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RESUMO

O estudo da interagao de Tb(III) com dextrana em solugao
foi realizado através de espectroscopia de fluorescéncia ,

ildade, espalhamento e dispersao otica rotatdria.

Os resultados indicam a formacao de um complexo eviden -

ciado ﬂnicialmente pela intensificacao de fluorescéncia do

TH(IIT

cao di

)] em presenca da dextrana.

O mecanismo de intensificagao € o mecanismo por excita -

reta do Ion metalico como proposto por KREHER e BUTTER(72) .

Neste trabalho s@ao comentadas as possiveis causas des -

ta intensificacao, pesquisadas através da deuteragao do solvente.

atravé

las de

razao molar a qual Tb(III) estad ligado a dextrana (|Tb|/|Dex|)

~ 0.20

tivame

result

a inte

O seu

mam a

s dos grupos hidroxilicos que substituem parte das molécu

Tudo indica que o Tb(III) deve estar ligado a dextrana

agua da esfera de coordenacao do Ion metalico.

Os resultados das medidas fluorimétricas sugerem gue a

Dy

, 0.38 e 0.43 para os sistemas a pHs 6.6, 4.4 e 3.0 respec -
nte. |

Foram feitas comparagoes com o a-metil glicosideo e os
ados das curvas de titulagbes fluorimétricas indicam que
racao do Tb(I&I) com dextrana € maior do que aguela com
analogo de baixo peso molecular.

Os estudo; de 0.R.D., espalhamento e viscosidade confir-

formagao do complexo Tbh(III)-dextrana.

ix




ABSTRACT

The study of the interaction of Tb(III) with dextran in
aqueous solutions was perfomed according to fluorescence spectros
copy, Viscosity, light scattering and rotatory optic dispersion.

The results lead to the formation of a complex which
was first evidenced by the intensification of the Tb3+ fluores -
cence in presence of dextran.

The mechanism of the intensification is that of direct
excitation of the metallic ion as proposed by KREHER and BUTTER(7@

In this work, the probable causes of this intensifica-
tion are discussed. Then these causes were investigated through
the deuteration of the solvent.

It seems that the Tb(III) is bound to the dextran through
the hydroxyl groups which take the place of part of the water
molecules of the coordination sphere of the metallic ion.

The results of the fluorimetric measures suggest that
the molar ratio of which Tb(III) is bound to dextran (|Tb|/|Dex]|),
is ~ 0420, 0.38 and 0.43 for the systems with pHs 6.6, 4.4 and 3.0,
respectively.

Comparisons were made with oa-methyl glucoside and the
results of the fluérimetric titration cufves show that the
interaction between Tb(III) and dextran is stronger than that
with [the analogous of low molecular weight.

\
The studies of O0.R.D., light scattering and viscosity

confirm the formation of the complex Tb(III)-dextran.




TRODUCAO

Muitos ions metalicos ocorrem na natureza associados com

coldides organicos, ligantes poliaromadticos que contém grupos il
droxilas ou carboxilas que servem como sitios de ligagao para es
ses metais. -

O estudo da formacdao desses complexos tem sido fundamen-
tal para a compreensdao de muitos processos bioldgicos. Particu -
larmente o fendmeno da complexacao do Ca(II) tem merecido espe -
cial| atengao por seu papel essenciai na regulacao de muitos des~-
ses rocessos.(l'z)

'ANGYAL(3—6) tem realizado muitos estudos para investi -
gar complexacao de compostos polihidroxilados simples ( entre

estes aglicares e ciclitois) com muitos Ions metdlicos, entretan-
to pouco se tem noticia do comportamento dos polissacarideos
quando se trata do fendmeno da complexacao.

A importancia dos ions metélicbs na quimica das proteinas

(7,8)

€ extensa e bem documentada. No entanto na quimica

de polissacarideos, a funcdo do ion metdlico nos processos bio -
ldgicos, nao & tao bem definida.
Polissacarideos podem afetar processos fisioldgicos e

patopldgicos, como por exemplo inducao da calcificagao, controle'

ovimento de metabdlitos, Ions e agqua, cicatrizacao de feri -
(9)

no
‘das|, etc...

Num grupo de polissacarideos muito especial estao as dex-



tranas,| polimeros de D-glicose, muito conhecidos por sua utili -

zagao

com vayios Ions metadlicos que tem muitas aplicagSes,(

palmente na area da medicina.

na pratica clinica, como substituto do sangue.(lo)

Aléem disso sao conhecidos muitos complexos de Dextrana

1)

princi =

& o mais conhecido deles, e &€ utilizado no tratamento de ane

mias.

(11)

Talvez a primeira indicacdo que dextrana possa intera

gir com Ions terras raras, tenha sido sugerida por SELYE e

col.

(14)

que utilizaram complexos de Fe-dextrana,Al-dextrana e

Cr-dextrana para pr?venir'intoxicagao ou calcificagdo  esplénica

em ratos contra doses fatais de cloretos de terras raras.

A fim de constatar a interacao entre dextrana e Tb(III)

utilizamos - . a espectroscopia de fluorescéncia.

Este método foi escolhido por ser muito sensivel a mu

dancas| no envolvimento do Ion metalico fluorescente, principal -

mente

quando se trata de detectar fracas interagdes, como & o

caso de interacao entre Ions metdlicos com polissacarideos neu -

tros em solugao aquosa.(15)

Em complementagao ao nosso trabalho, apresentamos - um
breve lestudo de rétagéo otica, espalhamento e viscosidade, desde
que os| mesmos tem sido muito aplicados em estudos de sistemas

semelhantes ao nosso.




2. CARBQLDRATQS

2.1. PR

em sua
drato €&
polihid
mente.

-CH (QOH)

tendo e

tos des
plantas
tuindo
zenada.

dades €

o metab
bem pou
tos e n
do seu
em esty

boidrat

velis dé

DPRIEDADES GERAIS: (Le=21]

Qs carboidratos sdo grupos de compostos organicos que
maioria possuem a férmula empirica (CH,0),- O termo carboi
usado em geral para descrever polihidroxialdeidos ou
roxicetonas, conhecidos como aldoses ou cetoses respectiva

Aldoses contém o grupo -CH(OH)CHO e cetoses o grupo 3

C(0) CH (OH) .

Quimicamente o termo carboidrato & sindnimo de agficar ,
ste Gltimo ganhado maior ‘popularidade em todo o mundo.
Juntamente com os lipideos e as proteinas os carboidra-
empenham um papel fundamental na vida dos animais e das
. Sao fontes de energia para os organismos vivos, consti -
também um meio pela qual a energia'quimica pode ser arma-—
Além disso, alguns carboidratos podem funcionar como uni-
struturais dentro da célula.

Carboidratos sao necessarios a nutrigdo humana e afetam
até

olismo mais profundamente do que se tinha suposto

co tempo.Varios sao os caminhos metabdlicos dos carboidra-

nuitas investigagées no campo clinico tem revelado o efeito

GREEN e WINCKLER(ZO)

uso ou nao no organismo humano.

1dos recentes mostraram a relagao entre a ingestao de car -
cos e o desenvolvimento de doencas do coragao, "stress", ni

> neurotransmissores e acuidade mental. Algumas considera -

goes levam a crer que certos carboidratos podem estar implicados'




, .VolvimeAn,to de doengas cardfacas desde que padem ser con -

em gorduras e assim elevarem os niveis de triglicerfdeos.
Quando o nfvel de glicose no sangue & reduzido, por exem

mudangas nas atividades nervosas s3o prontamente percepti-

a relagao entre a ingestao 'de carboidratos (e portanto ele

ivel de glicose no sangue] e a ‘habilidade para se enfrentar'

s de stress também & comentada.

'

De um modo geral, os carboidratos podem ser divididos

upos, como se segue:

Grupo 1 - QOs monossacarideos

 Também chamado de aclcares simples, os monossacarideos'
uem numa sd® unidade polihidroxialdeidica ou cetdnica. Sao
icados de acordo com o nimero de &tomos de carbono, que
. As trioses possiem 3 dtomos, as tetroses 4, as pentoses 5,
6.... e assim por diante até as nonoses. Cada uma ocorre '
séries, isto &, aldotetroses, cetotetroses aldohexoses, ce
es etc...
Em ambas as classes dos monossacarideos as hexoses sao
as mais abundantes. A figura 1, mostra como as aldohexoses podem '

ser derivadas da mais simples aldose assimétrica, o D-gliceraldei-

db, por aumento do nimero de grupos CHOH na cadeia da molécula.

As D-aldoses mais importantes biologicamente sao:o D-gli



(':HO
HCOH
Ha OH
D-Gliceraldeido

P

H?OH
H?OH
CHyOH

D-Erni

trose

CHO
HOCH
HEOH
é@OH

D-Treose

7N\

CHG CHO CHO CHO
H%Ob HO%H HiOH HO%H
H?Oh H?OH HO|H HO?H
H?OH HCOH ; H?OH HCOH
CHZOH CHOH CHz0H CH, OH
D-Rlb\c yroxu /DX{: D-Lixose
?HO CHO HO ?HO ?HO
H?OH HOCH H?OH HO?H HCOH HO?H H?OH HOCH
HCOH HCOH HO?H HO?H HCOH H?OH HO?H HO?H
H?OH H?OH H?OH H?OH HO?H HO?H ] HO?H HOCH
HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH
éHZOH éHon éHZOH CHyO0H CHZ;O0H énzou CHZOH éHZOH
D-Alose | D-Altrose D-Glucose D-Maonose D-Gulose D-ldose D-Gaolactose D-Talose

Pigura: 1. -~ As D-aldoses



o

ceraldeido, a D-ribose, a D=glicose, a D-manose e a D-galactose:

figura 2 mostra as formulas de projecao das D-ceto-
S possuem a mesma configuragao no &tomo de carbono as-
simétricg mais afastado do grupo carbonilico. As cetoses sao as
vezes degignadas inserindo-se o ul dentro do nome da aldose cor
respondente: por exemplo, a D-ribulose & correspondente a aldo
pentose D-ribose. As cetoses biologicamente mais importantes

sao a diidroxiacetona, a D-ribulose e a D-frutose.

eve ser lembrado que os simbolos D e L nao tem relagao
o dos aclicares serem dextro ou levorotatdrios. A dire-
svio da luz & uma propriedade especifica da molécula
da. Ao isOmero que desvia a luz na diregéo»dos pontei
ros do reldgio deu-se o simbolo (+) como um prefixo indicador

ondigcac de dextro-rotatdria. O simbolo (+) ou (-) des

de sua
creve o [sinal do desvio (dextro ou levo) enquanto a letra D ou

L indica a configuracao ilustrada na Figura 3 . %,

CHO CHO

H—C— OH HO—E—H
L i
CHO CHO

He=C=0OH HO=C=H
CHyOH CH,0H

Figura 3 - D-gliceraldeido e L-gliceralaeido



sicose

D-

Ditdroxiacetang

CHa OH

c==0
HCOH

CHZ0H

D-Eritrulose

C'H20H
I
H?OH
H?OH
CHyO0H
Ribulose
Tuzoﬂ
=0
HO?H
HCOH
HCOH
CHp OH

D-Frufoso-

?HZOH
Cc=0
HOéH
HCOH
CHZOH
/- Xllul,\
CHZ0H CHaOH
é::o é::o
HéOH, HOéH
HOéH HOCH
HCOH HéOH
éHZOH CHL0H

D-Sorbose

Ficqura 2- As D-cetoses

D-Tagatose



métrico

Rara aclicares que cont&m 2 ou mais &tomos de carbono assi-

adotou-se a convengao de que os prefixos D e L referem -

se ao dtomo de carbono assimétrico mais afastado do grupo funcio

nal (CHO), como estd exemplificado na Figura 4 para a glicose.

CHO CHO
HEOH HOCH
HO%H H%OH
HCOH HOCH
HCOH HOCH

éHon énzon

Figura 4 - D-glicose L-glicose

Quando 2 aglicares diferem apenas na configuragao ao re-

dor de ﬂm Stomo de carbono assimétrico especifico sao denomina-

dos epimeros entre si, como & o caso da D-glicose e da D-manose.

O monossacarideo mais importante & a D-glicose e €.o0 mo

nossacarideo fundamental de onde muitos outros sao derivados.

A D-glicose é o principal combustivel para a maioria

dos organismos e o monomero primdrio bdsico dos polissacarideos'

mais abundantes como o amido e a celulose. A Dextrana também

€ constituida de unidades monoméricas de glicose.

tes e as

A D-frutose também € um monossacarideo dos mais importan

5sim como a D-glicose ocorre nas frutas e nos vegetais.

Muitos monossacarideos se comportam em solugao aquosa




como se possuissem um centro assimétrico a mais do que indicam
as formulas estruturais de cadeia aberta. A D-glicose ,por exem-
plo ,pode |existir em'2 formas isoméricas diferindo na rotagao
especifida,a o D-glicose e a B D-glicose. E o chamado fendmeno
da mutaryotagao. A partir de vérias consideragdes quimicas con
cluiu-se |que nao sao estruturas de cadeia aberta, mas estrutu-
ras de 6 lelementos formadas pela reagao de um grupo hidroxilico

alcodlicag do &tomo de C-5 com o Atomo do carbono aldeidico.

CH,0H CHpOH
| |
e = BrsmnigidD

H l (ov |

N\ H R2 “\C/ H \c/OH

U e
/7 \H H,\ / \H H, \
HO \U 1/ "W HO \u i/ "H

cC——C C———C
| | | |
OH OH OH OH

Figura 5 - Formacao da estrutura ciclica das piranoses.

0s aglicares de estruturas ciclicas formados por .. anéis.
de 6 elementos sao denominados piranoses e os formados por anéis
de 5 elementos sao denominados furanoses desde que derivam do

pirano e|do furano respectivamente.




a a-D-gl

mo 2 est

10

O nome sistemdtico para a forma ciclica da a-D-glicose e
icopiranogse. Portanto, a D-glicopiranose pode existir co

ereoisomeros diferentes designados por o e B.

CH20H
0
H
o H
OH H
HO OH
H OH
Figura 6a) - o-D-glicose b) B-glicose

Este par de diastereoisdomeros (a] e (b) diferem somen -

te na cpnfiguracao ao redor do dtomo de carbono assimétrico  ter

minal e

sao chamados anOmeros.

Embora fosse definidos antecipadamente os carboidratos co

mo polihidroxialdeidos ou polihidroxicetonas, a maioria dos mo

nossacarideos de ocorréncia natural nao possuem grupamentos car

bonilidos livres e sao mais propriamente definidos como polihi -

droxiagetais ou cetais.

Os glicosideos, sao cetais assimétricos mistos formados

pela reagcao do atomo de carbono anomérico do hemiacetal intramo -

lecular, ou forma piranose de aldohexose, com um grupo hidroxili-

co alcodlico. Esta & a denominada ligagdao, glicosidica. Nos gli -

cosideps o carbono anomérico & assimétrico. A D-glicose produz

com metanol um a-metil-D-glicopiranosideo mostrado na Figura 7 .




i 2 §

CH,0H
]
HH
OH H
HO OCH 4
H OH

Figura 7 — a-metil glicosideo

As fdormulas ciclicas dos monossacarideos podem ser repre
sentadas de maneira geral de acordo com' a prdjeg§o de HAWORTH,co-

mo temps exemplificado até agora.

Os anéis das piranoses podem adotar a conformagao denomi
nada "barco" ou "cadeira". A forma em cadeira, que & relativamen-
te rigida, & mais estdvel que a forma em barco e predomina nas

solugdes aquosas (Figura 8).

Os grupos substituintes na forma em cadeira nao sdao geo-
métrica e quimicamente equivalentes, €les surgem em 2 classes ,

axial |e equatorial.




1.2

Eixo de simetria

Bote Ligagoes axiais

Cadeira Ligagoes equotorials

——

Figura 8 - Formas em cadeiras e em canoas dos anéis de 6 mem

bros.

Os grupos hidroxflicos equatoriais das piranoses sao mais

prontamente esterificados que os grupos axiais,

a5 e O

rupo 2 - As pentoses

Emera possam pertencer ao 1?9 grupo, as pentoses(C&HDO6)

tais como a D-ribose e a 2-deoxe-D-ribose constituem um grupo

especial

vre nos
e DNA e

nosina

As riboses nao existem substancialmente na sua forma li-
alimentos. No entanto, ocorrem nos &acidos nucleicos, RNA
nos compostos de alta energia tal como trifosfato de ade

ATP) . HOCH, O
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2.1.3. Grupo 3 - Oligossacarfideos

A maioria dos carboidratos encontrados na natureza sao
polissacarideos, glicosideos nos quais um grande nfimero de unida
des de monossacarideos estao unidas,através de dtomos de oxigé

nio de im dos grupos hidroxilicos a posigao 1 (ou final redu-
tor) de|outro.

Hidrdlise de tais polissacarideos podem produzir monos-
sacarideos, como também dissacarideos ou oligossacarideos, os

}

quais se constituem de até cerca de 8 ou 9 monossacarideos.

Os dissacarideos mais importantes na natureza sao, a

maltose|, celobiose, lactose e sacarose.

A maltose possui 2 residuos de D-glicose. Uma molécula
de D-gllicose se liga pelo grupo hidréxido.no =1 ao hidroéxido
do C-4 de uma segunda molécula de glicose. Diz-se portanto que
esse dilssacarideo tem 1 ligacgao glicosidica a 1-4. Ambas as
meias-glicoses estao na forma de piranose e a configuragao do
dtomo de carbono anomérico & o. A maltose, portanto, pode ser
chamadas de a—D—glicopiranosil—(1—4)—8—D—glicopiranosideo.

O segundo residuo da glicose da maltose possui um &tomo
de carbono anomérico livre capaz de existir nas formas o e B,
das quais a forma B predomina na natureza. O primeiro residuo
nao pode sofrer oxidagao, mas o segundo residuo pode e & denomi

nado extremidade redutora.
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Figura 10 - Maltose

A celobiose & idéntica a maltose exceto por possuir uma

ligacao glicosidica B 1-4. E um produto da hidrélise do polissa -

carideo celulose e pode ser denominado também B~D-~glicopiranosil

(1-4) B+D-glicopiranosideo.

glicop

cia na

O dissacarideo lactose (B-D-galacto piranosil (1-4) -B-D-
iranosideo) & encontrado no leite, nao tendo outra ocorrén

natureza. Sua hidrdolise produz D-glicose e D—galacfose;

A sacarose & um dissacarideo de glicose e de frutose

(B-D-frutofuranosil (2-1) a-D-glicopiranosideo) extremamente abun

dante

e da b

rose 1
Zao0 nj

redutg

no reino vegetal e componente importante da cana de acglcar

eterraba.

Em contraste cém a maioria dos oligossacarideos, a saca-
ao possui atomos de carbono anomérico livre e por esta ra-
o sofre o fendmeno da mutarrotacao. Nao age como aclicar
¥

A hidrolise da sacarose & frequentemente denominada in-




versao, uma vez que & acompanhada de uma alteracao

tacao 6tica de dextro para levo.

CH, OH

HO

Figura 11 - Sacarose
OH
CHp OH

muitas.

gossacaryideo maiores sao as variagoes estruturais que

acontecer. Algumas vezes ocorrem ligagoes ramificadas como &
exemrlo |[deste trissacarideo-malezitose.
HO CH,0H
0
HO
HO
CHz OH
]
OH y
o
HOHZC OH
CH0H
OH
OH
Figura 12 - Malezitose

As possibilidades estruturais para os dissacarideos

15

efetiva na ro

sao

Quanto maior o numero de unidades monoméricas de um oli-

podem

o
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2.1.4. |Grupo 4 - Polissacarideos

2.1.4a, |Propriedades gerais

Os polissacarideos sao macromoléculas formadas por poli
merizacgo de aglicares simples (monossacarideos) ou seus deriva-
dos (Acildos urdnicos, aminoacficares etc...). Sao largamente dis
tribuidds nas plantas e nos animais e tem fungao estrutural ou
nutritiva.

As unidades monoméricas de que se constituem os polissa
carideos podem ser todas idénticas ou pertencerem a um certo
niimero de classes diferentes, Neste Gltimo caso & frequente
que o polimero esteja constituido por combinagoes repetidas que

podem adotar uma disposicao repetitiva e regular.

Os varios polissacarideos podem diferir nao somente na
sua composicao, mas nos seus peéos moleculares (gue podem variar
de poucas dezenas até mitheS);na natureza de suas uniodes glico
sidicas| na sua configuracao (o ou 'Bf, na linearidade ou rami-

ficacao| de suas cadeias.

A classificacao usual dos polissacarideos leva em cpnta
sua natureza estrutural. Eles sao divididos em homopolissacari-
deos, gue contém apenas um Gnico tipo de unidade monomérica e
em heteropolissacarideos, que contém duas ou mais unidades mono
méricas| diferentes. Em ambas as classes os polimeros podem ser

lineares ou ramificados.

Aos homopolissacarideos, sao dados nomes de classes, in-
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dicandp-se a natureza de seus monomeros primarios. Por exemplo,
os que|contém unidades de D-glicose, tais como o amido e o gli
cogéni@ sao chamados de glucanos , e os que possuem unidades de
manose| sao mananos. Os homoglucanos de acidos urdnicos (unida -
des estruturais der'ivadas das aldoses pof transformagao do gru-

po alcpdlico primadrio em grupo -COOH) sao chamados glucoronanos.

Uma classe muito importante de heteroglucanos estd for-

mada ppr acidos urodnicos e aminoacglicares; e se denominam muco -
polissacarideos.

A Tabela 1 relaciona alguns dos mais conhecidos polis -
sacarideos com as suas unidades estruturais e o tipo de ligacgao

entre |suas unidades monoméricas.




Tabela 1 - DPolissacarideos mais conhecidos e unidade estrutural gue os contém.

Celulose 43 gli 1-4B gli. 1l

Amilose 40 gli 1-40 gli 1

Amilopectina 40 gli 1-40 gli 'l
By o T e 1

Glicogénio 40. gli 1-40gli 1
«..1l-40gli 1-6
Dextrana 6a gli 1-6agli 1 ou 60 :gli l-6agli 1
.ssBb0glli 1-4 ouaBgll 1=3
Quitina 4Bagli 1-48agli 1

Acido alginico(48man 1l-48man l)n-(4ugli 1-4agli l)n
ou
48man 1l-4o0gli 1 "
Acido hialurd- (48gli 1-3B8agli 1)
nico

Substancias péc( 4aMeG 1-4oMeG,) X 1-(4cMeG 1l-4oMeG 1)n

1'n
ticas

K-carraggenan 4SgalSO4 1-48 Agal 1-4Bgal S0, 1

D-glicose = gli/adcido D-manurdnico = Man/adcido L gilurdnico = gul
Metil-D-galactoronato * MeG/ X = D-galactose, D-ramancse ou L arabinose.
D-galactose-sulfato = GalSO4/ 3,6 anidrido D-galactose = Agal

N acetil D-glucosamina = Aglu/ acido D-glucordnico * Gluc.

8T
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Os polissacarideos mais importantes serao descritos em

e sua funcao bioldgica.

Polissacarideos de reserva

Esses polissacarideos, dos quais o amido & o mais abun -

s plantas e o glicogénio nos animais, sdao em geral depo -

ho. Nos eventuais excessos de glicose, suas unidades sao

das, através de ligacOes enzimaticas nas extremidades das
de amido ou glicogénio; nas eventuais necessidades metabd

las sao liberadas enzimaticamente para uso como combusti-

O amido é constituido de 2 componentes,amilose e a ami-

a que variam em suas quantidades de acordo com a fonte

o amido & obtido.

Amilose consiste principalmente de cadeias lineares de

4.000 unidades de glicose ligadas por o 1-4 e peso mole-

5x105. (19}

CH, OH
0

HO
HO

HO
OH

——

Figura 13 - Amilose
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3 T 8
Amilopectina tem peso molecular muito mais alto (=107) e

tem cadeias ramificadas através de ligagao o 1-6.

CHL0H
CH>0H HO =~ 0
HO “\\_—-0 AN
HO -t
q t HO
' HO CHzog
(6] T
HO
i HO °“2°"é

Figura 14 - Amilopectina

O glicogénio & semelhante a amilopectina, sendo portanto

uma cadg¢ia ramificada. O comprimento da cadeia, entretanto & me-

nor (10
glicogér
sentada

unidade

a 20 unidades de glicose) o que indica que a molécula do
1io0 & muito mais ramificada. Sua estrutura pode ser repre-
do sequinte modo, onde cada circulo corresponde a uma

de glicose.

Figura 15 - Glicogénio
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As dextranas sao classificadas entre os polissacarideos

ya e sao encontradas nas leveduras e nas bactérias, ge-

como polimeros ramificados.

As frutanas (também chamadas levanas, sao homopolissaca

em

sgetais. A inulina, encontradas na alcachofra, consiste

1os de D-frutose em ligacgdo B (2+1). As mananas sao homo

polissacarideos de manose encontrados em bactérias, leveduras ,

bolores e em vegetais superiores. Analogamente, as xilanas e

arabinanas sao homopolissacarideos encontrados em tecidos vege

tais,

Tabela 2| - Polissacarideos de reserva,unidade estrutural € ocorréncia

Polissaclarideo Unidade estrutural Ocorréncia

: ilose e :
Amido #m 9 D—-glicose Plantas
amilopectina

Glicogénio D-~glicose Animais

Dextrana D~glicose Leveduras,bac
térias

Levanas D-frutose Vegetais

Inulina D-frutose Alcachofra

Mananas Manoses Bactérias, le-
veduras e vege
tais superiores

Xilanas Xiloses Vegetais

Arabinanas Arabinoses Vegetais
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Polissacarideos estruturais

Muitos polissacarideos servem primariamente como elemen-

ruturais nas paredes e nos envoltdorios celulares, nos es -

ntercelulares e no tecido conjuntivo, onde eles dao for

sticidade ou rigidez aos tecidos vegetais e animais, bem

ptecao e suporte aos organismos unicelulares. As paredes

voltdrios celulares nao apenas sao importantes na manu-

da estrutura dos tecidos, mas também possuem importantes lo
reconhecimento célula-célula especificos, na morfogénese
proteto

idos e dos Orgaos. Podem conter outros elementos

is como os anticorpos das superficies dos tecidos vertebra

dos.

M
L

tados ¢

parede

Por esta razao os polissacarideos estruturais serao tra-
omo componentes das paredes celulares dos vegetails e das

celulares bacterianas.

Paredes celulares dos vegetais

celula
rigide

precis

tura e€

lulose

res precisam nao apenas contribuir para a forga fisica

z dos tecidos do caule, das folhas e da raiz, mas

Nos vegetais e nas arvores de grande porte, as paredes

ou

também

am ser capazes de sustentar grandes pesos.

O polissacarideo mais abundante responsavel pela estru -
pela parede celular no reino vegetal, & a celulose. A ce -

€ o principal constituinte da madeira e por conseguinte ,

do paﬂ

vel, o algodao & quase que celulose pura. Ela & também en




contrada
réncia e
-
sacaride
das por

200.000

3

celulare
hemilose
que sao
terais
teina e
que est

te a su

duos de

lular e
das alg

a goma

a contraparte colageno no tecido animal, & rica em resi

as, o acido alginico, das algas e das plantas marinhas
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em alguns invertebrados inferiores sendo que sua ocor -
quase inteiramente extracelular. A celulose & um polis -
¢ linear constituido apenas de unidades de glicose uni -
ligagoes B 1-4 e de peso molecular variavel entre
a 2.000.000
CH,0H HO CH,0H
HO o 0 HO s
HO CHZ0H HO
Figura 16 - Celulose

Outros materiais poliméricos relacionados as paredes
s dos vegetais sao: hemilose, pectina-e extensina. As

s sao constituidas de pentoses especialmente as D-xilanas

polimeros de D-xilose em ligagao B (1-4) com as cadeias la

le arabinose e outros aclicares. A extensina, uma glicopro-

a pectina & um polimero de metil D-galactoronato complexo

3 ligada covalentemente a celulose. A extensina, semelhan-

hidroxiprolina.

ce

Entre outros polissacarideos que servem como parede

/ou como componente estrutural dos vegetais estao o agar ,

e

arabica.
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Paredes celulares bacterianas

As paredes celulares de algumas bactérias consistem de
materiais polissacarideos. Essas paredes bacterianas tem sido
intenslivamente estudadas, pois elas cont@m antigenos especifi -
cos no| diagndostico de doencgas infecciosas e porque a biossinte -
se das paredes celulares & inibida pela penicilina e por outros

antibiloticos de utilidade na medicina.

Exemplos deste ltimo tipo sso os polissacarideos isola
dos de um determinado tipo de cepa de pneumococus III, que con -
siste|de uma cadeia alternada de D-glicose-piranose e moléculas
de acido glucordonico, unidas por ligagoes 1-3. Estes polissaca-
rideos, quando separados de suas células bacteriais, produzem a
mesma rquao anticorpo nos animais como nas bactérias intactas
e seu estudo € muito importante para o entendimento dos mecanis-

mes de imunizacao.

Tabela 3 - Polissacarideos estruturais, residuos principais e
ocorréncia
Polissacarideo Residuos principais Ocorréncia
Celulose Glicose Vegetais
Hemilose D-xilose-D-arabinose e Parede celular
outros acglcares dos vegetais
Pectina Metil-D-galactoranato Parede celular

dos vegetais



Quitina

Agar
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N-acetil-glicosamina Crustaceos

1
D e L galactose, alguns Algas
esterificados com H,50,

Acido alginico Acido D-manurénico Algas e plantas mari -

nhas

Goma arabica D-galactose e acido D-gli Vegetais

tituid
portan

acidos

coronico, arabinose e ram

nose

A parede celular de determinadas células animais & cons-
a de um envoltdrio que contém polissacarideos de grande im
]

¢ia tais como, glicoesfingolipideos, mucopolissacarideos

e glicoproteinas.

Os glicoesfingolipideos sao complexos de lipideos que

contém|um ou mais residuos de aglicar neutro e estao presentes

em gra

caride
monoss
um gru
Quando
mucopxr
corregq

como u

nde quantidade no cerébro e no tecido nervoso.

Os mucopolissacarideos sao um grupo de heteropolissa-
bs relacionados, contendo em geral dois tipos de .unidades
acaridicas alternadas, das quais, pelo menos uma possui
pamento acido, ou um grupamento carboxilico ou sulfirico .
aparecem complexionados com proteinas sao denominados
oteinas, que sao substancias gelatinosas, viscosas, ou es -
adicas; algumas proporcionam lubrificagao e outras agem

m cimento intracelular flexivel.
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0 mucopolissacarideo &cido mais abundante & o dcido
hialurdnico, a unidade repetitiva & um dissacarideo formado

de &cido D~glucordnico e N-acetil~D-glucosamina,

Outros mucopolissacarideos sao, a "e@ondroitina e seus
derivados condroitina-4-sulfato, e condroitina-6-sulfato que
sao os| componentes estruturais mais importantes dos envolto-

elulares, das cartilagens, dos ossos, da cdOrnea e de ou

rios
tras e€struturas do tecido conjuntivo dos vertebrados.

A heparina, que impede a coagulagao do sangue e & en
contrada nos pulmoes e nas paredes das artérias, € também um
mucop¢lissacarideo.

As glicoproteinas estao entre as diversas classes de
protefnas conjugadas e sao encontradas em todas as formas de
vida.| Nos vertebrados, as glicoproteinas s3ao na sua maioria

extracelulares em ocorréncia ou funcao ou sao excretadas pelas

células.

Entre as glicoproteinas temos o colageno, a ovalbumi-
na, fibrinogénio, a pepsina, hormonio foliculo-estimulante ,

etc.
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2.1.4b.| Estrutura de polissacarideos

A estrutura primaria de um polissacarideo & definida  por

sua congtituicao e propriedades configuracionais. Ou seja, uma
compreensao da estrutura primdria do polissacarideo implica no
conhecimento da sua composigao em termos das unidades estrutu

rais que os compoem e da descricao dessas unidades estruturais.

A variagdo na arquitetura molecular & manifestada por

suas prpopriedades fisicas e quimicas. Portanto & importante con -

siderar| nesta etapa o conceito da polidispersividade, tendo em

vista que estamos tratando de polissacarideos.

Uma solucao & dita monidispersa quando todas as porgoes da

amostrg apresentam as mesmas propriedades fisicas ou quimicas .

Quando

ha variacdo nestas propriedades entao a solucao é dita po-

lidispersa.

VariagoOes na estrutura primaria dos polissacarideos sao

esperadas pelo fato de que a polidispersividade & uma consequén -

cia das mudangas que ocorrem durante o isolamento destes polissa-

carTdeps de sua fonte natural.

coes d
resylt
um pol

todo d

Uma das manifestacoes da polidispersividade nas prepara -
2 polissacarideos & a distribuicao do peso molecular. Como
ndo somente podemos obter uma média de peso ﬁolecular para
issacarideo. Os diferentes tipos de médias dependem do mé-

e determinacéo de peso molecular.

A estrutura do glicogénio, como ja tivemos oportunidade




28

de menciohar & composta de unidades de glicose contendo uma
média de perca de 12 residuos de D-glicose (a 1-4) ligados atra
vés de uma estrutura altamente ramificada. Os pontos de ramifi-

cagao envolvem ligagOes glicosidicas a(l 6).

Essas ramificacoes podem ser variadas dependendo de sua:
localizagao dentro da molécula. Portanto, na preparacao de qual
quer glidogénio em particular, a forga das cadeias dos residuos
a(1-4) glicosideos e a posicao precisa de seus pontos de ramifi
cacao nasg suas cadeias estao sujeitas a certa quantidade. de
variacoesg desordenadas. Teoricamente o niimero de moléculas de

P

glicogénio distinguiveis na preparacao de peso molecular 10 é

muito maior do que 102'000. Evidentemente a molécula de glicogé

nio, com¢ qualquer outro polissacarideo, & com certeza guimicamen

te polidispersa. 3

Alguns heteropolissacarideos lineares exibem um padrao
estrutural primdrio regular ao longo de suas cadeias e néeste ca
so & permitido discutir suas estruturas primidrias em termos de

suas unidades repetitivas.

Como exemplo temos a Figura 17 que mostra o polissaca-
rideo majis estudado do tecido conectivo, que & o &cido !hialuro -
nico. Logo abaixo a descrigao de sua estrutura primaria.

CH OH CH OH

0
@\ rsm-cocu3 Mc H3

Figura 17 = Acido hialurdnico
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No 8cido hialurbénico a unidade repetitiva esté formada
por adcidg glucordnico e N-acetil glucosamina. Os enlaces inter-

glucosidicos sao B (1-3) e B (1-4) alternados.

Quando a molécula de um polimero apresenta uma disposi-
cao espac¢ial reqular e peribdica em sua cadeia principal diz-se

gue tem estrutura secundéria.

Uma estrutura secunddria estd8 completamente definida dian
te de determinacao das distancias interatOmicas, angulos de liga

cdao e suas orientacoes.

A conformacao de uma cadeia polimérica de conhecida es-
trutura primaria & usualmente empregada quando se trata de defi

nir a estrutura secundaria.

As propriedades conformacionais de oligossacarideos e
polissachrideos sdo determinados: a) pela conformagdo dos resi-
duos monpssacarideos individuais; b) pela conformagao relativa
dos res%ectivos pares de monossacarideos ligados glicosidicamen-

te um aq outro,

A maioria dos monossacarideos (D-glicopiranose, D-galac-
topirangse, D-manopiranose e D-xilopiranose) que ocorrem nos po-

lissacarideos existem com a conformacao 4cy

" CHa0H

Ficura|l8 - a-D-alopiranose na conforma- HO

cao 4Cl
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Podemos considerar o exemplo de um residuo de celulose,
a celobigse para mostrar as varidveis que podem definir a sua

conformagao,

Entre estas varidveis estao os angulos de torgao defini

dos na Flgura 19 pelos parametros ¢ e Y os quais estdo relacio

nados com o angulo de torgEo entre Cl —Hl e O4f —C4, e entre
- ! h - T

C4, H4 e 04"Cl  respectivamente,

Y
0
0 N
,/ OH Ho L
HO H OH 2

Figura 19 - A definicao dos parametros ¢ ‘e i para o
residuo de celobiose

Teoricamente sao possiveis muitas confqrmagaes para o
residuo |[de celobiose, Quando todas essas possibilidades sao con
sideradgs a intervalos de 109 para ambos ¢ e w24(totalmente per
mitidas) e 21 (marginalmente permitidas) dando um total de 362

(ou 1296) conformagoes foram obtidas.

Considerando que 96% das conformacoes relativas dos re-
siduos das ligacoes glicopiranosidicas B (1-4) nao sao permiti -

das, nap & surpresa de que a cadeia da celulose seja de certa
forma inflexivel.

A exploracgao de todas as possiveis conformacoes da celu
lose indicam que apenas uma conformacao & inteiramente livre de

interagoes nao ligantes.
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A conformacao de "Hermans" (<259, 146°) para cada (¢,¥)

representa a estrutura mais provivel para a celulose, caracteri
zando uma hélice com dois residuos monossacarideos por turno (Fi
gura 20).
‘0 O Hs o H\O
o J
H_
0 CHpOH OH | cuzou
If l0.3A # ;
Flgura 20 = Conformacao de Hermans da celulose.

Os métodos usados para determinacao da estrutura de mo-
léculas| de polissacarideos sao andlogos aos usados para os oli-
gossacarideos, mas os resultados geralmente sao mais dificeis

de interpretar, especialmente se o polissacarideo & ramificado

ou cicl

uma que

ico. )

A determinacao da disposicao das unidades estruturais &

stao distinta e portanto € de se esperar métodos particu

lares dujos objetivos sao para o conhecimento de:

grupos

B).

mados p

altimo

a) os tipos de uniao interglicosidicas, ou seja, que

de OH estao estabelecidos e qual a sua configuracao (o ou

b) a unidade repetitiva, no caso de polissacarideos for

or mais de um tipo de monossacarideos.

c) o carater linear ou ramificado do polimero e neste

caso a descrigao das ramificacgoes.
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Em termos gerais, nos palissacarideos, pode-se encontrar

quatro tfipos principais de estruturas.

Uma cadeia linear

++ 0= 0=0~20-20~20~0,, .

Uma cadeia linear com miltiplas cadeias laterais.

TTT0€0 ¢ 040 ¢040¢0¢0 """

Q= O - O = O~ © =
c O O ® O~ D % O
O™ O = p =+ Q ~» O -

Uma cadeia linear com uma sd ramificagao

T 0 ¢ #0¢0#0e0+0e0"""

*

‘S 0= 0=020-0

Uma estrutura com ramificacoes mlltiplas

o o
' ¥
0% 0¢0ow%o... o090, ;.
& ¢
o °
i )
.. 0202 020 o -
1) )
...0®020*0P0*p0?0?0%0...
t
o
0" 0 « 0 0 & 0 ...
t g
o
t
°,

O—» O -0
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Em seguida sao mencionados alguns dos mais importantes

métodos| de investigacgao estrutural de polissacarideos.

Metilagao exaustiva e hidrélise, método empregado  por

32)
,( ) informa sobre os grupos funcionais que intervem

HAWORTH
nas unioes interglicosidicas. Consiste em submeter o polissaca-
rideo a agao de reativos metilantes (SO, (CH3),),ICH3 etc... que
transformam todos os grupos -OH livres em grupos metoxila -035.
lise posterior deste derivado indicard entao que grupos
avam implicados na uniao que exist;a nos polimeros. Os
varios |aglicares metilados podem ainda serem separados e identi-
por cromatografia gasosa apds conversao destes em deri-
(23,24)

ficado

mais volateis.
\

vativo

0 método descrito acima pode dar informagoes acerca dos
e unides interglicosidicas e o seu grau de ramificacao,
sobre a disposigcao precisa dos residuos dos polimeros .
Se existe mais de um tipo de unidade estrutural ou se trata de

decidilr entre diferentes classes de ramificagoes sera necessa

rio recorrar a outros métodos.

Oxidacdo com periodato e fragmentagao enzimitica sao co-

Poiile vt e e

mumenjte usados;(25)”

Algumas técnicas fisicoquimicas sao geralmente apli-

13

cados| na investigacao dessas moléculas. Estudos de C NMR e

sdo muitos utilizados para informagoes sobre estruturas

e configuracgao de polissacarideos.(26_30)
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Espectros no infravermelho também facilitam a determina-

cao do tipo de configuracao., Espectros de o poliglicoses geral-

mente mostram uma banda de absorcgao em =8400m—l enquanto que pa-

ra as B|poliglicoses, a banda se desloca para ~890cm™ T,
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2.2. COMPLEXOS METALICOS COM CARBOIDRATOS

2.2.1.|Metais-simples carboidratos

A fim de facilitar o estudo e interpretacgao das intera

¢oes de Ions metadlicos com polissacarideos iniciaremos com consi

deracoes a respeito da interacao destes Ions com simples carboi-

dratos, o que certamente facilitara o entendimento das macromolé

culas.

Os termos adutos e compostos de adigao sao sindnimos e

sao uspdos para descrever aqueles complexos constituidos da liga

cao entre um carboidrato e um sal metdlico (ou base). Esta liga-

carboildrato o termo alcoolato & mais indicado.

feita provavelmente por forcas de atracao Ion-dipolo.

Em alguns casos onde o proton hidroxilico & removido do
(31)

Em solucOes aquosas, de um modo geral os Ions metdlicos

formam um Ion aquoso, ou um aqua complexo. O processo da forma -

cdo de um complexo em solugao aquosa & essencialmente o desloca-

mento

de alguns dgs seus ligantes, ou seja, de moléculas de

dgua por outros grupos. Isso pode ser exemplificado pela rea -

cao do agua complexo de cobre com um diol.

(Cu(H‘ZO)G-)Z-" + R(OH) , =——(Cu(H,0) , R(OH),)

t8lic
exist
estab

mente

{32}

2+

Em solugoes aquosas diluidas, o grau na qual cations me-
0s interagem com acglicares neutros, pode virtualmente nao
ir, nao fosse a quelacao um fator que contribuisse para a
ilidade do complexo. Alcoois,monohiaroxilados sao essencial

incapazes de deslocar agua de hidratagao ao redor do 1ion
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metalico em solucdo. No entanto ligantes que contenham duas ou

(9)

mais hidroxilas em arranjo estérico favoravel podem deslocar.

ANGYAL(G'Q)

em seus estudos complexos metdlicos com acgl-
cares neutros, estabelecem que em solventes hidroxilicos uma va -
riedade de cations-metalicos formam complexos de 1l:1 com cicli -
2 - - -, . . - '
tois e aglicares que contém uma sequéncia de 3 grupos higroxili -
cos, axial-equatorial-axial, para um anel de 6 membros, ou uma

sequéncia cis-cis para um anel de 5 membros. Um exemplo tipico &

55 : 2+ 2+
a formacao do complexo a-D-alopiranose-Ca e o D-alofuranose-Ca .

OH
o Ho
HO 2 _o
OH
7
/
’ OH 4
HO ,I /’ Ho\ //: OH
>~ +4+7 S IR
~Ca Catt
: . 2+ v s .
Figura 21 - o-D-alopiranose-Ca o-D-alofuranose-Ca™ complexo
complexo

A formagao de complexos com alditois (polihidréxidos nao
ciclicos) também foi investigada por ANGYAL e col.cs) e neste ca-
so a complexacao ocorre preferencialmente nos 3 atomos de oxige -
nio que tem arranjo tipo "gauche-gauche". A possibilidade de com-
plexacao foi discutida‘para cada alditol individualmente de acor-

do com a sua conformacao. Como exemplo temos o manitol complexio-

nado com Eu(III).


UFC
Caixa de texto
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Figura 22 - Complexo Eu(III)—D;manitol
GRASDLEN e col.(33) realizaram estudos com o metilgulo-
piranose em solugoOes aquosas de sais de lantanideos e estabele
ceram que Eu(III) e Pr(III) formam complexo de 1l:1 com o glico-

sideo e estao ligados prdéximo a sequéncia de oxigénios axial

equatorial axial no C-1, C-2 e C-3.
KIEBOOM e col.(34) tamb@m realizaram estudos da comple-

xacao de alditois e a seguinte sequéncia de ligantes tridenta-

dos (H-C-OH), com respeito a complexacao com Pr (III) foi estabe

lecida em solugao aquosa.

—o0 —O O— l—o o— o—

Xilo Treo Arabino Glicerol Eritro Ribo
(lixo)

O sitio da especificidade de complexacdc de varios aldi
tois mostra que a forca da formacdo do complexo & marcadamente
dependente da configuragao do ligante. Comparagao dos varios

possiveis ligantes tridentados, em cada alditol, com o modo de

complexagao, revela:
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sorbitol: xilo > treo, eritro, arabino (lixo)
iditol: xilo > treo
manitol: arabino (lixo) eritro
galactitol: treo > arabino (lixo), eritro
xilitol: xilo > treo

(35)

(a nomenclatura ~denota a configuracao no d&tomo de carbono se -

cundario do ligante tridentado).

Dos exemplos citados acima, quer sejam polihidroxilados ci
clicos ou nao, fica evidente que a quelagdo e portanto a : formagao

dos complexos depende de um arranjo estérico favoravel.

Muitos complexos de aclicares e derivados de | aclcares
com sais inorganicos tem sido isolados na forma sb6lida e frequente
mente na forma cristalina. Estes compostos tem estereoquimica défg
nida, mas isso ndao prova a existéncia destes em solugao. Muitos mé
todos fisicos, tais como solubilidade, rotacao otica, viscosidade,

(36)

eletroforese, RMN e fluorescéncia entre outros, tem sgsido ateis

para provar a existéncia destes complexos aglicares-metais em solu-

(4)

cao. Dos métodos citados, provavelmente a espectroscopia de res

sonancia magnética nuclear (RMN) foi o mais utilizado.

A investigacao de estruturas e constantes de estabilida -

0]

de para varios complexos de aglcares, entre os quais4alguns
(6,3)

jasi

mencionados, tem sido estudados por ANGYAL utilizando

RMN.
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De acordo com os resultados obtidos do estudo de cicli
tois com varios Ions metdlicos foi observado queba formagao do
complexo causa um éeslocamento para campos mais baixos nos sij
nais no espectro de lu NMR, sendo que o atomo de hidrogénio vi-

cinal do atomo de oxigénio central na sequéncia ..-axial~equato-

rial-axial & o que causa maior deslocamento.

A Tabela 4 mostra o efeito de vdrios sais em solugao
de D-alose em D,0. A composicao, constante de estabilidade &

deslocamento do sinal anomérico da o-D-alopiranose sao menciona

dos.

Tabela 4 - Efeito de sais na solucao de D-alose em D20. Composigao,cons—
tante de estabilidade do complexo e Appm do sinal anomérico da
aloviranose. - '

Sal M aF (%) BF (%) aP (%) BP(3) K4 Igspm

R Pngerts b ABARILS ot O BRGS0 D NE mol 1
3;5 5,0 14,0 17,5

NaCl 1,6 3,0 4,4 16,1 76,5 0,12 0,02

MgCl2 L,k 3 5 16,5 75,5 3,49 0,02

CaCl2 0,7 P 44,2 49,1 0, 2 030

Y(NO3)30,7 4,2 30,8 65 352 0,14

LaCl3 0,9 10,4 &5 49,4 37,6 10,4 0,22

Tudo indica que o raio 8timo para formacao do comple~

X0 com a sequéncia ax-eqg-ax: de grupos hidroxilicos e aproxima-

s % 10a%y.

(33)

5 + +
damente 1,0A (Na 0,97, Ca 0,99 e La

g
Os experimentos de GRASDLEN e col, , KIEBOOM ecolf3ﬂ
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os quais j& foram feitas referéncias també&m foram realizados

utilizando lH NMR,

A formacdo de complexos entre acficares e cétions em so
lucao tem sido estudados por uma variedade de outros métodos..

(37) 2

Resultados de experimentos de didlise mostraram que Ca'®,

Mg+2, Ba+2, Sr+2 formam quelatos em solugdes alcalinas com D-ga

lactose, D-glicose, D<frutose, D-~ribose e lactose.

A rotagao 6tica de muitos agficares e derivados geral-
mente & alterada pela presencga de sais metdlicos, Este fendme-
no pode ser atribuido a formacao de complexos e por isso al-
guns autores tem realizados estudos utilizando essa técnicagm)

Entre estes LUGOVAYA e col.(39) que observaram a formagao de

complexos de dextrana,

Outro fendmeno fisico que pode estar associado no mini
mo parcialmente com a formagdo do complexo &€ o efeito de um

sal na viscosidade de solugSes aquosas de agﬁcares.( 1

Experimentos eletroforéticos também tem dado a sua con
tribuicao no sentido de permitir informagoes qualitativas so-
bre a habilidade de complexagao relativa de varios Ions metdli

cos, principalmente Ions de metais alcalinos e alcalinos terro

sos.(l’36)
Algumas informagoes com respeito a estrutura e estabi-
lidade destes complexos sao conhecidas através de cromatogra

fia de camada fina.(32)

Logo a seguir estao os resultados obtidos da complexa-

cao de varios Ions metdlicos com alguns compostos polihidroxilados.



TABELA 5 - Valores de R

para a D-glicose,

D-glucitol e D-manitol em camada fina na forma

de varios Ions metdlicos, coeficiente de complexagao (k) e percentagem dos com

0,16

postos polihidroxilados complexionados.(Bz)

Ton D-glicose Percentagem D-glucitol Percentagem D-manitol Percentagem
metalico Re k complexionada Re ' k canplexionada Rf k complexiona
Na 0,88 0,05 4,8 3 O R 10,7 0,82 0,13 11,5
Mg+2 083 D 0 0,01 2 2,0 0,91 0,02 2,0
el 0,84 0,10 9,1 0,79 0,17 14,5 0,81 0,14 12,3
ca?t 0,92 0,01 1,0 0,66 0,40 28,6 w7 0,30 16,7
oot 0,82 0,13 11,5 0,81 0,14 12,3 0,77 0,30 23,1
re>t 0,85 0,09 8,3 4,71 0,30 251 0,81 0,14 12,3

Ni 2t 0,88 0,05 4,8 0,81 0,14 12,3 0,82 0,13 11,5
cu?t 6,80 0,16 13,8 0,02 45,30 97,8 0,18 4,14 80,5
o 0,92 0,01 1% 0,88 0,05 4,8 0,89 0,04 3,8
sr2t 0,93 0 0 0,60 0,34 25,4 0,80 0,16 13,8
ca®* 0,92 0,01 1,0 0,88 0,05 4,8 0,90 0,03 2,9
Ba’t 0,87 0,06 5,7 0,72 0,29 22,5 0,80 13,8

k = [ poliol camplexionado. ] b [jpoliol nao camplexionado. |

1N/
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Os cations univalentes de metais alcalinos formam fracos
quelatos em solugoes aquosas. Com compostos polihidroxilados neu
tros, somente um arranjo especial de 3 grupos hidroxilas, permi

£ 23

tindo a quelagdo, torna a ligagdo possivel,

Em meio alcoblico a complexagao de metais alcalinos com
compostos polihidroxilados & mais forte , aparentemente devido
as moléculas de dlcool na esfera de solvatagao priméria do ca

tion estarem mais fracamente ligadas que a agua,

Presumidamente 3 moléculas de solvente devem ser desloca
das ‘de um metal alcalino enquanto um quelato tridentado esté@ sen-

do formado.

Estudos eletroforé@ticos indicam que a ordem de reativida
de de complexos de metais alcalinos e alcalinos terrosos com com

postos polihidroxilados neutros em solugdo aquosa é:(Ca2+, Sr2+,

2+

Ba2+)> Mg”® > Na'T> kP >Li+. A posicao do 1i* & atribuida a forca

com que o ion estd ligado a sua esfera de.solvatacgao.
| ;

O grau de solvatacao dos metais alcalinos em solugao di-
B : o .+ ok
minui com o aumento do peso atomico, Li >Na >K . No entanto a
e + ; + ;
aparente habilidade 'do Na relativa ao K para complexionar com
carboidrato requer uma explicacao diferente. Neste caso o menor
Lo nd + - sk

raio ionico do Na & um fator mais importante do que a esfera

de solvatacao.

Em geral a forga de uma ligagao entre uma molécula doado
ra e um ion metdlica & maior quanto menor o raio e maior a carga

do ion. A aparente maior estabilidade dos metais alcalinos terro
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- . - +2 3
sos & provavelmente devido a dupla carga destes ions,o Mg di
fere apreciavelmente dos outros metais alcalinos no comportamen

g & ‘ g ~ i F
to eletroforético, possivelmente pela mesma razao que o Li

Os ilons metdlicos alcalinos e alcalinos terrosos tem
sido mais estudados que todos os outros e um artigo -:bastante

interessante e detalhado sobre a complexacao destes ions com

31
carboidratos foi publicado por RENDLEMAN.( )

De maneira éeral cations polivalentes interagem mais
fortemente que cations univalentes. Alguns ions apresentam cam
po coulombiano tao fortes que efetivamente removem o proton hi
droxilico dos ligantes polihidroxilados. Para uma molécula em
particular, como por exemplo o acido nglUCGHiQQlV as constan-
tes de estabilidade de complexos de metais de traﬁsigéo geral-
mente sao maiores que para aqueles de metais alcalinos e metais

alcalinos terrosos.(32) i

Quando um determinado ligante multidentado interage
com uma série de Ions metdlicos no mesmo estado de oxidacao, a

ordem de diminuicao na estabilidade do quelato, nen sempre de-

(9)

pende da natureza da molécula ligante.

(40)

Para cations divalentes MELLOR e MALEY encontra -
ram a seguinte ordem de reatividade: Pb>Cu>Ni>Co>Zn>Cd > Fe >
Mn>Mg.

Para a primeira série de metais de transigao IRVING

(41)

e WILLIAM mostraram que existe uma relacao entre estabili-

dade do quelato e niimero atdmico.



Zn<Cu>Ni>Co>Fe>Mn,

A influéncia do raio na estabilidade de complexos com
poliois foi revelada 'por estudos de interaé&o de -ions lantani
deos com 1,2 etanodiol; 1,2 dihidroxipropanos e glicerol.(42)As
constantes de estabilidade para estes complexos aux_nmtam com O

\
nimero atdmico do La(III) para o Lu(III). Em outras palavras,

ions de raios menores e portanto, campo coulombiano mais fortes

favorecem mais fortes coordenacgoes.
2.2.2. Metais - polissacarideos complexos

Até o momento temos discutido o comportamento da comple
xacao de Ions metdlicos dando enfdse a pequenos ligantes conten
do poucos grupos doadores. Nesta etapa discutiremos o comporta-

mento dos ligantes macromoleculares,

\
Devido ao grande niimero de sitios de ligacao nestas ma-

cromoléculas, evidentemente a quimica envolvida na complexagao
de polissacarideos & entendida com mais dificuldade do que aque

la para simples carboidratos.

Muitos fatores, incluindo densidade de carga linear,que
lagao, ligagao intermolecular de dois ou mais grupos doadores
e favordvel efeito estérico contribuem para a formagao e estabi
(9)

lidade de complexos metais-polissacarideos.

(15) divide os complexos polissacarideos em

RENDLEMAN
duas categorias. Os polissacarideos neutros como celulose e ami

do e os polissacarideos anidnicos tais como alginato, pectato ,
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mucopolissacarideos e carragenhana.

Os polissécarideos neutros formam fracos complexos com
cdtions em meio neutro ou ndo alcalino, principalmente quando
se trata de cations com pouca habilidade para polarizar um étg
mo doador tais como metais alcalinos e metais alcalinos terro
sos. Apenas em solucbes alcalinas existe alguma afinidade en-

tre cation e grupos doadores.

Por outro lado polissacarideos anidnicos tem uma forte

afinidade por contra ions mesmo a baixas concentragSes.

De maneira geral hd poucas informagdes na &drea de com
plexacao entre cations e polissacarideos neutros em meio aquo-
so ou nao alcalino. A pouca atencao tem sido focalizada no ami

do e em menor grau, ha celulose,

430~ 2
SENTI e WITNAUER,( ) no entanto isolaram alguns com-

plexos de amilose usando sais de metais alcalinos e alcalinos
terrosos, sendo o mais estudado deles o complexo de amilose-KBr.
Isolamento deste complexo necessita de adicdo de etanol que
nao somente insolubiliza o aduto, como estabiliza a ligagao
entre o cdtion e o carboidrato, Adutos na pr0porg§o de 2:1 ou
1:1 sdo geralmente formados e o exame de raio X indica que a
cadeia de amilose & uma hélice enrrolada para a esquerda com

quatro unidades de D-glicose por turno.

O baixo grau de interacao sal-carboidrato em &gua é

ilustrada pela virtual inabilidade de "locust-bean gum" afetar

a condutividade de numerosos ions (H+,Na+,K+,NO3“,Ag+, el ;
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44
etc...( pis

A celulose .do algodao forma complexo com cobre, prata e
ouro. Dentre estes a interacao do cobre tem sido investigada

mais intensivamente. Adigoes de amostra de celulose a solugoes'
de sais de cobre diluidos faz o pH cair, um efeito que sugere'
que a complexacao & acompanhada pelo desprendimento do proton

hidroxilico para formar ligacoes metal—oxigénio.(ls)

O fon cério(IV) pode reagir com polissacarideos em solu
cao acida (lMH+) para produzir complexos que apresentam um esta

do intermedidrio conforme o Esquema I abaixo.

=0 0 Ce(lV) -0 ¢)
HO G T O O
OH ., ,-OH
e e o T — “celiv)
Esquema 1 - Reacdo do Ce (IV)com celulose

Outra possbhilidade (Esquema II) & que cério (IV) reage
inicialmente para formar um alcobxido. Esse esquema esta de
acordo com o fato de que o grau de complexagao diminui com o

aumento da concentracao acida.

\o'ﬁ&; av)—HSo y
HO R eV e —0—

Esquema 2 - Reacao de Ce (IV)com celulose

formando um alcoodoxido -
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No estado idnico, Ce(IV), tanto quanto Pe(III) e <Co
(III) sao aitamenteiinstéveis devido a magnitude de suas car-
gas. Essa instabilidade pode ser reduzida por formagao de liga
¢oes coordenadas com oxigénios dos grupos hidroxilicos,os quais

promovem a remocao dos protons hidroxilicos,

0 deslocamento dos protons hidroxilicos nos carboidra
tos neutros contribud' grandemente para a estabilidade do com-
plexo. Diferente de muitos cdtions metdlicos altamente carrega
dos tais como alguns metais de transicao e certos lantanideos,
em meio neutro, os metais alcalinos, metais alcalinos terrosos
e ions lantanideos trivalentes sao incapazes de efetuar este
deslocamento. Na presenca de base no entanto, compostos polihi

droxilados sofrem ionizacdao, o que facilita a formagao de me-.

tais-alcoolatos complexos.(ls)

A reacao entre celulose e Cu(II) em meio fortemente
basico & rapida e reversivel. REEVES(45) tem discutido bastan-
te a interagao de Cu(II) em solugoes de hidrdxido de ° amodnio

com poliois para formar cupramdnio complexos. Ele sugere que a

complexagao ocorre mais prontamente com grupos hidroxIicos vi-

cinais que sao cis com respeito ao outro (ou seja, o angulo
_éigégg}\formado pelas ligagdes C-O & igual a 0). -«Complexagao
também ocorre onde o angulo diedral & igual a 609, mas deve

ser mais fraca do que para cis diol. Nao deve existir complexa
cao onde os angulos sao 1209 ou 1809. Os angulos diedrais for-

mados pelas hidroxilas do C-2 e C-3 nos residuos da celulose

sao 609.
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A celulose natural tem umé conformacao de dupla hélice .
Soh acao de hidroxido de sbdio, ela produz uma série de mudan -
cas que leva a formagdo de um material cristalino chamado celu -
laose de sodio ITI. A estequiometria destes complexos & variavel .

Os adutos, ou quem sabe misturas de adutos e alcoolatos, sao

formados de acordo com a concentracao do alcali; (1:1, 2:1, 3:1,
332 e A 3T 1
Um outro composto de celulose, denominado celulose de

(15]

sbdio-cobre & preparado por imersdao do algoddo em solugao can
centrada de NaOH contendo hidroxido ciprico dissolvido. A estru-
tura do composto & desconhecida, no ehtanfo analises tem revela-
do que a relacao de residuo de D-glicose‘para cobre & de aproxi-
madamente’ 2:1 sobre uma grande variacao de concentracao do alca-
1i (5-10N NaOH). Neste caso a espécie reativa & provavelmente o
ion Cu(Oﬂlz-.

(43)

SENTI e WITNAUER trataram amiloqe tanto com LiOH ,

KOH e CSOH em 25% de etanol-agua para obter produtos numa rela -
¢do 1:3 (1 de hidrdxido para 3 de residuo de D-glicose). A

estereoquimica & variavel conforme a concentragao do hidréxido .

Para explicar a sequéncia de Ions metalicos dos alcoola

tos de amido, onde a estabilidade dos complexos para os metais '
- . 1 o + .+ =

alcalinos @ K > Na > Li devemos lembrar um fator que & a que-

lag&o interna. Essa €& a mesma ordem teoricamente esperada, de

aumento na qual as moléculas de agua podem ser deslocadas da es-

fera de coordenacao primaria do cation.
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Alcoolatos de metais alcalinos terrosos de polissacari
deos neutros tem sido pouco estudados.

46) |, - p e x
CLUSKEY( : investigou a reacao de hidroxido de bario

com dextrana e encontrou que um aumento nas quantidades de hidrd
xido de bario a solugao do polissacarideo, diminuia a viscosida-
de da solugao seguida por precipitacao de um complexo bario-dex-
trana. CLUSKEY(46) propds que a mudanca na viscosidade e poste-
rior precipitacao, resultavam das pontes intermoleculares e
intramoleculares formadas por moléculas de Ba(OH)z. As pontes de
vem ocorrer pela coordenacgao da Ba2+ a 2 oxigénios anidnicos (dois

grupos hidroxilas ionizados) localizados na mesma cadeia, tanto

gquanto em cadeias separadas.

Um procedimento usual para preparacao de adutos de car
boidratos, nao maiores que oligossacarideos, & evéporar lenta-
mente uma solucdo contendo carboidrato e sal na relagao molar
aproximadamente esperada. O tempo requerido para cristalizacao
depende de varios fatores tais como, temperatura, velocidade de
evaporagao, agitagao, solubilidade do aduto etc... e pode variar

de 1 dia até muitos dias.(Bl)

Na preparacao de adutos de polissacarideos existe pouca
(43)

informagao. Como foi mencionado anteriormente SENTI e WITNAUER,
prepararam seus compostos em meio alcalino com um sal apropriado

em (20-25%) de mistura &gua-etanol,

Inabilidade para isolar um aduto em particular, nao pro-

va que este aduto nao existe., Estabilidade, facilidade de crista
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lizacdo ou de precipitagdo de um aduto pode variar largamente'

de acordo com as condigoes de preparagao.(Bl)

Ao contr8rio dos polissacarideos neutros, os polieletro
litos (ou polissacarideos: anidnicos) tem uma grande afinidade

por contra lons e por conseguinte a literatura registra um niime

ro bem maior de complexos.(lS)

A maioria desses polieletrdlitos contém grupos carboxi

latos, fosfatos ou sulfatos.

Dentre os polissacarldeos contendo grupos carboxilatos
talvez os mais estudados sejam as substdncias pécticas e o aci-
do alginico pela sua importancia industrial (na indastria de
alimentos e como agente emulsificante e estabilizante respecti-
vamente) e por que um melhor entendimento desses polieletrdlitos
significa»um melhor entendimento das fungSes‘biolégicas de muil-

tos outros polissacarideos contendo carboxilatos.

. g 2+ ~ . - :
A interacao do Ion Ca com as substancias pécticas tem
sido bastante explorada, no entanto a fungao do ion Ca+2 no pro

cesso de gelificacao dessas substincias ainda nao & bem conhecida.

A interagéo de Ions metdlicos com alginatos parece ter
comportamento no qual o polianion se comporta como agente que-
lante. Os dois grupos vicinais de hidroxilas no C-2 e C-3 tem

maior afinidade por cdtions. No estudo da interagao de &acido al

. ~ 8 g A +2 I s
ginico muitos foram os metais utilizados (ex: Ca , Na , Li ,

+ 24 2+ +2

Kp Me— ;0 8d” 7, L entre outros).
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Como polissacarideos contendo grupos fosfatos poucos
estudos tem sido realizados para determinar afinidades por ca
tions e seletividade. No entanto, a afinidade do Ca2+ pPor grupos
fasfatos do amido da batata tem mostrado ser maior que para o ion

Mgz+.

Finalmente os grupos de polissacarideos contendo sulfa -
te. Entre eles estao os mucopolissacarideos acidos, o sulfato
de Dextrana e a carragenana. Para esses compostos a fixagao de
cations fracamente acidicos parece lembrar a formagéo'de comple -
xos de esfera externa na qual o cation & separado do grupo anidoni

co por uma molécula de solvente.

Consideramos conveniente citar a respeito de polissaca -

rfdeos anidnicos, mas de maneira breve. Para maiores informagoes

a leitura do artigo publicado por RENDLEMAN(IS) é muito Qtil.
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3. DEXTRANA

3.1. PROPRIEDADES GERAIS

Dextranas sao polissacarideos constituidos de mondmeros .
de a-D-glicopiranose unidas principalmente através de ligagoes

a-1-6, tendo algumas vezes ramificagbes que formam ligagoes o-

10
1-3 e a—l—4.( )
s )
0
OH
0
HO 5
OH
)
HO NG, &
OH ok
T 0
o >/ HO o
OH
OH
= HO 0

T g . . OH

Figqura 23 - Estrutura da dextrana com ramificagao al-3.

A maioria das dextranas conhecidas sao sintetizadas por
acao da bactéria Leuconostoc mesenteroides na sacarose, ou por
outras bactérias pertencentes a familia Lactobacillaceae, tais

como Streptococcus e Lactobacillus.

O meio de cultura exerce uma grande influéncia na estru

tura das dextranas. Tanto suas estruturas como suas proprieda

(11)

des sao determinadas primariamente pela cepa que as produz.
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Dextranas nativas, isoladas do meio de cultura que as
produzem, sao extremamente polidispersas e contém moléculas de
todos os tamanhos; desde oligomeros até dextranas de peso mole -
cular de centenas de milhoes. Esta variacao de peso molecular po
de ser reduzida por hidrolise acida parcial, para produzir dex -
tranas de peso molecular bem definido.

Existem muitos métodos de degradacao que sao aplicados,

embora a hidrdlise écida(47’48) seja o método mais geral. sao
estes, degradacao por hidrolise alcalina,(49) por perdoxido .de
hidregénio, por enzimas, por ultra som, por tratamento de ca
lor, etcm..;(so)

Dextranas de uso clinico sao em geral preparadas por
hidrbolise acida. Foi observado que durante a hidrSlise acida as
ramificagoes a-1-4 e a-1-3 sao mais sensiveis que as ligagoes
o—~1—& da cadeia principal. O éué & uma vantagem para O UusoO far
macéutico, pois facilita a linearidade da cadeié.

(51) f oy

Estudos de metilacao e oxidagao com periodat§
mostraram que aproximadamente 95% das unidades de glicose de dex
tranas nativas produzidas por Leuconostoc mesenteroides . ‘ NRRL
B512 estao unidas através de ligacoes adjacentes o-1-6, as ou -
tras 5% restantes estao presentes como ramificagoes. Portanto ra
mificagoes trifuncionais podem ocorrer em média para cada 20 re-
siduos de glicose.csz)'

A caracterizacao de uma determinada fragao de dextrana

deve ser especifica e rigorosa desde que a variedade nas pro
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priedades do polimefo, mesmo quando obtido pelo mesmo tipo de
microorganismo, € muito grande. O tamanho, a forma, a distribui -
¢ao de peso molecular e ramificagao portanto, ndo podem ser ge
neralizados.

As fracoes de dextranas obtidas pela degradagao em meio
dcido de dextrana NRRI, B512 foram caracterizadas por viscosidade

Y ] ~ : 52
intrinseca, constante de sedimentacao e espalhamento de luz.( )

0Os resultados das medidas de viscosidade intrinseca sao

mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Viscosidade intrinseca para fracoes de dextrana NRRL

512, 2
Fragao .. Mw X 10—3 Mn X 10—3 (n) Fracao Mw X lO-3 Mn x lO-3 (n)
1 17,7 14,5 0,329 13 254 - 0,417
2 18,4 16,7 0,133 14 445 - 0,450
3 31,4 29,4 0,182 15 422 - 0,458
4 ey 25,4 ;197 3B 603 = 0,522
5 49,9 47,2 g;204 17 746 - 0,610
6 62,8 51,6 0,287 18 975 - 0,633
7 65,6 . 57,6 0,252 19 1040 - 0,619
8 78,8 67,5 0,280 20 2700 - 0,800
9 92,6 71,3 0,284 21 4900 - 0,785
1Q 109 © 90,6 0,332 22 6940 - 0,850
5 153 - 0,332 23 8200 - 0,935
12 185 - 0,378 24 9500 - 0,935

My = peso molecular
Mn = peso molecular médio, determinado por medidas do poder de reducdo

(n) = viscosidade intrinseca. (ml/g)
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De acordo com os valores dessas medidas de viscosidade '

{233 concluiram que a dex -

e analises com periodato, os autores
trana B-512 consiste de uma cadeia linear com ramificac¢Oes uni -
formemente distribuidas ao longo da cadeia.

BASEDOW e EBERT(53)

estudaram as propriedades de varias
solucoes de dextrana de peso molecular conhecido e caracteriza -
ram através de medidas de viscosidade e medidas calorimétricas
em varios solventes. Os resultados indicam que dextranas de pe
sos moleculares maiores que 2.000 estao perfeitamente "enroladas"
na solucdo e que as interacgoes entre as moléculas na solugao

sdo pequenas. Até peso molecular aproximadamente 2.000 as molé -

culas de dextrana apresentam-se em forma de bastao.

‘Em solucoes de sais diluidos as cadeias da dextrana sao
‘mais expandidas do que em agua, o que pode ser concluido pelo

aumento na viscosidade intrinseca como podemos observar na tabe-

la s
Tabela 7 — Viscosidade intrinseca de solucBes de dextrana com
outros componentes
Solugao aquosa Viscosidade intrinseca (ml/g)
Agqua o Bl
10% Glicose 2752
10% NaCl 27,6
10% Ureéa : 27,9
108 MgSO, 28,1
20% Metanol 225k

O aumento na viscosidade intrinseca com a presenga de um
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terceiro componente, indica a expansdo das cadeias na solugao
No caso do metanol, que @ um agente precipitante, causa as
cadeias da dextranas diminuigao da viscosidade intrinseca.

Esses valores estao de acordo com os dados de ANTONINI

(54)

e col. que mostraram que o raio do giro (obtido por medidas'
de espalhamento) sofria um significante aumento em solugao> de
sais, uréia e glicose.

O processo de dissolugao de dextrana, em todos os sol -
ventes conhecidos, & altamente exotérmico, e pode ser explicado
pela formacao de fortes ligacoes de hidrogénio entre o solvente'
e a dextrana. Os calores de solucao de dextrana em alguns sol
ventes sao dados na Tabela 8. Os mais altos calores correspon -
dem aos melhores solventes. Os calores de solugao da dextrana

sao praticamente independentes para dextranas de pesos molecu =

lares maiores que 2,000 mas diminui fortemente para oligOmeros .

Tabela 8 - Calores de solugcdo de dextrana (Mw = 101.000)

Solvente Calor de solucao (J/9)
Glicol . o

Agua -150

DMSO : -187

Formanida , -228

Solucoes de dextrana sao fortemente  dextrorotatdrias.

2 Z
|a|d5= +2009. Para dextranas obtidas da cepa NRRL 512 a |a|(2i5 é
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; (55)

dependente do nimero de ligagoes a(l-3).
Estudos de dispersao otica rotatdria (ORD) realizados

20 . s ~ :
por HENRYK( ) indigam que solugoes de dextrana em mistura eta
nol-H,0 ou em H,0 tem O.R.D. positiva. Na faixa de comprimento

de onda de 300-700nm a dextrana apresenta uma curva normal.

Algumas propriedades sao comuns a todas as dextranas,
por exemplo, todas as dextranas sao brancas e sdlidos cristali -
nos (quando purificados). Outras propriedades podem diferir de

acordo com o tipo de cepa utilizada para sua obtencgao.

Em geral dextranas que tem alto teor de ligacgoes o 1,6
sdo prontamente soliiveis em &gua, enquanto que outras, inexpli -

cavelmente, apresentam alguma dificuldade de se dissolverem.

3.2. OBTENGAO (11)

Dextrana se desenvolve naturalmente em solugOes conten-
do sacarose que tenha sido inoculada com bactéria produtora de
dextrana, proveniente do ar, plantas ou solos. Outros polissaca -
rideos tamb&m resultam da agdo microbial em sucos agucarados, mas
a.dextrana parece ser a mais obtida por este processo de fermenta
gao.

O desenvolvimento de dextranas ocorre rapidamente na
cana de agucar, no mel e nos xaropes quer sejam puros ou conta -
minados. Até em amostras de sacarose cristalina refinada alguns '
testes jd indicaram presenca da dextrana.

Dextranas produzidas por Leuconostoc tem também sido

isoladas de fontes tais como cerveja nao pasteurizada, * vinhos
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caseiros, suces concentrados de laranjas e muitos vegetais.

A reacgao para a producao de dextrana da sacarose, mostra

da na equagio(ll)
C PR
S s | (CgHy gOg) . + NCgH; 504
sacarose dextrana frutose

0 mecanismo envolve uma enzima que catalisa a transfe -
réncia de uma glicose de uma molécula de sacarose, para uma
crescente cadeia molecular de dextrana e liberacao de aproxima -

damente 1 mol de frutose. (Figura 24).

Duas enzimas podem participar da sintese da dextrana.
Uma & a enzima polimerizante denominada "dextrana sacarose" que
€ responsavel pela sintese da cadeia linear. A outra & a enzima

da ramificacao que ataca as hidroxilas no C-2, C-3 ou C-4.
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Figura 24 - Reacgao para a producao de dextrana.
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A produgao de dextrana em larga escala foi iniciada por
volta de 1942-1944. No inicio, foram utilizadas meios de cresci-
mento diferentes ém varios paises. Por volta de 1952 entretanto,
um tipo de cépa denominada NRRL B512F comecou a ser produzida e

até hoje @ a mais intensivamente estudada.

O interesse pela producao da dextrana surgiu da necessi
dade de adequar suprimentos para uso terapéutico, principalmente
porque ela pode atuar como expansor de plasma em eventuais neces

sidades..
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3.3. REATIVIDADE DAS DEXTRANAS

A grande proporgao de ligagoes o(l-6) na dextrana for-
nece a cadeia excelente estabilidade a hidrdlise acida e alca-
lina, Os grupos redutores terminais sao altamente reativos, no
entanto sac poucos nas dextranas de alto peso molecular. A rea
tividade da dextrana & portanto, grandemente determinada pelos
grupos hidroxila; dos quais existem 3 por residuo de glicose,
excetuando nos pontos de ramificagSes e nos residuos terminais

desta.

Uma variedade de substituintes podem ser introduzidos
via grupos hidroxilas e um grande nlmero de derivados tem sido

sintetizados, sendo em sua grande maioria patenteados.

Dentre estes derivados sao conhecidos: Acidos alifati
cos, &cidos dibésicos, aminoécidos, dcido nitrico,sulfirico e
fosfBrico. O grande niimero de Eéteres que tem sido descritos in
cluem os alquilas, carboximetilas; cianometilas, arilas e aque

les de aldeidos bifuncionais e reagentes epéxidos.(57)

Dextranas formam complexos com muitos ions metalicos
em solucao sendo a maioria destes obtidos em meio alcalino. Na
Tabela 4 estao relacionados alguns dos estudos da complexacao

de varios fons com a dextrana.



Tabela 9 - Complexos de dextrana com varios ions metdlicos.

Ton metdlico

Finalidade..do..estudo

--Referéncia

Fe (III)

Cu(II)

Cu(II)

Cu(II)

Cu(II)

Cu(II) Co(II) e
Ni(II)

Obtencao do complexo Fe-dextrana

_ para uso terapéutico

Caracterizagdo do complexo Cu-dex
trana por métodos espectrofotomé-

tricos.

Obtencao e estudo dos produtos da
interagao de dextrana de baixo pe
so molecular com Ions cobre(II)em

solucao em fungao do pH do meio.

Formacao de um complexo cliprico es

tavel.

Caracterizacao do complexo por es-
pectofotometria U.V., equilibrio

de didlise e viscosidade.

Py Bt sk on
Formacgao de;cmqﬂexos com dextrana
clinica, estudados através de es-
pectrofotometria, equilibrio de

dialise.

(12,58,59,60)

(61)

(62)

(63)

(64)

- {85)

c9



_Continuacao da Tabela 9

Ion metalico Finalidade do estudo Referéncia
Ca (1) Co(IT), NWil(II), Estudo da interacao de dextrana (39)
Zn(II), Mn(II) com Ions metédlicos através de
rotacao otica.
\\
Zn(II),Mn(II) e Cu(II) Efeito do peso molecular da dex (66)
trana e do pH na interacao com
os ions Zn+2;’Mnf2, Cu+2.
Ce (IV),Mn (III) e Efeito da estrutura de polissa- (67)
LV (V) carideos com a sua oxidagao por
fons Ce(IV), Mn(III) e V(V).
Fe (IT1I), Cr ,AL(IIT) Mecanismo de protegao contra in (14)
toxicacao por varios Iions meta-
licos, entre os quais os. fons
terras raras,
Sb Preparagao QO complexo Sb-dextra (13)
na para uso terap&utico.
Ba (II) Investigacao da reacgao de hidré- (15)

xido de bario com dextrana e es-

tudos de viscosidade das suas sO

lucoes.

€9
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3.4. USOS

Baseados na sua grande habilidade para estabilizar xaro
pes, dextranas tem sido utilizadas na indfistria de alimentos.De
vido ao efeito estabilizador de suas solugbes coloidais  atuam
contra a cristalizagao e tem alta especificidade para estabili-

zar a consisténcia de sorvetes.

Dextranas e seus derivados também tem tido significati
vas aplicacgoes nas indlstrias como, agricultura, cosméticos,re-
sinas sintéticas, polarografia etc... além de serem muito fiteis
como adsorventes, floculantes, adesivos, nas separagoes de para

finas entre outros.(ll)

Algumas propriedades biolbgicas da déxtrana merecem es
pecial atencao. Dextranas sao inertes em muitos sistemaé biols-
gicos e portanto nac afetam o comportamento'da maioria dos ti-
pos de cé&lulas, O efeito estabilizador de suas solugoes coloi-
dais podem ser de boa utilidade no isolamento de particulas

(88)

subcelulares,

Estudos quéﬁtitativos de permeabilidade celular e passa
gem macromolecular através da barreira de vasos linfaticos sao
feitos usandd dextranas marcadas com isotiocianato de fluores
ceina. Comparacoes entre o volume das suspensoes mitocondriais
acessiveis a dextrana e a sacarose proporcionam informag5esace£
do volume do compartimento intermembranial da mitocondria. Dex
tranas com semelhantes propriedades coloidais tem sido usadas

para estimar o volume da parede celular bacterial,
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Dextranas tem muitas aplicagOes na area da medicina, a
mais importante delas talvez seja sua utilizagdo como substitu
to do plasma sanguineo. AlEm disso pbdemgfer usadas como esti-
muladores da circulagao sangulnea no tratamento de tromboses

e edemas cerebrais, como antiinflamatdrios etc...(llx

Complexos metdlicos de dextranas também tem sido bas-
tante {iteis na préatica clinica, principalmente os compostos de
ferro-dextrana que tem sido usados na prevencao de anemia558 i
Combinada com outros metais como o antimonio por exemplo, for

ma uma droga de grande valor para o tratamento da Leishmanio-

se (calazar) esquistossomose e no tratamento da arterioscle-

rose.(lB)

Em estudos realizados por H. SELYE e col.(l4)concluiu—
se que quelatos de ferro , cromo, e aluminio-dextrana podem
atuar contra o efeito letal ou de calcificacao esplénica em

ratos por intoxicacdo com varios metais como chumbo, escandio

e cloretos de terras raras (TbCl,, SmCl,, YbCl3, PrCl3...)

Em trabalhos anteriores foi observado que tanto ferro,
aluminio e Cr na forma de sais inorgdnicos ndao eram tao bem

tolerados como na forma de quelatos de dextrana.

O mecanismo de protegao nao & bem elucidado, no entan
to, desde que dextfana isoladamente nao Qferece protegéo signi
ficativa contra a moftalidade ou calcificacao esplénica,pode-se
pensar que esse efeito profildtico & devido a porgao metdlica

\
competitiva dos quelatos.
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Como foi dito anteriormente a atividade bioldgica e a

aplicagao industrial para a dextrana & grandemente dependente da
distribuicao de seu peso molecular.
Nesta etapa reproduziremos a Tabela apresentada por JEAN

NES(ll) que relaciona algumas de suas utilizagoes (entre as quais

ja foram citadas algumas) com a distribuicdo do seu peso molecu -

lar.
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Tabela 10- Aplicacoes de fracoes de dextrana de peso molecular definido.

Peso molecular ou
variagao de peso
molecular

Forma empregada (modo de uso)

Funcao

75.000+
25.000

75.000%
25.000

40.000
20.000

25.000 |
70.000,200,000

FARMACEUTICA

Solugcao de concentragao 6% em

0.9% de sol. de NaCl; infusao
intravenosa

Solugdo de concentracao 10-12%
em dgua ou dextrose; infusao in

travenosa

Solugcao de concentracao 10% em
9% de solugdo de NaCl; infusao -

intravenosa

Solugao aguosa, o peso molecular
€ escolhido dependendo da locali

dade a ser examinada

|
|"Dextrana clinica" padronizada
para utilizacao como substi-

tuto do sangue

Tratamento de hipoproteine-

mia

'Reduz agregacio de eritrdci

tos, aumenta a fluidez do
sangue;cusado nos procedi -

mentos clinicos e cirlrgicos

Meio de suspensao para agen
tes de contraste destinados
aos exames radioldgicos de
vasos sanguineos, O6rgaos ou

cavidades do corpo.

L9



10.000-30.000

7.000-10.00

2.000-10.000

18.000, 74.000,
228.000, 7.400.000
100.000-3

100.000-300.000

> 10.000

Sulfato de sddio dextrana

Solucao de complexo Fe-dex-
trana em 0.9% de cloreto de

s6dio, injecao intramuscular.

INDUSTRIAL

Solugao aquosa diluida

12% de dextrana e 0,5-3,0% de
solugao aquosa de sais de cro

mo

5-50% por peso de sblido total
em emulsces gelatinosa de hale

tos de prata

Estabilisador na liofiliza-
cao de materiais tais como

vacinas e bactérias.

Anticoagulante do sangue

Tratamento das deficiéncias

de ferro, anemias etc...

Meio superior de suspensao
para polimerizacao de mono-

meros insaturados.

Material preservador fotosen
sitivo para revestimento de
placas usadas no processo de

estampagem de tecidos.

Emulsoes para filmes radio-

l6gicos e litograficos.

89



40.000,180.000

500.000,2.2x106

30.000-2x10°

250.000, 500.000

7.000-8.000

PESQUISAS QUIMICAS E BIOQUIMICAS
Dextrana, sulfato de sddio-dextra

na dietil aminoetil-dextrana

Derivados de dietilaminoetil e

carboximetil de géis de dextrana

Sulfato de dextrana em baixa re-

lacao para proteinas

Separacoes macromelecu
lares em sistemas liqui

dos de duas fases.

Fracionamento de protei
nas, acidos nucleicos ,

polissacarideos..

Separagao e concentra-
cao de plaguetas do san
gue. Preservagao de leu
cbeitos,

Estabilizacao seletiva
de ¥ globulina e fibri-

nogenio no calor.

69
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4., FLUORESCENCIA DOS IONS TERRAS RARAS

A absorcgao e fluorescéncia dos Ions terras raras, tem
sido de grande interesse principalmente por seu uso como la-
sers. Além disso o interesse na fluorescéncia em solugao & em
parte‘devido a sua utilidade para explorar os mecanismos de

transferéncia de energia.

Em geral, dois processos podem ser utilizados para se
obter uma fluorescéncia mais intensa. O ﬁrimeiro envolve a adi
cdo de um agente na solugdo(que usualmente & um composto orga
nico) o qual absorve energia e a transfere para o ion terra

|
rara que em seguida emite radiacao caracteristica de fluores

céncia.

Este fenOmeno foi primeiramente observado pOfﬁEI%@@N(GE)

e depois extensivamente explorado por CROSBY e colf69;n»0

gundo processo envolve mudancas no envolvimento do prdprio ion

metidlico.

4,1. MECANISMOS DE FLUORESCENCIA DOS COMPLEXOS DE TERRAS RARAS

A fim de explicar o mecanismo de excitagao e emissao
que dao origem a fluorescéncia dos complexos lantanidicos é
conveniente fazer referéncia a um diagrama de niveis de ener-
gia e observar os possiveis caminhos de migracao desta energia

nestes complexos.

Na tentativa de explicacao dessa migracao de energia

muitos mecanismos tem sido propostos,que podem ser de carater
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intermolecular ou intramolecular,

Entre estes, citaremos o mecanismo de carater intramo- -

lecular que & o mais razodvel para explicar o comportamento dos

69,70)
quelatos de terras raras que foi proposto por WEMJe(ﬂKBBYS e

E'STADOS DOS
SINGLETE TRIPLETE IONS TERRAS
RARAS,

ha R
k)
;V—_J
-_

A
N—i

ENERGIA

» %

Figura 25 - Mecanismo intramolecular de transferéncia de ener

gia para quelatos de tetras raras.(69)
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Apds excitacgdo do quelato ao nivel vibracional do pri -
meiro estado excitado, (SO “* SI) a mol&cula sofre rapida conver-
sao interna para niveis vibracionais mais baixos através de in -
teracao com o solvente matriz. O estado excitado pode ser desa -
tivado por combinagao radiativa com o estado fundamental ($0+SI)
resultando na fluorescéncia molecular, ou a molécula pode sofrer
cruzamento intersistema nao radiativo do sistema singlete para o
triplete.

Novamente por conversao interna a molécula pode alcan -
car o estado triplete mais baixo, Tl' Deste estado ele pode en
tao se combinar radiativamente com o estado fundamental através'
de uma transigao proibida por spin (S, * T;) dando uma t¥pica
fosforescéncia molecular.

Alternativamente a molécula pode sofrer uma transicao

-«

nao radiativa do sistema triplete aos niveis de energia do ion
terra rara. ApOs eésa excitacao indireta por transferéncia de
energia o Ion metalico pode sofrer uma transicao radiativa para
o mais baixo estado do ion resultando uma linha de emissao ca -
racteristica, ou pode ser desativado via processo nao radiati -
vo.

BHAUMIK e ELSAYED(71)

também observaram um outro meca -
nismo de caracter intramolecular de transferéncia de energia. Es
te tipo de mecanismo & sugerido para os quelatos de terras ra

ras em que as moléculas organicas sao relacionadas de maneira

gue os niveis mais baixos singlete e triplete se superpdem com
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os niveis do quelato, como indicado abaixo,

So(compleko)-sl* (complexo ~~»nivel T,R.* (>Tl)m~¢'rl

~>nivel T.R. (<Tl)-*5emissao.

Os mecanismos acima citados constituem mecanismos nos
quais a energia de excitagao & transferida do ligante para o
ion terra rara So(complexo) 4«81*(complexo) O que na verdade

significa absorgao de energia pelo ligante.

No entanto se o ligante nao absorve radiacao, a excita
cao poderd ocorrer via banda de transferéncia de carga ou dire

tamente nos outros niveis do ion terra rara, como proposto por

KREHER e BUTTER. \/2)
E
A
T.R.
A
L}
]
i
: T.R.
]
1
i
H
1
1
‘ Emissado
Figura 26 - Mecanismo por excitagao direta

So(complexo) - nivel T,R.* - emissao

SERRA(73)tambén1 observou esse mecanismo de excitagao

direta em seus estudos com compostos de Eu(III).

Um outro mecanismo considerado &€ o mecanismo intermole
cular de transferéncia de energia, onde a excitagdao nao & ab

sorvida pelo centro luminescente, mas por outro centro, que ao
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absorver energia a transfere para o Ion terra rara emigssor. Es-

te mecanismo difere do mecanismo intramolecular pelo fato | de
|

que a transferéncia de energia & de uma mol&cula ou Tfon nao

coordenado ao ion emissor. Como exemplo, acetonas e aldeidos aro

maticos nao complexionados ao metal que transferem energia para

Eu(III) e Tb(III) em solugao aquosa.(74)

4.2, CARATER DAS TRANSICOES

Os espectros de ahsorcao das terras raras sao conheci -
das na forma gasosa, cristalina e em solugao. As linhas de
fluorescéncia sao originarias das transigoes internas 4f e sao
as mais estudadas do espectro eletrdnico dos lantanidéos.

Os cloretos anidros de todos os fons terras raras mos -

traram uma linha de fluorescéncia por excitacao direta destes '

(75)

ions. No entanto se os cristais hidratados sao excitados ape
nas cinco desses ions emitem. Gadolinio(III), Térbio(III) e Eurd
pio(III) mais fortemente, Samario(III) e Disprdésio(III) mais fra

camente e quanto aos outros ions restantes mostram muito fraca ou

A v,
nenhuma florescencia.
De modo geral essas bandas de absorgao observadas na
regiao do visivel e U.V. proximos ocorrem na forma de linhas

estreitas e fracas indicando que os orbitais f estao bem prote -

gidos, ou seja existe pouca influéncia do campo cristalino so -
ot ¥ v KT

bre os niveis de energia.

.~ i, : . I n -
Em adicao ao que foi mencionado, as transigoes f sao
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formalmente proibidas por paridade e pelas regras da mecanica

quéntica.(77)

VArios mecanismos tem sido propostos que causam
n n ' . . = = 3

a "quebra" dessas regras de selegcao que incluem: a)mecanismo de

dipolo elétrico (envolvendo acoplamento com estados de paridade

oposta), b) mecanismo de dipolo magnético e c) mecanismo de

transicoes guadrupolo eletricas.

Nos espectros dos compostos de terras raras as transi-
¢Oes que ocorrem, na sua maioria tem cardter de D.E.

(78) (79)

JUDD e OFELT realizaram um estudo tedrico paré
o cdlculo das intensidade das transicées de D.E. induzido _den-
tro da configuragao 4f™, A teoria de grupo & também utilizada
para os calculos das energias dos niveis eletrdnicos com a apli

(80) (80)

cacao do método de RACAH e teoremas de WIGNER-ECKART.

De todas essas teorias varias regras de selecao podem
ser extraidas e estao contidas nestes simbolos 3j e 6j' que de

vem obedecer a certas condicoes (ditas de triangularidade).

. 3 (81
Transicoes de dipolo elétrico
AS =0
AL = 1

|AL| £ 6 AL = 0,%1,322

AT

A
(o)}

Para o nivel J=0, as linicas transicoes permitidas serao

AJ= 2,4 ou 6.
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(81 )

Transigoes de dipolo magnético

AL =0

AS =0 \

AL =0

AT =0,%2]1 (exceto 0=0)

Transig¢oes de quadrupolo elétrico(Sl)
AL =0

AS = Q

|AL| < 2

|ag] & 2

De especial significado sdo as transigoes hipersensiti-

(77,82) : 3 ; gl o
vas as quais acredita-se ser de origem quadrupolo elétri
cos que normalmente obedecem as regras de selecao |AJ|=2. Essas
sao mais sensiveis ao envolvimento dos Ions que as transigoes
normais f-f e podem portanto ser {iteis em mostrar o envolvimento

dos ions lantanideos tal como nos complexos.

4.3. CLASSIFICAGCAO DE ACORDO COM AS PROPRIEDADES DE FLUORESCEN-

CIia

O nlmero de transicoes possiveis entre os fons  terras
raras depende da configuragao eletrdnica. Portanto & possivel

separar esses Ions em classes de acordo com o n@ de transi -

gaes.(&3)

(70)

WHAN e CROSBY dividiram os fons trivalentes dos lag
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tanideos em 3 classes com base nas suas propriedades fluorescen

tes.

la. classe: La(IIT), Gd(IIL), Lu(IIT}, A configuracdo

g 4fl4; ou se-

destes lons corresponde respectivamente 4f0: 4f
ja, no caso de La(III) em que os orbitais estdo vazios ou no ca
so do Lu(III) em que os orbitais estao totalmente preenchidos ,
nenhuma transicao pode se originar desses estados e portanto a
transferéncia de energia do triplete para o fon terra rara ndo
pode acontecer. Para o fon Gd(III), consta que o seu primeiro

nivel excitado encontra-se acima do estado triplete do ligante.
Nestes complexos a energia absorvida aparece como forte
\
fluorescéncia molecular e fosforescéncia,

2a. ¢lasse: Sm(IIX), EBu(TIT], Th(TII) e Dy(III). Neste

grupo (4f5 a 4f9) os complexos apresentam uma fluorescéncia bas

tante intensa, devido a proximidade de niveis excitados com o
estado triplete do ligante, permitindo assim, uma eficiente trans

feréncia de energia,

3a. classe: Pr(IIT), NA(IXIL), Ho(XIIX), Er(III),Tm(IIX},

Yb(ITII), Nestes complexos a fraca fluorescéncia indica uma efi-
ciente transferéncia de energia do estado singlete para o tri -
plete facilitando portanto as transicoes nao radiativas, ao mes
mo tempo que permite fraca fosforescéncia,

No esquema apresentado na Figura 27(84)vé

-~Se a separa
cao de cada um desses grupos de acordo com as suas propriedades

de fluorescéncia., O mecanismo de fluorescéncia para cada um
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(84)
desses grupos ja havia sido realizado por CROSBY e KASHA em

. - N il
trabalhos anteriores com varios quelatos de Ions lantanideos.

10 em’!
A
25
e < Tﬂ’ ‘“a.
20 -
1S |
10 sy
5 =
oL = 15 I TS N _____JL_
Classe | Classe |I Classe Il

Figura 27 - Classificagao dos quelatos de terras raras com base
; (84)
nas suas propriedades fluorescentes.
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Através do diagrama (Figura 27 ) apresentado podemos
concluir que para que seja observada fluorescéncia nestes com
plexos de terras raras deve existir uma diferenca de energia
apropriada entre o nivel fundamental e o primeiro nivel excité
da.

O diagrama de nivel de energia do Eu(III), Sm(III) , Tb
(ITI) e Dy(III) como adaptado por DIEKE e CROSSWHITE(85) € dado
na Figura 28 . As linhas dao uma idéia do desdobramento do cam
po cristalino. Pode parecer também,a partir da observacao do
diagrama (Figura 28), que seriam muitos os niveis excitados, no
entanto poucos sao os estados de origem de fluorescéncia e es
tes sao designados como niveis de ressonancia. Uma circunstan

cia que certamente facilita a interpretacao dos resultados nos

complexos quelatos.
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Figura 28 - Diagrama dos niveis de energia dos Iions Sm(III),

Eu(III), Tb(III) e Dy(III).(BSI
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4.4. INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA DO ION

Como foi'dite, os complexos dos Ions Eu(III), Sm(III) .
Tb(III) e Dy(III) do segundo grupo sao os que apresentam proprie-

(771 As intensidades das

dades de fluorescéncia mais favoraveis.
linhas de emissdo sao relativamente baixas, a menos que haja trans
feréncia de energia de um nivel triplete do ligante para as ter -

ras raras, ocorrendo entdo, uma grande intensificacao nessas 1li -

nhas.

P observado no entanto, gue mesmo na auséncia de cruza -
mento intersistema um efeito na intensificagao pode ser obhtido
pela propria quelagao, que pode aumentar em algumas vezes as
linhas de‘emisséo do espectro. Um exemplo disso & verificado

na formacao do complexo Eu-EDTA em meio aquoso, onde a fluores -

2 CIRE, - 7 2 me b
cencia da transicao 5Do————b F, do Eurdpio & aumentada de 100 ve -

zes. LB6

Para quelatos de Tb3+ e Eu+3 também foram.observadas in-

tensificacao nas linhas de seus espectros, quando trabalhou-se com
D,0 ao invés de H,0. Os aumentos foram de 7 a 20 vezes respectiva
(87)

mente.

(88,89)

Estudos realizados por HORROCKS e col. tem mos -

trado o quanto as medidas de luminescéncia do Tb3+ e do Eu3+ am-
bas em DZO e Hy,O fornecem uma medida acurada do nimero de molécu-—

las de H,0 coordenadas ao ion lantanideo, quando este & envolvido

numa ligacao com uma macromolécula.
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KROOP e WINDSOR(go)também relataram estudos onde veri-

ficaram a dissociacao de sais de Eu3+ e Tb3+ através das medi
das das intensidades de fluorescéncia (ID20/IH20). Hipersensi-

tividade, portanto pode ser empregada para mostrar mudangas no

envolvimento do fon meté&lico.

Nesta etapa,convém mencionar os fatores das quais de-

pende a intensidade de fluorescéncia do Ion metédlico.

A intensidade de fluorescéncia & principalmente contro
lada por dois fatores; a) a habilidade do estado triplete rece
ber energia do estado singlete e transferir essa energia ao ni
vel de ressonancia do ion. Portanto & bastante sensivel a natu
reza do . ion, do ligante e da prdpria ligacao. b) a extensao
em que ocorre desativacao radiativa de excitacgao (conversao in
terna e externa), qhe, evidentemente, compete com 0s processos

que possibilitam as transicoes radiativas (fluorescéncia).

Os fatores de desativagao.radiativa ou de sﬁpressao
de energia podem ocorrer de qualquer dos niveis excitados ou
mesmo apds a excitacao ter alcancado o . ion terra rara. Neste
caso, o ion, o ligante e o solvente tomam parte nesta desativa
cao. Além disso o efeito de temperatura também tem um papel

importante.

Os efeitos de supressdao podem ser discutidos ligeiramen
te.
a) efeito do solvente(gl)

O efeito do solvente na intensidade de fluorescéncia do
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(68) em seus trabalhos. Ja

ion tem sido observado por WEISSMAN
tivemos oportunidade de mencionar este efeito atravé@s do que
falamos anteriormente a respeito da substituicao de H,0 por D,0
e que provoca um aumento na intensificacao de fluorescéncia de

solugoes de Tb(III) e Eu(III).(QO)

Estes resultados mostram o papel da vibragao do hidrogé
nio no processo de desativagao nao radiativa, Quanto menor o
nlimero de quantas vibracionais necessdrios para se alcangar uma
diferenca de energia, malor & a probabilidade de decaimento ra-
diativo. Assim sendo, a intensidade de fluorescéncia & maioxr

quando em solventes deuterados,
|

Vibracoes de alta energia tais como O-H e C-H favorecem
as transicgoes nao radiativas, logo sao supressores efetivos de

fluorescéncia. \

(86)

De acordo com GALLAGHER a introducao de um simples

grupo OH na esfera de coordenacao interna do Eu(III) foi sufi-
ciente para reduzir a meia vida de fluorescéncia do estado SDb
de 3,9 a 0,12 msec.

b) efeito dg ;;qante(gl)

Assim como ocorre com os solventes, ligantes que conte
nham vibracoes altamente energéticas, como as de estiramento dos
grupos O-H e C-H, também sao supressores de fluorescéncia, ou
seja quanto menor a energia de vibragao maior a probabilidade

de decaimento radiativo.
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c) efeito da temperatura

De modo geral, um aumento de temperatura diminui o ren -
dimento quantico de fluorescéncia.

(92) : .
concluiu que um aumento na supres-

FILIPESCU e MCAVOY
sao a temperaturas mais altas & devido a dissociagdo do solvente-
quelato complexo, possibilitando a remogao dos efeitos positivos'
e um aumento na probabilidade de desativagao por colisao. Conse -

quentemente a eficiéncia de transferéncia de energia para os ter-

ras raras diminui a altas temperaturas.

SINHA(Ql) entretanto observou que para alguns quelatos

de Europio a temperatura nao tem muito efeito na intensidade de

fluorescencia.
d) outros

Outros efeitos que contribuem para a supressao de fluo -

rescéncia tem sido sugerido; supressao por presenca de 05, (93]
supressao por impurezas,(7l’94) é por diminuicao de viscosidade do

solvente.(gs)

4.5. CASO ESPECIFICO DA FLUORESCENCIA DO TERBIO (T1IT)

Dentre as terras raras, que apresentam fluorescéncia na
regiao do visivel, (Sm(III), Eu(III), Tb(III) e Dy(III)) o Th
(ITI) & o que apresenta fluorescéncia mais intensa (cor verde) ,
uma propriedade que lhe confere muitas aplicacgoes,

O ion Tb(III) & bastante utilizado como "sonda" espec
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troscépico na investigag@o de muitos sistemas bioldgicos.
Além disso, existe um grande interesse na &rea industrial com
‘respeito a utilizacao deste Ion como "phosphor" em telas de T.V.

a cores e no campo da iluminagéo.(gg)

Os niveis de energia do Tb(III), que possui configura-

cao eletrodnica |Xe|4f8 e portanto estado fundamental 7F6 sao

(89)

mostrados na Figura 29 juntamente com os outros estados que

participam das transicoes eletrodnicas.

(77,96,97,98)
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A designacao dos termos que representam os estados
energéticos, assim como o cdlculo desses niveis de energia, fo

gem aos objetivos deste trabalho mas encontram explicacao no

80
livro do CARO( )e nos artigos de JUDD(78) e OFELT(79)

CARNALL e col. (100) P e e e o

e de

Quando excitado Tb(III) emite luz visivel de 4 bandas

(95)

espectrais que ocorrem em 488, 543, 585 e 620nm, De acor-

(101)

do com THOMAS e col. essas bandas correspondem a transi-

cao do nivel 5D4 para os niveis 7F6, 7F5, 7F4, 7E3 respectiva

mente.

A mais intensa dessas bandas & a que ocorre em 543nm

e & devido a transicao ’p, —'F que produz uma emissao verde

4 5t

caracteristica. A emissao do estado 5D4 pode ser conseguida
de dois modos; por excitagéo_direta, que requer ﬁma intensa fon
te de luz (devido a baixa absortividade mola£ do Tb), ou pela
indireta e potencialmente mais sensitiva, excitagéo por trans

P . +3 ; )
feréncia de energia, na qual o Tb recebe energia por trans

(97)

ferencia de um doador eficiente.

Em casos favoraveis um aumento na intensidade de fluo-

" 97
rescencia do Tb+3 pode alcangar um fator de 102—106.( )

Nem sempre a intensificacao & tao elevada. No caso ob-

servado para o estudo de interacao de Tb3+ com poliacrilami

(95)

das, onde o mecanismo & por excitacao direta do proprio

ion, foi verificado um aumento de 7 vezes. A sensibilidade da

(102)

~ ; ~t: 3 § -
luminescéncia do Tb3 em presenca de gelatina € aumentada
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de 100 vezes. A intensificagao das linhas espectrais & devido

a interacao entre o ligante e o Ion metdlico Th3*¥,

4.6. FLUORESCENCIA DOS IONS TERRAS RARAS EM SISTEMAS BIOLOGI -

cos

Os ~ions terras raras nao tem fungoes biolbgicas e so-

mente pequenos tragos sao encontrados em toda a analise do cor

po humano.(77)

Desde que essas terras raras sao classificadas como
s v - 103)
acidos duros (classe A) e tem raio idondco (0.848—1.061A9% 3203

paravel ao cadlcio (1.060A?) um grande numero de processos biolé-
gicos tem~sido estudados utilizando esses ions como " sonda.".
Além disso, o calcio, assim como outros metais envolvidos nas
reagoes bioldgicas, nao oferecem a riqueza de propriedades es-
pectroscopicas que alguns lantanideos oferecem. Um nimero bas-
tante significativo de aplicagoes destes Iions em processos bio

logicos foi publicado por NIEBOER.(77)

Os primeiros trabalhos, neste sentido, foram realiza
dos por BIRNBAUM e colSIO4) que sugeriram o uso dos Ions lanta
nideos como substituto dos Ions metais alcalinos terrosos. Des

te modo os ions lantanideos puderam ser utilizados na investi-

gacao dos sitios de ligacao das proteinasflos) através do uso
de suas propriedades espectrais.
Posteriormente esta técnica foi estendida aos acidos

nucleicos e derivados. ! 106-108)
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Particularmente os estudos que utilizam espectroscopia '

de fluorescéncia merecem atencao especial.
Muitos estudos de fluorescéncia tem sido realizados prin
cipalmente com os ions Eu(ITII) e Tb(III) no intuito de investigar

a interacao de ions metalicos com varias macromoléculas bioldgi -

cas.

A maioria das pesquisas bhioldgicas que envolvem lumi
nescéncia do Th(III) estao voltadas para o estudo da forga e
da estequiometria do Ifon ligado. Em todos os casos a sensitizacao
da luminescéncia do Tb(III), que frenquentemente ocorre apds liga
cao deste Ion a uma proteina ou outra molécula, tem sido um reque
rimento necessario.

Tem-se verificado(88’89)

também, o quanto as medidas
de luminescéncia (meia vida) fornecem medidas acuradas quanto
ao nimero de moléculas coordenadas ao Ion Ln(III) quando este es-
tad ligado a uma macromolécula.

'Uma das melhores sondas espectroscopicas para o calcio no
siﬁio da ligacao das proteinas & o Térbio(III)(97). A fluorescén-

cia do Térbio(III) quando ligado a certas proteinas & aumentada '

por um fator de lO3 a 105. Tal aumento foi observado para - a

transferina,(log) concanavalina A,(llo) tripsina,(lll) conalbumi-
a,(llz) troponina,(gs) parvalbumina(ll3) etc...

Intensificagég da fluorescéncia do Térbio(III) e Euro

pio(IfI) também foi verificada para complexos destes ions com
(107)

tRNA proveniente de Escherichia coli. KAYNE e COHN mostraram o poten -



90

cial destes Ions para estudos das estruturas dos polinucleoti =
deos. No caso de moléculas de tRNA de E. coli uma tipica curva de
titulacao fluorimétrica indica que aproximadamente 4 ions de Euro
pio(III) estao ligados por mol de tRNA. Estudos mais detalhados in
dicam que os ions lantanideos sao firmemente ligados ao &dcido nu
cleico e que a unidade 4—tioufidina é responsavel pelo aumento da
luminescéncia.

(111)

O trabalho de EPSTEIN, LEWITZ e REUBEN também mostra
; b +3

aspectos interessantes no estudo fluorimétrico do complexo Tb -

tripsina. A magnitude da intensificacao observada foi usada para

verificar a competicao de outros ions pela ligacao. Lantanideos

trivalentes competem com Ca2+ pelo sitio de ligacgao na tripsina «

Suas ligagOes no entanto sao um pouco desfavorecidas pela alta
carga. Os Ions divalentes Mn2+ e Cd2+vse ligam tao fortemente
quanto o Ca+2. Por outro lado Sr2+ e Mg2+ se ligam a tripsina

com pouca afinidade. A dependéncia do pH para a ligacao do térbio

na tripsina indica que o ion metadlico & ligado aos carboxilatos
existentes nesta proteina, de acordo com a reagao:

Tb+3 + prOteina‘(COOH)n'-.>prOteina—(Coo—)n Tb+3 3 nH+

Observando-se a curva de intensidade de fluorescéncia X
pH fica evidenciado que nenhum proton & desprendido senao entre
os pHs 4.0 e 6.3 apds adigao de C'a+2 ou Tb+3. Acima deste pH
ocorre saturagao dos pontos de coordenagao.

MIKKELSEN e WALLACH(114) tem explorado a utilidade de

fons lantanideos, como "sonda " para o sitio de ligacgao do cal
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cio nas bhiomembranas, usando eritr8citos. Evidéncias de que o
Tpt3 estd ligado &o mesmo sitio de ligagado do cilcio & confir-
mada pela habilidade do Ca+2 para deslocar Tb+3. C complexo

rpt3- eritrocito também foi titulado com Mg+2 e competicao me-

nos efetiva foi observada.


UFC
Caixa de texto
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5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1. REAGENTES
Dextrana

A dextrana utilizada nos experimentos tem peso molecu

lar 60.000-90.000 e &€ de procedéncia NBCo.

Os testes de estabilidade indicaram que as solugoes, de
concentracao até 35% (p/v) conservam até por 30 dias seu aspec
to inicial, nao apresentando turbidez, nem particulas em suspen
sdo. Apesar disso, em todos os experimentos, as solugoes  : fo

ram preparadas no mesmo dia em que foram utilizadas.

Os espectros na regiao do infravermelho e de ressonan
cia nuclear magnética (lH RMN) foram registrados para melhor

caracterizacao da macromolécula.

TbCl3

O cloreto de térbio foi obtido a partir do 6xido Tb407'

(95)

(99,9% alfa products) que foi purificado e tratado com aci-

do cloridrico para obtencao do cloreto.

Tampao trishidroximetilaminometano

0 reagente & de procedéncia MERCK. O tampao pH 6.6 foi ob-
tido preparando-se uma solucao 0,029M . do sal e adicionando-se

HCl concentrado at& que o pH necessadrio fosse alcancgado.

O tampao assim preparado & conservado a baixa temperatu



ra

(= 109C) por no méximo 30 dias,

Outros reagentes (procedéncia)

1

-

1

a metilglicosideo 99% da "Aldrich Chemical Company"

,0, AlCl;,6H,0 do CARLO ERBA

CaClz.ZHZO da MERCK

NacCl, B
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Os reagentes restantes foram todos de grau analitico.
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5.2. APARELHAGEM E METODOLOGIA
5.2.1. Espectroscopia de fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram realizadas utilizan -
do-se o espectrofluorimetro tipo MPF 44B - PERKIN ELMER. O apare-
lho tem dois monocromadores (excitagao e emissao) e resolugéo(LZR.
A fonte de excitacao é a lampada de xenonio de 150W. Em todas as
experiéncias as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e

usou-se células de quartzo retangulares com lcm de caminho otico.
TitulacOes fluorimétricas da dextrana

As titulacgoes fluorimétricas foram realizadas com e sem
a presengé da dextrana (0,05M) com as solugcoes em 3 pHs diferen -
tes {3.0, 4.4 e B.6). "

Aliquotas de 3ml de tada uma das referidas solucgoes flo-
ram tituladas com TbCl3 0,2M. Pequenas quantidades (uf) do sal
foram adicionadas com auxilio de micropipetas e em seguidas eram
agitadas a fim de que o meio permanecesse homogéneo.

O comprimento de onda de excitacao foi 290nm e foi re -

gistrada a banda de emissao em 543nm, que &€ a mais intensa do
espectro de TbCl,. As fendas de emissao e excitagao foram de
10nm. Para diminuir o efeito da luz espalhada foi utilizado o

filtro 31.
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/

titulagao fluorimétrica do o metil glicosideo

O procedimento foi o mesmo utilizado para obtencgdo das
curvas de titulagao fluorimétrica da dextrana, sendo que a ti-

tulagao foi realizada apenas para pH 6,6,
A concentragao do o metil glicosideo foi de (0,05M) e
tanto o procedimento como as especificagoes do aparelho foram

mantidos constantes,

5.2.2. Absorcao no infravermelho

0O espectro de absorgao na regiéo do infravermelho da
dextrana foi obtido com o espectrofotémetro da PERKIN ELMER mo
delo 1320 na regiao 4.000 a 6000m'l. A amostra sblida foi pre-

parada em disco de KBr,

5.2.3. Ressonancia nuclear magnética (lH RMN )

O registro do espectro foi obtido em um espectrofotome
tro modelo EM 360 da VARIAN que operou com 60MHz. O solvente: -
foi o DZO e foi utilizado como padrao externo o tetrametilsila

no.

5.2.4, Medidas de pH

A obtengao do pH das solugoes foram controladas usando-
Se o potenciOmetro KNICK tipo 510 nQ 364, equipado com eletré

do de vidro e calomelano.
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As solugoes de pH 3.0 e 4.4 foram obtidas por adicao
de HCl enquanto que para a de pH 6.6 utilizou-se solugao aguo =

sa de tampao tris.

5.2.5, Dispersao Otica rotatdria (ORD)

0 aparelho utilizado foi o espectropolarimetro CARY 60.
Usou-se células de quartzo de lcm de caminho Otico-e lampada de

xendnio de alta pressao.

As curvas de 0.R.D. foram obtidas para as solugoes de
dextrana 0,05M e dextrana em presenca do metal (Tb(III) 0,02M) .

As solugoes foram tamponadas com tris pH 6.6,

5.2.6. Viscosidade

Para as medidas relativas de viscosidade, utilizamos o

(315) com diametro capilar 0,5nm, sendo

.

o tempo de escoamento do tris (90 segundos). A temperatura foi

viscosimetro tipo OSTWALD

controlada, por imersao do sistema em banho de agqua termostati -

zado, obtendo-se 30.09 + 0.1.

5.2.7. Espalhamento

A intensidade de luz espalhada das solugoes foram medi-
das no espectrofluorime%ro MPF-44B, ja anteriormente especifi -
cado.

Mediu-se a radiagao espalhada a 909 das solugoes de

dextrana e de dextrana com térbio, usando-se o comprimento de
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onda 650nm (onde n3ao hid absorgac de luz pelos componentes do

sistema) .

Titulacoes nefelométricas

As titulagoes nefelométricas foram realizadas do mesmo
modo que as titulagOes fluorimétricas no que diz respeito ao
volume utilizado e concentragao das solugoes, No entanto foram
realizadas apenas com as solucoes a pHs 3.0 e 4.4, umé vez que
a propria solugao de TbCl3 a pH: 6,6 apresentava grande espalha

mento.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. INVESTIGACAO DA ESTRUTURA DA DEXTRANA

Os métodos usados na investigacdo da estrutura de poli -
meros de maneira geral ja foram bastante discutidos anteriormen -
te.

Particularmente para a dextrana, além dos métodos pura -
mente quimicos ja mencionados, os métodos fisicos também tem um
grande significado.

Entre estes métodos, escolhemos a espectroscopia no in

fravermelho e a espectroscopia de ressonancia nuclear magnética '

(lH RMN) a fim de obtermos informagoes com respeito a es

trutura da dextrana utilizada em nosso experimento.

G N lH RMN

Espectroscopia de ressonancia nuclear magnética tem mos-
trado ser uma técnica poderosa na investigagao da estrutura de
moléculas organicas. Em particular lH RMN oferece para a quimi -
ca dos carboidratos um método eficaz na determinacao das confor -

(30,116) . fitimma contribuicao"

magoes dos carboidratos em solucao
& particularmente valiosa em vista da importancia do controle con
formacional tanto nas transformacoes quimicas como bioquimicas
em solucao.

1 = - - (1X17)

H RNM também foi utilizada por PASIKA e CRAGG

mostrou ser Gtil em detectar presenca de ramificacdo na dextrana.
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4 s 1 : AT

Com base neste trabalho utilizamos "H RNM-para verifi

car, na dextrana(NBCo) utilizada em nosso experimento a presenga ou
L

nao de ramificagao,

Para facilitar a discussdo dos resultados reproduzimos
aqui os espectros obtidos pelos autores e as atribuigdes . que

foram feitas com relagcao aos picos nos espectros.
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4
M
b
|
1 1L 1 1
508 4.80 390 370
p.p.m
Dextrana B-512 (linear) , Dextrana B-742 (ramificada)
2
5
& 1
Dextrana NRCo
560 510 480 350370 x 2 PPM i

Figura 30 - Espectros de lH NMR das dextranas B-512, B-742 e NBCo.

e ey iy A i R e e e L —
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Tabela 11 - Posicbes e designacoes dos picos para a dextrana.

3 o Lo Deslocamento
Espectro Pico Protons responsaveis quimico (ppm)
(117)
Dextrana B-512 1 Cc-5, C-6 -3.70
(linear) 2 c-2, C-3, C-4 -3.90
4 D50 - -4.,80
5 c-1 (ligagao 1-6) -5.05
£1.17
“Pextrana B-742 ) i c-5, C-6 -3.70
(ramificada) - 2 c-2, c-3, ¢4 -3.90
4 D20 -4.80
5 C-1 (ligagao 1-6) - -5,05
7 C-1 (ramificacao) -5.40
Dextrana NBCo : c-5, C-6 -3.70
2 c-2, c-3, c-4 : -3.90
4 D,0 : -4.80
5 Cc-1 (ligagao 1-6) -5.10
7 C-1 (ramificacao) =5.60

Padrao externo tetrametilsilano

L117)

Os autores mostram que a presenca de ramificacao

quer seja a 1-3 ou o 1-4 modifica sensivelmente a vizinhanca &
carbonol na unidade glicosidica da ramificagao. Isso pode ser '
evidenciado pela presenca de um pico extra, no espectro de lH RNM
com relacao ao espectro da dextrana linear.

Comparando o espectrc de 1H RNM da dextrana NBCo,utili
zada em nosso experimento, com os espectros das dextranas estuda

das pelos referidos autores, concluimos ser esta ramificada, pe-

la presenca de um pico extra em 5.60 ppm.
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6.1.2. INFRAVERMELHO

A espectroscopia no infravermelho tem sido bastante a-
plicada e nao foram observadas muitas diferencas nos espectros,
a nao ser em casos de dextranas tendo estruturas muito diferen

tes,

:BAMEReaSﬁKEXleJ%?ltem feito referéncias principal -
mente aé; derivédos metilados de aglicares simples e oligossaca
rideos. Para esses derivadoé de glicose, assim como para a dex
trana, espera-se qué as substituigaes.tendo posicdes idénticas

resultem em similar absorcao.

Com base nesse material experimental uma absorgao apa-
recendo em 914-919cm™ © e uma mais fraca em 766-770Qcm™ parece

ser caracteristica do tipo de ligagdo 1<6.

A absorcao em 837-—84lcm“l pode ser considerada caracte
ristica do tipo de ligagdo na posigdo axial do &atomo de c-1

da glicose de acordo com a configuragao O

Identificagdo de outros tipos de ligagdo & mais difi-
cil. No que se refere a dextrana contendo ramificagao,uma fra
ca absorcao & manifestada em 793<794cm, Isso & considerado prin

cipalmente para as substituig¢Oes 1-=3 enquanto que a identifica

¢ao da substituigao em 1-4 & incerta, (+29)
|
A fim de caracterizar a dextrana por n8s utilizada,
registramos aqui o espectro no infravermelho e através de

comparagoes com os dados encontrados na literaturagzo’MMJfare—

¢ o
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mos atribuic8es para os picos encontrados na regido entre 600-

1000cm™* que sao -os mais estudados,

4000 3000 2000 1500 1000 800 600

—_—

' frequéncia (cm 1) —

Figura 31 - Espectro no I.V. da dextrana NBCo. (Peso molecular 60.000-
90.000) . Em disco KBr.

Tabela 12- Bandas de absorgSo da dextrana NBCo.(600—lOOOcm_l)

Frequéncia observada atribuicotes

(em™ 1)

1R

840 Vibragdes de deformagao do C-H
anomérico equatorial de acor-=

do com a configuragao a,

= 760 Caracteristica do tipo de li=
gagao 1-6
= 910 Caracteristica do tipo da 1i

gagao 1<6
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Una handa 790cn™" & geralmente encontrada para as dex—
tranas ramificadas e tem sido atribufda a ramificacao sl-3. En -
tretanto esta banda pode nao estar claramente definida, (nos ca-
sos de amostras hidratadas), quando aparece uma banda em 800cm_l
e interfere no aparecimento da banda de ramificacgao.

Comentamos anteriormente, que nao tem sido observadas'
grandes diferencas nos espectros de diferentes dextranas. MOstra

(121) figu

remos a seguir o espectro no I.V. da dextrana NRRLB-52
ra 32 (de peso molecular 20000-30000 e cont&m 5% de ligacoes o
1-3 nos pontos de ramificagaes)'Que pode ser comparada com o da
dextrana NBVo, por nds utilizada. Como podemos observar os espec
tros sao muito semelhantes, e em nenhum dos dois espectros a ban
da da ramificagao parece definida.

Estudos de RNM portanto, parecem ser mais razoaveis pa

ra estudos de ramificagao.

4000 3500 3000 2500 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Frequéncia (cm‘l)
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