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RESUMO

A heparina pertence a familia das glicosaminoglicanas e é um polissacarideo natural
derivado de tecidos animais, que possui potente atividade anticoagulante. E um
polimero, sendo sua molécula composta por unidades monoméricas repetidas e é
constituido principalmente por 4 unidades ligadas de acido a-L-iadurénico 2-sulfato
(a-IdA-2S) e a-D-glucosamina N,6-dissulfatada. O processo de isolamento da
heparina é regulamentado através das legislacdes vigentes no Brasil, que possuem o
objetivo de inspecionar a qualidade dos mesmos. Algumas técnicas usadas para
identificacdo das sequéncias sacaridicas da heparina sdo: ressonancia magnética
nuclear, espectrometria de massas e sistemas eletroforéticos, turbimitetria e métodos
cromatograficos. Assim, o um estudo em questdo se trata de uma analise do tipo
bibliografica, descritivo-exploratério e retrospectivo, contando com estudos de 1991 a
2021, com analise integrativa, sistematizada e qualitativa, tendo como objetivo geral,
analisar as propriedades fisico-quimicas e o0s principais meétodos analiticos de
guantificacdo da heparina, levantados da literatura técnico-cientifica. Apos a definicdo
do tema, foi realizada uma busca em bancos de dados virtuais, na Biblioteca Virtual
do Scientific Electronic Library online (SciELO), Google Scholar e Periédicos CAPES.
Foram utilizados os termos “heparina”,“quantificacdo da heparina" e "métodos
analiticos”. O passo seguinte foi uma leitura exploratéria no periodo de julho de 2021
até marco de 2022 das publicacdes, foram selecionadas publicacdes dos anos de
1991 até 2021, caracterizando, assim, o estudo retrospectivo das publicacdes. Apos
a analise dos artigos selecionados, foi possivel concluir que a heparina possui varias
aplicacoes, e as formas de sua investigacao precisam ser amplificadas para a melhor

compreensao do seu mecanismo de acédo em diferentes sistemas.

Palavras-chave: Heparina; Isolamento da Heparina; Quantificacdo da Heparina



ABSTRACT

Heparin belongs to the glycosaminoglycan family and is a natural polysaccharide
derived from animal tissues, which has potent anticoagulant activity. It is a polymer,
and is a molecule composed of repeating monomeric units and is mainly made up of 4
linked units of a-L-iaduronic acid 2-sulfate (a-IdA-2S) and a-D-glucosamine N,6-
disulfated. The process of isolation of heparin is performed through the current
legislation in Brazil, which aims to inspect its quality. Some techniques used for heparin
guantification are: nuclear magnetic resonance, mass spectrometry and
electrophoretic systems, turbidimetry and chromatographic methods. Thus, the study
in question is a bibliographic, descriptive-exploratory and retrospective type analysis,
with studies from 1991 to 2021, with integrative, systematized and qualitative analysis,
having as general objective, to analyze the physical-chemical properties and the main
analytical methods for quantification of heparin, raised from the technical-scientific
literature. After defining the theme, a search was performed in virtual databases, the
Virtual Library of the Scientific Electronic Library online (SciElo), Google Scholar and
CAPES Periodicals. The terms "heparin”, "heparin quantification" and "analytical
methods" were used. The next step was an exploratory reading in the period from July
2021 to March 2022 of the publications from the years 1991 to 2021 were selected,
thus characterizing the retrospective study. After the analysis of the selected articles,
it was possible to conclude that heparin has several applications, and the forms of its
investigation need to be expanded to better understand its mechanism of action in

different systems.

Keywords: Heparin; Heparin isolation; Heparin quantification
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1 INTRODUCAO

A heparina pertence a familia das glicosaminoglicanas, sua molécula é
sulfatada, acida e carregada negativamente (MARROTA-OLIVEIRA; MARCHETTI,
2011). Sua descoberta ocorreu em 1916 por McLean, na Universidade John Hopkins
e isolou o composto de figado de cachorros (BAYTAS.; LINHARDT, 2020), McLean
estava buscando extrair substancias tromboplasticas de varios tecidos, e acabou
encontrando uma substancia com potente atividade anticoagulante (SILVA et al.,
2018), sendo a heparina considerada o segundo biofarmaco mais utilizado no mundo
(MARROTA-OLIVEIRA; MARCHETTI, 2011).

A heparina € um polissacarideo linear constituido principalmente por 4
unidades ligadas de acido a-L-iadurdnico 2-sulfato (a-1dA-2S) e a-D-glucosamina N,6-
dissulfatada, assim representada na Figura 1. Outras unidades minoritarias
encontradas na molécula sdo o acido nao sulfatado a-L-idurdnico, a-D-glucosamina
N-acetilada ou N, 3, 6-trisulfatada, e residuos de acido B-D-glucurénico. A proporgao
destas unidades no polimero de heparina esta diretamente relacionada com o tecido
utilizado para a sua extracdo (TOVAR, et al, 2016).

Possui solubilidade em &agua, € um p6 branco ou quase branco,
moderadamente higroscépico, com coeficiente de particdo -13,2 e pH 5 a 8
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

Figura 1: Representacao da estrutura quimica da heparina composta por unidades

monomeéricas repetidas
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Fonte: Adaptado de MULLOY et al., 2016
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A heparina divide-se em duas classes: a heparina néo fracionada (HNF) e a
heparina de baixo peso molecular (HBPM). As HBPM sé&o derivadas da HNF por
processo de despolimerizacdo quimica ou enzimatica (YOSHIDA, 2016).

As HNFs séo polissacarideos que, durante o isolamento dos tecidos animais,
se degradam lentamente, construindo uma mistura desigual de fragmentos com
massa molecular entre 3.000 e 30.000 Daltons e as HBPM que séo adquiridas por
meio da despolimerizacdo controlada da HNF, que formam produtos com massas
moleculares entre 4000 e 6000 Daltons. As HBPM séo formadas por fragmentos, que
possuem as mesmas fungbes das HNF (SILVA, et al.,, 2018). As duas séao
anticoagulantes utilizados por anos na terapéutica, como medida profilatica contra a
trombose venosa profunda (TVP), embolia pulmonar e rotineiramente no pré-
operatério (MARROTA-OLIVEIRA; MARCHETTI, 2011).

A heparina de baixo peso molecular € representada pela dalteparina sddica,
enoxaparina sodica, nadroparina calcica, parnaparina sodica, reviparina sodica e
tinzaparina sodica (PERES, 2015).

Embora o complexo heparina-AT lll inative a trombina, a HBPM e o complexo
antitrombina sdo mais especificos para o Fator X ativado (Fator Xa). Por conta da
meia-vida curta da heparina e da ocorréncia de sangramento, o uso da HBPM tém
sido mais praticado, do que da HNF, estudos revelam que o risco de tromboembolismo
e principalmente a incidéncia de sangramento € significativamente menor, outro fator
observado é o tempo de permanéncia e o custo hospitalar, que sao menores
(DURMAZ et al, 2012).

Vérias técnicas sao utilizadas nos processos de obtencdo das HBPM, por
meio dessas técnicas inumeras formas de HBPM séo elaboradas, as encontradas no
Brasil sdo: Ardeparina sédica, Enoxaparina, Dalteparina sddica, Nadroparina calcica.
Porém, a enoxaparina é a mais indicada e segura, por apresentar melhor atividade
anticoagulante, propiciando mais seguranca em casos gestacionais e por possuir a
protamina, substancia capaz de reverter os efeitos anticoagulantes da heparina
(TOMA et al., 2013).

As vias de administracdo para o uso da heparina sdo a endovenosa e a
subcutanea. Em relacéo a necessidade de doses elevadas ou para efeito imediato,
recomenda-se a via endovenosa, em casos de doses menores, a via utilizada € a
subcutanea, que pode ser empregada de 5.000 a 7.500 Ul de heparina a cada oito ou

doze horas. Para a via endovenosa, a dose administrada deve ser de 1000 a 2000 UI
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em infusdo continua (LARA, 2020).

A obtencdo da heparina que é um anticoagulante comercializado por varias
industrias farmacéuticas é feita através da retirada de mucosas de origem bovina e
suina (MEDEIRQOS, 2020). A China é a maior produtora, assim abastecendo mais da
metade da demanda mundial (BRITO et al., 2018), sendo esse um dos motivos de
ultimamente ter crescido o numero de pesquisas, com o objetivo de avaliar e
guantificar as glicosaminoglicanas (MARROTA-OLIVEIRA; MARCHETTI, 2011).

Algumas técnicas usadas para os estudos de determinacao de sequéncias
sacaridicas que compdem a molécula da heparina sdo: ressonancia magnética
nuclear, espectrometria de massas e sistemas eletroforéticos (PATEL et al., 2008;
MOURIER; VISKOV, 2004). A turbidimetria e 0 método cromatografico que também
vém sendo muito utilizados, além desses, o método espectrofotométrico UV que tem
baixo custo e pouca utilizagdo de tempo em comparacdo com o HPLC (SAHU;
LARIYA, 2019; OLIVEIRA, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
e Realizar um levantamento bibliografico, descrever propriedades fisico-
guimicas e discutir os métodos analiticos descritos na literatura para quantificacdo da

heparina.

2.2 Objetivos especificos

e Descrever as caracteristicas quimicas e as propriedades fisico-quimicas
da heparina;

e Levantar na literatura técnico-cientifica trabalhos académicos, artigos e
textos que descrevam sobre métodos de quantificacdo da heparina;

e Descrever e sistematizar os diferentes métodos e ferramentas analiticas

para quantificacdo da heparina descritos nos textos avaliados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Estratégia de busca

A metodologia usada no estudo em questdo consistiu em um estudo
descritivo-exploratério e retrospectivo, com analise integrativa, sistematizada e
qualitativa.

Apos a definicdo do tema, foi realizada uma busca em bancos de dados
virtuais, na Biblioteca Virtual do Scientific Electronic Library online (SciElo), Google
Scholar e Periddicos CAPES. Foram utilizados os termos “heparina”, “quantificagao
da heparina" e "métodos analiticos”. O passo seguinte foi uma leitura exploratéria no
periodo de julho de 2021 até marco de 2022, e foram selecionadas publicacdes dos
anos de 1991 até 2021, caracterizando, assim, o estudo retrospectivo das
publicacdes.

Os critérios usados para inclusao de informacgdes na analise foram: a) uso
da heparina em humanos; b) publicacfes realizadas entre 1991 e 2021; ¢) métodos
de obtencdo da heparina; d) métodos de quantificacdo da heparina; e) artigos escritos
na lingua inglesa; f) artigos de revisdo; g) artigos na lingua portuguesa; h)
propriedades fisico-quimicas da heparina.

Ja como critérios de exclusédo, foram utilizados os seguintes parametros: a)
trabalhos que envolvam o uso da heparina em outras espécies que nao sejam a
humana; b) pesquisas publicadas em outros idiomas que ndo sejam o inglés; c)
materiais constando em anais de congresso e conferéncias.

A partir das anotacdes da tomada de apontamentos, foram confeccionados
fichamentos, em fichas estruturadas em um documento do Microsoft Word, que
objetivaram a identificacdo das obras consultadas, o registro do conteudo das obras,
0 registro dos comentérios acerca das obras e a ordenacdo dos registros. Os
fichamentos propiciaram a construcdo ldgica do trabalho, que consistiram na
coordenacao das ideias, acatando os objetivos da pesquisa.

A seguir, os dados apresentados foram submetidos a analise de conteudo.
Posteriormente, os resultados foram discutidos com o suporte de outros estudos,

provenientes de revistas cientificas e livros.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 Literatura utilizada para comparacéo de métodos analiticos

Apoés a analise dos resultados obtidos nas bases de dados, foi selecionada

a literatura apresentada na Tabela 1.

Tabela 1- Literatura selecionada para inclusdo da comparacdo de métodos analiticos, sendo

classificados por referéncias, pais de origem, tipo de estudo e método analisado.

Referéncias Titulo Pais de Tipode Método
Origem Estudo analisado
Oliveira, S. Preparacdo e caracterizacdo in Brasil Tese de Turbidimetria
S.M. 2009 vitro de microparticulas de doutorado
heparina fracionada

potencialmente aplicaveis ao
tratamento da trombose venosa

profunda
Mesquita, Avaliagdo e otimizacdo de Brasil Trabalho de Turbidimetria
A. C. T. metodologia turbidimétrica para a Concluséo
2016 guantificacdo de heparina de de Curso

baixo peso molecular utilizando
planejamento de experimentos

Ouyang, Y. Qualitative and guantitative China Artigo Cromatografia
etal. 2017 analysis of heparin and low Original

molecular weight heparins using

size exclusion chromatography

with multiple  angle laser

scattering/refractive index and

inductively coupled plasma/mass

spectrometry detectors.

Mulloy, B. et Pharmacology of Heparin and Inglaterra Artigo Cromatografia
al. 2016 Related Drugs. Original



Tovar et al.
2016

Chengalva,
P.;
Gundala, A.
2017

Structural and haemostatic
features of pharmaceutical
heparins from different animal
sources: challenges to define
thresholds separating distinct
drugs

Development and validation of UV
spectrometric method for
quantitative  determination  of
enoxaparin sodium in bulk and
injectable

Brasil

india

Artigo
Original

Artigo
Original

19

Cromatografia
por troca
ibnica

Espectrofoto
metria UV

4.2 Literatura utilizada para descri¢cao de origem e obtencé&o de heparina

Os estudos dos quais foram extraidas informacfes para discorrer sobre a

origem e obtencédo de heparina estéo classificados na Tabela 2.

Tabela 2 - Estudos selecionados para descri¢do de origem e obtencéo de heparina, sendo classificados

quanto a referéncia, titulo, pais de origem, tipo de estudo e aplica¢cdo no texto.

Referéncia Titulo Pais de Tipo de Aplicacéo no
Origem Estudo texto
Tovar et al. Structural and haemostatic features of Brasil Artigo Origem da
2016 pharmaceutical heparins from Original heparina
different animal sources: challenges
to define thresholds separating
distinct drugs
MAJERUS, P. Medicamentos Anticoagulantes, Brasil Livro Origem da
W.etal Antitrobdticos e Tromboliticos, In: heparina
GOODMAN & GILMAN, As Bases
Farmacoldgicas da Terapéutica
SILVA et al., Legislacdo brasileira aplicada a Brasil Legislacdo  Origem e
2018 producdo do insumo farmacéutico Obtencdo da
ativo heparina Heparina
Mesquita, A. Avaliagédo e otimizacéo de Brasil Artigo Origem da
C.T. 2016 metodologia turbidimétrica para a Original Heparina

guantificacdo de heparina de baixo
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peso molecular utilizando

planejamento de experimentos

4.3 Obtencao da heparina

No Brasil, a regulamentacéo para a producéo da heparina é regulamentada
por meio das seguintes legislacbes Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°
69/2014 que regulamentam as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) de Insumos
Farmacéuticos Ativos (IFAs) (BRASIL, 2014) e a RDC n° 55/2010 que disp8e sobre o
registro de produtos biolégicos novos e produtos biologicos (BRASIL, 2010).

A producdo de heparina € restrita, pois sua matéria-prima basica sdo os
tecidos de animais. E diferentes tecidos de espécies distintas de mamiferos ja
estiveram presentes na fabricacdo de heparina para fins farmacéuticos ao longo dos
anos, sendo originarios de figado de céo, pulméao bovino e do intestino suino (TOVAR
et al., 2016).

A heparina in natura é extraida e isolada nas células mastécitos dos tecidos
conectivos da mucosa intestinal de suinos, e em pequena quantidade do tecido
pulmonar bovino (SILVA et al., 2018), também é encontrada na camada celular
endotelial e no plasma sanguineo (MAJERUS et al, 1991). No processo de isolamento
observa-se a hidrélise da mucosa e em seguida a extracdo de heparina, que aquece
enzimas proteoliticas, ap0s esse processo ocorre a adsor¢cdo dos polianions
sulfatados para uma resina de troca ibnica (Figura 2). As cadeias glicosaminoglicanas
se degradam gradativamente, gerando uma combinacdo de diferentes fragmentos

com diversas massas moleculares e funcdes biologicas (SILVA et al., 2018).

Figura 2: Fluxograma de producéo da heparina a partir da mucosa bovina ou suina
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Digestdo enzimaética - Coagulacdo

Mucosa intestinal Digestao enzimatica

Precipitacdo - Dissolugdo - Solugdo

Precipitacdo - Filtracao

Fonte: Adaptado de SILVA et al., 2018

Para a obtencao da heparina, a empresa deve ter controles para a garantia
da qualidade do material obtido, dessa forma cumprindo com as exigéncias
estabelecidas na legislacao referente a BPF, conforme prescrito no Art. 4° da RDC n°
69/2014 onde o responsavel pela fabricacdo de insumos farmacéuticos ativos tem
como objetivo assegurar os requisitos de qualidade e pureza sejam cumpridos
(BRASIL, 2014).

Apoés obtencdo da heparina in natura é feito o processo de producédo do
insumo da heparina (Figura 3). Assim a legislacdo possui algumas exigéncias, que
estdo descritas no Art. 6° da RDC n° 69/2014. Dentre esses parametros analisados
durante o processo da purificacdo de Heparina in natura, podemos citar: inativagéo
viral, por meio do controle do pH; Oxidacdo por permanganato de potassio, atraves
do controle de temperatura; oxidacao por peréxido de oxigénio, através do controle da
temperatura, dentre outros (SILVA et al., 2018).

Muitos esforcos séo realizados no intuito de elaborar técnicas que sejam
seguras e eficazes na quantificacdo dessas biomacromoléculas. Dessa forma, varias
metodologias, biolégicas ou quimicas, sdo propostas a fim de determinar
guantitativamente e qualitativamente as heparinas em fluidos biolégicos (MESQUITA,
2016).

Figura 3: Fluxograma de Producdo de Heparina a partir da heparina in natura

Heparina




Precipitacéo |
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Tratamento
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|
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Filtracéo

|
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|
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Fonte: Adaptado de SILVA et al., 2018

4.4 Métodos analiticos para quantificacdo da heparina
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Diferentes métodos analiticos vém sendo desenvolvidos na avaliacdo e

guantificacao de glicosaminoglicanas, como a heparinas. Mas os estudos sao dirigidos

para a determinacao das diversas sequéncias sacaridicas que constituem a molécula

e utilizam técnicas como ressonancia magnética nuclear, espectrometria de massas
e sistemas eletroforéticos (PATEL et al., 2008; MOURIER; VISKOV, 2004). Mas

poucos métodos estdo disponiveis para a quantificacdo de enoxaparina sodica

isolada, em combinacao com outros farmacos ou em sua forma farmacéutica (SAHU;

LARIYA, 2019).

4.4.1 Método turbidimétrico

7z

A turbidimetria é uma técnica que esta sendo amplamente utilizada na

guantificacdo da heparina, e esta relacionada a colorimetria, que é a capacidade de
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medir a turbidez de uma amostra, possuindo aplicacdo restrita a quantificacdo de
substancias que podem ser precipitadas, usando reagentes apropriados e em
condi¢cdes que comprovem a formagdo de uma suspenséo suficientemente estavel
para se obter reprodutibilidade (OLIVEIRA, 2009).

Algumas das vantagens deste método consistem na sua facilidade na hora
da execucao por ser simples e rapido. Porém esta técnica sofre interferéncias que
podem influenciar diretamente na resposta analitica, como o pH, temperatura, tempo
do meio reacional da solucéo e o tamanho das particulas dispersas. E na quantificacao
das HBPM a utilizagdo deste método turbidimétrico limita-se as condi¢des reacionais
de 37°C, pH de 4,4 e tempo de reacédo de 1 hora (MESQUITA, 2016).

4.4.2 Método cromatografico

Na cromatografia de exclusdo de tamanho é utilizado o indice de refracéo,
para determinar o peso molecular de heparinas nao fracionadas (HNF) e heparinas
de baixo peso molecular (HBPM), porém, de modo geral, mostram um desempenho
diferente nas colunas e nos tempos de retencado da HNF ou HBPM variam. Os padrdes
de peso molecular usados tém diferentes conformacdes em solugdo e exibiram
interacdes de coluna diferentes de HNF e HBPM, levando a resultados imprecisos
(OUYANG et al., 2017).

A cromatografia liquida com espectrometria de massa tem sido usada para
tracar o perfil de preparacdes de heparina, porém medir distribuicdes completas do
peso molecular para HNF ou HBPM por este método nao € satisfatorio, e o problema
surge da heterogeneidade da sequéncia da heparina. Pois 0s métodos
espectrométricos de massa mais modernos sao limitados a oligossacarideos curtos,
mesmo a heparina ndo sendo um peptideo (MULLOY et al., 2014).

Foi descrito em um estudo por Tovar et al., 2016 sobre a analise das
propriedades em 361 amostras de heparinas de diferentes origens, sendo, 150
amostras de heparina vinda de mucosa intestinal de porcos, 210 vindas de mucosa
intestinal de bovinos, e 1 amostra de pulmdo bovino por cromatografia de troca
anibnica. Tiveram de resultado que os diferentes tipos de heparina possuem
propriedades ibnicas diferentes por apresentarem diferentes propor¢cdes e por serem
de diferentes origens. Além disso, mostraram que apesar da semelhanca estrutural,

as heparinas podem possuir atividades anticoagulantes néo idénticas.
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4.4.3 Método espectrofotométrico

O método espectrofotométrico UV foi desenvolvido para a analise de
enoxaparina sédica, e apresentou ser simples, rapido, exato, preciso, reprodutivel se
tornando aplicavel com sucesso a formulacdo farmacéutica sem interferéncia de
excipientes e sendo usado para analise de controle de qualidade de rotina da
formulagdo com enoxaparina sédica (CHENGALVA; GUNDALA, 2017). Ademais, o
método por espectrofotometria UV possui um baixo custo e economia de tempo em
comparagcao com o método HPLC de andlise (SAHU; LARIYA, 2019).

Para o ensaio espectrofotométrico da heparina calcica, € necessario para a
andalise das amostras, utilizar um espectrémetro de ressonancia magnética nuclear,
com mais de 500 MHz e 16 scans em pulso de 90°, com temperatura constante de 25
°C e janela espectral de 10 a -2 ppm. No entanto, para analisar amostras de heparina
sbdica bovina, utiliza-se o mesmo equipamento e janela espectral, porém, com
condicbes de temperatura diferentes, sendo 35°C constantes (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Na quantificacdo da heparina é possivel notar que os métodos existentes e
de facil acesso sao escassos, podendo concluir que dos diferentes métodos analiticos
descritos na literatura sobre a quantificacdo da heparina, 0 método que mais
apresenta resultados é o de turbidimetria e espectrofotometria, e que mais estudos

devem ser realizados sobre essa abordagem.
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