aguna destilada, misturando comple-
tamente. : '

A solugdo é estdvel & temperatura ambiente durante mais de
um meés [5, 48].

d) Valores normais

22-30"% do colesterol total [6]1:
e}’ Consideragdes

A fase separativa do colesterol livre, efectuada pela digitonina,
estd integrada na sequéncia do método da determinacdo do coles-
terol total.

2.7—VALORES NORMAIS DE COLESTEROL TOTAL SERICO

Os valores normais do colesterol total sérico sio condicionados
por diversas varidveis, entre as quais se assinala, com maior relevo,
o sexo e a idade [1, 2, 3, 5, 6]. Mencionaremos um quadro [6, 37]
que descrimina valores normais considerados como niumeros dese-
javeis [6].
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Colesterol total (mg/100 ml) [37]

Idade | Homens ! Mulberes
20 | 110-250 110-250
30 | 120-290 I 120-290
40 | 135-315 135-290
50 150-340 145-330
60 140-321 _ 156-356
70 140-310 s

A alimentagéo, especialmefite, qudndoe rica em «gorduras» [1, 6,
38], também é um factor influenciador das determinacdes do colesterol
total, mas o estado do esfor¢o ou repouiso [6, 391, as flutuacdes clim4-
ticas [6, 40] e as préprias fases de“cielo mer.lstmal [6, 41], podem
igualmente ter interferéncia.

28— VALORES COMPARATIVOS DE DETERMINACAZO DE COLESTE-
ROL TOTAL EM SOROS

As determinacdes do colesterol total, que apresentamos, foram
efectuadas;com sorps golhidos, didriamente, ‘no, laboratério de anah-
ses clinicas do Hospital Militar Principal.’

Representamos)os valores fihais referidos a-mg/100-ml de coles-
terol total.

a) Desvios dos Métodos

Em face de uma enorme gama de determinacdo tornou-se neces-
sario calcular e registar os valores das oscilacdes dos métodos possi-
bilitando uma interpretacdo e esclarecimento em bases mais seguras.

Nessas condicbes, registamos os valores das percentagens dos
desvios das valorizagbes dos métodos de BLOOR e de PEARSON em
relacdo aos de KLUNGSOYR, considerando-o como referéncia apenas
a titulo de exemplo, e porque nos pareceu mais regular nas suas
determinacoes.
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Rel.® Obs. KLUNGSOYR BLOOR (Desvio °f5) | PEARSON (Desvio ©,.)

2 SET-A PR 198 204 (+3) 210 (+86)
2 SET-B PR 260 259 (-03) | 288 (+11)
2 SET-D PR 248 259 (+4) 290 (417)
3 SET-D PA 355 362 (+2) 895 (+11)
4 SET-B* PA 210 220  (+35) 190 (-10)
4 SET-1 PA 245 245 (0) 248 (4+1)
8 SET-Ei BI 222 240  (+8) 375 (469)
8 SET-E. BI 280 I 300 (+T) 355 (+27)
8 SET-C, HE 158 [ 160 (+1) 170 (+8)
8 SET-C, HE 133 140 . (+35) 180 (435)
15 SET-A PA 285 k3295 \(+3.5) 285  (0)

15 SET-B PA /#565 ! %0 (+19) | 260 (-19)
15 SET-C PA | 213 B (-05) | 220 (+33)
15 SET-D PA 275 | 267 (-29) | 255 (-13)
15 SET-E PAYT 280 ~ g90  (-36) | 213 (-25)
15 SET -G PA 208 W29l /(-23) | 300 (40)
15 SET-H PA g [ 258/ (-62) | 285 (+36)
15 SET -J PA 225 213 (-53) 230 (+22)
15 SET-L PA 190 179 {(-58) 209 (410)
15 SET-M PA 210 | 195 (-T) 220  (+45)
19 SET-E,_ | 702 e 960

19 SET- B, : 625 —I B78

19 SEE- A f 290 283 300

19 SET B | 265 287 300

19 SET-D | 135 158 133

19 SET-F ; 183 198 210

21 SET-A 135 130 160

21 SET-B 207 218 198

21 SET-C 252 264 300

21 SET-D 190 190 210

24 SET i 265 264 268

24 SET ' 290 287 300

24 SET j 220 | 226 236
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Rel.= KLUNGSOYR BLOOR (Desvio °/s)

24 SET 290 280

25 SET 180 192

25 SET 190 189

30 SET 209

30 SET _

30 SET 254

30 SET - BI i

30 SET - HE
OUT - BI
OUT- BI?
ouT

1 0UT

1 OUT

2 QUT

7 OUT-1 \
27 OUT-IF ) A4 80, (+35) (+32)
7 OUT-2 bty 228~
27 OUT-2F 287 (+5) (+49)
7 OUT-3 140
27(0uT3dF () %ﬁ o Fatmacénti

T OUT-4 25

280
27 ouT- 47 (1 7] e (es Fasmanellssocs

BI — Soros com teor elevado de bilirrubina
HE— » » » » » hemoglobina

F — » conservados no frigorifico vinte dias

NOTA: Aos preparadores senhores Amareo (PA), Reicadas (PR)
e Antunes agradecemos a valiosa colaboracdo em nume-

rosas determinacoes.
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Os registos graficos foram elaborados indiscriminadamente, ape-
nas seguindo a ordem cronolégica das respectivas andlises dos soros.
Assim, apresentamos os esquemas dos primeiros conjuntos de valo-
res que poderemos julgar representativos. (Fig. 6).

wEE TR

430 4

+20 e = B

+0

Os desvios do métod6ede BLOOR, em relacio aos de KLUNG-
SOYR, apresentam-se geralmente ¢o6m valores moderados, mesmo em
soros de teor elevado em hemoglobina e bilirrubina.

No método de PEARSON as oscilagbes revelam-se positiva e
negativamente, em relacdo ao método de KLUNGSOYR e BLOOR,
encontrando-se, todavia, um predominio dos desvios positivos acen-
~tuades, que]tomam proporcoes. excepcionais; em. soros.com cpneen-
—tracdo anormal de hemoeglobina ‘e bilirrubina. < Ld

b) (Desviosem: furigio| do qimero da ardem |da, leitura espectro-
ométrica

Escolhemos, intencionalmente, uma sequéncia de valores cor-
respondentes aos ensaios efectuados num dia de elevado nGmero
de anilises, que, rotineiramente, sdo realizadas em série e néo indi-
vidualmente. (Fig. 7).

Tornou-se notério o desvio negativo e, sucessivamente, decres-
cente dos valores do método de BLOOR em funcdo do nimero de
ordem da série, muito provavelmente, motivado pelo atraso nas
sucessivas leituras espectrofotométricas e que parece por em evidén-
cia a instabilidade das reaccdes da coloracao.

0Os desvios do método de PEARSON apresentaram um compor-
tamento idéntico aos do esquema anterior, considerando a auséncia
de soros ictéricos e hemolisados.
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Fig. 8

¢) Desvios em fungdo da conservagao dos soros

Com o objectivo de apreciar a influéncia do estado de conser-
vacdo dos soros nas técnicas de determinacdo do colesterol total,
esquematizamos os desvios dos valores registados em soros acondi-
cionados no frigorifico, durante vinte dias, em relacio s mesmas
determinacdes efectuadas em soros recentes. (Fig. 8).
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Nas determinacoes de KLLUNGSOYR e BLOOR, os desvios nio
foram apreciadveis tendo em conta as préprias oscilacoes dos méto-
dos. Mas no método de PEARSON determinaram-se valores eleva-
dos, que revelam interferéncias dos constituintes dos soros alterados
e, que, talvez, chamem a atencfo para a auséncia de desproteiniza-
cdo do método.

29— VALORES DA DETERMINACAO DAS FRACCOES DO COLESTEROL:
LIVRE E ESTERIFICADO

Apresentamos determinacdes do colesterol esterificado, segundo
o método classico de BLOOR, e do colesterol livre, segundo o método
do cloreto de férrico de KLUNGSOYR, em soros, e as respectivas
percentagens em relacio ao colesterol total:

' A | o s |
: R g E g g& E%
| &y | o e

Data | Ref. Método o ?‘_ .y -E Eg | E,E*é g EE

| i ' o & B
i -g.g_:ﬁ’s*"

' | | 88 | g'é

— |AE |A&g
24 SET BLOOR = it ) 28T 218 — | 6% | 24%
24 SET 1 KLUNGy V280 — 0 | 6% | 24%
24 SET 3 BLOOR 280 213 — | 6% | 24%
24 SET 3 KLUNG. 290 - 70 | MB% | 24%
30 SET — BLOOR 212 161 —_ T6 T 24 %
80 SET ' | KLUNG. 215 L 60 | 2% | 28%
10007 Y2 Vbldor'S Tl Lers f Uad' ¢ Ui shal L ie o
10 QUT 2 KLUNG. 175 = 40- | 1% | 23%
" 100UT | 4 | BLOOR 2 | 134 | — | 8% | 2%
10 OUT 4 KLUNG. 168 — 4 | 4% | 26%
10 OUT | 8 BLOOR 25¢ | 193 — | 6% | 24%
10 OUT 8 KLUNG. 250 - 0 | 2% | 28%

Em face das determinacbes efectuadas, verificamos uma analo-
gia de valores, contudo, reparamos numa ligeira elevacio dos ésteres
pelo método de BLOOR em relagdo aqueles calculados segundo
KLUNGSGOYR.

Nao foram efectuadas determinactes com o método do dosea-
mento do colesterol livre integrado na técnica do colesterol total
de PEARSON.
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III — CONCLUSOES

O método classico de BLOOR mostrou-se muito regular nas suas
detreminacdes, quase sempre concordantes com as de KLUNGSOYR,
todavia, possui uma técnica morosa que apresenta vérias dificulda-
des de execucdo e, ainda, uma reaccao de coloracido pouco estavel,

O método do cloreto férrico de KLUNGSOYR, de execucio
rapida e técnica simples, exibe uma reacgio de coloracdo de grande
sensibilidade e estabilidade.

O método de PEARSON, considerado por muitos autores como
o melhor método directo, é possuidor duma técnica muito rapida;
contudo, as determinacbes obtidas.eseilam positiva e negativamente
em relacdo aos métodos de BHOOR e de . KLLUNGSOYR, revelando
tendéncia para obter valores altog'talvez eom motivo na auséncia
de desproteinizacdo. As interfereneias assuinem valores excepcionais,
especialmente, em soros mal“econservados;~hemolizados e ictéricos.

Em conformidade com a_ experimentagdo, e apés cuidadosa e
atenta observacdo em muitas centenas.de analises, o método do clo-
reto férrico de KLUNGSOYR, pela simplicidade e rigor de técnica,
considera-se como o de eleicdo para/trabalhar em grandes séries.

O autor faz uma breve revisio de conjunto das técnicas de deter-
minacdo do colesterol total, esterificado e livre, em soros sangui-
neos e realiza uma primeira seleccio de métodos, apresentando as
razbes que.o levaram a experimentar. as: técnicas de BILOOR, de
KLLUNGSOYR e-de PEARSON.

Apé6s ensaios experimentais, encontra vantagens no método do
cloreto férrico'de KLIUNGEDYR em relacdao! ao ‘cldssico! de ' BLOOR,
de técnica mais dificil e demorada e, ainda, em relacdo ao processo
directo de PEARSON, menos regular nas suas determinacdes.

Conclui elegendo o método de KLUNGSOYR para uso em anili-
ses de aplicacédo a clinica.
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REVISOES DE CONJUNTO

ENZIMAS E ACCAO ENZIMATICA (*)

JOSE GABRIEL R. DA SILVA GOMES
Aluno do 2.° Ano da Faculdade de Farmdeia de Lisboa

1. Para a realizacio das reaegdes metabdlicas inerentes i vida, a

célula necessita «do eoncurso de catalisadores poderosos, os

biocatalisadores, a quelinicialmentesse deu o nome de diastases, e que
actualmente se denominamenzimas,

As primeiras tentativas .de “estudo dos processos enzimdticos
deveram-se a REAUMUR (1713), e Versaram sobre a digestio da
carne «in vivon e «in vitro» peéla aecao do suco gastrico do butio.

Estas experiéncias foram retomadas mais tarde por SPALLAN-
ZANI (1783) que utilizow como ‘biocatalisador o suco géstrico da gra-
lha, tendo obtido resultades idénticos aos de REAUMUR.

Estas primeiras iniciativas, 'se - n80 conseguiram estabelecer os
principios bésicos da dctividade -catalitica’ dos fermentos naturais,
conseguiram no entanto mostrar gue era vidvel a efectivacdo do pro-
cesso bioguimico da digestdo, na auséncia de um meio celular vivo.

Quando KIRCHOFF -demonstrou experimentalmente que um
extracto de malte tinha as mesmas propriedades sacarificantes que o
malte propriamente dito, iniciou-se um movimento cientifico que levou
ao isolamento e-identificacdo de uma.série de principios activos, aos
qualis ge aplicou igualmente'a [denominag¢io de diastases.

Exemplos da accdo desenvolvida neste sentido sdo a descoberta
da pepéina [doisuce gastrico-por SCHWANN. em 1836, a descoberta da
tripsina“do suco pancredtico por' KUHN ‘ém 1848 e ainda a descoberta
da lipase gastrica por CLAUDE BERNARD em 1849,

PASTEUR, na peugada destes investigadores, dedicou a sua aten-
cao a este estudo, e formulou a hipdtese da existéncia de dois tipos
de enzimas:

— fermentos figurados, que necessitavam para a sua actividade
da integridade da célula viva;

— fermentos soliiveis, que considerava como simples moléculas
extraidas de um ser vivo.

(*) Trabalho elaborado como preparacio para a Prova Oral do Exame
Final da Cadeira de Botinica Geral na Faculdade de Ciéncias de ILispoa
{Julho de 1971).
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Os trabalhos posteriores de BUCHNER levaram a rejeitar os
conceitos de PASTEUR, com o que estes perderam a importincia
gue inicialmente se lhes havia atribuido.

Submetendo a levedura de cerveja a elevadas pressoes, BUCH-
NER extraiu dela um suco que denominou zimase, e apresentava as
mesmas propriedades enziméiticas que haviam sido verificadas na
levedura de cerveja antes do tratamento a que foi submetida.

Dos trabalhos de BUCHNER foi-se levado a concluir que os fer-
mentos figurados de PASTEUR, actuavam apenas por intermédio dos
correlativos fermentos soliveis, ou seja por mtermédm dos enzimas
que eles geram e encerram.

Ao longo do Século XX, tém-se multiplicado os trabalhos sobre
a actividade enzimdtica, quer com o objectivo de conhecer a estru-
tura dos enzimas, quer com o objectivo de conhecer o mecanismo da
sua ac¢do, e os nomes de alguns dos cientistas que tém dado a este
campo da Ciéncia maior contnbmgao, entraram a bem dizer, no
dominio do conhecimento geral. « '

Como resultado de toda uma cemplexa aetimdade cientifica orien-
tada no sentido de permitir estabelécer o8 prineipios que regulam a
actividade enzimdtica, a estrutura’guimica. €& composicdo dos enzi-
mas, procurou-se definir o que«¢6mio tal s€ deveria entender, conven-
cionando-se que se deve considérar ¢omb enzima todo o catalisador
de natureza proteica, termolabil, e pmtiuzida POr um organismo vivo.

2. Sob o ponto de vista quimico &5 protefnas sio macromoléculas

' formadas por uma cadeia’mais ou-menos longa de amino-
-Acidos, dispostos na molécula”poriordef variada.

A ligacio dos amino-dcidos fia’ moléctla: proteica faz-se sempre,
qualquer que seja a proteina considerada, por conjugacéo entre o
grupo carboxilo da molécula de um dos amino-dcidos e 0 grupo ami-
nogénio da molécula seguinte, com elimina¢do de uma molécula
de 4gua: :

H H 0 H
| 4 : L
R=_C =/N /,._-__-'_-ﬂ,s“ c—cl* R
| \:H HO ! I
CooH S T T NHp
Hz O

A este tipo de ligacao; que se pode representar estruturalmente por

b o
|
=0
|

dé-se o nome de ligagcdo peptidica.

Os amino-4cidos, elementos estruturais das proteinas, sdo assim
compostos de funr;ao mista, que possuem na sua estrutura, simul-
taneamente, a funcio carboxﬂo —COOH e a funcido amina —NH,.
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Os 4cidos constituintes podem ser de cadaa carbonada longa,
distinguindo-se entre eles, e consoante .o nimero de 4tomos de car-
bono que separam as duas fungbes indicadas, os amino-dcidos a,
quando ndo apresentam Atomos de carbono entre as referidas funcoes,
os amino-acidos 8, quando apresentam um atomo de carbono entre as
duas fungdes, e assim sucessivamente teremos amino-4cidos v, 8, etc.

E de notar que os amino-dcidos naturais, cerca de 20, que entram
na composicdo das proteinas, pertencem todos & série dos amino-
-4cidos ea. ]

Exceptuando o caso da glicocola ou dcido amino-acético todos
os outros amino-dcidos sdo substincias opticamente activas, isto §,
substancias que determinam a rotagio do plano de polarisagdo da luz.
No caso dos amino-icidos esta acciao deve-se & presenca na molécula
do composto de um ou mais dtomos de carbono assimétrico, que é
como quem diz, de dtomoss¢de earbono que apresentam as quatro va-
léncias, resultantes da hibridacae dos orbitais 2s* e 2p?®, saturadas por
dtomos ou radicais todes diferentes:

Notaremos em todo’o caso que asaetividade 6ptica de uma subs-
tancia pode ser devida a factores indépendentes da existéncia ou
ndo existéncia de 4tomos de ‘carbono assimétrico na sua estrutura,
como é nomeadamente o caso do quartzo (biéxido de silicio), cuja
accdo sobre o plano de pelarisacio da luz se admite encontrar-se na
dependéncia de uma assimetria.jnifamolecular dos 4tomos que cons-
tituem a sua molécula. :

A presenca dos grupos carboxilico e aminico na molécula de um
amino-acido, faz com que, deaeordo-com a Teoria de BRONSTED,
este se comporte como um ido miste ou zwiterido, de acordo com o
esquema

H H

I l
] + @
R(FICIZINHE ¥ H| == 1R — C I NAHS.

[ |
Coo, CO0H

De acordo com BRONSTED, é o radical —NH, (basico) carregado
positivamente apés a combinagio com o ido H+ liberto pelo radical
carboxilo, que vai comportar-se como 4cido, enquanto que o radical
—COOH (é4cido), por cedéncia do referido ido H*, se vai comportar
como base.

Os amino-4cidos, pelo facto de conterem simultdneamente na sua
molécula um grupo 4cido e um grupo bdsico, comportam-se em solu-
¢do, € na dependéncia do valor do pH do meio, umas vezes como
dcidos e outras como bases, isto &, umas vezes como dadores de pro-
tes e outras como acceptores de protoes, de acordo com a Teoria de
BRONSTED o que lhes confere caracteristicas de anféteros. '
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Concretizando teremos que, em meio alcalino, um amino-4cido
se comporta de acordo com

H H

I o oH~ I %
R—=C—NHy == R =C— NHz+H

] |

cog coo

ou seja como dador de protdes, enquanto que em meio 4cido, se com-
porta de acordo com

H H
I 1
R = €C—"NHp ==aRe=C — NHy
| 1
COOH . coo”

ou seja como acceptor de protoes: ..

Estas accdes poem em evidencia o cardcter anfotérico dos amino-
-acidos, mostrando que de facto, e como tinhamos afirmado, se com-
portam como dcidos em meio alealine, e como bases em meio 4cido.

O facto de as proteinas serem formadas pela unido peptidica de
um grande numero de amino-acidos; encadeades de formas as mais
variadas, implica que as proteinas possuamydo mesmo modo um
cardcter anfotérico, ou seja quej a semelhanca dos seus constituintes,
se comportem como 4cidos em meio alealino e como bases em meio
dcido, e que na sequéncia deste facto apresentem a sua actividade
6ptima para um meio de pH bem determinado.

Entende-se como ponto isoeléctrico de uma proteina o valor do
pH do meio para o qual a mobilidade electroforética da proteina é
nula, isto €, o pH do meio para o qual as cargas eléctricas positivas e
negativas da proteina sejcompensam,jquando,em solugio sdo(sujeitas
a acgdo de uma diferenca de potencial eléctrico.

O ponto igoeléetrico, de uma proteina é um valor particularmente
importante para a'protéina, uma'vez que, em!virtude do‘eguilibrio
eléctrico verificado em solu¢io para esse valor de pH, as proteinas se
_ inactivam, precipitando até expontadneamente em certos casos, como

sucede com a insulina. Por outro lado, e em relagio com o meio celu-
lar, resulta destes factos que, para que a actividade metabélica da
célula subsista, é necessdrio que o pH fisiol6gico se mantenha cons-
tantemente diferente do valor do ponto isoeléctrico das proteinas
em presenca.

Como consequéncia das suas propriedades anfotéricas as pro-
teinas sdo utilizadas pela célula como reguladores do efeito-tampéo do
meio celular, neutralizando os excessos de Acidos ou de bases resul-
tantes do metabolismo da célula.

O comportamento das proteinas é ainda influenciado pela tem-
peratura do meio em gue se encontram, tendo sido verificado que,
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quando submetidas a temperaturas superiores a 60°C sofrem uma
desnaturacdo, nédo libertando moléculas de amino-dcidos.

Aceita-se que, nestas condigdes, ndo sdo as ligagdes covalentes
que constituem as ligagbes peptidicas, as afectadas pelo processo tér-
mico, mas antes certas ligacdes termo-ldbeis, que sdo fundamentais
para a manutencdo da estrutura tridimensional das proteinas.

3. As proteinas classificam-se em holoproteinas e heteroproteinas
consoante da sua hidrélise (reaccdo reversivel de dupla decom-
posicdo em que um dos reagentes é a dgua) se obtém apenas amino-
-4cidos, ou se obtém também compostos de natureza ndo proteica,
denominades grupo prostético das proteinas.

As holoproteinas, por sua vez, classificam-se em holoproteinas
fibrilares e holoproteinas globulares; as primeiras entram na com-
posicdo dos complexos estruturais dos tecidos, e podem ser sultveis
nas solucdes salinas de fortesmolaridade como o fibrinogénio do plas-
ma, ou insoliiveis nas solucoes salinds e na dgua, denominando-se
entdo escleroproteinas, de que'sio exemplo as queratinas que formam
as unhas, as calosidades e a hiatéria cérnea.

As holoproteinas globulores,-muito mais importantes, podem
classificar-se por sua vez, de acordo com o seu peso molecular, e
ordem crescente de complexidade, em:

— protaminas, muito bésicas; ndo contendo nem amino-acidos
sulfurados, nem amino=4¢idos ‘arométicos;

— histonas, bésicas,contendo amino-icidos sulfurados e tirosina;

— prolaminas, ricas ém.prolina e glutelinas;

— albuminas, caracterizadas por um peso molecular muito ele-
vado e um ponto isoeléctrico a pH baixo, por efeito do seu cardcter
4cido, tendo como exemplos a lacto-albumina do leite, a soro-albumina
do sangue e a ovo-albumina da clara de ovo;

— globulinas, de peso molecular muito elevado, precipitando em
solu¢do neutra pélos solutos semissaturados -desulfato-de {amoénio,
menos 4cidas que as albuminas, e tendo como exemplo as globulinas
do sorosanguineo, a ovo-globulina e a l4cteo-globulina, apresentando
além do mais a propriedade ¢comum'de coagularem pelo calor,

As heteroproteinas sdo por sua vez susceptiveis de serem clas-
sificadas em tipos, na dependéncia dos grupos prostéticos que
contém:

— ndicleoproteinas, com o grupo prostético constituido por acidos
nucleicos;

— cromoproteinas, com o grupo prostético contendo metais diver-
sos, que por vezes lhes conferem cores caracteristicas como € o caso
da hemoglobina ou dos citocromos;

— fosfoproteinas, com o grupo prostético constituido por agrupa-
mentos moleculares contendo fésforo, como é o caso da caseina do
leite, ou da vitelina do ovo,
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— glucoproteinas, mal definidas, mas contendo como grupo pros-
tético substancias glucidicas, de que sao exemplos a ove-mucdide da
clara do ovo e as globulinas plasmaéticas;

— lipoproteinas, com o grupo prostético constituido por lipidos
quer de origem intracelular, quer de origem extra-celular, e que exis-
tem, segundo se presume, em todas as células, especialmente ao nivel
das membranas celulares.

Tomando como critério de classificacdo o papel desempenhado na
célula pelas proteinas, podemos classificd-las em:

— proteinas esiruturais que, tal como o nome indica, entram na
composi¢do dos complexos estruturais da célula;

— proteinas enzimdticas, que constituem os complexos enzimati-
cos da célula e sao fundamentais para.@ seu metabolismo.

Os enzimas, quimicamente: relagionados, com. as proteinas, sdo
formados por uma parte proteica,.Sempre. presente a que se did o
nome de apoenzima, e outra, que. pOde existir ou nio, de natureza
nio proteica quando existe, & Gue se .da.o nome de coenzima, e cor-
responde ao grupo prostético das hetero

Ao enzima total, conjunto do apoenzima e do coenzima, deu-se
o nome de holoenzima, sem prejuizo da existéncia de enzimas em que
ndo coexistam, como dissemos, a fracgao-proteica e a fracgao pros-
tética (enzlmas sem coemlma}

Citaremos como exempld..dos holomeimas 0s citocromos, com
estrutura semelhante 4 da hemoglobina @ propriedades gerais com-
preendidas entre as dos enzimas e as dos pigmentos respiratérios; as
catalazes, que promovem a decomposicao -do peroxido de hidrogénio
formado nas células no decorrer das respectivas reacgoes de oxidagéo,
actuando de acordo com o esguema.

R0 17 Ot 2 H?D_

e ainda as perozidases; que catalizamyas reac¢des de oxidacdo, néo a
partir do oxigénio molecular, mas a partir' dos peréxides'ao-seu dispor.

Sao exernplc:us de enzimas sem coenzima, a ribonuclease que é o
enzima de mais baixo peso molecular que se conhece, a urease e a
tripsina, nas moléculas das quais nio é possivel distinguir uma parte
exclusivamente proteica de outra nao proteica.

4, A data a partir da qual sdo conhecidos os processos cataliticos
perde-se no longe dos tempos, mas sabe-se, por exemplo, que

a fabricacdo do sabdo por hidrélise de gorduras animais catalisada
pelos alecalis das lexivias de cinzas, é conhecida héi cerca de 2500 anos.
Deve-se no entanto a BERZELIUS (1836) o mérito de sistematizar

os primeiros conhecimentos cientificos relacionados com os processos
cataliticos, tendo sido ainda ele que denominou de catdlise os fené-
menos de variacdo da velocidade de uma reaccio por accdo de subs-
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tancias que, embora nao se consumindo durante ela, sdo capazes de
alterar positiva ou negativamente a velocidade do fenémeno.

As substidncias com esta capacidade de acgdo sio denominadas
catalisadores, e sdo substincias que, intervindo na reacgfo quimica,
modificam a sua velocidade sem serem consumidas no decurso do
fenémeno, e se comportam por este motivo como se fossem simul-
tAneamente reagentes e produtos da reacg¢do.

A velocidade de cada reacgdo a uma temperatura determinada
depende essencialmente de dois factores:

— a energia de activagdo dos reagentes presentes, e

— a orientacdo reciproca das particulas reagentes no momento
do choque.

Um catalisador, para _poder exercer a sua accio, deve portanto
afectar um destes factores, ow.afectar simultdneamente os dois, para
que da sua acgdo possa resultar aspretendida modificacdo da velo-
cidade do fenémeno. [ o e

Quando a accao do catalisador se eéxerce sobre a energia de acti-
vacdo dos reagentes, admite-s¢ ghie 0 Seu papel é o de substituir o
processo 1inico, ou o mais lento,de uma dada reaccio, por outros mais
répidos, aceitando-se entao que o catalisador vai, pela sua acgéo,
formar um composto intéfmedidrio por um processo que exige menor
energia de activagio. O composto-intérmedidrio formado continuaréa
entdo um ciclo de reaccéesno qual se régenera o enzima e se formam
os produtos que naturalmente sé.obtériam se a reacgio nao fosse
catalisada. -

Quando o catalisador actua sobre a orientacdo das moléculas no
momento do choque, admite-se que o seu papel é o de as adsorver a
sua superficie, de modo a que de ai resultem situagdes corresponden-
tes a uma maior probabilidade de que se produza a reacgéo.

As substancias susceptiveis de actuar como catalisadores, deve-
rio como donsequéncial possuir o seguirite conjunto de propriedades
especificas:

— pérmanecerem quirhicamente 'inalteradas no final'da reacgdo,

— actuarem em pequenas quantidades, de modo a que uma quan-
tidade minima possa catalisar a transformacdo de grandes quantida-
des dos reagentes;

— n#o alterar a posicdo de equilibrio, se a reacgdo for reversivel.

Os fenémenos quimicos em que intervem a ac¢ao de um catalisa-
dor — reaccdes cataliticas ou catalisadas — podem classificar-se con-
soante a natureza dos componentes do sistema, em fenémenos de:

— catdlise homogénea, se os reagentes e o catalisador pertencem
4 mesma fase;

— catdlise heterogénea, se os reagentes e o catalisador pertencem
a fases distintas.
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A catalise homogénea pode ocorrer em fase gasosa, ou em fase
liguida, por serem estas as tinicas formas possiveis para um sistema
monofésico. :

Quanto & catdlise heterogénea, podemos dizer que 0s casos mais
frequentes verificados para este tipo de catdlise sio os dos sistemas
reaccionais gasosos ou liquidos, que se processam na presenca de um
catalisador sélido. -

A este tipo de catdlise também se d4 o nome de catélise de con-
tacto, e € o tipo de catdlise caracteristico das reaccdes biolégicas de
natureza enzimatica, em que as pequenas particulas coloidais dos
enzimas actuam como catalisadores heterogéneos. .

A acgéo de um catalisador sélido depende da extensdo da super-
ficie de contacto entre o catalisador e os reagentes, pelo que esta deve
ser o maior possivel; nestas condi¢bes o catalisador exerce, como
facilmente se depreende, uma actividadesmuito maior, pelo que a sua
accao sera maximizada. :

E por esta razao que os catalisadores metélicos, como o niquel,
a platina e outros, se utilizam ‘Sempre numa- forma muito dividida,
sobre suporte poroso, para que a superficie dé ¢ontacto com os reagen-
tes seja fortemente acrescida.

Um catalisador hetercuféneo actua sobre a velocidade de uma
reaccao manifestando simultdneamente a sua acgio das trés formas
seguintes:

— adsorvendo as moléculasreagentes a-sua superficie, e manten-
do-as com configuragoes geométricas espaciais favoraveis para que se
produza a reacéo; : :

— armazenando a superficie parte do calor libertado na reaccéo
de algumas moléculas reagentes; para o utilizar na activacio de novas
moléculas;

— reduzindo o valor da energia de activacio necess4ria para que
se produza a reacgao.

Para explicar esta ac¢ao do catalisador, admite-se que, ao adsor-
ver & superficie as-moléculas reagentes; se formam ligagdes muito
fortes entre 6s dtomos! da molécula do catalisador e 'os' 4tomos das
moléculas dos reagentes, as quais, diminuindo as forgas intramolecula-
. res das moléculas dos reagentes, fazem diminuir simultineamente o
valor da energia necessdria para que se produza a rotura destas liga-
goes, com 0 que se diminue ao mesmo tempo o valor da energia de
activac@o necessiria para que a reacgdo se produza, ou inicie.

58 Ao nivel celular produzem-se reacgdes que, nas mesmas con-
dicdes de pressdo, de temperatura e de pH, ndo seriam pos-
siveis em meio laboratorial.

O facto de tais reacgdes se processarem no meio celular, em con-
dicbes amenas quer dos valores da temperatura, quer dos valores da
pressao, quer mesmo dos valores do pH do meio, é devido A presenca
na célula de certos catalisadores muito activos, de tipo especial, e que
j4 referimos — os biocatalisadores — denominados enzimas, os quais
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actuam endrgicamente sobre as reaccdes que se processam na célula
viva de forma a aumentar-lhe prodigiosamente a sua velocidade.

O conjunto de substincias cuja transformacdo é catalisada pelos
enzimas denomina-se substracto, e verificou-se que a velocidade de
uma reaccdo enzimética é simultineamente fungdo da concentragao
do substracto e da concentragdo do enzima.

Se, num sistema de eixos coordenados, representarmos em orde-
nadas a velocidade da reacciio (V) e em abcissas a concentragao
do subtracto ([S]), a funcdo V =f{ [S], serd representada por uma

curva como a da fig. 1,

em Que o ramo ascen-

v dente traduz a propor-

cionalidade que inicial-

bt mente se verifica entre

' os valores da velocidade

de reaccao, e os valores

da concentragéo do
substracto.

: Com o aumento dos

= A s valores da concentragao

do substracto, a curva

sofre uma inflexfo, para

se tornar paralela ao

iy i ) = eixo das abcissas: a ve-

locidade de reaccdo atinge um valor maximo (V ), que corresponde a

saturacio de todo o enzima em présénca do substracto, e é traduzido
graficamente pela parteda curva em patamar.

Se, por outro lado, considerarmos a variagio da velocidade da
reaccio (V), em fungdo da concentragio do enzima ([E]), e represen-
tarmos graficamente a funcdo V = f [E], tomando, num sistema de
coordenadas cartesianas, V em ordenadas e [E] em abcissas, obte-

remos uma-curvado tipo
representado na fig. 2,
¥ LB, i que traduz a proporcio-
( - ‘nalidade ' ‘entre estas
duas grandezas, ou seja
que, a velocidade de uma
reaccao enzimética €
proporcional A concen-
tracido do enzima, desde
que a concentracdo do
substracto se mantenha
i E constante.

Fig. 2 De acordo com MI-

CHAELLIS, cada enzi-

ma em presenca de um

substracto conveniente, d4 origem & formacio de um composto inter-
medidrio — o complexo enzima-substracto — que se decompde se-
gundo dois processos, dos quais um origina os produtos da reacgdo
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e regenera 0 enzima utilizado, e o outro mantém o equilibrio entre
as quantidades do enzima e do substracto nio transformados.

O fenémeno pode, de uma forma global, ser representado pelo
seguinte esquema:

V. complexo v produtos
enzima + substracto = enzima 3§ da + enzima

V. substracto reaccao

Se representarmos por [E] a concentragdo inicial do enzima, e
por [X] a concentracio do sistema enzima-substracto ao fim do
tempo ¢, teremos que [E] — [X] ser4, no mesmo instante, a concen-
tracio do enzima livre.

Representando por [S] a concentragdo do substracto que, utili-
zado em excesso, se pode, sem.@rro apreciavel, considerar constante
ao longo do fenémeno, a .aplicacdo da Lei de Guldberg-Waage
a reaccgdo 1 dard 1

V)= K (B} =IX1- 18]
e as equacdes 2 e 3 dard ' hay
— V. Sk
— v, =%
traduzindo o sinal negativo o facto de as i‘eacgées 2 e 3 correspon-

derem ao desdobramento do complexo.
Uma vez que seja atingido o equilibrio, teremos

=

V.=V, + 7V,
ol seja ' ) O C K EEP+ X1+ 181 1% - kK]
de onde L7 .
(TEY = (X1 - [S] " - K+ k-
[X] k,

O valor constante (raziao de constantes)

(LE] - [X]) - [S] _
(X] 4

é denominado «constante de Michéellis».

Vejamos como, da anélise dos possiveis valores da consiante
de Michidellis, se podem tirar conclusdes relativamente as afinida-
des relativas de um enzima para um dado substracto.

Se, para um dado sistema, a constante de Michdellis apresentar
valores elevados, isso significa que a concentracao do enzima livre
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— ([E] — [X]) —e a concentracio do substracto — [S] —sdo ele-
vadas em relacdo A concentracdo do complexo enzima-substracto
— [X]—o0 que traduz uma fraca afinidade do enzima para o
substracto.

Por outro lado, valores baixos da constante de Michidellis corres-
pondem a fracas concentragdes do enzima livre e do substracto, con-
jugadas com valores elevados da concentracdo do complexo enzima-
-substracto, o que traduz uma grande afinidade do enzima para o
substracto.

Definida a constante de Michdiellis vejamos agora gue signifi-
cado se lhe deve atribuir.

Da expressdo anteriormente deduzida

k. /e LS ]
o = X1

poderemos tirar, desenvolvendo a_ expresséo

r B [E] - [8] - [Xi- [S]
e il
de onde
- K7
kiﬂ — _[}:r ™ [S]
e portanto
— _iB}- [8]
[X] =~ ra

Analisemos uma vez mais a expressio da reaccdo enzima-subs-
tracto, |A |velocidade 'de! formacho dos produtos !da redcé¢do’ é ligual
a velocidade de decomposicao do complexo enzima-substracto, que
os origina,,uma vez que tenha sido atingide o equilibrio, isto é

V, = k[X]

de onde
[X] =V, /k,
Substituindo este valor na expressio anterior, teremos

k,[E] - [8]
Vo= "%n +181

Para a velocidade méxima da reacgio, sera

[X] = [E]
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T

e portanto
Vo =k,[E]

Dividindo V,, por V, obtem-se

Vo _ ket [5]

Vs [S]
ou seja

Vm L E

w - m

Quando for V, =V, /2, serd também

Km
2= 81 +- 5
ou seja

kn =15]

isto é, a «constante de Michdellisy traduz o valor da concentragdo
do substracto, para o qual @ velocidade actual da reacgdo é igual

a metade da sua velocidade mazima.

Representando graficamente a variagao dos valores da veloci-
dade de uma reacgio enzimética, em“funcdo da concentracdo do

v
|
|

|

L e

k:n 1 LA A7E

Fig. 3

substracto, obteremos
um gréfico como o da
fig. 3 (idéntico ao da
fig. 1) em que V,, repre-
senta a velocidade ma-
xima da reacgéo.
Tomando no eixo das
ordenadas. .o valor, cor-
respondente ' ‘a - metade
da velocidade maxima

1V /2) [poderemos de-

terminar no eixo das
abcissas o valor da con-
centragdo do substracto
correspondente, que tra-

duz o valor da constante de Michdellis para a reaccido em estudo.

Retomemos a expressio

-Vm o km
AR

e demos-lhe a forma

1 T e (LTS T

i, T ¥ [S]
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Na fig. 4 encontra-se a representacdo gréfica desta equagdo
tomando para ordenadas os valores de 1/V,, e para abcissas 0s
valores de 1/[S].

O exame do grafico
maostra que o coeficiente
angular da recta é dado
por ky/Vn, e que 1/V 4
representa a ordenada
da recta na origem.

A partir do valor de
V. fornecido pela repre-
sentacdo grafica da
equagdo de Michiellis

/(5] (fig. 1) e do valor de
Fig. 4 tge =Kku/Vn, obtém-se
facilmente pelo calculo
o valor da constante k,

caracteristico da reaggad. enzimAtica que se pretenda estudar.
Para obter tg e, podémos‘ginplesmente medir o angulo « com
um transferidor, ou ainda cdlculd-lo a partir dos valores da orde-
nada e da abcissa de um ponte, qualquer da recta, tendo na devida

conta o conhecimento do valor da ordenada na origem.

N3

6. A accio de um’enzima sobresum dado substracto é suscepti-
vel de ser contrariada’ pelalaccio de fenémenos ou agentes
que exercam uma actividade antagénica a do enzima, e sdo como
tal denominados inibidores da actividade enzimdtica.
A accao inibidora pode processar-se por meios diferentes, cujas
caracteristicas ou efeitos, consideraremos em separado.

A Inibigao competitiva'— Este'tipo/de inibichorenzimética weri-
fica-se quando nio existe especificidade absoluta de reactividade qui-
mica, jor patte do pente activo| do engima, com{a resultado de este
ser susceptivel de se combinar mais ou menos fortemente com o
inibidor, impedindo assim o acesso do substracto ao enzima; neste
caso, e em geral, o inibidor e o substracto apresentam estruturas
quimicas semelhantes.

Como exemplo de uma reacc¢io de inibi¢cdo enzimdtica deste tipo,
podemos citar a acgdo bacteriostitica das sulfonamidas, como seja,
por exemplo, a para-amino-benzeno-sulfonamida.

Algumas bactérias utilizam o dcido p-amino-ben-

Y i zoico como metabolito necessério a formacgdo de um com-
¢ plexo, que designaremos por A, e € indispensdvel ao seu
crescimento.

Representemos o fenémeno por

gl

NH; Enzima + &4cido p-amino-benzoico .~ Complexo A
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Por outro lado, este mesmo enzima pode conjugar-se com a
p-amino-benzeno-sulfonamida, para formar um complexo,
que designaremos por B, o qual € indiferente para o
metabolismo das bactérias.
Representemos o fenémeno por

Enzima+ p-amino-benzeno-sulfonamida -~ Complexo B
HHa A actividade bacteriolégica da sulfamida s6 se mani-
festa de maneira eficiente, se a sua afinidade para o
enzima for superior & afinidade do 4cido p-amino-benzoico para o
mesmo enzima.

Se assim acontecer ird processar-se uma decomposicdo do com-
plexo A para originar o enzima livre, o qual por sua vez, e em
seguida, se combina com a sulfonamida dando lugar & formacéo
do complexo B. ; : B '

Retomemos o esquema gué sery
MICHAELLIS. ;

Enzima + substra{:tu

e a expressao da cor;stcl*gnte -
definida a partir deste esquen

([E] - [X]) 78

-

Consideremos por outr:c"l_ado que se processa uma reaccio enzi-
maética entre o enzima E, cuja concentracdo no equilibrio represen-
taremos por [E,], e o inibidor I, cuja concentracdo no equilibrio
representaremos por [I], com formagio do complexo enzima-inibidor
EI cuja concent i;aoljxc_- equilibrio represqntarrignos por [EI].

Centro de Ugcupmentacao Farmaceutica
T o S
L constante dérdissociacad (@6, complexo ;enzimanibidor sers
ada por

(E,] - [I]
k&

E]-[I
(gx) = (B0

Considerando simultineamente as reacgoes de formagdo do com-
plexo enzima-substracto e de formagdo enzima-inibidor, e atentando
em que, no iltimo caso a concentragdo do enzima livre é dada por

[Eiwe] = [E] — [EI] — [X]
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teremos que

[E] - [X] s R, R BRI
X - [S] = t.\_[XT | - [8]

e portanto
[B] _ [EI]
[X] [X] [5]

de onde se obtém

[BE] _ Ekm [EI]
-ttt

Substituindo nesta expressdo [EI] pelo seu valor teremos

B] . ka (E] - [1]
T et e T

Da expressao da constante de Michdellis poderemos obter

AN £~ /f7 X W
X] BT X1~ [8)

que, por substituicio na expresgao anterior, nos fornece

_[E] . R [1] k..
XIT B Y| 2ol - (XD - (5] T

Como no equilibrio &
[Ed = [E] — [X]

teremos

[E] _ kn _ kul[I]

Xl = T8I TR

Al'velocidade ' maxima) de [reaccdo | Vi, € ‘proporcional a [E], e

a velocidade actual V é proporcional’a [X] pelo que

B> _I Mx
[X] Vv
ou seja
Vm _  km Em [I]
s { O T + ki [S] +1
expressio que se pode transformar em
Vrn e ki km k:n [I] k'_ [Sl
g 2t e e o A i

ou ainda em
-Y.m_ e ki km + km [Il + kl[E]
Vv

ki [8]
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Resolvendo em ordem a V

Vm- [S] - kj

N F X [1] + ki [S]

e dividindo ambos os termos da fraccio por k; obtém-se

s Va [S]
- SLL L A
ko + <2 U] 45

VII [S]

| S ¥,
kn (1 + "[1:|]_) + 81

que se pode escrever sob a forma dinear

1 _ [ elr i N 1|
V 3 Vm (‘l + Eﬁ ) [ ] + Vi
ou
1 o : 1 __.1_
TT TR ﬁm =4 [—ST - Vo
com

i [1]
F=1+1

Comparando esta expressdo com a da constente de Michdellis
que transcrevemos sob uma das formas que lhe demos

¥orizsini K 1 1
T ern Vel 5 v

verificamos que o factor F tem como efeito aumentar o valor do
. coeficiente angular da recta, com o que aumenta simultineamente
o valor da constante k.

Estas conclusbes tornam-se patentes pelo exame das represen-
tacoes das figs. 5 e 6, e do confronto entre elas verificamos que a
actividade do inibidor se traduz por um aumento do valor da cons-
tante de Michdellis, o que reflecte, sob o ponto de vista gquimico,
uma diminuigdo da afinidade do enzima para o substracto.

B. Inibicdo ndo competitiva — Denomina-se inibicdo ndo compe-
titiva, qualquer tipo de inibicdo que ndo possa ser reversivelmente
anulada pelo simples aumento da concentracdo do substracto presente,
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Neste caso, o poder inibidor estd na dependéncia da concentra-
¢do do agente que provoca a inibicdo, e da constante de inibigéo,
nio sendo influenciado pelo valor da concentragdo do substracto.

Como exemplo de uma reacgdo de inibicdo ndo competitiva,
podemos referir o comportamento da hemoglobina do sangue na pre-
senca simultidnea do oxigénio e do monéxido de carbono.

Nesta situacdo, o ponto activo do enzima — o heme da hemoglo-
bina do sangue — apresenta maior afinidade para o monéxido de
carbono do que para o oxigénio.

|

1/ vm tg @' ‘F'% $ AL tga’=F iga

| Lt = : 2 :
A i/ (8]
Fig. & Fig. 6

Nestas condicbes; uma-elevagdo da eoncentracdo do substracto
— oxigénio — nido vai influie de'gualguer forma na fixacdo do mono-
xido de carbono pelo pontoactive da hemoglobina; o mondxido de
carbono sera totalmente fixado desdé que ag concentracgoes da hemo-
globina e do mondéxido de carbont o permitam, independentemente
da concentracio do oxigénio presente.

Consideremos a reac¢iao entre o enzima e o inibidor, ja anterior-
mente considerada

B4 I 32 El
para a guali a-constante de disgociagio do. complexo enzima-inibi-

dor sera
[E,] - [I]

[EI]

k;'_—-

ou

(B - ) - (1)
B [EI]

por motivos ji expostos no decurso de raciocinios anteriores.
Desta expressio obtém-se

k; [EI] = ([E] — [EI]) - [I]
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k; [EI] = [E] - [I] — [EI] - H]

de onde se pode obter o valor de [EI]

= By -1
L Rl

Como a velocidade de reaccdo V, na auséncia de inibidor é pro-
porcional a [E], e na presenca do inibidor (V,) é proporcional a

[(E] — (B}

teremos que

Substituindo [EI] pelo

v

Vil

\, o
V=
V Tk

de ond implifi ll"'a 1@
e onde, por simplificacdo, sc-Bh .

que nos mostra como a velocidade da i*eacgiu enziméatica em pre-
senca do inibidor, depende da concentracio deste e do valor da cons-

ickatts 0 <t LI RS R R EE ica

Dando a expressao anterior a forma

da Orde*m dos Farmaceuncos

—\7" PSR {k1 + [In

e substituindo na expréssﬁo da constante de Michdellis, sob a forma
ja nossa conhecida ;

1
Vm

RS 1__
T N |y W
1/V pelo seu valor agora obtido, teremos

ki = km : 1 A 1__
Vi (K + (1)) N L 0]
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de onde se obtém

gt L [1] Km 1 (1] 1
Vi = (.1+ -k‘i_ : Vm F [S] T (1+ i

ou, pondo 1 + [II/k; = F

1 — Km 1

\E Tl s

Comparando esta expressio, com a expressio correspondente,
relativa a inibicdo competitiva

A
Vm

verificamos que diferem@ntre si pelo acréscimo da ordenada na
origem, medido pelo valor dofactor F.

A fig. 7 traduz a/variagdo de 1/V com a de 1/[S], no caso da
inibicdo ndo competitiva, @ na- fig..8.sobrepusemos as representa-
coes graficas correspondenfes aos jtrés casos estudados — reaccao
sem inibigéo, reaccdo com inibigao competitiva e reaccdo com inibi-
¢do nao competitiva — para permitir um confronto rdpido sobre o
comportamento da reaccdo enzimatica nos trés casos referidos.

2 a0
1Nm tg@'=tgQi=Figa
R IFOerm nos i AT =0 e AT & W S,
1/ 18] i/ [s]
Fig. 7 Fig. B

7. Do exposto ficou-nos a no¢do de que um enzima é um bioca-

talisador capaz de produzir a decomposicdo de um substracto,

ou de um pequeno nimero de substractos, desde que as respectivas
estruturas quimicas sejam semelhantes.

Inicialmente considerou-se a especificidade enzimatica como uma
propriedade absoluta, baseando-se os investigadores que defenderam
este ponto de vista, no facto, que parecia bem documentado e incon-
troverso, de se verificar uma accio selectiva da parte de determina-
dos enzimas durante a decomposicdo de um substracto constituido
pela mistura das formas d e [ de uma substiancia opticamente activa.
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De facto, determinados enzimas, segundo foi verificado, catali-
sam a decomposi¢do de um dos antipodas Opticos de uma mistura
racémica, deixando o outro intacto.

Como exemplo documentative podemos referir o caso do Penni-
cillium glaucum que, colocado na presenca do 4cido tartrico racé-
mico (mistura equimolecular de 4cido tartdrico d e de A4cido tar-
tarico l) ataca o dcido tartdrico d, sem metabolizar o 4cido tartdrico L.

Estudos posteriores levaram ao conhecimento de que um enzima
possui de facto especificidade, mas que o facto deve ser considerado
sob nova luz: cada enzima pode catalisar a transformacio de mais
do que um tnico substracto, desde que se verifiquem em relacao,
quer ao enzima, quer ao substract.u determinadas condigoes especi-
ficas. Encontram-se neste caso, a titulo de exemplo, a esterase que
promove a decomposicdo dos ésteres em geral, a peroxidase que pro-
move a decomposi¢do dos perdxidos, e outros que existem em nimero
abundante. Note-se em todo o case@uéjguando isto sucede, a velo-
cidade de reacgio do enzima relativamente a eada um dos substractos
da mistura, nao é forgcosamente a.mesméi, e & até, como regra, dife-
rente para cada um dos constituintés do. eonjunto.

E este o caso, por exemplo da-esterase’que nido actua com igual
velocidade sobre todos os ésteres; do neSmo-modo que as proteases
ndo exercem a sua accdo com a mesma velocidade sobre todas as
ligages peptidicas: embora um dado enzima possa atacar simulti-
neamente diversos substractos, nao deixa por igso, nem de manifestar
actividade especifica, nem, relativamente ao conjunto deixa de mani-
festar actividade preferencuﬂ

Os enzimas apresentam portanto, ¢ &émpre, especificidade, quer
em relacdo & natureza quimica do-substracto, quer, quando suscepti-
veis de se atacar a diversos substractos, em relacdo As caracteristi-
cas individuais de cada um deles: a especificidade dos enzimas con-
tinua a ser uma realidade que importa nio esquecer, e continua a
ser considerada como uma das suas propriedades mais importantes
e mais caracteristicas.

Comportandossenas. aogOes enzimaticas, como catalisadores espe-
cificos, que na realidade sio, a sua accdo encontra-se na dependen-::la
da temperatura do meio; que neste caso assume caracteristicas parti-
cularmente 1mp0rtantes pelo motive de 'serem 'ordiniriamhente '‘termo-
labeis, isto €, de serem desnaturados pela acgio do calor, com o que
perdem a sua actividade enzimdtica, e isto quer se encontrem no
estado puro, quer, como é o caso mais geral, se encontrem em solucgao.

A temperatura de inactivacdo de cada enzima, depende, dentro
de certos limites, e como seria de esperar, do valor do pH do meio
em que se encontrem e do tempo durante o qual se verifique o aque-
cimento. Se, por exemplo, hd casos em que a desnaturacio sé se
verifica a cerca de 80°C, hi outros em que a temperatura de 50°C
chega perfeitamente para produzir o mesmo efeito, facto que por
sua vez se encontra relacionado com a sua composicdo estrutural.

Caminhando em sentido oposto ao das elevacdes de temperatura
que provocam a desnaturacido irreversivel dos enzimas, verificou-se
que as temperaturas muito baixas provocam a perda total da activi-
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dade enzimatica, mas neste caso de forma reversivel: o regresso a
uma temperatura normal (inferior evidentemente & que provocaria
a desnaturacao), faz com que o enzima retome a sua actividade
enzimética habitual.

Representando graficamente a actividade enzimédtica de um dado
enzima como funcdo da temperatura, obteremos uma curva que
apresenta um méaximo — fig. 9 — para o valor da actividade enzima-
tica, o qual corresponde a um valor bem determinado da tempera-
tura, que se denomina temperatura 6ptima da actividade enzimatica.

| Act. méxima _

Actividade

b
temp cptima Temperatura
-Fig_. i

Quando submetidos_a ‘acgao de preasoea muito elevadas —da
ordem de 18 000 atmosferas-—<@s enzimas perdem irreversivelmente
a sua actividade catalitica, sucedendo o mesmo quando submetidos
a irradiacdo pelos raios U V., quando bombardeados com neutroes
rapidos, ou ainda quando submetidos 4 accio de ultrasons de inten-
sidade conveniente, o que tem sido aproveitado para a obtencio de
ambientes assépticos pela accdo de agentes fisicos.

iA- actividade) enzimatiea. varia, emi funcie do-pH-do, meio,.e a
representacao grafica do coniporfamento do fenémeno mostra a exis-
téncia de dois valores limites de pH que definem um intervalo fora
do qual a aetividade enziméatica & nulal (fig.” 10),

Entre estes dois valores do pH do meio, a actividade enzima-
tica apresenta um maximo para um valor de pH perfeitamente defi-
nido para cada enzima o qual constitui o pH dptimo da sua activi-
dade enzimdtica.

0 valor do pH 6ptimo para a actividade de um dado enzima
pode variar com os seguintes factores:

— natureza do substracto

— origem do enzima

— temperatura do meio

— presenca de sais neutros

— concentracao do substracto
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Os valores de pH que limitam as possibilidades de actividade
enzimatica de um dado enzima, correspondem aos valores de pK
da dissociacdo das funcgdes ionisdveis dos amino-acidos implantados
no ponto activo do enzima.

Act. maxima

Actividade

I
I
I
I
i
I
I
i
I
[
1
1
]
]
.l

| SR
a pH Gptimo b PH
Fig. 107,

8. No ambito celular deparamos com ©os enzimas e com a sua

acgao, ao nivel citoplasmico; ‘a0 nivel nuclear, nas mitocon-

drias, nos plastos das células vegetais, e ainda nos sistemas cito-
membranosos. :

.Os enzimas citopldasmicos actuam, sobre Bima gama muito vasta
de substractos, podendo até d+degrada¢ao final dos produtos a trans-
formar ser devida & actividade“das mitocindrias,

Ao nivel citopldsmico as gorduras sao saponificadas, as protei-
nas decompostas em amino-icidos e a glucose transformada em &cido
piravico, no processo da glucolise.

Apesar de tudo, ndo se sabe muito do que diz respeito ao poder
de sintese dos enzimas citopldsmicos.

Ao nivel nuclearjencontram-se enzimas: de tipo diverso perten-
centes-ao ‘grupo-das hidrolases, como 'as ‘nucleases'que ‘catalisam a
rotura das ligacGes de hidrogénio dos nucleotidos, podendo distin-
guir-se dois tipos de nocleases: as endonucleases; como a ribonuclease
e a desoxiribonuclease, e as exonucleases cuja funcao é diferente.

Ao nivel das mitocondrias encontram-se os enzimas respiraté-

'rios como a citocromo-oxidase e a succino-desidrogenase; enzimas

que promovem a oxidacdo dos glicidos, seguindo um processo ciclico
conhecido por ciclo de KREBS, bem como enzimas que determinam
a oxidacgao dos 4cidos gordos. De um modo geral é ao nivel das mito-
condrias que se realizam, por processos enzimditicos, as oxidacdes
celulares, sendo ainda a esse nivel que se realizam certas reaccoes
de sintese proteica, como por exemplo a sintese da glutamina.

Nos plastos das células vegetais encontram-se a clorofilase, nos
cloroplastos, e a amilase, as peroxidases, a citocromo-oxidase e diver-
sas desidrogenases nos leucoplastos e nos cromoplastos.

Nos sistemas citomembranosos encontram-se e exercem a sua
accdo, por exemplo a esterase e a citocromo-redutase, bem como a
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dipeptidase, sendo de referir pela sua importancia especial, a presenca
da invertase e da lactase na membrana da levedura de cerveja.

9. Os fenémenos de natureza enzimdtica foram utilizados pelo
homem, na sua actividade quotidiana desde tempos imemo-
ridveis.

Muito antes de se ter iniciado o estudo sistematico, ou acidental
dos enzimas, ji o homem fabricava o paoc e as bebidas fermentadas,
que considerados sob o ponto de vista quimico ndo passam de reac-
¢Oes provocadas por efeito de uma acglo enzimética.

A utilizacdo racional e cientifica dos enzimas, veio no entanto
a constituir um contributo de muita importancia para o progresso
industrial, em dominios variados, como sejam por exemplo o das
indudstrias téxteis, das indistrias alimentares, e outros.

No nosso caso parece-nesidémaior interesse uma referéncia par-
ticular ao campo da medieina e da farmadcia, que, embora de forma
sucinta passamos a fazer. .. = ¢

O estudo dos engimas pode forfiecer indicacdes preciosas em
andlise clinica para /o ‘diagnostice: de diversas afeccdes, como sio
nomeadamente as que Serelacicham ‘¢om as perturbacdes digestivas
imputdveis a causas| patolégicas, que pbdem ser estudadas por ana-
lise enzimatica, por exemplo dos sucos gdstrico e pancredtico recolhi-
dos do organismo por.meio de’sondas para este efeito especifico.

Tem sido verificado, -por ‘exemplo,.que o cancro do estémago
faz diminuir, ao ponto; de anular & 8ecrecdo da pepsina, e, neste
caso, parece fora de duvida qu.e o estudo da accéo enzimatica sera
do maior valor,

Parece serem no entanto os enzimas do sangue que se mostram
mais sensiveis s modificagbes patoldgicas do organismo. Assim, no
caso de deficiéncia de funcionamento do péancreas, a amilase do
sangue, que apresenta actividade constante nos Drganismos sa0s
aumenta de forma acentuada. .

No dominio _dal terapéutiéa lenéortraram! 6d lenzimas um (latgo
campo de accéo.

Actripsina-emprega-ge em cirurgiapara a destrui¢do de tecidos
mortos, Ou como cicatrizante, a trombase emprega-se ¢omo coagulante
do sangue, etc.

A actividade farmacolégica e farmacodinimica de certos medi-
camentos deve-se a incidentes gque provocam na actividade de certos
enzimas do organismo humano.

A industria farmacéutica sintetiza no laboratério, para fins tera-
péuticos um grande nimero de enzimas como s3o por exemplo, as
proteases — a pepsina e a tripsina — que se destinam a superar carén-
cias metabdlicas de certos organismos, e, se todos os fenémenos da
vida sdo afinal fendmenos com origem em reaccdes enzimaticas das
mais variadas naturezas, ndoc € de repugnar gque 0 progresso no
conhecimento de tdo complicados fenémenos acabe um dia por redu-
zir o arsenal terapéutico ao dominio exclusive dos enzimas como
agentes de defesa da satide humana.
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RESUME

Dans cet exposé, nous présentimes, d'une facon générale, la
structure et les modes d'action des enzymes.

Commencé par une brigéve notice historique, suivie d'une étude
plus circonstanciée du probléme de la composition chimique et
structurale des proteines, nous fimes, ainsi, amenés vers 1'étude de
la structure et de la composition chimique des enzymes.

A leur tour, les réactions chimiques enzymatiques nous ont con-
duit au phénoméne de la catalyse et a I'étude des catalyseurs consi-
dérés comme accelérateurs de réactions. Conséquemment, nous avons
porté toute notre attention aux phéneménes de l'inhibition de l'acti-
vité enzymatique, particuliérement a ceux qui concernent les inhibi-
tions compétitive et non compétitive.

Finalement, aprés 1'étude des-propriéies les plus importantes
des enzymes— spémflclte influénee ‘de la température, influence des
radiations et de la pression, €t influenee dit- pH — nous abordames
la localisation des enzymes au niveau eellulaire et nous terminimes
en indiquant quelques-unes des utilisations pratiques des enzymes
nommément dans les domaines de la meédicine et de la pharmacie.
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ACIDOS CARBOXITIOLICOS E OS SEUS ESTERES (*)

HIGUINALDO JOSE CHAVES DAS NEVES

" Assistente eventual da Faculdade de Farmdcia de Lisboa
Laboratério de Quimica Farmacéutica Orgdnica

Quimica Farmacéutica’ Organicatda Fa de Farmaicia de Lis-
boa, a nossa atencio foi 1ada p -diferente comportamento
quimico de compostos aparentérfiente sénjelhantes. Referimo-nos aos
acidos carboxilicos el seus [ua iparados com ©0s seus
andlogos sulfurados. Este nto quimico era, em
parte, ji esperado mas, d m algumas fases do
trabalho dirigiram a \noss do '‘na de informacgtes mais

- as referéncias a estes
‘ados nos livros de texto,
teresse juntar, numa pano-
te nos foram proporcionadas
pela pesquisa bibliografica a que nos entregimos.

Numa revisdo de conjunto publicada em 1955 por Schoebel e
Wagner [65] sac abordados, sobretudo, métodos de preparacio.
E nossa intencéo, neste trabalho, generalizar um pouco mais e abor-
dap-outros aspeqtos.y~ o~ P A__ e

|0 iprimeiro fdcto d ‘cHaklarinbsIA ‘ateticab)fol al Felative donfusio <
que parece existir namliteratura quarlzlto ‘a nomenclatura deste tipo
de compostps. sta eohfusdo parece, dlids;- neralizada mo que se
refere aos c‘o‘rhpoétos?s"ﬁtfumdoé," o que I vgﬁ ag e‘rkllfgg}’?‘m?blicar
um frabalho tendente a por um pouco de ordem sobre a questio.
Assim, sob a designacao geral de tiodcidos, tanto Hickinbottom [1]
como Jenkin e Hartung [2] agrupam trés tipos de compostos que
designam por tiolacidos, tiondcidos, e ditio4cidos e aos quais atribuem,
respectivamente, as férmulas gerais I, II e III. J4, porém, Levene
e Mikeska [3] atribuem a designacao de tio4cidos a compostos abso-
lutamente diferentes dos anteriores e que correspondem a uma fér-
mula geral do tipo IV. Aparecem-nos, ainda sob o nome de tiondci-

(*) Trabalho realizado no Ambito do Grupe de Trabalho subsidiado pelo Instituto
da Alta Cultura em funcionamento no Laboratéric de Quimica Farmacéutica Orglinica
da Faculdade de Farmdcia de Lisboa, dirigido pelo Exmo. Senhor Professor Doutor Licio

da Silveira Godinho.
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dos, compostos como H,S,0,, H,S5,0,, H,8,0,, H.,S,0,, e H,8,0, [4].
Para este facto chamam a atenc¢do alguns autores [18], pois tiona-
cidos é designacio algumas vezes aplicada aos 4cidos inorgéinicos
de formula geral H S O,. Referindo-se a amidas dos tiodcidos, Fieser
e Fieser [5] indicam compostos do tipo V, mas entendem, por exem-
plo, como Acido tioglicolico o composto VI, cuja amida, evidente-
mente, ndao corresponde & formula geral V. Alguns autores [7] refe-
rindo reacgdes coradas para a detecciao de tiodcidos, indicam reaccgoes
de identificacdo de grupos S-H livres primdarios, secundarios e ter-
cidrios [8, 9, 10] o que permite concluir que os tiodcidos a que tais
autores se referem sao do tipo IV. Confusoes de nomenclatura esta-
belecem também outros autores [5, 11 e 12] que designam VII como
dcido tioacético, VIII como &cido tiobenzdico, mas continuam a cha-
mar a compostos como VI, dcido tioglicélico e que, na realidade,
por estes nomes sdo vulgarmente,conhecidos. Também no Index
Merck [13] encontramos diserepaneiasideste tipo; assim, na referén-
cia ao ¢Di-allate» este & entendide como derivado do dcido tiocar-
bamico IX. No entanto, na: referéncia-ao «Dissulfiram» entende-se
como tiocarbamoil o radical representddo por X. Encontram-se refe-
renciados por Heilbron e Bunburty [108] sob o nome de dcido tio-
benzéico o composto VIII e sob, o home de écido tiossalicilico o com-
posto XI. Por Neimysheva e Knunyants [42] sdo considerados como
halogenetos de tioacides o8 compostos do tipo XII.

O que fica exposto acima permite,demonstrar a incoeréncia de
nomenelatura que se verifica para. este grupo de compostos, assim
como se tornam evidentes os erros’a gue tal sistema pode conduzir.
Pela nossa parte adoptamos“iuma nomenclatura uniforme, designando
os dcidos correspondendo as formulas gerais I, 1T e III, respectivamente
por &acidos carboxitidlicos, dcidos carboltiénicos e acidos carboditi6-
nicos. A nomenclatura que propomos para estes compostos é idéntica
A utilizada para os acidos carboxilicos: a cadeia carbonada R sera
designada de acordo com as regras estabelecidas pela Unido Inter-
nacional de,Quimi¢a ,Puraye; Aplicada; e,(ao nome assim ohtido, sera
aposto o sufixo tidlico, tiénico ou ditidnico tal como se exemplifica
para VII, XIV, e XV, respectivamente designados por icido etano-
tidlico, ‘etanotionico_e 'etanoditionico. i '

Nesta nossa revisdo vamos ocupar-nos principalmente dos acidos
carboxitiélicos e respectivos ésteres.

I — ACIDOS CARBOXITIOLICOS

Os icidos carboxiticlicos livres, sdo, geralmente, corados [1] de
odor desagraddvel e mais fortes que os dcidos carboxilicos correspon-
dentes o que estd de acordo com a observacdo de que, de um modo
geral os grupos S — H apresentam maiores valores de Ka que os
correspondentes grupos O — H nas mesmas condicoes. O Ka para o
etanol é de cerca de 10-%", enquanto que para o etanotiol o Ka é da
ordem das 10-!' [14]. O valor de Ka para o 4cido acético é de
1,75 % 10-5, correspondendo ao 4cido etanotiblico um valor de Ka
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de 4,69x10-¢ A electronegatividade do enxofre, situando-se entre o
carbono e o oxigénio na escala de electronegatividade de Pauling [14]
€ de cerca de 2,5 enquanto que o oxigénio ja apresenta um valor de
3,5. A energia de ligacio C—S é de cerca de 75 Kcal/mol a 25°; &
ligagdo S — H corresponde uma energia de 83 Keal/mol também a
25°, enquanto que a energia da ligacdo do agrupamento O —H é
110,65 Keal/mol e ao agrupamento C— O corresponde uma energia
de 85,5 Kcal/mol ambas a 25° [15, 16]. Estes valores explicam o
poder prever-se e, na realidade verificar-se, serem os acidos carbo-
xitilicos mais fortes que 08 correspondentes acidos carboxilicos con-
forme citado, uma vez que podem deixar antever uma mais fécil
cedéncia do protido segundo o equilibrio

=0 Y v~
R-C ey +
el - o g 3t H a)

Enquanto que, para os/deidos carhm:ﬂi’coa e para os 4cidos carbo-
ditidnicos e respectivos sais.as- estruturas.de ressonancia XVIla e
XVIIb para os primeiros e XVia’ e XVIb para os segundos, sio
equivalentes, 0 mesmo nao se verifiea para os écidos carboxitidlicos
e respectivos sais cujas férmulna para 0s mesomeros e tautémeros
nao sio equivalentes como-mostram<as.estruturas XVIIla, XVIIIb,
XVIIle, XVIIId, XIXa e XIXh. O.equilibrio.esta deslocado no sen-

tido da forma ti6lica [69, 70, 72]. Encontramise, pois, os dcidos carbo-
xitiélicos relacionados com ofdcides ‘carbotiénicos com os quais se
encontram em equilibrio tautomérico séndo a existéncia livre destes
posta em duvida [2]. Sao, no entanto, conheecidas as suas amidas de
grande interesse em quimica orginica.

Os acidos carboxitidlicos formam ligagées de hidrogénio com
menor facilidade que os &dcidos carboxilicos como pode verificar-se
por es?ectrofotometma de infra-vermelho~[7115-0s_de baixo_ peso
molecular sdo liguidos-ou solidos fundinde a baixactemperatura [18].
Os seus sais alcalinos sao soliiveis na agua, sendo insoliveis os sais
de metais pesadds) gque seydecompdem comfacilidadel ao ser aque-
cidos em solucdo aquosa, originando os respectivos sulfuretos, Este
facto levou alguns autores a recomendar em anilise o uso de 4cido
-etanoticdlico, vulgarmente chamado dcido tioacético, em substituicio
do 4cido sulfidrico na pesquisa de metais pesados. O etanotiolato de
chumbo pode ser recristalisado. Segundo Kirk e Othmer nido se
conhecem Acidos carboxitidlicos de peso molecular elevado [18] em-
bora ja tenham sido preparados dcidos carboxitiflicos derivados do
ciclohexano e de estrutura esteroide [71].

Podem considerar-se os acidos carboxitiélicos como anidridos mis-
tos de dcido carboxilico e de &Acido sulfidrico e, na realidade, os
dcidos carboxitidlicos de peso molecular elevado sdo facilmente hidro-
lisdveis mesmo em presenca da humidade atmosférica libertando
H, S. Os 4cidos carboxitidlicos aromdticos sio mais estdveis em solu-
¢@o aquosa, tanto sob a forma de 4cido como sob a forma de sal.
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Preparacao

O método que parece ser o de aceitacio mais geral, baseia-se na
acilacido do gas sulfidrico em presenca de um catalisador.

O 4acido monocloroetanotiolico pode preparar-se a partir
do cloreto de monocloroacetilo no qual se faz actuar o gas sulfidrico
durante 8 a 9 horas em presenca do tricloreto de aluminio [19]. Esta
técnica foi melhorada [68] fazendo-se actuar o gds sulfidrico sobre o
cloreto de metileno a — 20° durante 2 horas e adicionando a solucao
assim saturada de gas sulfidrico, cloreto de acilo em presenca de
tricloreto de aluminio continuando o tratamento pelo gas sulfidrico a
uma temperatura de 0° a 15° durante cerca de 20 a 30 horas, até que
néo se liberte acido cloridrico. Foram assim obtidos os varios dcidos
carboxitidlicos com rendimento variando de 81,6% a 26,6% conforme
os acidos sintetisados. Utilizande.dcido « — metil — § — cloropropano-
tidlico dissolvide em’ cloretd de metileno e em presenca de trietila-
mina pode obter-se, pof estd i:ecl'lim num tempo de reaccao de
2 horas, 73% de a“menlw—ﬂ—.propmlactona demonstrando-se
que os 4acidos carboxitiéliéoswsao .intermedidrios na formacdo de
tiolactonas obtidas a partir dos. c.lm‘et‘us de acidos B— halopro-
pionicos [68].

Foram preparades &cidos carbom'tiﬁhceos com rendimentos que
viao de 60% a 65% |fazendo ﬁengi:r gas sulfidrico com cloretos de
dcido em piridina anidfa [21]. Poresta Eécmca, o sistema reaccional
é exteriormente arrefe¢ido con gelﬁ submetido a agitacao vigorosa,
sob fluxo intenso de g8 sulfidrico.~0 gas sulfidrico utilizado na
reaccao é lavado com soltigié de iode e seco com cloreto de calcio
anidro. A piridina é préviamenté~saturada com gds sulfidricc e é
sobre a piridina ja saturada que é lancado, lentamente, durante 2 a
3 horas, o cloreto de acido, mantendo o sistema a temperatura de 15°
no caso de ser utilizado o cloreto de acetilo. Para a preparacédo do
acido fenilcarboxitidlico os autores [21] preferem uma temperatura
da ordem dos 5°./Hste método parece ser de aplicacdo geral [73]. .

Enguanto o'cloreto’ de' acetilo’em’ piridina dé' erigem ao ‘deido
etanotidlico, por tratamento andlogo de uma solucao de cloreto de
benzoila em! éter de;petrdlepa —20% obtemw sulfureto de diben-
zoilo [65, 74] o qual, por ac¢do de uma corrente de gas sulfidrico
durante 1 hora em solucio de piridina e cloroférmio a temperatura
ambiente, da origem a acido fenilcarboxitidlico [74, 75].

0 4cido difeniletanotidlico foi preparado por Tchoubar e Letel-
lier-Dupré, fazendo reagir o cloreto de difenilacetilo com o sulfureto
dcido de potdssio, com um rendimento de 90%. Outros acidos carbo-
xitiélicos prepardos eram d6leos nio destiliveis contendo menos de
10% de acido [22]. O método do cloreto de acido sobre os sulfuretos
ou hidrogenosulfuretos alcalinos é eficiente, sobretudo, na prepara-
cao de Aacidos carboxitilicos arométicos, pois os cloretos de acilo
utilizados neste caso, sao mais resistentes 2 decomposi¢ido pela agua
do que os cloretos de acido alifaticos. Apesar disso, pode ser apli-
cado na preparacido do icido etanotidlico [76]. Na série aromatica o
método é utilizdvel na preparacio do acido fenilcarboxitidlico [76,
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79, 83], 4cido p-metoxifenilcarboxitiélico [80] e &cido B — naftale-
nocarboxitidlico [81].

Fazendo reagir os cloretos de acido alifdticos com sulfureto de
sodio, podem obter-se sulfuretos de diacilo com rendimento aprecis-
vel e, possivelmente algum polissulfureto [71].

Podem obter-se dcidos carboxitidlicos por reaccdo dos 4acidos
carboxilicos com o pentassulfureto de fésforo [82, 78]. Podem ainda
fazer-se reagir os anidridos com o gés sulfidrico e uma pequena quan-
tidade de hidrﬁxido de sédio ou, com melhor rendimento, em pre-
senca de 1% de piridina a frio [84].

Um outro método indicado por Cronyn e Jiu permite obter,
segundo estes autores, os dcidos fenilcarboxitidlico e p-fenilmercapto-
fenilcarboxitiélico com rendimento de 88%. Trata-se de um método
envolvendo o tratamento pelo gas Sul dmcu de solucdes de anidridos
mistos de 4cidos carboxilicos ) ésterymonoetilico do écido car-
bénico [85] em cloreto de m@m rgg Wga de quantidade equi-
valente de trietilamina a =265 ‘com- posterior aquecimento a tem-
peratura ambiente [23]. /| b

Ainda um outro métoﬁﬁl{;;,-,- pyeparggga-d@ﬁe tipo de funcio qui-
mica serd o que a seguir sé esquema sau-.eﬁqaﬁna baseia numa reacgédo
de Grignard [86] T

R-Mg-X

a gual permite obter acidos’carboxitiélicos com rendimentos da
ordem dos 70% em relagio ao tedrico.

Prnprledades qmmicas . : .
LENTra ne 1 .:' “1TTITMAETY j,.'s '\= utic:

T 0s amdc»s Carbf}XItlﬂllCDE sd0 poucu ESl’E’W&lE em presenca da agua
sofrendo hideolis¢ mﬁ%% (0w Nenos, profunda guando. ent solugao [24].

0 acido difeniletanotislico ‘tranaforma-sé expontaneam énte a0 ar em
(PhCHCO),S [22] e, apesar de mais estdvel do que outros dcidos car-
- boxitiélicos como o ciclohexanocarboxitidlico [71], transforma-se no
correspondente acido carboxilico quando fervido com dgua durante
duas a trés horas [22]. Sao bons agentes de acilacdo, podendo ser
utilizados na acilagdo das aminas com as quais reagem muito mais
facilmente que os acidos carboxilicos [87], possibilitando condigoes de
reaccdo mais suaves [23, 88, 89]. Quanto a facilidade de reacgao com
os 4cidos carboxitilicos podemos dispér as aminas pela seguinte
ordem crescente de reactividade [25, 26, 98, 99]:

R_I\Hz Rz_NH > Rs_N
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0 que parece estar relacionado com um certo impedimento estérico.
A acilacdo das aminas pelos dcidos carboxitiélicos resulta muitas
vezes mesmo nos casos em que falham outros métodos

R- cf;(; y + K-NH; —e R- (:55: % HgS <)
F

Os &cidos carboxitidlicos sao facilmente oxidados pela acgao do
iodo e do ferrocianato ou seus sais para dar os correspondentes dis-
sulfuretos [27]. Temos utilizado a ac¢io oxidante do iodo na prepara-
cdo de dissulfuretos de acilo com bons resultados [71]. O comporta-
mento do 4cido fenilcarboxitidlico e dos seus sais frente aos oxidantes
tem sido objecto de varios trabalhos, quer no que se refere a oxidacao
do préprio dcido pelo ar [86, 90, 91, 92] pelo perédxido de hidrogénio
[93, 94], pelo cloreto de enxefres[95] quer dos seus sais pelo ar
[94, 961, pelo cloro, [97], iodo, sulfato de cobre, ferricianato de potés-
sio e cloreto férrico. SubmetidoTd=uma corrente de ozono, o dcido
fenilcarboxitidlico é rapidamente oxidado [71].

Os 4dcidos carboxitiélicos reagem eoin 0s alcoois para dar lugar a
formacdo de esteres dos eorrespondentes dcidos carboxilicos, forman-
do-se também, algum tiolester na reaec¢éo [100, 101]

R-¢=0 |+ Gt @ L TR  + H,S d)

O 4cido etanotidlico reage explosivamente com o dcido azético.
Os acidos carboxitiolicos adicienam-se as olefinas, diolefinas e
derivados acetilénicos [102; 103]. A adi¢cdo tem lugar no sentido con-
trario a regra de Markwonikoff sendo, portanto, de admitir um meca-

nismo de radical livre, envolvendo espécies do tipo R—C =0

o qué rparece-ser | confirmade 1pélo) (observado, jefeito activante: -da
luz sobre este tipo de adicao [29].

Foi estudada polarograficamente a reducao de Clemmensen em
acidos earboxiticlicos' '@ em' tiolesteres.' O déido 'fenilearboxitiélico
sofre reducio de Clemmensen dando um rendimento de 25% em ben-
zilmercaptan, mas o tempo de reaccio é muito longo. Em idénticas
condicfes ndo é possivel reduzir o 4cido etanotidlico pelo facto de
este ser hidrolizado, dando 4cido acético mais estavel [31].

A possibilidade de reducao de &dcidos carboxitidlicos e dos seus
esteres é fundamentada nas seguintes observacdes [31]:

1 — O enxofre, ao contririo do oxigénio, € capaz de deslocar os
electroes r vizinhos.

2 — Quanto i cedéncia de electrdes, o enxofre mostra mais fraca
tendéncia para a mesomeria que o oxigénio mas podendo, em prin-
cipio, actuar como dador fraco.

'\-..S'
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3 — Os grupos carbonilo e tiocarbonilo diferem, principalmente,
na sua capacidade de polarizacdo; devido 2 alta electronegatividade
do oxigénio, o grupo carbonilo, fortemente polar, é mais dificiimente
polarizdvel que o grupo tiocarbonilo, menos polar. A ligacdo
2p-3p que forma a orbital » no grupo tiocarbonilo, sendo mais fraca
que a ligacio 2p-2p da orbital = do grupo carbonilo, cede mais facil-
mente & pressido electrénica.

Destas considerages pode concluir-se que um carbonilo dificil-
mente redutivel ou mesmo néo redutivel, pode ser tornado mais activo
e capaz de sofrer reducio, pela vizinhanca de um itomo de enxofre.

Facto curioso é que, quase todos os 4cidos ecarboxitidlicos que
encontrimos descritos sdo dcidos de baixo peso molecular, referin-
do-se d& maior parte dos autores apenas aos 4cidos vulgarmente cha-
mados tioacético (etanotidlico) e tiobenzéico (fenilcarboxitidlico) ou
seus parentes préximos.

Propriedades espectrais

Os dcidos carboxitiélicos podem. considerar-se derivados dos 4ci-
dos carboxilicos pela substituicdo do atomé de oxigénio do grupo
O —H carboxilico por um atomo de ‘enxofre. Tal substituicdo pro-
voca, no espectro do Ultra-vicleta, wm’acentuado efeito batoerémicc
[71]. O mesmo efeito batocrémico se manifesta no espectro de Infra-
-vermelho, no que se refere & banda' C=0O.gstreching» a qual, nos
acidos carboxitidlicos estudados, apresenta o seu maximo numa zona
que vai dos 1.650 em~-! aos 1.690"cmn 3, ehquanto que, para os corres-
pondentes dcidos carboxilicos, a mesma banda estd compreendida
entre os 1.720 cm-! e 0s 1.700 em-* [71].

Propriedades terapéuticas

“Nao encontramos referéncias & utilizacio terapéutica ou farma-
céutica deste,tipo-de eompostos. Podemos, no entanto, prever uma
possivel utilizagio ¢omo’anti-oxidantes desde qué tenham'um indice
terapéutico adequado e que os inconvenientes do cheiro e sabor desa-

graddveis sejam suprimidos através de férmulas galénicas adequadas.

Propriedades analiticas

Um método espectrofotométrico baseado na absorcdo no Ultra-
-violeta pela qual é responsével o grupo ”r;— 0 foi utilizado no estudo
cinético da cisdo da ligagdo S-acilo em S-acil-?.:-aminomercaptans [32].

Este método parece ser susceptivel de aplicacdo aos &4cidos carbo-
xiti6licos, sobretudo no que se refere ao estudo cinético das reacgdes
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envolvendo cisdo daquele grupo: hidrélise, acilacio de aminas, reaccio
com os alcodis, etc.

A titulagdo iodométrica dos grupos S ——H livres [104] é também
possivel nos dcidos carboxitidlicos mediante aplicacdo da equagao c).
Partindo do principio de que todas as substancias contendo grupos
S—H livres sdo oxidadas pelo iodo aos respectivos dissulfuretos,
Stig estabelece uma técnica iodométrica em meio neutro (in 7).

a0 il 05
2 R E"S—H + |y — = R_C"S—S-"HC—R + 2 HI e)

E:aseada no poiier redutor do grupo S — H, Werner descreve uma
reacgao de detecgdo para _este grupo em moléculas organicas [34],
conforme mostra a equacde. Aparece, assim, pela reaccdo positiva,

um precipitado amarelo ou vermelho, devido a precipitacio do selé-
nio reduzido.

4 R-5-H + /H, g FR-8-5-R + Se+3 H,0 i)

Todos os compostos tende um grupo S — H livre dao, com o i
cido nitroso, uma reacgao corada devida a formacio de um nitrosil- j
mercaptido [8, 9, 10]; dissolve-se¢ 0 composto em etanol ou qualquer
outro solvente nio aqubso, junta-sé nitrito de sédio e acidifica-se com
acido sulfurico dilufdo. Com.0s. ¢idos carboxitiélicos obtém-se uma
coloracdo verde intensa, ‘pouco estayel [71]. Uma meodificagao desta
técnica foi proposta [105], preconizando-se o uso de nitrito de amilo
a fim de evitar a formacao de vapores rutilantes e dispensar o uso
de acido sulfurico.

Grote estudou uma reaccio-corada para a deteccdo do grupo S—H
em cromatografia em papel, descrevendo para este grupo o apare-
cimento de mancha vermelha apds pulverizacao do cromatograma com
o-reagente utilizado [36), Nap.considera os grupos, S — H dos acidos
carboxitiblicos-mas ‘verifica-se-que ‘éstés, nas éondigoes deseritas por
Grote para os.tidis, ddo imediatamente uma coloragao azul turquesa
[71]. O(réagente (@ constitiidospor uma|solucdo|de nitroprussiato de
sédio em agua (0,5 g/10 ml) a que se adiciona cloridrato de hidro-
xilamina (0,5 g) e bicarbonato de sédio (1 g). Terminada a libertagao
de gas adicionam-se duas gotas de bromo cujo excesso é eliminado
por uma corrente de ar. Filtra-se e completa-se o volume total com
dgua até vinte mililitros. Esta solugio é pulverizada sobre o croma-
tograma.

Baseando-se no poder redutor do grupo S—H para os sais
clipricos, Feigl estabelece uma reaccio («spot test») para os ti6is
[39]. O reagente é constituido por duas solucdes, I e II, que se mis-
turam em partes iguais imediatamente antes do teste; a solucao I
é constituida por uma solucdo de cloreto ciiprico, cloreto de aménio
e amodnia em agua; a solucdo II é uma solucéo de cloridrato de hidro-
xilamina em dgua a 20%. Com este reagente, os dcidos carboxitiélicos
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dio coloracdes que vao do castanho avermelhado ao amarelo acasta-
nhado, produzindo precipitado quando o 4cido estd presente em con-
centracdo mais elevada [71]. Num artigo posterior, publicado em
colaboracido [67] o mesmo autor refere nova aplicacio do efeito de
Wohlers [106]. Na introducao deste artigo diz-se ser o método apli-
cavel a, entre outros, dcidos sulfénicos e tiodcidos orgénicos.
Esta afirmagao exclui, evidentemente, os 4cidos carboxitiélicos pois,
uma vez que a reacgio descrita implica a formacio de sulfatos por
oxidacao com o permanganato e os acidos carboxiticlicos ddao por
oxidacdo dissulfuretos, o método descrito ndo pode ser-lhes aplicado.
O mesmo podera dizer-se para os dcidos carboditiénicos que, por oxi-
dacdo ddo compostos do tipo XX. Como os 4cidos carboltiénicos néao
parecem ter existéncia livre, pode concluir-se que os autores [67] ao
refrirem-se a tiodcidos organicos referem-se, provavelmente a com-
postos como o 4cido tiobarbitirico (para o qual indicam para o
método descrito um limite de detecgaonde 20 ug) o que, a luz do
anteriormente exposto se nos aﬁgm‘& nenos correcto proporcionado
confusdes. =

Em cromatografia em camadﬂ*fma unﬁmdo placas de sflica
gel e eluentes como benzeng: metanol : -ﬁield:& \acético [48:8:4] ou
cloroférmio : metanol : 4cido | ico E‘I’I,_Ef >R &c possivel a separa-
ciio dos dcidos carboxiti6licos dm“m. , )
separando-se, no entanto, bastante mal, Uséca&b&carboxméhcos dos
respectivos dissulfuretos [71]. A Eﬂmﬁﬂ&ﬁo das manchas nido ofe-
rece dificuldade ja que, merg!ﬂhaad&ap{acﬁ;muﬁ atmosfera de iodo,
as manchas correspondentes a0s acidos ca iblicos, se apresentam,
ao contrdrio do que sucede com -08 écidw earboxilicos fortemente
descoradas, devido ao poder redutor dos 4eidos carboxitiélicos, os
quais, como j4 referido, sdo oxidados pe 6 iodo [71].

Para a revelacao dos grupos S—H em geral, pode utilizar-se o
4cido fosfomolibdico [41].

Reacgdes para a deteccdo de grupos S — H, mas susceptiveis de
aplicacdo aos acidos carboxltmllcos. sdo alnda ‘referidas por outros
autores [3? 383 ; ~an Eav :
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II — TIOLESTERES

E talvez a importincia dos tiolesteres em bioquimica, o facto
que explica o serem estes produtos bem mais conhecidos que os 4cidos
carboxiti6licos de onde derivam. A sua maior estabilidade e maior
facilidade de preparacdo tornam-nos fungdes de mais facil estudo.

Na realidade, desempenham estes compostos fungdes da maior
importancia bioquimica pois sdo responsiveis pela transferéncia de
grupos acilo. O tiolester de maior importancia é, sem duvida, o
acetilcoenzima A cuja férmula se representa em XXXII.

Karlson [41], compara o papel desempenhado pelos tiolesteres em
bioguimica aos anidridos e cloretos de dcido em quimica orgénica,
uma vez que é através daqueles compostos, intermediarios em mui-
tas transformacdes metabdlicas, que é possivel ao organismo celular
introduzir o grupo acilo em muitasymeléculas frente 4s quais os
acidos seriam inertes ou exigiriam esfor¢es,metabélicos envolvendo
maior quantidade de energia. /Chama-lhes, por isso, «icidos activa-
dos». Sao compostos, pelo menos bioquimicamente, muito ricos em
energia aos quais estid confiada'a transferéneia do grupo acetilo, e
dos radicais acilo dos acidos gordos nasua degradacéo, biosintese
e biosintese dos gliceridos. Mostram-se, assim, de menor estabilidade
bioquimica que os correspondentes esteres dos écidos carboxilicos.

O dcido ti6etico, representado pela formula XXXIII, colabora
também na transferéncia de radieais acefilo sob a forma de ester
do 4cido etanotidlico [42], segundo.o esquemma

?jkfﬂHsc gFk Sip G kst HQ(L'O (o
3 H- sj“—‘—

! ) (i1}

As especiais caracteristicas do atomo de enxofre, ji anterior-
mente. referidas, avizinhanca do grupo,C=0 fortemente polarizado,
a0, possivelmente os | responsdveis ‘pela’ reactividade 'destes com-
postos

Entendemos, come-tiolesteres compostos que -ebedecem a férmula
geral XXI, também referidos ha literatura como S-esteres ou, menos
correctamente, como acilmercaptans.

Preparacao

Podem preparar-se tiolesteres por reaccio dos sais de potissio
ou sodio dos respectivos 4cidos carboxitilicos com halogenetos de
alquilo [49, 50]. Este método tem, sobretudo, interesse para a prepa-
racio indirecta de aminomercaptans cuja sintese oferece, por vezes,
dificuldades que podem, deste modo, ser torneadas. Obtido o tioles-
ter, o aminomercaptan é ficilmente preparado [22, 83, 109, 110, 111].

A metilagdo de 4cidos carboxitidlicos com diazometano fornece
tiolesteres metilicos com bom rendimento [19, 71], sendo também
vidvel a utilizacdo do sulfato de dimetilo [112].
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Um método interessante para a preparacao de tiolesteres baseia-
-se na reaccdo de esteres do acido p-toluenosulfénico com o etano-
tiolato de potéssio segundo o esquema:

CHa~ CeH,~-50,-OR + CH, l' ~=CH,-CoH ,—.‘SL}J]{+(JH3(.'E(:_R!,-,;

Os esteres a utilizar devem ser esteres de alcodis priméirios ja
que os esteres de alcodis secundarios s6 em alguns casos reagem
convenientemente [113].

Como jd anteriormente vimos, a adicdo de 4cidos carboxitio-
licos a ligagbes insaturadas carbono-carbono d4 origem a tiolesteres,
sendo numerosos os trabalhos sobre o assunto [65].

A esterificacao dirécta de deidos carboxilicos por mercaptans
é também possivel e também. neste caso, se estabelece um equilibrio
anilogo ao que se werifica .a' esterificacdo de 4cidos carboxilicos
pelos alcodis [112].

Para a preparagao de tloleste;res 2 partir de anidridos de 4cido
e mercaptans sdo utilizaveis 'dois métodos: aquecimento a refluxo
do mercaptan com uma mistura de anidrido de 4cido e acetato de
sédio [114, 115], ourdeixando cair-o anidrido sobre uma solu¢io do
mercaptan em hidréxido.de sédioseb arrefecimento [116, 117]. Estes
métodos foram utilizados 'com’ sucesso na preparacao de diversos
esteres do dcido etanotiflico eoni rendimentos da ordem dos 78 %
para o ester etilico ou dos ™95 % ‘para o ester n-butilico [65]. Os este-
res fenilicos dos &cidos carboxiti6licos podem ser preparados por
esta técnica com a seguinte modificagdo: o anidrido de 4cido reage
com o tiofenol na presenca de um ester monoalquilico do 4cido car-
bénico [118].

Nés temos \preparado tiolesteres por” reacgao, dos,cloretos de
dcido com os mercaptans [71]. Esta técnica oferece, geralmente, bons
rendimentos [45]. A reaccdo dd-se com facilidade, utilizando-se, por
vezed, | $olventes| anidrod como eter] TI18], (benzenp! [120] ou o tetra-
hidrofurano secos sobre fio de sédio. Vulgarmente a reacgéo efectua-
-se em presenca da piridina anidra ou, menos frequentemente, em
presenca de uma amina tercidria como a trimetilamina, a tributila-
mina ou a triisoamilamina [46, 47, 48, 121], Alguns autores utilizam
ainda o hidréxido de sédio 2N como catalizador [22]. Em alguns
casos a reaccao entre os cloretos de dcido e os mercaptidos de chumbo
com [122] ou sem solvente [123] tem sido utilizada.

A utilizacdo da reaccdo enire mercaptans e a cetena na obtencao
de esteres do Acido etanotiélico ndao encontrou aplicacdo geral ja que
exige temperaturas muito baixas, tornando-se pouco pritica [124]:

O
R-5-H + O=C=CH,; ——= R-§-C-CH, h)



-
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Fornecendo altos rendimentos, é ainda utilizdvel a reacgio de
cloretos [125, 126, 127] ou anidridos [65] de acidos sobre o sulfureto
de etileno ou derivados segundo o esquema:

R-CH—CH, + R-c=© + =0 .
Riger (2 ~Cl BrdE g 1)

Um interessante método de preparacao de tiolesteres arométicos
utiliza a reaccio de Hoesch, através da qual também podem ser
obtidas aminas. Trata-se de fazer reagir em determinadas condigoes
experimentais o anisol ou éteres fendlicos com ele aparentados com
o feniltiocianato ou ainda, fazer reagir o resorcinol ou o floroglucinol
com o tiocianato de metilo, etilo ou n-butile. Obtém-se, nas condigoes
descritas, cloretos de iminoesteres que, por hidrélise, conduzem a
tiolesteres [D1]:

HO‘@DH iresonoHct HY DLH=§“‘RHC1 “H,0 HO ggg Ri;

O feniltiocianato da iminoesteres, estaveis'eom o resorcinol, floro-
glucinol e orcinol mas os aquil-derivados correspondentes, dao ami-
nas por hidrélise [53, 54].

Propriedades quimicas

Por hidrélise alcalina os ticlesteres conduzem ao respectivo
acido carboxilico [55, 56, 17] segundo o esquema 1)

R - L;OS g ® o gD ———am R L':_PU % HS-R 1)

fornecendo, simultidneamente] o correspondente mercaptan; (Podem,
deste modo, os tiolesteres, ser intermediarios na smtese de mer-
captans doutre meodo dificeis de sintesizar.

Como fol dito ‘acima, os tiolesteres podem 'também ‘actuar como
agentes de acilacgio, propriedade fundamental da sua importincia
bioquimica.

Os tiolesteres reagem com as aminas como se mostra no
esquema m) [125, 126, 127]. Segundo o mesmo esquema a reaccao
de tiolesteres com aminodcidos conduz & formacédo de peptidos.

ey S (\::0 o HS—F m
R-€T7 o + -HyN-R R— N-R” )
H

A aminélise dos tiolesteres pode dar-se intramolecularmente,
facto que pode ser com proveito utilizado em sintese como o mostra
a preparaciao de XXIIT a partir de XXII. A influéncia do pH neste
tipo de reaccdo foi estudada [88].
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Os reagentes de Grignard actuam sobre os tiolesteres de modo
idéntico ao que se observa com os ésteres dos acidos carboxilicos
dando, como produtos finais, alcool tercidrio e mercaptan [128].

Frente aos oxidantes os tiolesteres sofrem o ataque oxidativo
ao nivel da ligacdo C-S. Assim, por oxidacdo com permanganato de
potissio em meio acético o fenilcarboxitiolato de benzilo XXIV da
origem a &dcido benzéico e a dcido benzilsulfénico [129]. A oxidacdo
do mesmo ester pelo icido peroxiacético em acetonitrilo a 25° origina,
no entanto, apenas dcido benzéico [130].

Com base em trabalhos de diversos autores [58, 597 foi possivel
verificar que era vidvel a preparacio de aldeidos por reducio cata-
litica de tiolesteres com niquel de Raney o que equivaleria a uma
reducido dos 4cidos a aldeidos segundo o esquema n) podendo esta
reaccdo considerar-se uma variante da reaccao de Rosenmund.

Tl o =0 B o N\ __ s
R C‘-.D_H R ) R_CMC‘I .R~ CM‘S-R' R_(”‘H n)
A obtensdo bem sucedida de benzaldeido, de propionaldeido e
de D-ribosaldeido por este processo.weio confirmar as esperancas
postas no método. Porém, outros trabalhos no mesmo sentido, utili-
zando condicdes idéntieas, conduziram a alcodis como produtos
finais. Verifica-se que'a obtencae de aleodis ou aldeidos estd depen-
dente da actividade do'catalizador,"podetido ser controlado o curso de
reaccio desde que se cortrole essa mesma actividade, Conclui-se que,
utilzando um niquel de Raney mnas/cendicoes habituais de dessulfu-
rizacdo os produtos finais obtides sao alcodis [60, 61]. Porém, se o
catalizador for parcialmente desactivadoe, o que pode conseguir-se por
lavagem com acetona, podem obter-se aldeidos em condigdes satis-
fatorias.

A redugio de tiolesteres foi estudada polarograficamente [31].

Propriedades  analiticas

Foram desenvolvidos métodos colorimétricos de determinacéo de
tiolesteres, baseados na coloracdo vermelho-violeta que se forma pela
reaccio dos tiolesteres com o nitroprussiato de sédio em meio alca-
lino [33], sendo possivel aplicar métodos espectrofotométricos ao
estudo cinético da cisdo da ligacdo S-acilo [32]. O reagente de Grote
pode revelar os grupos C-8-C- nos cromatogramas em papel [36] dei-
xando-o actuar durante dez minutos, apés o que se pulveriza o croma-
tograma com uma solugio de cianeto de s6dio a 5%.

Por accdo da hidroxilamina sobre os tiolesteres formam-se acidos
hidroxamicos originando-se, paralelamente, mercaptans [131]. Esta
propriedade foi aproveitada para a revelagido de manchas correspon-
dentes a tiolesteres em cromatografia em papel. O cromatograma é
pulverizado com uma solucao 4N de hidroxilamina; o 4cido hidro-
xamico resultante d4 coloracdo vermelha com uma solugdao consti-
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tuida por uma mistura em partes iguais de uma solugdo de cloreto
férrico a 5% com uma solucio de &cido tricloroacético a 15% e
acido cloridrico 3N [35]. Embora a reacgdo nfo seja especifica, uma
vez que reaccdo idéntica pode ser utilizada na identificacdo de 4cidos
carboxilicos (reaccao de Angelli-Rimini), neste caso, paralelamente
a formacdo de dcido hidroxamico, liberta-se o respectivo mercaptan
cuja caracterizagdo completa a identificacdo do tiolester. Para a
identificacao do mercaptan libertado pode utilizar-se a reaccao com
o anidrido 3-nitroftilico que conduz a formacao do respectivo mono-
tiolester o qual, por ter ainda um grupo carboxilo livre pode ser titu-
lado [132].

Os tiolesteres ddo com o acetato de meretirio em solugio alcob-
lica e por adicdo de uma solugdo de sal comum a 20 % um preci-
pitado de cloreto de mercaptomercirio XXV,

A identificacdo funcional dosgtiolesteres é possivel em croma-
tografia gas-liquido. Tracando/um grafico em que se registam em
abecissas os tempos de retengao-verifieados,com um tipo de coluna
e em ordenadas os tempos de“rétencdo. observados para outro tipo
de coluna diferente da primeira,Obtémsse rectas cuja inclinagdo
depende do grupo funcional [133], O.métédo permite identificar a
funcio tiolester e distingui-la do | correspondente ester carboxi-
lico [71]. '

Propriedades espectrais

Comparando espectros de “Ultra-violéta dos tiolesteres com os
dos correspondentes esteres carboxilicos, verifica-se um efeito bato-
crémico pela introducdo do dtomo de enxofre [71, 134]. O mesmo
efeito se verifica no infra-vermelho para a banda C=0 «streching»
na qual o referido efeito batocrémico é de facil observagéo [71].

Propriedades farmacologicas

O estet! dietili¢d !do] deido (ni~fenildicathoxititlico XXVE é um
_ liquido amarelo pélido, oleoso de ponto de ebulicao 210°-212° a
15 mm Hg. Foi utilizado no tratamento da lepra e da tuberculose [13].

O «Di-allate» (XXVII) é o ester 1,2-dicloroalilico do 4cido N-diiso-
propiltiolcarbimico; é utilizado como herbicida e a sua ingestao de
mistura com o aleodl provoca intensa vasodilatacdo da face, taqui-
cardia, dispneia, nauseas e vémitos, seguindo-se palidez e hipoten-
sdo. B semelhante ao «Antabuse» (XXVIII) na sua toxicologia.

Sdo bem conhecidas as propriedades anestésicas locais dos éste-
res do acido p-aminobenzéico. A substituicdo da fungdo ester por
uma funcio tiolester tem influéncia na actividade do composto [63].
Assim, a tiocaina representada pela férmula XXTIX é descrita como
actuando mais rapidamente e sendo menos téxica que o correspon-
dente ester do dcido p-aminobenzédico [62]. Foram tentadas ainda,
substituicoes no 4dtomo de azoto, verificando-se que os derivados
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N,N-di-n-amilo, N,N-di-n-butilo e N,N-di-alilo eram mais activos que
os derivados em que o dtomo de azoto apresenta substituintes alqui-
licos de cadeia menor. Parece, no entanto, que estes derivados sulfu-
rados ndo sao destituidos totalmente de efeito irritante sobre as
mucosas.

Foram também sintetizados esteres do acido 1-naftalenocarboxi-
tiélico [XXX] e do 4cido 4-aminonaftaleno-1-carboxitiélico os quais,
pelos resultados obtidos, foram julgados suficientemente interessan-
tes para poderem ser utilizados na pratica [64].

Ao Exmo. Senhor Professor Dontor Licio da Silveira Godinho quero manifestar o
meu reconhecimento pelo interesse que sempre manifesta pelo trabalho dos seus colabo-
radores e cuja orientagio e oportunos conselhos tornaram possivel a publicagio deste
meu trabalho,
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ECOS E-EACIDS

Divulgando...

® A pedido dos Servicos Administrativos da Comissdo Reguladora
dos Produtos Quimicos e Farmagéuticos transcrevemos, com 0 maior
prazer, o Regulamento para ‘foncessdo .de subsidios de Formacao
e Aperfeicoamento, Profissional:

Artigo 1.°— A fim dé contribuir parale progresso tecnologico das
actividades econémicas que lhe estao afectas, a Comissdo Reguladora
dos Produtos Quimicos e Farmaceéuticos subsidiara estdgios e estudos
no pais e no estrangeiro a levar a ‘efeito por técnicos de nacionalidade
portuguesa, habilitados com-um curso de grau superior ou médio.

§ unico — Os subsidios” da ,Comissdo- Reguladora dos Produtos
Quimicos e Farmacéutiées poderfoser concedidos em refor¢co de
subsidios a conceder pelos:Grémios ‘que representam as referidas
actividades.

Artigo 2. — O quantitativo mensal dos subsidios serd fixado em
cada caso, segundo o pais e o local do estdgio.

§ 1.°— Os subsidios incluem o pagamento das viagens de ida e
volta por caminho de ferro (1.* classe) ou via aérea (classe turistica).

§-2.°— Se o subsidiado se deslocar-por meios préprios, recebera
o-equivalente ‘ao ‘eusto da' viagem por ‘¢aminho de’ ferro ou’ por- via
aérea.

Artigo 3° 1= Sao icondicdes, de concessio dos subsidios além das
que forem indicadas para cada caso, as seguintes:

a) idade nao superior a 45 anos; -

b) formacao profissional adequada a natureza do trabalho a rea-
lizar;

¢) apresentacao de um plano de trabalhos, do qual constem,
explicitamente, os objectivos propostos e a forma de os rea-
lizar; y

d) apresentacdo do «curriculum vitae» que devera indicar classi-
ficacdo do curso, prémios, e bolsas de estudo que lhe tenham
sido atribuidos;

¢) conhecimento da lingua do pais onde deverd ter lugar o
estagio.
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