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RESUMO

Este trabalho teve como proposta a sintese e caracterizagéo de heparina de
baixa massa molar para ser utilizada na liberagao controlada de heparinoide a partir de
matrizes de quitosana, visando estabelecer novas vias de formulagdo de
medicamentos por via oral em uso na profilaxia e no tratamento de eventos de
tromboses agudas. A heparina, um polissacarideo extraido de fontes naturais,
apresenta importantes propriedades farmacolégicas como anticoagulante no
tratamento de enfarto do miocardio e antitrombose no tratamento de tromboses
venosas pos-operatorias. Entretanto, uma grande desvantagem da heparina é que ela
s6 pode ser administrada por via injetavel, pois é desativada oralmente.
A fragmentagao das heparinas em moléculas de baixa massa molar média na faixa de
2000 a 10000 daltons é uma alternativa para preparar heparinas que tenham atividade
antitrombose elevada, boa atividade anticoagulante e baixa toxicidade. As etapas do
processo de sintese de heparina de baixa massa molar envolveram a purificagao da
heparina comercial, a preparagao do sal de aménio quaternario de heparina,
a esterificacdo do sal de heparina e despolimerizagdao do éster de heparina.
A caracterizagdo dos heparinéides sintetizados foi realizada por espectroscopia no
infravermelho e analise elementar. Os graus de substituicho da heparina e
heparindides foram determinados por titulagdo condutimétrica. A determinagao de
massa molar foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia e a atividade

anticoagulante por tempo de tromboplastina parcial.



O termo "polimero" vem do grego ("muitas partes") e & indefinido, no
sentido de que o menor comprimento ou tamanho de molécula nao é especificado.
Literalmente, qualquer molécula com algumas "partes", isto €, meros, pode ser
chamada de polimero. Entretanto, essa expressdao é geralmente aceita como
significando uma molécula muito maior, de tamanho tal que as propriedades
associadas as moléculas de cadeia longa tenham-se tornado evidentes.
Frequentemente se encontra a expressao alto polimero para chamar a atengao para
o fato de que o polimero considerado tem, realmente, uma elevada massa molar.
Os polimeros de baixa massa molar sdo chamados oligdmeros (também do grego,

"poucas partes").

Mondémeros sdo compostos quimicos que reagem para formar polimeros.
Em alguns casos, tem praticamente a mesma composi¢cao centesimal que os

polimeros; em outros, a composi¢cao centesimal € diferente.

As propriedades especiais de moléculas muito grandes ndo comecam a
surgir a uma massa molar definida. No entanto, em geral, a partir de 1000-1500,
essas propriedades comegam a aparecer e se tornam evidentes a medida que esse
numero aumenta. Alguns polimeros tém massas molares até mesmo na ordem de
milhées, porém a maioria dos polimeros que tem propriedades fisicas Uteis, do
ponto de vista técnico, tem massas molares da ordem de dezenas ou centenas de

milhar.

Em contraste com as substancias quimicas comuns, os polimeros nao
sao produtos homogéneos; contém mistura de moléculas, de massas molares,
apresentando o que se chama de polimolecularidade. Devido a sua grande massa,
nao ocorrem, em geral, modificagcbes fundamentais pela entrada ou retirada de
alguns atomos ou grupos de atomos, ao contrario do que se observa nos
compostos quimicos usuais. O conceito de polimero puro € bem diferente do que se
aplica a Quimica, em geral, ja que nao se obtém, nem interessa obter, fracbes com

absoluta uniformidade molecular, para qualquer finalidade de aplicagao industrial.
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Como os polimeros ndo sao substancias "puras", no sentido usual do
termo em Quimica Organica, porém misturas de moléculas de diferentes massas
molares e mesmo diferentes estruturas, embora possam ter praticamente a mesma
composigdo centesimal, € importante conhecer a curva de distribuicdo dessas
massas e a massa molar média do produto. (MANO, 1985; BLASS, 1988)

A caracterizagao estrutural do produto polimérico é feita pelos métodos
usuais em Quimica Orgéanica: massa molar, andlise elementar, analise

espectrométrica, analise difratométrica, etc.

A avaliagao tecnologica dos polimeros é feita através de suas
propriedades fisicas, como produto "puro” e como composto moldado, conforme as

propriedades investigadas e a natureza do polimero.(MANO, 1985)

No sentido quimico classico, o termo degradagéo significa destruicao da
estrutura. Em uma de suas acepcoes relativas aos polimeros, se considera como
qualquer processo que leve a deteriorizagdo de suas propriedades e, portanto a

reducao da massa molar.

Ha dois tipos gerais de processos de degradagao dos polimeros, um dos
quais, a ruptura ou cisao se produz em pontos ao longo da cadeia, deixando
fragmentos que sao usualmente grandes quando comparados com a unidade do
mondémero. Outra maneira seria através de um processo de despolimerizagdo em
cadeia, implicando na liberagao sucessiva de unidades do monémero a partir de um

extremo da cadeia.

As degradacoes de polimeros podem ser produzidas por muitos fatores:
temperatura, agua, oxigénio, radiagao, organismos bioldgicos. Tanto as cadeias
principais, como as laterais, podem ser afetadas pelo processo de degradacéo, e
consequentemente, perdas irreversiveis nas propriedades fisicas do material podem
ocorrer.

Recentemente muita atencdo tem sido dada aos polissacarideos como
materiais poliméricos. Um grande numero de estudos das propriedades, no estado
solido, desses polimeros renovaveis tem aparecido na literatura e se tornando

relevantes.



1.2. Glicosaminoglicanos

Os heteropolissacarideos, chamados glicosaminoglicanos, sdo uma
familia de polimeros lineares compostos por unidades repetidas de dissacarideos.
Um dos monossacarideos que compdem os dissacarideos €& sempre a
N-acetilglucosamina ou a N-acetilgalactosamina, o outro na maioria dos casos € um
acido urdénico, usualmente o acido D-glucurdnico ou o acido L-idurénico. Em alguns
glicosaminoglicanos, uma ou mais das hidroxilas do aglcar aminado estao
esterificadas com sulfato. A combinagcdo desses grupos sulfato e dos grupos
carboxilato das unidades de acido urénico da aos glicosaminoglicanos uma alta
densidade de cargas negativas. Para minimizar as forgcas repulsivas entre os grupos
carregados vizinhos, essas moléculas assumem uma conformagao estendida
guando em solugao. (VOET, 2000; NELSON, 2002)

Ha cinco tipos de glicosaminoglicanos: Hialuronato, Sulfato de

condroitina, Heparina, Sulfato de queratana e Sulfato de dermatana.

O sulfato de dermatana difere do sulfato de condroitina por seu acido
urénico predominante ser acido L-idurénico, embora acido D-glucurénico também
esteja presente, em quantidades variaveis. As ligagoes glicosidicas tém as mesmas
posicoes e configuragdes do sulfato de condroitina, com cadeias polissacaridicas
médias com massas molares de 2-5.10*. Ao contrario do sulfato de condroitina, o
sulfato de dermatana é antitrombético, como a heparina, mas ao contrario da
heparina, apresenta minimas atividades anticoagulante e antilipémica no sangue.
Como macromolécula de tecido conjuntivo, sulfato de dermatana € encontrado na

pele, nos vasos sanguineos e nas valvulas cardiacas.



1.3. Heparina

A heparina é um agente biologicamente ativo da familia
glicosaminoglicana. A heparina difere dos demais glicosaminoglicanos em varios
aspectos importantes. Glucosamina e acido D-glucurénico ou acido L-idurénico
formam a unidade dissacaridica repetida caracteristica, unidas por ligacao 1 4.
Em contraste com a maioria dos outros glicosaminoglicanos, a heparina contém
ligagbes a-glicosidicas. Quase todos os residuos de glucosamina contém ligacées
sulfamida, mas um pequeno nimero de residuos de glucosamina sdao N-acetilados.
O contetdo em sulfato da heparina, embora variavel, é préximo de 2,5 residuos por
unidade dissacaridica, em preparagdes de maior atividade biolégica, mostrado na
Figura 1. (DEVLIN, 2002)

H  OSO; H  HNSOS,
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Figura 1 - Unidade repetida do dissacarideo de heparina.

Desde a sua descoberta em 1916 por Mc Lean, muitos estudos tem sido
feitos com relagéo a sua estrutura quimica e sua farmacologia. Com relacdo aos
aspectos fisico-quimicos da heparina, ela comporta-se como polieletrolito em
solucdes aquosas devido a sua densidade de carga altamente negativa. As massas
molares da heparina variam de 6.000 a 20.000 daltons.(ERLICH, 1973;
JOHNSON et al.,1976)

A elucidagao da estrutura quimica da heparina tem sido relacionada com
o tipo de ligacao glicosidica, o conteudo de enxofre e grupo sulfaminos, grupos

carboxilicos e outros grupos, e a quantidade de ramificagoes.
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Extraida de fontes naturais, a heparina origina-se nas células mastocitos
dos tecidos conectivos, sendo encontrada principalmente nas mucosas intestinais
suina, ovina e bovina e no pulmao bovino. (ERLICH e STIVALA, 1973; DEBRIE,
1995)

As suas principais propriedades farmacolégicas sao suas atividades
anticoagulante no tratamento de enfarto do miocardio e antitrombose no tratamento
de tromboses venosas pos-operatérias. Tanto in vivo como in vitro, a heparina
impede a ativagao dos fatores da coagulagao, mas ela nao age diretamente sobre

os fatores.

Em vez disso, a atividade anticoagulante da heparina é exercida atraves
da interagdo da heparina com um inibidor do processo de coagulagao.
Presumivelmente, a ligagdo da heparina induz uma alteragdo conformacional no
inibidor, que era uma interagcdo complementar entre o inibidor e o fator da
coagulagao ativado, impedindo que o fator participe do processo de coagulacao.
O inibidor que interage com a heparina € a antitrombina Ill, um inibidor protéico
plasmatico de serino-proteases. Na auséncia de heparina, a antitrombina
combina-se lentamente com varios fatores ativo da coagulagao (10-30 min),
formando complexos desprovidos de atividade proteolitica. Em presenca de
heparina, complexos inativos se formam em poucos segundos. A antitrombina Il
contém um residuo de arginina, que se combina com a serina do sitio ativo dos
fatores Xa e 1Xa.(ROSEMBERG, 1984)

Além das propriedades antilip€mica, antiaterosclerose e antiinflamatoria,
a heparina também & um potente anti-metastatico (combate a migracao de células

cancerosas para outros 6rgaos).

Entretanto, em seu estado natural, as heparinas apresentam inumeras
desvantagens as quais limitam a extensdo do seu uso de maneira efetiva.
Certamente, as fortes atividades anticoagulante das heparinas trazem
preocupacoées, no sentido, que as mesmas podem levar a quadros hemorragicos,
além disso, as suas sensibilidades a determinados fatores séricos, impossibilitam a

administracdo de doses relativamente significativas ao paciente.



Desta forma, torna-se necessario favorecer a atividade antitrombética
destes compostos, atribuida a atividade anti-pré-trombinase, desfavorecendo a
atividade anticoagulante, atribuida ao efeito anti-trombina. A atividade
anticoagulante marcante das heparinas que pode causar hemorragia. Apesar disto,
€ necessario favorecer a atividade antitrombose as custas da atividade
anticoagulante. (DEBRIE, 1995; SALIH et al, 1997)

O conteudo de enxofre da heparina tem sido mostrado estar associado a
sua atividade anticoagulante. (ERLICH, 1973)

1.4. Heparinoides

Heparindides sao substancias que tem agéo bioldgica similar a heparina.
Alguns exemplos sao ésteres sulfatados de quitina, amido, celulose, sulfato de
dextrana, acido alginico sulfatado, quitosana modificada por sulfatagdo e oxidagao
entre outras.(ERLICH, 1973; LANE et al., 1978; PAVAO et al., 1995)

Entretanto, a maioria destes heparindides apresenta atividade
anticoagulante baixa e/ou toxicidade elevada. A busca de modificagées quimicas na
heparina para obter um heparindide de baixa massa molar com boa atividade
anticoagulante e baixa toxicidade tem sido a preocupacgao de muitos pesquisadores.
Uma das grandes desvantagens da heparina é que ela s6 pode ser administrada
por via injetavel, pois é desativada oralmente. (LANE et al., 1978; PAVAO et al.,
1995)

A heparina de baixa massa molar foi preparada pela primeira vez no
mundo, em 1974, pela equipe dos bioquimicos Carl Peter von Dietrich e Helena
Nader, da Unifesp. Quando eles quebravam a heparina normal, descobriram que
sobrava uma substancia menor, com cerca de um tergo do tamanho da heparina,

que perdia a atividade anticoagulante, mas mantinha a acao antitrombatica.



O produto industrializado entrou no mercado apenas cerca de um quarto
de século mais tarde. Comecgou a ser usada na Europa, em 1990, e nos EUA, em

1995. No Brasil, ela € usada ha oito anos.

A heparina de baixa massa molar é obtida através da despolimerizacao
da heparina com a producdo de fragmentos com massa molar entre 2.000 e
10.000 daltons. E uma alternativa para preparar heparinas que tenham atividade
antitrombose elevada e atividade anticoagulante menor do que as heparinas de alta
massa molar, possuindo as propriedades farmacolégicas necessarias para
'aplicagées terapéuticas melhoradas (DEBRIE, 1995). A heparina de baixa massa
molar possui menor afinidade por proteinas plasmaticas, vasculares, células
endoteliais, macréfagos e plaquetas. Consequentemente, possui maior
biodisponibilidade (recuperagdo plasmatica), maior meia-vida plasmatica, resposta

mais previsivel a doses fixas e redugao dos efeitos colaterais.

A heparina de baixa massa molar é mais eficiente porque permanece
mais tempo ativa na circulagdo. Por esse motivo, ela pode ser usada em doses
menores. Uma dose diaria de heparina de baixa massa molar tem ac&o equivalente

a trés doses de heparina normal.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho propde a sintese de heparina de baixa massa molar

para ser aplicada no desenvolvimento de sistemas de liberagao controlada de

heparindide, a partir de matrizes de quitosana, visando estabelecer novas vias de

formulacdo de medicamentos em uso na profilaxia e no tratamento de eventos de

tromboses agudas, atuando principalmente no aumento da eficacia terapéutica, na

reducdo do numero de doses e na toxicidade deste medicamento.

2.2. Objetivos Especificos

Purificar as amostras de heparina para eliminagao sulfato de

dermatana.

Sintetizar heparinéides a partir das heparinas comerciais.

Caracterizar os heparindéides sintetizados como produto acabado por

espectroscopia no infravermelho e analise elementar.
Determinar a razao dos teores de grupos sulfatos e carboxilicos e o
grau de substituicdo da heparina e heparindides por titulagéao

condutimétrica.

Determinar a massa molar da heparina e heparindides por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Determinar a atividade anticoagulante da heparina e heparindides

através de testes de tempo de tromboplastina parcial.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos

As pesagens foram realizadas em uma balanga analitica marca
Shangping Eletronic Balance, modelo FAI 6045. As medidas de pH foram feitas com

pH-metro marca Corning, modelo pH / ion analyser 350.

Para os estudos da esterificagao utilizou-se o banho termostatizado
Shaker Bath da marca Lab Line.

A titulagdo condutimétrica foi realizada utilizando-se um titulador
automatico da marca Schott Gerate, modelo T80 / 20 e um condutivimetro da marca
Mettler Toledo, modelo MC 226.

As analises de Infravermelho foram realizadas em pastilhas de KBr,

utilizando-se um aparelho de Infravermelho Perkin Elmer FTIR 16 PC.

As analises para carbono, hidrogénio e nitrogénio foram efetuadas em um

analisador elementares CE Instruments — CHNS EA 1100.

As massas molares foram determinadas por HPLC, utilizando-se um
cromatografo Shimadzu, equipado com um detector SPD-10A UV-VIS e com uma

coluna Diol-150 da Shimadzu.

Para os estudos da atividade anticoagulante foi utilizado a centrifuga
FANEM, modelo 208-N.

3.2. Reagentes

As heparinas sodicas foram cedidas gentimente pelas empresas:
Bioibérica S.A. ( Barcelona, Espanha) e Kin Master (Passo Fundo, RS). E os demais

reagentes analiticos utilizados foram de grau Pré-analise (P.A).




3.3. Meétodos

3.3.1. Remocao de Sulfato de Dermatana

Metanol (180 mL) foi adicionado a heparina comercial na forma sédica
(10 g) dissolvida em 100 mL de agua contendo 3 g de NaCl. Apés a precipitagao o

produto foi filtrado, lavado com metanol e seco em dessecador.

3.3.2. Preparacgéo do Sal de Aménio Quaternario de Heparina

Uma solugdo de cloreto de benzalcénio (25 g) em agua (125 mL) foi
adicionada a uma solugdo de heparinato de sodio purificada (10 g) dissolvida em
agua (100 mL). O produto obtido em temperatura ambiente foi filtrado, lavado com

agua e apos seco em dessecador.

3.3.3. Esterificagao

Cloreto de 4-cloro benzila (15 mL) foi adicionado a uma solucdo de
heparinato de benzalcénio (15 g) dissolvido em cloroférmio (75 mL). A solugao foi
aquecida a temperatura de 35 °C durante 25 horas. Uma solugédo de acetato de
sédio a 10 % (m/v) em metanol foi adicionada a mistura reacional. O produto foi

filtrado, lavado em metanol e seco em dessecador.

3.3.4. Determinacgao do Grau de Esterificagao

O grau de esterificacdo do éster benzilico de heparina foi determinado por
titulagdo condutimétrica através da medida dos grupos sulfato e carboxilico.
A heparina sodica foi inicialmente convertida na forma acida por eluicdo de uma
quantidade conhecida de heparina, dissolvida em agua neutra deionizada, através
de uma coluna previamente empacotada com resina Amberlite IR-120 (H"), a qual
ocupou 7 cm® , foram coletados 150 mL de eluente. A solucao foi titulada com a
solugdo de NaOH 0,1 M adicionada. Repete-se o procedimento para a heparina
esterificada. (EBERT, 1982)




3.3.5. Despolimerizagao do Ester de Heparina

O éster benzilico de heparina obtido na forma de sal (1 g) foi dissolvido
em agua (20 mL). Esta solugéo foi aquecida a 58 °C e adicionado 0,11 g de NaOH.
A temperatura foi mantida por 1 hora e a mistura reacional foi esfriada para cerca de
20 °C e neutralizada por adicao de acido cloridrico diluido. A concentragao do meio
foi entao ajustada para 10% (m/v) de cloreto de sédio e o produto foi precipitado em

etanol (60 mL) e filtrado, lavado com etanol e seco em dessecador.

3.3.6. Determinagao da Massa Molar

A massa molar da heparina e heparina despolimerizada foi determinada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) pelo .método da excluséo.
Utilizou-se uma coluna Shimadzu — Diol 150 e como solvente um tampao Tris de
pH=9, com uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min e monitorado com um detector UV-VIS
a 210 nm. O sistema foi calibrado com uma proteina padrao do tipo MW-GF-200 Kit;

Sigma.

3.3.7. Determinagao da Atividade Anticoagulante

Foram misturadas 9 partes de sangue recentemente colhido com 1 parte
de citrato de soédio a 0,11 mol/L. A mistura foi centrifugada imediatamente por
5 minutos a 1500-2000g (aproximadamente 3000 rpm) e o plasma separado foi
transferido para tubo-teste limpo. O plasma foi testado até 3 horas apds a coleta.
Para dosagem de heparina, foi utilizado plasma pobre em plaquetas (alta

centrifugacao). O sangue foi colhido em tubos de plastico.




As amostras de plasmas frescos normais (PFN) foram preparadas a partir
de, no minimo, 5 doadores. Diluir 200ug de heparina com 10 mL de salina isoténica
0,85% para 10 U/mL. Misturar 0,2 mL de heparina diluida com 1,8 mL do PFN =
heparina padrao (1U/mL). Diluir a heparina padrao 1U/mL com PFN da seguinte

forma:

Tabela 1: Concentracdo de Heparina Comercial.

Tubos Este _
Heparina Comercial 1 U/mL 0,5mL | 0.4mL  0,3mL  G,2mL 0, 1mL
PFN - 0ImL 02mL 0,3mL 0,4mL

Concentragcdo de Heparina 1U | 0,8U 0,6U 0,4U 0,2u

Um volume de 0,1 mL de cada diluigao de heparina foi pipetado em tubos-
teste limpos. 0,1 mL de DiaCelin (nome comercial, que & a cefalina de cérebro de
coelho com complexo de caolim, liquida, pronta para uso), pré-aquecido a 37°C, foi
pipetado, misturado e incubado exatamente a 3 minutos a 37°C. Um volume de 0,1
mL de cloreto de calcio, pré-aquecido a 37°C, foi adicionado a mistura anterior, e
simultaneamente o cronémetro foi diéparado. O cronémetro foi travado ao se

observar o primeiro sinal de fibrina (formagao do coagulo).

O procedimento para a determinacdo da atividade anticoagulante da

heparina despolimerizada foi o mesmo da heparina comercial.



4. RESULTADOS FINAIS

4.1. Sintese

As propriedades da heparina possivelmente podem ser otimizadas
através da reducdo do indice de impurezas, isto porque a grande maioria das
heparinas contém contaminantes tais como acidos nucléicos e polipeptideos ou até
mesmo diversos polissacarideos. Dentre os ultimos os sulfatos de condroitinas e
sulfatos de dermatanas sdo especialmente representativos. Estes contaminantes,
em conseqliéncia de elevadas massas molares, da presenc¢a de substituintes e do
grau de sulfatagdo, sdo capazes de interferir na preparagdo do produto (por
exemplo, na sequéncia da despolimerizagdo) afetando a distribuigao final da massa
molar ou mesmo interferir na atividade biologica, através da modificacao das

respectivas proporc¢oes das cadeias poliméricas ativas.

Neste experimento, torna-se possivel ndo somente a remocgao de tais

impurezas, mas também aumenta consideravelmente as propriedades aferidas.

Como pré-tratamento foi adicionado cloreto de sodio (NaCl) na solugao de
heparina para manter a forma sédica (Figura 2). O material inicial (heparina) e
precipitado preliminarmente com alcool, antes da salificagdo. Um alcool

representativo que fornece bons resultados é o metanol.

COONa  NaQSOCH,
H \H
H
OH H
H  OSO,Na’ H  HNSO,Na
s —n

Figura 2 — Estrutura da heparina na forma sédica.



O processo de preparo compreende:

(a) primeiramente a salificagdo da heparina em meio aquoso através de
um sal de aménio quaternario de cadeia longa,

(b) em seguida a esterificagao do sal,

(c) entao, temos a despolimerizagao.

A heparina soédica foi preparada através da interacao entre um sal
estequiométricamente em excesso com o sédio da heparina, em meio aquoso, a
uma temperatura na regido de 20°C. O sal de amoénio quaternario utilizado foi o
cloreto de benzalcénio, o qual reage facilmente com o sédio da heparina. Torna-se
necessaria a realizacao desta etapa, uma vez que a heparina & soluvel em
solventes aquosos e a etapa seguinte, de esterificagao, ocorre em meio organico. A
adicao do cloreto de benzalconio é para que torne a heparina solivel em solventes
organicos, pois este possui um grupo R de cadeia longa, o que faz com que diminua

a solubilidade da heparina em meio aquoso.

Ha formacdo de um complexo entre a heparina polianiénica com o

amoénio quaternario catidbnico, mostrado na Figura 3.

COO X' "X OSOCH,
H \H
H
OH H
H  OSO; X H  HNSO, X
s W 3

Figura 3 — Complexo: Heparina e sal de amoénio quaternario.

CHy, |°

\
Onde X' representa o composto: OCHQ_ I{l iR
o] |

CH,
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Em uma segunda etapa a esterificacao foi realizada sob as seguintes
condigdes: o éster parcial da heparina (éster aromatico), na forma de sal, pode ser
preparado pela esterificagdo do sal de amdnio quaternario de cadeia longa da
heparina em um solvente orgéanico clorado (cloroférmio), na presengca de um
derivado clorado (cloreto de 4-cloro benzila), na relagao 1:5:1 (Figura 4). Embora a
heparina seja insollvel em solventes organicos, o complexo com cation de amoénio
quaternario é solivel em solvente organico. A eficiéncia da reagao pode ser
aumentada através do rigido controle das proporgbes dos reagentes, da
temperatura e do tempo reacional. A temperatura reacional do meio foi realizada a
um valor que variou de 35 - 55°C, ocorrendo preferencialmente em 35°C, o tempo

reacional variou de 25 horas a 37 horas, ocorrendo preferencialmente em 25 horas.

O éster parcial da heparina esta na forma de sal, desta forma, pode ser
recuperado através da precipitagdo com alcool (metanol), na presenca de acetato

de sodio.

Cl

H 0OSO; X'
. —1In

Figura 4 — Heparina Esterificada.

l
Onde X" representa o composto: QCHQ_ '}' —R




A esterificagdo ocorre unicamente no ion carboxilato do Aacido
D-glucurénico, por ser um nucledfilo forte, que reage rapidamente com um dado
substrato. Ja o ion sulfénico € um nucledfilo fraco, que reage lentamente com o
mesmo substrato, sob as mesmas condicées de reagdo, o que justifica a nao

esterificagédo do mesmo.

E freqlientemente necessaria a modificacao de grupos funcionais para
evitar a interferéncia com alguma reacao na seqiiéncia sintética. Um caminho para
isto s@o os grupos protetores. Para tanto foi realizada a esterificacdo, no intuito de

proteger o ion carboxilato.

Grupos protetores exercem funcédo passiva na sintese. Cada operagao de
introdugéo e remocédo de grupos protetores acrescentam etapas na seqiiéncia

sintética. Desta forma é desejavel minimizar o nimero de operagdes semelhantes.

Nao existe um grupo protetor universal, logo, cada grupo funcional tem

preferéncia por um grupo protetor.

Na etapa final ocorre o processo de despolimerizagdo, onde temos o
ester da etapa anterior sendo tratado com uma base forte (hidroxido de sédio) em
uma solugéo aquosa para a obtencao da heparina de baixa massa molar. Foi feita
uma hidrolise basica para que a base retirasse o préton da heparina e ocorresse
uma B-eliminacéo, pois também sairia a ligacao glicosidica. E formada, entao, uma
insaturagédo no grupo terminal entre o0 C4 e o Cs do acido D-glucurénico, que é

mostrada na figura 5.

Quando dois grupos de atomos vizinhos sdo perdidos e formam uma

dupla ou tripla ligagao, a reacao € chamada de B-eliminagao.

A B-eliminagcao é feita neste anel, pois o hidrogénio do Cs € bem acido,
uma vez que esta ao lado de uma carbonila (Ce), e a base vai preferir este

hidrogénio.



As ligagbes glicosidicas sao facilmente hidrolisadas por acido, mas

resistem a clivagem por base.

H  0SO; H  HNSG,

- st ]

Figura 5 — Estrutura da heparina com B-eliminag&o no carbono 4 e 5.

O produto pode entdo ser recuperado pela neutralizagdo do meio
reacional com um &cido inorganico diluido (acido cloridrico), sendo adicionado
cloreto de sodio para deixar na forma de sal e precipitou na presenca de um alcool

(etanol).
O rendimento deste experimento é baixo, considerando que em todas as

etapas houve precipitagdo em meio aquoso ou organico. O rendimento obtido
foi de 13,7 %.
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4.2. Caracterizacao da Heparina

As amostras de heparina foram caracterizadas por: espectroscopia de
infravermelho, analise elementar, titulacdo condutimétrica, cromatografia liquida de

alta eficiéncia e atividade anticoagulante.

4.2.1. Analise do Espectro de Infravermelho (IV)

Os espectros no infravermelho contém tantos picos que a possibilidade
de que dois compostos diferentes apresentem o mesmo espectro no infravermelho
¢ extremamente pequena. Neste sentido, o espectro no infravermelho tem sido
comparado a uma “impressao digital” de uma molécula. Deste modo se duas
amostras puras tém diferentes espectros no infravermelho, pode-se ter a certeza de
que elas representam diferentes compostos. Os espectros no infravermelho

fornecem uma grande riqueza de informagdes sobre as estruturas dos compostos.

Com a analise do espectro de infravermelho da heparina (Figura 6)
consegue-se observar a presenca dos picos referentes aos grupos funcionais
existentes na cadeia polimérica, tais como, OH, CH, NH e C=0. Observa-se para a
heparina comercial as principais bandas: 3458 cm 7 banda de estiramento da
ligagdo O-H do COOH; e 2924 cm™ banda de estiramento C—H; 1630 cm™' banda
caracteristica da ligagdo C=0; e 1424 cm”' deformacao axial do grupo C-O;
1236 cm™' deformacao axial assimétrica do grupo C-O-C; 1028 cm” deformacgao
axial simétrica do grupo C-O-C; 892 , 798 e 584 cm™ do grupo N-H fora do plano.
Através da analise de infravermelho comprova-se a presenca de todos os grupos
funcionais da heparina mostrando que a analise de infravermelho & util para a

caracterizagao do polimero.
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Figura 6 - Infravermelho da Heparina Comercial.

A esterificagao foi confirmada através da espectroscopia no infravermelho
(Figura 7) com a banda de 2924 cm” banda de estiramento C-H; a banda de
1740 cm™ caracteristica da ligagdo C=0 do éster aparece somente neste
infravermelho: 1636 cm™ banda da ligacdo C=0. Tanto a banda de 2924 cm’

quanto a de 1636 cm” apresentaram picos mais intensos que na heparina

comercial.
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Figura 7 - Infravermelho da Heparina Esterificada.
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O infravermelho da heparina despolimerizada, apresentado na Figura 8,
confirma a quebra do polimero, uma vez que o infravermelho deste é semelhante ao

da heparina comercial.

37,14
36
35 ]
34 |
33
32 |
314

T3

28
27
26
25
24
23]

22 |
1,6 T } I | I
4000,0 3000 2000 1500 1000 500 400,0

cm™
Figura 8 - Infravermelho da Heparina Despolimerizada.

4.2.2. Analise Elementar

A heparina tambem foi caracterizada por analise elementar que comprova
a esterificacao pelo aumento no nimero de carbonos da molécula esterificada; a
despolimerizagdo confirma que a quebra do polimero foi efetiva, uma vez que os

valores de C, H, N e S retornaram aos valores iniciais (Tabela 2).

Tabela 2: Analise elementar.

Nome da Amostra Nitrogéni
Heparina Pura 1,893 18,708 4,119 6,275
Heparina Esterificada 1,980 j 31,553 5,074 2,172

Heparina Despolimerizada 1,672 19,852 3,546 5,709
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4.2.3. Analise da Titulagao Condutimétrica

Instrumentos e material para realizar titulages condutimétricas sao
geralmente baratos e simples. Por isso essas medidas s&o largamente empregadas
na industria como ferramenta analitica tanto em laboratérios como também a nivel
industrial em processos de controle de qualidade. Um dos usos mais freqiientes da
condutancia € nas titulagées quantitativas de sistemas onde a condutancia da
solugdo varia de tal maneira (antes e depois do ponto final da titulagéo) que a
interseccao de duas retas permitem determinar o ponto de equivaléncia. A forma da

curva depende: da amostra, do titulante, das reagdes que ocorrem.

Titulagdes condutimétricas de uma solugdo de heparina e do éster
benzilico da heparina foram conduzidas para determinar o grau de esterificacao

através da quantificagcao dos grupos sulfatos e carboxilicos (Figuras 9 e 10).

A razao dos teores de grupamentos sulfatos e carboxilatos podem ser
identificadas pelas inclinagbées da curva condutimétrica. A condutividade da solugao
da amostra € inicialmente alta principalmente devido a contribuigdo de prétons dos
grupos sulfatos (A = 350), diminuindo linearmente os protons —-SO3;H que sao
substituidos por ions Na® (L = 50), a quantidade de grupos sulfatos foi de
3,71 mmol/g de heparina. Depois que todos os prétons sao neutralizados, ha um
nivelamento da curva. Esta regidao do platé corresponde ao préton dissociado do

grupo carboxilico.

A condutividade dificilmente muda nesta regido devido ao efeito
compensatorio de protons carboxilicos neutralizados, aumentando a concentragao
do ion Na', a quantidade de grupos carboxilicos foi de 1,03 mmol/g de heparina.
Depois de dissociado e neutralizado todos os prétons carboxilicos, a condutividade
aumenta agudamente, principalmente devido a contribuicao do ion OH (A = 198).
A extrapolacao da curva condutimétrica forneceu dois pontos de interseccao, o
primeiro corresponde ao numero de grupos —-SO3zH enquanto o segundo

corresponde ao numero de grupos —COOH.
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A razao de grupamentos carboxilatos / sulfatos (R = N coon/ N sosH) da

heparina de partida foi de 0,49.

COOH = 0,49 1,49 ——» 100%
SO3zH 1,00 049 —» X
X=32,9 %

E apoés a esterificacéo, a razao diminuiu para 0,25.

COOH = 0,25 1,25 —» 100%
SOzH 1,00 025 —» X
X=20,0 %

32,9-20,0=112,9 %

A diferenca dos valores foi o que modificou na estrutura da heparina.

Portanto o grau de esterificacao foi de 12,9 %.
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Figura 9 — Titulagdo Condutimétrica da Heparina.
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Figura 10 — Titulagdo Condutimétrica da Heparina Esterificada.
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4.2.4. Analise da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A massa molar da heparina e heparina despolimerizada foi determinada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia pelo método da excluséo, que efetua a
separagao de acordo com o tamanho efetivo das moléculas. As moléculas
pequenas podem penetrar na maioria dos poros e apresentarem um maior tempo
de retengao, enquanto as maiores sdo excluidas de todos os poros. Assim,
moléculas grandes movem-se rapidamente através da coluna e as moléculas
pequenas sao eluidas lentamente pela fase movel. Na tabela 3 encontram-se os

valores obtidos por esta técnica.

Tabela 3: HPLC.

9,783 890 128

Heparina
PLIFY 10,5 3,0 11,2
11,298 8,0 10,0
7,692 15,0 12,8
Heparina 9.533 42,0 11,2
Despolimerizada 11,082 8,0 10,0
13.3 35,0 6,9

Os resultados obtidos para heparina pura (Figura 11) mostraram que 89%
das cadeias poliméricas apresentam massa molar de 12.800 daltons (Da), 3% das
cadeias poliméricas apresentam 11.200 Da e 8% das cadeias poliméricas
apresentam 10.000 Da. Para a heparina despolimerizada (Figura 12), os resultados
mostraram que 15% das cadeias poliméricas apresentam massa molar de
12.800 Da, 35% das cadeias poliméricas apresentam 6.900 Da e 50% das cadeias
poliméricas possuem massa molar entre 12.800 e 6.900 Da. Os resultados da
despolimerizagao foram satisfatérios, uma vez que uma boa porcentagem de
heparina apresentou um fragmento de 6.900 Da que seria responsavel pela

diminui¢cao atividade anticoagulante necessaria para administragao via oral.

26



9,783

10,5
11,298
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Figura 12 — Cromatograma da Heparina Despolimerizada.




4.2.5. Analise da Atividade Anticoagulante

As anadlises de atividade anticoagulante foram feitas por testes de

tromboplastina parcial (TTP), ou seja, tempo de formagao do coagulo.

Para a preparacao das amostras foi utilizado citrato de sédio apés a coleta
de sangue, pois este &€ um anticoagulante padrao usado para a realizacao de testes

de coagulacao. Apos é centrifugado para a separacéao de soro e plasma.

Para a dosagem de heparina foram preparadas solu¢gbées com salina
isotbnica, pois esta nao irrita e nem retarda a cicatrizagao, pode ser utilizada em

todas as feridas limpas.

Foi adicionado DiaCelin que € a cefalina de cérebro de coelho com
complexo de caolim. A cefalina ativa os fatores do sistema intrinseco de coagulagao

no plasma, na presencga de ions de calcio, fungcao esta do cloreto de caélcio.

Devido sua alta sensibilidade para heparina, DiaCelin pode ser usado para

dosagem de heparina.

O tempo de coagulacao depende da concentragcao dos fatores VII, IX, Xl e
Xll, e também dos fatores |, Il, V e X. A ativagdo por contato pelo complexo de

caolim reduz consideravelmente o tempo de coagulagao e evita a turbidez.

O mecanismo de acao das heparinas demonstrou a influéncia da massa
molar nas atividades. Estes estudos apresentam uma tendéncia, onde a atividade
desejada esta favorecida com o aumento do grau de fragmentacao da heparina,
ou seja, quanto menor a massa molar, menor € o tempo de coagulagao, coagulam
mais rapido, maior a atividade coagulante e menor atividade anticoagulante.

Os resultados sao apresentados na Tabela 4 e comparados na Figura 13.




Tabela 4 — Tempo de Tromboplastina Parcial.

Tempo Tomboplastina Parcial

Concentracdo da Heparina (U/mL) 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Heparina Comercial (s) 12 | 27 36 46 60
Heparina Despolimerizada (s) 10 | 19 20 29 40
80
70 4
60 -~
© 50 —a&— Heparina Comercial
8 40 -
E - ~ i~ Heparina .
L Despolimerizada
20
10 A
0 ¥ T T T

0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentragao (U/mL)

Figura 13 — Tempo de Tromboplastina Parcial.

Estas misturas heterogéneas de polissacarideos sado produzidas através
da despolimerizacdo, os quais possuem atividade total anticoagulante mais baixas
do que a relatada pela heparina. No entanto, uma das dificuldades associadas a
estas heparinas esta ligada ao fato de serem produtos muito heterogéneos.
Conseqiientemente, torna-se dificil avaliar a contribuicao de cada uma das espécies
a atividade da heparina, assim como determinar o comportamento destas espeécies
durante a despolimerizagao, e finalmente, de controlar a estrutura de tal espécie e as

respectivas propor¢des nos produtos finais.
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5. CONCLUSAO

Apés a analise e discussdao dos resultados obtidos através dos
experimentos realizados, bem como das pesquisas bibliograficas, chegou-se a

seguinte conclusao:

A sintese proposta para obtencdo da heparina de baixa massa molar
consistiu de trés etapas sucessivas de reagbes: formacdo do sal de aménio
quaternario com cloreto de benzalcénio, esterificagdo da heparina com cloreto de

4-clorobenzila, despolimerizagdo com hidréxido de sédio.

A heparina comercial, heparina esterificada e heparina despolimerizada
foram caracterizadas pelas técnicas de espectroscopia no infravermelho e analise
elementar. A técnica da analise de infravermelho comprovou a presenca de todos
os grupos funcionais da heparina e de suas modificagcbes, sendo util para a

caracterizagao dos polimeros.

A analise elementar confirmou a formagao do éster de heparina pelo
aumento do numero de carbonos, bem como a despolimerizagao pelo retorno ao
numero de carbonos iniciais. A analise elementar foi uma técnica auxiliar na

caracterizagao dos polimeros obtidos.

A titulacdo condutimétrica, devido a sua simplicidade, disponibilidade de
equipamento, utilizacdo de pequenas quantidades de amostras e reagente simples
mostrou ser uma eficiente técnica para quantificar o grau de esterificacdo da

heparina.

A analise da cromatografia liquida de alta eficiéncia também mostrou ser
uma eficiente técnica para determinar a distribuicao das massas molares e suas

respectivas proporgoes.



A quebra da heparina, utilizando o processo realizado neste trabalho,
resultou numa mistura de fragbes de massas molares de 12,8, 11,2 e 10,0 e
6,9 kDa, sendo a fragdo com a menor massa molar com 35% da composicao é a
responsavel pela reducdo da atividade anticoagulante, e a mistura de fracdes
fornece um equilibrio entre as atividades anticoagulante e antitrombética necessaria

para administracao oral.

Tanto a heparina comercial quanto a heparina despolimerizada
apresentaram atividade anticoagulante. A heparina despolimerizada foi capaz de
diminuir o tempo de coagulagdo avaliado pelo teste TTP nas concentracoes

utilizadas.
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