d
&

UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO TECNOLOGICO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

-

2

Angélica Lorenzetti

Estudo de via alternativa para a obtencao de heparina utilizando tecnologia enzimatica e

processos de separagio por membranas

Florianopolis

2022






Angélica Lorenzetti

Estudo de via alternativa para a obtencido de heparina utilizando tecnologia

enzimatica e processos de separacio por membranas

Tese submetida ao Programa de pos-graduagdo
em Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina para a obtengdo do
titulo de doutor em Engenharia de Alimentos
Orientador: Prof. Dr. José Vladimir de Oliveira
Coorientadores: Prof. Dr. Marco Di Luccio

Dr. Guilherme Zin

Floriandpolis

2022



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Gerag&o Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Lorenzetti, Angelica

Estudo de via alternativa para a cbtencdc de heparina
utilizandeo tecnologia enzimitica e processos de separacio
por membranas / Angelica Lorenzetti ; orientador, José
Vladimir de 0liveira, coorientador, Marco di Luccio,
coorientador, Guilherme Zin, 2022.

82 p.

Tese (doutoradsn) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro Tecnolégico, Programa de Pds-Graduacdo em
Engenharia de Alimentos, Florianédpolis, 2022.

Inclui referéncias.

1. Engenharia de Alimentos. 2. hidrélise enzimatica. 3.
heparina. 4. membranas. I. de Oliveira, José Vliadimir
IT. di Lueceio, Marco. IITI. Zin, Guilherme IV,
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pés
Graduacdo em Engenharia de Alimentos. V. Titulo.




Angélica Lorenzetti

Estudo de via alternativa para a obtengao de heparina utilizando tecnologia enzimatica e

processos de separagdo por membranas

O presente trabalho em nivel de doutorado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Rogério Marcos Dallago Dr.
URI-ERECHIM

Prof.(a) Débora de Oliveira Dr.(a)
UFSC

Prof. Alan Ambrosi Dr.
UFSC

Certificamos que esta ¢ a versao original e final do trabalho de conclusdo que

foi julgado adequado para obtencao do titulo de doutora em Engenharia de Alimentos

Documento assinado digitalmente

Jaciane Lutz lenczak

Data: 16/08/2022 10:45:16-0300

CPF: 000.280.630-40

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documento assinado digitalmente

Jose Vladimir de Oliveira
Data: 15/08/2022 16:49:01-0300
CPF:025.858.198-09

Prof. José Vladimir de Oliveira Dr.

Orientador

Florianopolis, 2022.



Este trabalho é dedicado a minha resiliéncia e a todos

que me sustentaram no caminho.



AGRADECIMENTOS

A Deus por guiar meu caminho mesmo quando eu ndo queria ouvir.

Aos meus pais, Valdir e Tercilia, meus irmaos Gelson, Geovane e Eliane. Vocés
sempre foram meu alicerce, independente das minhas escolhas, ndo mediram esforcos
para me apoiar e incentivar, vibraram com minhas alegrias ¢ me acolheram com muito
carinho nos momentos de dificuldade e incerteza. Vocés foram essenciais para conclusao
desse trabalho. Amo voceés!

Ao meu noivo Gustavo, meu parceiro que estd sempre comigo ndo importa a
distancia ou os desafios. Te amo!

Aos meus orientadores, Vladimir, Marco ¢ Guilherme, pelo apoio, incentivo,
orientagdo, contribui¢des e confianga para realizacao desse trabalho.

Ao grupo LABSEM, pela amizade, ajuda, convivéncia divertida e por
compartilhar bons momentos. Em especial, a Fabiana, Ingrid, Jéssica, Mariane, Monique
e Nely pela companhia nas longas horas de trabalho, disponibilidade, apoio e ajuda na
realizagao dos experimentos.

Ao programa de pds-graduacdo em Engenharia de Alimentos e a Universidade
Federal de Santa Catarina.

A CAPES. O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenagio de
Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior.

A Prof*. Daniele Cristina da Silva Kazama e ao Laboratério de Forragicultura —
CCA pela anélise NIR.

A professora Juliana Bell por me receber na UCDAVIS e me ensinar tanto sobre
persisténcia na pesquisa e na vida, vocé ¢ uma profissional inspiradora. E a Fernanda, que
me amparou tantas vezes no laboratorio e me ensinou a confiar e defender minhas ideias.

Aos colegas da pos-graduacao pela ajuda, troca de ideias, conversas e amizade.

Aos amigos, que distdncia alguma importa, obrigada por estarem comigo.

A todos aqueles que torceram, auxiliaram, confiaram e que de alguma forma
contribuiram para a realizagao deste trabalho.

Muito obrigada!



“Ha uma forma de fazer isso melhor — encontre-a.”

(Thomas Edison)



RESUMO

A producdo de heparina ¢ de grande importancia para a sociedade,
principalmente devido a sua aplicagdo como anticoagulante. No entanto, o processo de
produgdo pouco mudou ao longo dos anos. Tradicionalmente a heparina vem sendo
obtida, em escala industrial, empregando técnicas de hidrolise alcalina e resinas de troca
i0nica, intercalando processos de liberacao desse composto para o meio e purificacao,
com dessulfatagdo e precipitagdo de proteinas. Durante esses processos, diversos
compostos quimicos sao adicionados, o que aumenta o risco de contaminagao do produto
e dificulta as etapas de purificacdo. Hoje hd uma série de novas tecnologias disponiveis
que poderiam ser empregadas em sua melhoria. Nesse sentido, estudou-se um método de
producao de heparina tendo como base a hidrdlise enzimatica de mucosa suina e os
processos de separagdo com membranas, uma vez que essas tecnologias tém ganhado
espaco devido ao baixo impacto ambiental e a alta seletividade. Apds testes de hidrolise,
as condi¢des de processamento enzimatico foram definidas em pH inicial 9, temperatura
de 50 °C, 20% m/m de agua adicionada a mucosa, agitacdo de 200 rpm e enzima
Savinase® 16L 0,8% m/m. O material hidrolisado foi ultrafiltrado com membrana de 5
kDa e coletado o retido e o permeado. Para efeito de comparacdo com processos comuns
na industria, uma amostra foi produzida por hidrolise alcalina e recuperagdo por resina
Purolite A860S. As amostras obtidas foram analisadas por NIR, ensaios fluorimétricos
em kits de deteccdo de heparina e fator Xa e FTIR. Os resultados mostraram que a
heparina estava presente em todas as amostras, mas com diferencas entre a fragdo do
retido e do filtrado, de 0,76 U/g e 0,11 U/g, respectivamente, indicando uma possivel
variagdo da massa molar das moléculas de heparina presentes em cada uma dessas
fragdes, resultante do processo enzimatico e da permeagao pelas membranas. A atividade
anticoagulante da heparina foi detectada pelo ensaio fluorimétrico de Factor Xa em ambas
as fracdes da permeagdo, embora em concentragdes de 140 ug/L no filtrado e 34 ug/L no

retido.

Palavras-chave: Savinase®, enzimas proteoliticas, Porcin Heparin ELISA, Factor Xa

Activity Fluorometric Assay
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ABSTRACT

Heparin’s production has great importance to society, mainly due to its applicability as
an anticoagulant. However, the production process has changed little over the years.
Traditionally, heparin has been obtained, on an industrial scale, using alkaline hydrolysis
techniques and ion exchange resins, interspersing processes of releasing this compound
into the medium and purification, with desulfation and protein precipitation. During these
processes, several chemical compounds are added, which increases the risk of
contamination of the product and complicates the purification steps. Today there are a
few new technologies available that can be used to improve the process. In this sense, this
study investigated a method of producing low molar mass heparin, based on enzymatic
hydrolysis and ultrafiltration, since these technologies have gained space due to low
environmental impact and high selectivity. After hydrolysis tests, the conditions of
enzymatic hydrolysis were pH 9, 50 °C, 20% w / w of water applied to the mucosa, at
200 rpm stirring rate, and 0,8% w/w Savinase® 16L. The hydrolyzed material was
filtered through a 5 kDa ultrafiltration membrane. For comparison with common industry
processes, a sample was produced by alkaline hydrolysis and Purolite A860S recovery.
Samples were characterized using FTIR, NIR, and fluorometric assays. The results show
that the heparin is present in all the samples, but at different concentrations in the retentate
and permeate of 0,76 U/g and 0,11 U/g, respectively. The presence of heparin was
observed in all samples in different ranges, which indicates the delivery by the hydrolytic
process and the separation of molar masses by the membranes. Heparin activity was
detected with the Factor Xa assay in both membrane retentate and permeate fractions,

although at concentrations of 140 ug/L in the permeate and 34 ug/L in the retentate.

Keywords: Savinase®, proteolytic enzymes, Porcin Heparin ELISA, Factor Xa Activity

Fluorometric Assay
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Diagrama conceitual do trabalho

Estudo de via alternativa para a obten¢do de heparina utilizando tecnologia enzimatica e

processos de separagcdo por membranas

Por qué?

Demanda crescente de heparina

Processo atual de produgao utiliza compostos que podem prejudicar a pureza
do produto

Busca pela redugdo de custos operacionais

Aplicacdo de processos menos danosos ao meio ambiente

Quem ja fez?

A produgdo de heparina ndo ¢ foco de pesquisa na literatura. Hoje se estuda
mais sua aplicagdo. Por isso a necessidade da melhoria do processo de
obtencdo desta substancia por meio de tecnologias modernas e mais alinhadas
com as demandas atuais. Alguns estudos trazem a aplica¢do de novas enzimas
e resinas para purificagdo, entretanto pouco se fala sobre mudangas no
processo de produgdo.

Hipoteses

E possivel liberar a heparina da mucosa apenas com a hidrélise enzimatica das
proteinas.

E possivel empregar membranas para a separagio da heparina do caldo
hidrolisado.

Aplicando membranas ¢ possivel fracionar ou purificar a heparina bruta.

Métodos experimentais

Planejamento experimental para determinagdo das melhores condi¢des de
hidrolise enzimatica

Andlise do Grau de Hidrolise (GH) visando acompanhar a evolugdo da
hidrolise enzimatica

Aplicagdo de resina e membranas para a purificacdo da heparina e aplica¢do
de membrana de ultrafiltragdo para o fracionamento da heparina
Caracterizagao fisico-quimica do caldo por meio do emprego de ensaios de
deteccao e quantificacao de heparina e técnica FTIR e NIR

Respostas

Condicdes de hidrolise enzimdtica da mucosa intestinal suina: pH,
temperatura, quantidade de enzima, concentracdo de substrato e etapas de
separacao para a producao do caldo hidrolisado para a etapa de fracionamento
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M¢étodo controle de separagao da heparina do caldo hidrolisado — troca i6nica
por resina

Heparina fracionada por ultrafiltragcao

Produtos obtidos caracterizados por anélises fluorométricas, NIR e FTIR
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1 INTRODUCAO

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sao a fragdo glicidica constituinte dos
proteoglicanos, uma classe de biomoléculas de funcdo estrutural, presentes
fundamentalmente no tecido conjuntivo, epitelial e 6sseo, assim como no ambiente
intercelular (LINHARDT, 1991). Entre os GAGs comercialmente importantes, encontra-
se a heparina.

A heparina ¢ um polissacarideo altamente sulfatado, consistindo em unidades
alternadas de glicosamina e acido urdnico. Apresenta alta carga negativa, tem massa
molar que varia entre 3 e 30 kDa e alta densidade. Essas caracteristicas bastante
particulares permitem sua extragdo mesmo quando presente em baixas concentragdes no
material de partida (~160-260 mg/kg) (MEER; KELLENBACH; BOS, 2017).

Teoricamente existem 32 dissacarideos que compdem a heparina, tornando-a mais
complexa do que outros biopolimeros, como proteinas e 4acidos nucleicos. A atividade
anticoagulante da heparina ¢ o resultado de sua acdo potencializadora na antitrombina
(ATIIT) que inibe a agdo dos fatores de pro-coagulacao Ila (isto €, trombina) e Xa por
ligacdo covalente, resultando finalmente numa redugdo da coagulacio (MULLOY;
HOGWOOD; GRAY, 2010). Além de ser um 6timo anticoagulante, a heparina tem
apresentado boas respostas no tratamento de diversas doengas inflamatdrias relacionadas,
como asma (TAHIR AHMED, 1993), fibrose cistica (LEDSON et al., 2001), colite
ulcerativa (BERGAMASCHINI et al., 2004) e Alzheimer (PA et al., 2000).

Em seres humanos, o uso da heparina como anticoagulante iniciou-se no Canada,
em 1937. Nos anos seguintes, a heparina sofreu melhorias em seu processo de purificagdo
(YATES; RUDD, 2016). A fonte de obtenc¢ao ¢ de origem animal, isolada e extraida da
mucosa intestinal de suinos e do tecido pulmonar bovino (FOSTER; HIJGGARD, 1953).
No entanto, devido ao receio de transmissdo de encefalopatia espongiforme bovina,
doenca que se espalhou em rebanhos na década de 1990, a maior parte da heparina
mundial passou a ser retirada apenas de suinos, embora na América Latina ainda se utiliza
heparina de origem bovina (YATES; RUDD, 2016).

Desde a sua descoberta, o processo de obtengdao pouco mudou. O método
tradicional de extragdo da heparina utiliza colunas com resinas para retencao e posterior

elui¢do do material retido. Este procedimento somente ¢ possivel devido ao fato de a
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heparina ser um polissacarideo sulfatado, o qual possui unidades alternadas de
glicosamina e 4cido urdnico, e apresenta alta densidade de cargas negativas (MEER;
KELLENBACH; BOS, 2017).

Entretanto, o uso de resinas nesse tipo de processo conduz a baixos volumes de
produgdo, pois ¢ necessario elevado tempo de retencdo na coluna, resultando em lento
processo produtivo. E importante ressaltar que as dificuldades apresentadas na limpeza e
reutilizagdo das colunas de resina elevam os custos de operacao e manutencao (Opex).

Considerando o exposto e o crescente aumento da demanda por heparina,
processos alternativos para a sua obtencado e fracionamento tornam-se de grande interesse.
A utilizacdo de processos envolvendo membranas surge como uma abordagem
interessante devido as caracteristicas apresentadas por esta tecnologia, sejam elas
membranas de fracionamento ou membranas trocadoras de ions.

De acordo com a literatura, as membranas de fracionamento sdo de facil
escalabilidade, baixo custo energético, de facil operacdo e automacdo, apresenta alta
eficiéncia na separagdo, alta qualidade do produto e flexibilidade aos processos, pois 0s
processos com membranas podem ser combinados com outras operagdes (CHERY AN;
RAJAGOPALAN, 1998; PADAKI et al., 2015; REZZADORI et al., 2017).

Por outro lado, as membranas trocadoras de ions precisam de aten¢do na
otimizagao, ja que a variacao dos parametros normalmente tem efeitos opostos, € preciso
conhecer as caracteristicas intrinsecas dos materiais e dos métodos de preparacdo para
garantir uma boa otimizag¢do. Novos materiais de IEM. Em contrapartida apresentam alta
seletividade e permeabilidade i6nica, alta resisténcia a variagdo de pHs, estabilidade a
temperaturas de até 40 °C e alta resisténcia mecanica (MULLER et al., 2012; RAN et al.,
2017).

As propriedades biologicas da heparina sdo analisadas por meio de diferentes
técnicas, como por exemplo atividades antifator Xa e antifator Ila, técnicas de ressonancia
magnética nuclear (NMR), bombardeamento rapido de atomos (MS/MS-FAB), ionizagao
por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI) ou técnicas de ionizag¢ao por spray
(ESI) para elucidagdo estrutural. A andlise cromatografica de heparina visa determinar a
polidispersividade e a massa molar das amostras, podendo ser utilizadas as seguintes
técnicas: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia de permeacao
em gel (GPC), cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) e eletroforese capilar (CE).

As diferengas estruturais afetam as propriedades clinicas da heparina, constituindo-se
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como uma das principais preocupagdes ao trabalhar com essas moléculas (LINHARDT
& GUNAY, 1999).

A motivagdo deste trabalho esta em estudar um método de obtengdo e fracionamento
de heparina alternativo ao método tradicional (resinas de troca iOnica + técnicas
cromatograficas para confirmacdo de massas molares). Este ultimo foi usado como ensaio
controle. A ultrafiltragdo também foi utilizada. Primeiramente, a liberagdo da heparina foi
realizada por hidrdlise enzimatica, seguida entdo de fracionamento por membranas com
massas molares de corte bem definidas (ultrafiltracdo), visando a obtencdo de heparina de
baixa massa molar (HBPM) que ¢ mais eficiente porque permanece mais tempo ativa na
circulacao, podendo ser ministrada em doses menores, evitando hemorragias ou outros

efeitos indesejados.

1.1 OBJETIVOS GERAL

Estudar um método que possibilite obter e fracionar a heparina diretamente da
mucosa suina por meio do uso de hidrolise enzimatica e processos de separagdo por

membrana de ultrafiltragdo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os seguintes objetivos especificos foram delineados:

1. avaliar e selecionar a enzima, estudando as condi¢des de hidrolise enzimatica da
mucosa intestinal suina como pH, temperatura, concentragdo de enzima,

concentracao de substrato e etapas de separacgao;

2. reproduzir o método controle de separagdo da heparina do caldo hidrolisado — troca
10nica por resina-fornecido pela empresa Purolite, para comparagdo com o método

aqui estudado;
3. fracionar a heparina bruta por ultrafiltracdo;

4. caracterizar os produtos obtidos por meio de técnicas fisico-quimicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
Esta secdo apresenta os fundamentos sobre a heparina e foca em estudos
encontrados na literatura sobre os mecanismos de interacao quimica que esta possui € 0s
processos de producao existentes, os quais foram usados para fundamentar e executar o

presente trabalho.

2.1 HEPARINA: CARACTERISTICAS GERAIS

Descoberta e isolada primeiramente a partir de caes, a heparina ¢ atualmente
extraida principalmente de suinos. E importante ressaltar que uma pequena fragio ainda
¢ obtida de bovinos. A heparina € um glicosaminoglicano, polissacarideo linear produzido
pelos mastocitos com propriedades anticoagulantes, anexado as proteinas centrais dos
proteoglicanos, consistindo em unidades repetidas de acido uronico e D-glicosamina
(LINHARDT, 2003). A familia GAG compreende heparina, sulfato de heparano (HS),
sulfato de condroitina (CS), sulfato de dermatano (DS) e sulfato de queratano (KS).

A grande quantidade de grupos sulfo e carboxil torna a heparina o polieletrolito
com a maior densidade de carga negativa entre as macromoléculas bioldgicas conhecidas.
A heparina ¢ polidispersa com uma faixa de massa molar de 3 a 30 kDa, massa molar
média de 12 kDa e carga negativa média de aproximadamente -75 C (LINHARDT, 2003).

A Figura 1 mostra a estrutura da heparina.

Figura 1: Estrutura da heparina.
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Os polissacarideos apresentam diferentes massas molares, o que os tornam mais
complexos do que muitas moléculas. Além de consistir em uma sequéncia repetida de
dissacarideos trissulfatados, a heparina contém outras estruturas de dissacarideos, fato
que caracteriza sua complexidade. A multiplicidade da estrutura da heparina aparece nas
diferentes quantidades de cadeias GAG ligadas aos varios residuos de serina da proteina
principal. Como cada cadeia de heparina esta ligada a uma Unica proteina do nucleo, a
serglicina, a cada sequéncia de GAG’s formada tém-se caracteristicas diferentes de
conformacdo de sacarideo, flexibilidade da cadeia, massa molar e densidade de carga
(LINHARDT, 2003).

A heparina ¢ composta por unidades repetidas de dissacarideos de D-
glucosamina e acido uronico ligados por 1,4 ligagdes interglicosidicas. Os principais
grupos funcionais na unidade dissacaridea sio COO~, SO*~, OH, NH e C' O C. Os picos
de interesse sdo caracteristicos da molécula de heparina e cada um normalmente inclui

uma série de ligacdes caracteristicas, como descrito no Quaadro 1.
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Quadro 1: Atribui¢des de banda IR para heparina da literatura.

. Bandi do 1 Estrutura/ banda correlacionada Referéncia
pico/regido/cm
Modos de alongamento CO de
1000-1200 carboidratos caracteristicos e ORR, 8. F. D (1954).
flexdao CO'H
1020-1120 S=0 alongamento simétrico };Igirol};: i S Ell ggg))’ CABASSL, F., Casu, B.
CABASSI, F., Casu, B. & Perlin, A. S (1978);
1180-1200 N-sulfatagao GRANT, D., Long, W. F., Moffat, C. F. &
Williamson, F. B. (1989);
TIPSON, R. S (1968); GRANT, D., Long, W.
F., Moffat, C. F. & Williamson, F. B.(1991);
1230 3=0 NEELY, B. W. (1957); MAINRECK, N. et al
(2010); FOOT, M. & Mulholland, M. (2005);
HAN, W., Li, Q., Lv, Y., Wang, Q. C. & Zhao,
X. (2018)
GRANT, D., Long, W. F., Moffat, C. F. &
. Williamson, F. B.(1991); GRANT, D., Long,
1230-1235 N-sulfonato (obseurecidopor | w ., Moffat, e Williamson, F.
alto OS) B.(1989); GRANT, D., Long, W. F., Moffat, C.
F. & Williamson, F. B.(1987).
1240 C=0 alongamento de NAc ¢ NEELY, B. W.(1957). CABASSI, F., Casu, B.
S=0 alongamento assimétrico | & Perlin, A. S (1978);
1210-1320 C-0 4cido carboxilico TIPSON, R. S (1968)
1250-1310 S=0 HARWS, M. J. & Turvey, (1970)
TIPSON, R. S (1968); GRANT, D., Long, W.
1417-33 Alongamento de carboxilato gf{x?éf,atb? Ll,:(;n(:, \\K;;.lh;lflsl\(/ﬁ’fg 't’B(':(. 1%9 I‘z;
Williamson, F. B.(1989).
1429-32 Interagdo carboxil— NS TIPSON, R. S (1968)
ORR, S. F. D (1954); TIPSON, R. S (1968);
1550-(1650) NA deformagio NEELY, B. W. (1957),
CABASSI, F., Casu, B. & Perlin, A. S (1978).
TIPSON, R. S (1968); NEELY, B. W. (1957);
3100-3700 Banda OH ORR. S.F. D (5954).) ( )
. TIPSON, R. S (1968); NEELY, B. W. (1957);
3500-3700 OH livre ORR.S.F.D (59 . 4)? (1957)

2.1.1 Mecanismos de interac¢io da heparina

A heparina tem grande capacidade de interacdo com inimeras moléculas. No
que tange a moléculas de proteina, tem-se a descricdo de interagcdes com mais de 200
proteinas de ligagdo e com 23% das proteinas plasmaticas (SAITO; MUNAKATA,
2007). As interagdes com proteinas t€ém sido bastante estudadas devido as suas fungdes
fisiologicas no organismo humano e sua fun¢do como medicamento anticoagulante (HAO
etal., 2019).

Estudos analisaram quais as sequéncias de aminoacidos mais presentes nos sitios
de ligagao da heparina e mostraram que peptideos, como arginina e lisina, € aminoacidos

polares t€ém boa afinidade. O efeito do padrao e espacamento dos aminoacidos basicos
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nos locais de ligacdo a heparina mostrou que essa interagiu mais firmemente com
peptideos contendo um local de ligagdo complementar com alta densidade de carga
positiva (CALDWELL et al., 1996; FROMM et al., 1995).

A heparina interage e regula as atividades de ampla gama de proteinas essenciais
para processos fisiologicos e fisiopatologicos, como coagulagido sanguinea, infec¢io por
patogenos, diferenciagdo celular, crescimento celular e migracdo, inflamacao,
desenvolvimento e regeneracao neural e hemostasia (HAO et al., 2019). Essas interagdes
sdo amplas ao ponto de agir como antiviral. Na pandemia de SARS-CoV-2, iniciada em
2019, alguns estudos comecaram a aplicar a heparina ao tratamento de pacientes
infectados, devido a grande incidéncia de codgulos sanguineos apresentados pelos
pacientes. Ainda ndo se tem certeza sobre quais mecanismos de acao conferem resultado
positivo ao emprego do farmaco. Nao se sabe se ¢ apenas devido a anticoagulagdo da
heparina ou se, em algum grau, ¢ um efeito de sua atividade antiSARS-CoV-2 (KIM et
al., 2020; KWON et al., 2020).

A caracteristica mais conhecida da heparina ¢ o impedimento da formacao de
codgulos sanguineos. O processo de formagao e dissolu¢do dos trombos envolve os vasos
sanguineos, as plaquetas, as proteinas da cascata de coagulagdo e da fibrindlise (que
elimina os trombos apds o reparo do vaso sanguineo) e os anticoagulantes naturais
(BROOKS; STOKOL; CATALFAMO, 2011).

Em 1964, Davie; Ratnoff e McFarlane propuseram a hipotese da “cascata” para
explicar a fisiologia da coagulacao do sangue. Esse modelo classico mostra que todas as
vias t€ém como objetivo a ativagdo do fator Xa, fator este que desencadeia o processo de
formagao de fibrinas, que garantem a formacgao de um coagulo estavel (FRANCO, 2001).

Quando a inibi¢do ocorre no fator Xa, apenas o pentassacarideo antitrombina I1I
(ATIII) ¢ suficiente para catalisar a reacdo. Naturalmente a ATIII inibe a agcdo do fator
Xa e outros fatores atuantes no processo de coagulacdo, mas quando na presenca de
heparina, sua agio é potencializada em até 10° vezes (DESALI 2005).

A atividade anticoagulante da heparina acontece com a interagao entre a ATIII
ligada pelo pentassacarideo 3-O-sulfato. Este fato gera mudanga conformacional,
elevando a capacidade de ligagdo com proteinas em cascata de coagulagdo. A inibigdo da
trombina, por sua vez, necessita de 16 a 18 unidades de sacarideos, os quais sao moléculas

maiores que dificultam o estabelecimento do processo (DESAI 2005). O cofator II da
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heparina (HCII) ¢ outro inibidor das proteinas da cascata de coagulagcdo que tem sua
atividade aumentada na presenca de heparina, passando de cerca de 5 minutos para
50 milissegundos para reduzir em 50% a atividade da trombina, quando presente numa
concentracdo de 1 umol/L (TOLLEFSEN; PESTKA, 1985). Esse aumento na agao do
fator Xa e do HCII caracteriza a heparina como um firmaco anticoagulante e
antitrombotico de grande aplicacio.

O entendimento da relagdo estrutura-atividade fez surgir nova classe potente de
inibidores de trombina sintéticos. Outras proteinas de ligacao a heparina, como inibidor
da via do fator tecidual (TFPI) 2 e anexinas, também podem desempenhar papéis
importantes na anticoagulacdo sanguinea.

O desequilibrio dessa cadeia de reagdo tem como principal efeito a formagao de
coagulos no sistema circulatorio, sem a lesdo em vasos. Esses codgulos podem bloquear
a passagem de sangue no mesmo ponto onde se formam ou se desprender e circular pelo

corpo, podendo causar trombose venosa profunda, embolia pulmonar, isquemia cardiaca ou

acidente vascular cerebral (HEIT, 2008; PREVITALI et al., 2011).

2.1.2 Producao industrial

Geralmente, os processos utilizados pela industria figuram sob sigilo. Meer;
Kellenbach; Bos (2017) fizeram uma compilacdo de informagdes sobre esses processos,
baeando-se em artigos cientificos e patentes, e concluiu que as principais etapas sao
comuns a maioria deles, inclusive em industrias brasileiras.

O processo de producdo da heparina comega nos abatedouros, de onde sdo
extraidas as mucosas animais contendo o composto de interesse. Os animais que passarao
pela extragdo devem atender aos padrdes de qualidade e sanidade exigidos para o
consumo humano. Desde 2013, a cadeia de fornecimento de heparina ¢ abrangida pelo
Eudralex, orientacdes da Unido Europeia relativas as boas praticas de fabricagdo de
medicamentos para uso humano e veterinario. A Figura 2 mostra diagrama simplificado

do processo de producao da heparina.
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Figura 2: Diagrama do processo de producao

Estabilizacdo da mucosa: 5,5% m/m de bissulfito de sédio e pH

U

Extragdo de heparina, utilizando enzimas proteoliticas ou hidrolise
alcalina sob aquecimento

U

Adsorc¢ao e recuperacao dos polidnions sulfatados para a resina de
troca idnica

U

Eluigdo e precipitagdo da heparina com solugdo salina e alcool

U

Secagem para obtengdo da heparina bruta

Um procedimento tipico come¢a com a remog¢do do conteido do intestino e
subsequente imersao deste em uma solugao salina. Apos a imersao, a mucosa € raspada
dos intestinos, produzindo aproximadamente 0,8 kg de mucosa por suino. Algumas
empresas coletam os intestinos inteiros para posterior processamento (VREEBURG;
BAAUW, 2010).

Uma reagdo que pode ocorrer durante o armazenamento prolongado dessa mucosa
¢ a dessulfatacio quimica ou enzimadtica, fato que gera redu¢do da atividade
anticoagulante. Visando a estabilizagdo da mucosa, pode-se utilizar um removedor de
oxigénio, como por exemplo o bissulfito de s6dio, o qual também limita o crescimento
microbiano (VREEBURG; BAAUW, 2010).

A heparina é disponibilizada no meio utilizando-se temperaturas e pressoes
elevadas ou proteases, sendo recuperada por meio de precipitagdo utilizando-se sais de
amonio quaternario ou resina de troca ionica. Esses compostos podem ser adicionados
diretamente no caldo hidrolisado, permanecendo em contato com este durante o tempo
necessario para que ocorra a adsor¢do. E importante que os parimetros de controle
apresentem pouca variagdo durante todo o processo para minimizar a adsor¢do de

contaminantes e compostos indesejados (MEER; KELLENBACH; BOS, 2017).
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Apo6s a precipitacdo ou adsor¢dao da heparina, as impurezas sdo removidas por
lavagem e o composto de interesse ¢ recuperado em solucdo de cloreto de sddio. A
solucdo concentrada de heparina bruta ¢ entdo dessalinizada por ultrafiltragdo ou
precipitada com etanol e seca.

Apos esta etapa de branqueamento, a maioria das propriedades da heparina ¢
estabelecida, citando-se como exemplo: composi¢do molecular, perfis de impureza,
seguranca microbiana e cor. Portanto, a otimizacao dessas etapas garante rendimentos
maximos na obten¢ao da heparina bruta, primeiro produto do processo.

A heparina bruta precisa passar por analises fisico-quimicas visando garantir a
presenga minima de solventes residuais. Para obten¢ao do produto, uma secagem precisa
ser feita, garantindo seu conteido e minimizando riscos aos pacientes de residuos
quimicos do processo de obtengdo continuarem presentes na amostra final. Por meio da
heparina bruta também sao obtidas as heparinas com massas molares definidas, sendo que

cada faixa de massa molar apresenta determinada especificidade de atuacao.

2.2 HEPARINA DE BAIXA MASSA MOLAR

As heparinas de baixa massa molar (HBPM), com massa molar média de 4 a
6 kDa, sdo derivadas da heparina, possuem propriedades anticoagulantes e devem ter uma
poténcia superior a 70 unidades/mg de antifator Xa e uma razao de atividade do antifator
Xa para atividade do antifator Ila > 1,5 (LINHARDT; SIBEL GUNAY, 1999; RAPOSO
DE MELLO, 2010; VISKOV et al., 2009).

O desenvolvimento da HBPM foi facilitado quando foi compreendido como
funcionava a cascata de coagulacdo. Nesta, um fator ativa o préoximo até que a
protrombina (fator II) seja convertida em trombina (fator Ila) pelo fator Xa, pois € a
trombina quem vai formar o codgulo de fibrina (LINHARDT, 2003).

Entender a atividade do fator Xa no processo de coagulagdo estimulou o
desenvolvimento de um composto mais especifico que a heparina bruta. Este composto
atua em muitos pontos da cascata de coagulagdo, podendo, assim, diminuir os riscos da
aplicacdo da heparina. Estudos observaram ao longo dos anos que o fracionamento da
heparina fazia com que sua atividade contra a trombina (fator Ila) diminuisse mais
drasticamente do que sua atividade contra o fator Xa, tornando-a mais eficiente e com

menores riscos aos pacientes (LINHARDT, 2003).
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Embora seja muito estavel, a heparina pode ser decomposta. As HBPM sdo
formadas por meio de hidrélise quimica ou enzimatica. As diferencgas estruturais
estabelecidas neste processo interferem nos efeitos clinicos das HBPM. Estas diferengas
estruturais, mostradas pela Figura 3, demonstram a importancia de um processo bem
estabelecido. Existem oito modos de obtengdo de HBPM aprovados para uso clinico,
como diferentes técnicas de despolimerizacao e clivagem. A Tabela 1 (COSMI;
PALARETI, 2012) mostra algumas HBPM que sdo comercializadas mundialmente e seus
diferentes métodos de produgdo. Observa-se que cada método de producao resulta em um

farmaco diferente e isso é uma das caracteristicas das HBPMs, cada método de

despolimerizagdo aplicado gera farmaco com caracteristicas especificas.

Figura 3: Caracteristicas estruturais das HBPM’s.
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Tabela 1: Algumas das HBPMs disponiveis mundialmente
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Razao Massa
Nome ) Meétodo de fator Xa: molar Mercado
HBPM ) Fabricante ) o
comercial preparacao ITa média  permitido
(daltons) ()]
Rhone-
Poulenc Rorer,
Lovenox Avantis Despolimerizacao EUA,
Enoxaparin i ’ P . ¢ 2,7:1 4500 Alemanha,
Clexane Eurofarma lab alcalina Espanha
Itda, Aspen p
pharma
Despolimerizagéo 5600-
Ardeparin Normiflo  Wyeth-Ayerst oxidativa com 2,0:1 EUA
6500
H,0;
EUA,
Pharmacia- Clivagem 4000- Japao,
Dalteparin Fragmin . .~ . desaminativa com 2,0:1 Alemanha,
Upjohn Kissei L. . 6000 .
acido nitroso Reino
Unido
Clivagem
Nadroparin Fraxiparin S.anoﬁ- desaminativa com 2,4:1 4500 Alemanha,
Winthrop L . Franca
acido nitroso
Despolimerizagéo
. Alfa . 4500- -
Parnaparin Fluxum oxidativa com 3:1 Italia
Wassermann N 5000
Cu'e HzOz
Clivagem Alemanha
Reviparin Clivarin Knoll desaminativa com 3,5:1 4300 .
. . Canada
acido nitroso
Braun, Clivagem
Tinzaparin Innghep, Novo/Leo/Du  eliminatdria beta 2:1 4900 A?emanha,
Logiparin . Dinamarca
pont por heparinase
Corcon
Gammaprin NA Pharmaceutica  Irradiagdo gama NA NA NA
1
Bioparin NA Bioberica NA NA NA EUA
Clivarine Sandoz, Clivagem ’EUA,
Sandoparin > Novartis, desaminativa com NA NA Austria,
Embolex . . . . . .
Biochemie nitrito de isoamil Suiga
. . GSK, Dr. Pentassacarideo
Fondaparinux Arixtra Reddy’s lab sintéticoNA NA NA EUA
Idraparinux Xarelto® Sanofi-aventis Pentassacarideo NA NA NA

sintético
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As HBPM oferecem grande vantagem sobre a heparina bruta no que tange as
suas propriedades farmacocinéticas/farmacodindmicas aprimoradas, resultando em
meias-vidas biologicas mais longas e em sua biodisponibilidade subcutanea aprimorada
(CASU; NAGGI; TORRI, 2015; LINHARDT; SIBEL GUNAY, 1999). Como resultado,
a HBPM pode ser administrada em injegdes subcutaneas todos os dias, permitindo seu
uso clinico em pacientes ambulatoriais. Este fato reduziu os custos de hospitalizacao
geralmente associados ao uso intravenoso de heparina (COSMI; PALARETI, 2012).

As heparinas de baixa massa molar comerciais sao sais sulfatados de heparina,
com massa molar menor que 6 kDa, produzidos por meio de despolimerizagdo ou
fracionamento da heparina bruta (INGLE; AGARWAL, 2014). Geralmente envolvem
condi¢des intensas de processamento e diversos reagentes, fato que altera a conformacao
das unidades sacarideas. (RAPOSO DE MELLO, 2010).

As seguintes técnicas podem ser empregadas para produgdo de HBPM: clivagem
peroxidativa, clivagem com 4cido nitroso, clivagem eliminativa quimica e enzimatica,
despolimerizagdo quimica e fracionamento cromatografico (ACHOUR et al., 2012;
INGLE; AGARWAL, 2014). Jandik, Kruep, Cartier, & Linhardt (1996) observaram que
a despolimerizacao da heparina apresentou variacao da via de obtengdo conforme o pH
do meio. E importante ressaltar que em meio acido ocorreu por hidrédlise ¢ em meio
alcalino por eliminagao.

A despolimerizagdo enzimatica da heparina ¢ realizada por meio do uso de
enzimas, com destaque para a heparinase de acordo com a literatura. Esta enzima libera
a HBPM pelo mecanismo de B-eliminacdo (BHUSHAN et al., 2017; FU et al., 2014;
WALENGA; LYMAN, 2013). Outras enzimas tém pouco destaque na literatura, como
Wang; Liu; Voglmeir (2020) observaram em seu estudo acerca de sulfotransferases para
produzir heparinas sintéticas com massa molar definida por rota quimioenzimatica.

Achour et al. (2013) desenvolveram método que utiliza hidrolise catalisada por
peroxido de hidrogénio, assistida por ondas ultrassonicas. Essa despolimerizacdo fisico-
quimica da heparina induziu menor quantidade de oligossacarideos com menos de cinco
unidades de monossacarideos. Isso contribui para melhor preservacao da sequéncia de
ligagdo ao pentassacarideo ATIII, que resulta em uma alta propor¢ao de Anti-Xa/Anti-

IIa.
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As modificagdes geradas pelos processos de producdo de HBPM podem resultar
em sequéncias sacarideas nao desejadas. Higashi et al. (2012) mostraram uma alternativa
para amenizar esses processos. Fazendo a fotolise parcial da heparina nao fracionada, em
agua destilada usando didxido de titanio (TiO2), obteve HBPM com capacidade
anticoagulante proximo de heparinas comerciais (Enoxaparina e Dalteparina) e, ao
contrario de outros processos comumente usados para preparar HBPM, a preparagdo
fotoquimica forneceu cadeias polissacarideas de comprimento reduzido com residuos
impares e pares de sacarideos.

A enoxaparina sddica ¢ a HBPM com maior destaque no mercado global. Sua
produgio ocorre pela despolimerizagdo alcalina. E realizada por tratamento direto da
heparina ou seu sal de éster benzilico de heparina com base (NaOH) sob certas condigdes
de reacdo. Ocorre a clivagem quimica do sal de heparina, reagindo com cloreto de benzila
e base, seguido de aquecimento. A despolimerizag¢do da heparina para obtencdo de HBPM
¢ feita por um solvente organico inerte, como diclorometano, tetra-hidrofurano, anisol e
N,N-dimetil formamida (LINHARDT; SIBEL GUNAY, 1999).

Por processo desaminativo também ¢ possivel produzir HBPM. A heparina ¢
despolimerizada usando é4cido nitroso ou nitrito de isoamil. Esse preparado fornece
melhor rendimento com melhores propriedades quimicas e bioldgicas. Alguns produtos
obtidos desta forma sdo a dalteparina e a nadroparina sodicas. A despolimerizagdo parcial
por aquecimento a 115 °C com 2-hidroxipiridina aquosa ¢ outro método de
despolimerizagdo possivel. Produz heparinas sem perdas significativas de atividade
anticoagulante comparada aos demais métodos.

A partir dos estudos, nota-se que cada método aplicado resulta em conformagoes
diferentes das estruturas da heparina obtida, por este motivo analisa-se cada método
separadamente, sendo dificil a comparagdo entre os produtos obtidos. Cada processo
produtivo resulta em uma heparina comercial diferente e voltada para uma aplicacao

especifica.

2.3 PROCESSOS DE PURIFICACAO POR TROCA IONICA

Trocadores i10nicos constituem-se de uma ampla gama de materiais, entre
substancias naturais e artificiais. Para que o processo de troca idnica aconteca € necessaria
a presenca de uma fase movel, com a mistura de solutos a serem separados, € uma

estacionaria carregada de ions, constituida de uma matriz porosa, inerte, insoltivel em
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dgua e em solventes organicos, apresentando ligagdes covalentes a grupos trocadores
10nicos. Alguns liquidos também sdo considerados trocadores de ions e funcionam como
matrizes (ABRAO, 2014; LUCY, 2003).

Os trocadores i06nicos podem ser classificados em anidnico ou cationico. Os
aniodnicos apresentam grupos ionicos positivos fixos a matriz, enquanto os catidnicos
apresentam ions negativos. Visando preservar a neutralidade elétrica, este solido deve
conter ions moéveis ou deslocaveis de carga oposta. Quando os ions fixos da matriz sao
negativos, os ions deslocdveis ou trocaveis devem ser positivos, o caso contrario também
¢ verdadeiro (ABRAO, 2014; YAGINUMA, 2007).

Os ions trocaveis tipicos para o trocador catidnico sdo: HY, Na*, K*, Ca?*, Fe*",
Th*, FeCl,", Cu (NH3)4>" e ions organicos RNH3", R4N*. Os ions trocéveis tipicos para
o trocador anidnico sdo: OH", CI', SO4>, HSO4, PO4* , HPO4* , HyPOy", FeCls, ZnCly"
e ions organicos R-COO". A Figura 4 (YAGINUMA, 2007) mostra o processo de troca

idnica.

Figura 4: Esquema de mecanismo de troca i6nica.
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Como mostra a Figura 4, primeiramente ha o equilibrio entre matriz e fase
movel. O segundo estagio mostra a adsor¢cdo da amostra, liberando ions da fase
estaciondria em quantidade equivalente a adsorvida, com alteracdes da posi¢do e origem
do sitio de troca. Esses sitios de troca sdo ions capazes de estabelecer ligagdo com ions
de carga oposta. Isso se dard mais facilmente quanto maior for a for¢a de ligacdo

estabelecida.
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No terceiro estagio, tem-se o inicio da dessor¢do. As substancias retidas serdo
eluidas, processo que pode ser acelerado com a introducao de um gradiente crescente de
concentragdo de um sal. Os estdgios 4 ¢ 5 mostram o fim da adsor¢cdo e o
reestabelecimento das condicdes iniciais de processo, restabelecendo a coluna.

Alterando a forca i6nica dos materiais, os eluentes, pH, entre outros, ¢ possivel
controlar a retengdo e liberacdo de substancias de interesse (LEVAN; CARTA; YON,
1999).

Além de serem classificadas como anidnicas e catidonicas, as resinas de troca
i6nica podem ser classificadas de acordo com os grupos idnicos funcionais fixados a
matriz, sendo eles:

1- resinas anidnicas, forte e fraca;

2- resinas cationicas, forte e fraca;

A terminacdo forte e fraca para a classificacdo das resinas ¢ uma referéncia a
forca que o grupo idnico afixado tem de se dissociar completamente ou nio (ABRAO,
2014; LEVAN; CARTA; YON, 1999).

As resinas modernas sao hidrocarbonetos altamente polimerizados, com ligacdes
cruzadas, contendo grupos ionizados. A estrutura fundamental da resina pode ser vista
como um ion grande, permeavel, insolivel, que ndo difunde, obtido na forma de um
polimero de rede cruzada tridimensional. Esta estrutura esta associada a um ion oposto,
de livre acdo para migrar para dentro e para fora da estrutura cruzada da resina sob
condic¢des de troca ionica (ABRAO, 2014).

As resinas, empacotadas em colunas de leito fixo, apresentam limitacdes
difusionais. Uma vez que a difusdo de compostos com alta massa molar ¢ lenta, observa-
se dependéncia da difusdo intraparticula para o transporte das moléculas até os sitios de
adsor¢do, tornando necessaria a operacdo a baixas vazdes e, consequentemente, o
aumento no tempo de processo.

Aliado a isso, a lei de Darcy (Equagdo 1) mostra que a vazao Q, que permeia um
meio poroso, confinado em uma coluna, ¢ diretamente proporcional ao quadrado do
didmetro D da coluna e inversamente proporcional a altura L do leito, a uma dada queda

de pressao AP:
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nkAPD?
41L

Q=

onde: k = permeabilidade do leito e p = viscosidade dinamica do liquido.

(1)

Assim para maximizar a vazao, mantendo-se a mesma AP seria necessaria uma

pequena altura de leito, o que requer grande didmetro de coluna.

2.4 PROCESSOS DE FRACIONAMENTO POR DIFERENCA DE MASSA MOLAR

A separacdo de compostos em misturas com diferentes massas molares tem
aplicacdo em processos habituais de industria de alimentos, farmacéutica e
biotecnoldgica. A utilizagdo de membranas visando a separacao de compostos teve inicio
na década de 70. Visando agregar valor a subprodutos, as industrias comecaram a aplicar
membranas sintéticas como barreiras seletivas (HABERT, BORGES, NOBREGA 2006).

Os processos de separagdo com membranas apresentam muitas vantagens frente
a processos tradicionais de separagdo. Por ndo envolverem mudangas de fase, tém menor
consumo energético, alta seletividade, operam em condi¢des brandas de temperatura,
podendo ser aplicados em produtos termoldbeis e sdo facilmente escalondveis (KUMAR
et al., 2013; MULDER, 2000).

De modo geral, processos com membranas separam duas fases. O permeado, ou
filtrado ¢ a fase que atravessa a membrana, carregando consigo, em sua maioria, solutos
com massa molar menor que a massa molar de corte da membrana. O concentrado, ou
retido ou retentado, por sua vez, ¢ a fase que permanece na alimentagdo, a qual contém
os demais solutos (MULDER, 2000).

As membranas podem ser classificadas de acordo com sua morfologia, estrutura,
material e configuragdo. Em um Processo de Separacdo por Membrana - PSM também
difere o modo de operagdo, visto que o escoamento pode ser de modo convencional (dead-
end filtration) ou tangencial (crossflow filtration). No caso do modo convencional, a
solucdo escoa perpendicularmente a superficie da membrana, apresentando um rapido
acimulo de componentes da solugdo sobre esta (Figura 5a). No processo com escoamento
tangencial (Figura 5b), a solugdo escoa paralelamente a sua superficie, fato que limita o
acimulo de componentes sobre a membrana, tornando mais eficiente o processo

(CHERYAN, 1998; HABERT, BORGES, NOBREGA, 2006; MULDER, 2000).
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Figura 5: Modos de operacdo em processos de separagdo com membranas: convencional (a) e tangencial
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Os processos de permeagdo com liquidos geralmente utilizam como forga motriz
a diferenca de pressao, como por exemplo, a microfiltracdo - MF, a ultrafiltracao - UF, a
nanofiltragdo - NF e a osmose inversa - OI. Os processos de MF e de UF baseiam-se em
uma barreira porosa € possuem como mecanismo de separagdo a exclusao por tamanho
de poros. E importante ressaltar que o transporte por meio dos poros ocorre por
conveccdo. A OI, por sua vez, utiliza membranas densas em que prevalecem os
mecanismos de solubiliza¢do e difusdo. A NF enquadra-se em uma faixa de transi¢do
entre a UF e O, pois possui superficie carregada. O mecanismo de separagdo combina os
efeitos de exclusdo de tamanho e de Donnan. De um modo geral, definiram-se as
seguintes faixas de pressdo: entre 0,2 e 3,5 bar, para a MF; 0,5 a 5,0 bar, para a UF; 1,5 a
40 bar para a NF; e de 20 a 100 bar, para a Ol (CHERYAN, 1998; MULDER, 2000).

De acordo com os tamanhos dos poros da membrana utilizada t€ém-se diferentes
possibilidades de aplicagdao, como mostra a Figura 6 (CUI, MURALIDHARA, 2010). De

acordo com a faixa de massa molar desejada podem ser aplicadas diferentes membranas.
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Figura 6: Variacdes de aplicabilidade em diferentes processos de separagdo com base em tamanhos de

poros.
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Giacobbo (2015) estudou a separacdo de polissacarideos com diferentes

membranas € observou que ao sequenciar processos de separacdo com membranas de
diferentes tamanhos de poros conseguiu separar diferentes moléculas. Em uma primeira
fase, a MF faz uma purificagdo do caldo de estudo, que segue para uma UF, visando a
retengdo e concentragdo dos polissacarideos do caldo. J4 Marcati et al.(2014)
desenvolveram um processo de permeacdo por membrana em duas etapas usando
membranas planas de polietersulfona para recuperar polissacarideos da biomassa de
Porphyridium. Uma primeira ultrafiltracdo produziu polissacarideos de alto peso molar
de maneira eficiente, enquanto a ultrafiltracdo separou polissacarideos de baixa massa

molar de proteinas.

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos sobre a heparina costumam ser desafiadores devido a complexidade
de sua estrutura quimica e capacidade de interacdo com outras moléculas. Nos ultimos
anos, novos meétodos quimicos, quimioenzimaticos e por bioengenharia foram
introduzidos para preparar heparinas HBPM e ultraHBPM (BAYTAS; LINHARDT,
2020). Muito se pesquisa sobre a obten¢do destas heparinas com massa molar menor

partindo de heparinas brutas comerciais, € ndo do extrato animal, sendo este um segundo
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processamento totalmente independente do processo de obtencdo da heparina primaria,
aquela extraida de animais. Como o interesse maior estd nas heparinas com massa molar
definida, estabelecer um processo que resulte em um material com moléculas de heparina
mais concentradas em uma faixa molar especifica tornaria o processo mais eficiente, com
menor risco de contaminagdo e provavelmente com custo menor.

A sintese quimica da heparina requer etapas repetitivas de protecdo, ativacao,
acoplamento e reacdes de desprotecdo, o que acarreta processos trabalhosos, como
exemplo temos a sintese de fondaparinux, uma HBPM comercial, que originalmente
exigia "60 etapas quimicas e tinha rendimento de 0,1%” (TURPIE et al., 2002). Por isso,
o uso de sintese enzimatica, para evitar a adicdo de compostos quimicos e tentar diminuir
o numero de etapas, surgiu como uma via alternativa a sintese quimica.

Junto disso, visto que alguns trabalhos demonstram a eficiéncia da aplica¢do de
ultrafiltracdo na heparina de 1* gerag@o para a producdo de HBPM (FU et al., 2014 ¢ YE
et al., 2009), buscou-se sequenciar a hidrolise e a ultrafiltracdo para se obter uma
separagdo por massa molar desse caldo hidrolisado contendo heparina. Assim, ao final do
processo, as fragdes permeadas poderiam conter maior quantidade de moléculas de
heparina dentro de uma faixa molar especifica, aqui com massa molar de corte definida

em 5 kDa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Foram avaliadas quatro enzimas proteoliticas exdgenas do tipo subtilisina,
Savinase® 16L (7<pH<11 e 55<T<75), Savinase® 12T (7<pH<I1 e 55<T<75),
Alcalase® 2.5L (6,5<pH<10 e 60<T<75), e Alcalase® 3.0T (6,5<pH<10 e 60<T<75),
doadas pela empresa Novozymes® (Dinamarca). Essas enzimas foram sugeridas pela
empresa por apresentarem bom desempenho frente a hidrolise de glicoaminoglicanos.

Para o processo convencional comparativo, uma resina de troca ionica cedida
pela empresa Purolite (EUA), foi aplicada (Purolite® A860S - reticulado de poliacrilico
macroporoso com divinilbenzeno).

Para a andlise por espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) foi utilizado
como padrdo a heparina sédica Chiesi 5000 UI/mL (Chiesi Farmacéutica Ltda, SP).

A membrana utilizada foi a UH004 (Microdyn-Nadir, Alemanha). UH004 é uma
membrana de polietersulfona para ultrafiltracdo, onde pode ser aplicado liquidos em
temperatura maxima de 95°C, com faixa de pH 0 - 14, com fluxo maximo de 477,4m?/dia.

A mucosa suina foi cedida pela BRF Foods, unidade de Concordia, municipio
localizado no Estado de Santa Catarina — SC. A mucosa foi entregue em temperatura
ambiente, sem nenhuma adi¢do de compostos, em lote Unico. Visando o armazenamento,
a amostra foi homogeneizada por 10 segundos em homogeneizador mecénico com
poténcia de 1200 watts em porgdes de 500 gramas e adicionado 0,8% m/m de
metabissulfito de sodio, e em seguida congeladas. A Figura 7 mostra a mucosa suina

homogeneizada.
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Figura 7: Mucosa suina homogeneizada.

3.2 PROCESSO DE OBTENCAO DE HEPARINA POR HIDROLISE ENZIMATICA
O processo para a obtengdo da heparina bruta por hidrolise enzimatica foi

estruturado conforme a Figura 9 apresenta.
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Figura 8: Fluxograma do processo de obten¢do das amostras estudadas.
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Para a determinagdo da quantidade de 4gua adicionada na mistura a ser
hidrolisada, quantidade de preparado enzimatico, pH, temperatura, agitacdo e tempo de
hidrolise, foram realizados ensaios preliminares como descrito no item 3.5.1. Esses
ensaios definiram as condi¢des de processo que foram usadas em sequéncia.

Assim, o caldo a ser hidrolisado passou a ser composto pela mucosa suina

previamente preparada, adicionada de 20% de agua ultrapura em relacdo a massa total de
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mucosa, ¢ a enzima em estudo, na concentracao de 0,1%. O pH era regulado para 9 com
hidroxido de sddio (Synth). Essa solucao era colocada nos reatores para hidrdlise.

A temperatura do banho era regulada a 50 °C e controlada por meio do painel
de controle do banho termostatico. Manteve-se a agitacdo de 200 rpm durante todo o
processo, retirando-se aliquotas para andlises em tempos pré-determinados.

Ao final do periodo de hidrélise, o caldo hidrolisado era centrifugado a 5000 rpm
por 30 min e fase liquida direcionada para filtracdo em filtro qualitativo (28 um) e, em
sequéncia, o filtrado era submetido a uma segunda permeacdo em membrana de
microfiltragdo MV020 (Microdyn-Nadir Us Inc, Alemanha), a fim de melhorar a remog¢ao
do particulado. O filtrado obtido seguia para o processo de ultrafiltragdo utilizando a

membrana UH004 (Microdyn-Nadir Us Inc, Alemanha).

3.2.1 Aparato experimental para a realizacio dos ensaios de hidrolise enzimatica
Para a realizac¢do da hidrolise enzimatica da mucosa, utilizou-se um sistema de

reatores de vidro encamisados com controle de temperatura (banho termostatico —

Quimis, BR) e agitacdo controlada (agitadores magnéticos - color Squid lka, Staufen,

Alemanha). A Figura 8 mostra o esquema do sistema de hidrolise utilizado.
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3.2.2 Definicao das condicdes de processo
Parametros de hidrélise como temperatura, te agitacdo, concentracdo de enzima e

de substrato, foram estudados para definicao das condi¢des 6timas de processo.
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Para o estudo da adi¢do de 4gua ao meio reacional foram avaliadas concentragdes
de 0%, 10%, 20% e 50% de agua em relagdao a massa de mucosa. Neste teste, utilizou-se
0s seguintes parametros operacionais: enzima Savinase 16L com 0,8% de concentracdo
em relagdo ao teor de proteina da massa de mucosa, pH 9, 50 °C e agitagdo de 300 rpm.
O processo foi realizado pelo periodo de 6 horas, avaliando-se o GH obtido ao final desse

tempo. A tabela 2 apresenta o planejamento fatorial aplicado.

Tabela 2: Niveis do planejamento fatorial aplicado para determinacdo das concentragdes de enzima e

substrato do processo de hidrélise para cada enzima.

Nivel -1 0 1

I 1 1 1 1
enzima 0,1% 0,45% 0,8%
substrato 40% 60% 80%

O segundo parametro estudado foi a agitacdo. Avaliou-se o uso de 100, 200 e
300 rpm, mantendo constante pH 9 e 50 °C, com concentragdo de enzima Savinase 16L
0,8% em relacdo ao teor de proteina da massa de mucosa e 20% de agua adicionada.

Visando definir o melhor pH e temperatura de cada enzima, montou-se um
planejamento experimental 2> para cada uma das 4 enzimas em estudo, mantendo
constante a concentragdo de enzima aplicada em 0,8%, 20% de 4gua adicionada e agitagdo

de 200 rpm. A Tabela 3 mostra esse planejamento.

Tabela 3: Niveis do planejamento fatorial aplicado para determinacdo do pH e temperatura do processo de

hidrolise.
Nivel -1 0 1
I I I I 1
Temperatura (°C) 40 50 60
pH 8 9 10

Foram analisadas as quatro enzimas em estudo: Savinase® 16L, Savinase® 12T,
Alcalase® 3.0T e Alcalase® 2.5L. Essas enzimas foram escolhidas para estudo comforme
indicacdo do fabricante de enzimas que apresentavam bom desempenho frente a hidrélise

de GAGs. O objetivo foi escolher uma enzima que apresentasse o melhor desempenho
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por meio da avaliacdo do grau de hidrolise por Sorensen (GH) para o material inicial em
questdo. Nesta avaliacdo, foi realizado um teste comparativo mantendo as condigdes
descritas no item 3.5.1 em processo de hidrolise por periodo de 6, 12, 24, 48 ¢ 96 h. Ao
final de cada tempo, foram coletadas amostras e determinou-se o GH pelo método de

Sorensen (Item 3.7.2).

3.2.3 Purifica¢do por membrana

Os ensaios de permeacao foram realizados em uma célula de permeacao dead-
end, escala laboratorial, feita de aco inoxidavel, com volume de 500 mL e area filtrante
de 10 cm?. A forga motriz utilizada foi a pressao exercida pela inje¢ao de ar comprimido
na parte superior da célula e regulada por um mandémetro digital (0- 5 bar). Para o controle
da pressao de operacdo e a despressurizagao do sistema foi utilizada uma valvula
reguladora.

Antes da permeagdo do caldo hidrolisado, foi realizada a compactagdo da
membrana com agua ultrapura. Nessa etapa, a pressao utilizada foi de 5 bar com coletas
de fluxo de permeado durante 1 min, a cada 15 min. Este procedimento se repetiu até a
obtencdo de um fluxo de permeado constante, indicando a compactacdo da membrana.
ApOs esse processo, a agua era retirada da célula e o caldo hidrolisado, com pH 9 era
inserido na célula e submetido a permeacao.

Para a purifica¢do do caldo, a membrana UH004 (Microdyn-Nadir, Alemanha)
foi escolhida baseando-se na massa molar que se desejava obter, visto que a fragdo molar
que mais apresenta acdo anticoagulante € de heparina entre 3-5 kDa (LINHARDT, R. J.;
SIBEL GUNAY, N. U. R, 1999). Como condicionamento da membrana, esta foi imersa
em etanol PA 99% (Synth) por 2 horas, enxaguada com agua ultrapura e apos isso imersa
em agua ultrapura por 12 horas a fim de retirar possiveis preservantes e preencher os
poros da membrana com agua.

O fluxo permeado (J) foi calculado com base na Equacgao 2.
J=m/ (tx A) (Equagdo 2)
Onde:

J= fluxo permeado (kg/hm?);

m= massa coletada (kg);
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t=tempo (h); e

A= 4rea de permeacio (m?).

Os ensaios de permeagdo do caldo hidrolisado foram realizados a 5 bar,
temperatura ambiente (22+2°C) e sob agitacdo, essas condi¢cdes foram definidas segundo
estudos anteriores realizados pelo grupo. A Figura 10 (a) mostra o sistema fechado e a

(b) mostra as pecas que compde o sistema de filtracdo. A Figura 11, por sua vez, mostra

esquematicamente esse sistema.

Figura 9: Sistema de permeacao dead-end utilizado para a ultrafiltragdo por membrana (a) e pegas do

sistema de permeag@o (b).

(b)
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Figura 10: Esquema de sistema de permeacdo com membranas.
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3.3 PROCESSO DE OBTENCAO DE HEPARINA COM A RESINA A860S —
PROCESSO UTILIZADO COM MAIS FREQUENCIA NA INDUSTRIA

Para comparacdo com o processo estudado aqui, uma amostra foi produzida

aplicando um processo ja conhecido industrialmente. O processo para a producdo da

amostra 1 ¢ relatado a seguir.

Preparagdo da Resina Purolite A860S

A resina foi lavada com agua destilada por 20min e submetida a lavagens

consecutivas com solugdo de 2mol/l HC1 - solugdo de 2mol/l NaOH -> solu¢do de

2mol/l HCI - solugdo de HC1 23°Baume —> ¢ agua destilada para lavagem final.

Preparacdo da Solucao Hidrolitica

A solucao de mucosa intestinal suina fresca foi adicionada de 5,5% m/m de
sal em relacdo a mucosa

Ajustou-se o pH para 9,0 e aqueceu-se a solug@o a 100°C por 10minutos, apos
drenou-se o leito

Aqueceu-se a solu¢dao a 95°C por 50minutos, apos drenou-se o leito ainda

quente;
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e Filtrou-se a solug¢do em filtro de nylon (malha de 100 -120mesh);
e Troca idnica e adsorcao

e Adicionou-se a resina pré-tratada na solucao hidrolitica (volume de resina
cerca de 5% do volume da solugao hidrolitica) na temperatura de 50-60°C,
por 6horas.

e Lavou-se a resina até remover todas as impurezas, incluindo a mucosa,
com solucdo salina a 7°Baume. Agitou-se por 30minutos, fez-se repouso
da solugdo por 15-30minutos, retomando a agitacdo por mais 30minutos,
depois drena-se a solugao.

e Eluicao

e Fez-se a passagem de duas solugdes: salmoura a 20°Baume e salmoura a 20-
24°Baume

e Filtrou-se a solugdo e remover as impurezas

e Precipitagdo

e Adicionar a solucdo eluida em alcool 80-90graus. Agitou-se por 15-
30minutos, foi vedado e aguardado por 24horas;

e Apos esse periodo, removeu-se a fase superior da solug¢do, essa solucdo

contém a heparina extraida. Essa foi seca em um secador entre 60-70°C.

3.4 DETERMINACOES ANALITICAS E CARACTERIZACAO

3.4.1 Caracterizacio quimica da mucosa suina

A composicdo quimica da mucosa suina foi determinada de acordo com os
métodos descritos na AOAC (1990). As cinzas foram determinadas por incineracdo, em
mufla a 525°C; os lipideos por extracao com éter etilico em sistema Soxhlet (Quimis Q-
308G26, Diadema, SP); as proteinas foram determinadas pelo método de macro-Kjeldahl
(fator de conversdo de nitrogénio para proteina usado foi 6,25); a umidade por método

gravimétrico a 105°C; e os carboidratos por diferenca.
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3.4.2 Determinacio do grau de hidrdlise (GH) - Método de Sorensen

O grau de hidrélise (GH) ¢ definido como a porcentagem de grupamentos amino
que sao liberados no rompimento da molécula proteica pela acao de enzimas. Neste caso,
o GH foi calculado por meio da relagao entre o nitrogénio a-aminado (NA) e o nitrogénio
total (NT).

Para determinagdao do NA, utilizou-se o método de Sorensen (AOAC, 1990),
baseado na titulagdo com formol. Uma aliquota de 5 mL de amostra foi retirada do reator
a cada hora durante o processo e foram realizados os seguintes passos:

1. o pH foi ajustado para 8,3;

2. adicionou-se 5 mL de uma solucdo de formaldeido 37% v/v;
3. adicionou-se de fenolftaleina 0,05% v/v, também a pH 8,3; e
4

titulou-se com NaOH 0,1 mol L™ até a viragem de cor para roseo.

Com os dados obtidos na titulagdo, o NA foi calculado com a Equagao 3.

_ (VNaoH —Vp)XMpqoH%0,014X100
Massa de amostra na aliquota

NA 3)

O grau de hidrélise foi calculado por meio da Equagdo 4. E importante ressaltar

que o valor referente ao nitrogénio total foi obtido por meio do método Kjeldahl.

nitrogénio a—aminado (NA)

%GH =

x100 ()

nitrogénio total (NT)

3.4.3 Atividade enzimatica das proteases

A atividade proteolitica foi avaliada utilizando azocaseina como substrato. A
mistura de reacdo (500uL) continha 100uL de tampao Tris-HCI (100mmol L™, pH 8,0 e
pH 10), 300uL de azocaseina a 0,8% (m/v) (em tampao Tris-HCI no pH do experimento)
e 100 puL de enzima convenientemente diluida.

Ap6s a incubagdo a 40°C por 30min, a reagdo foi interrompida adicionando-se
600uL de acido tricloroacético a 10% (m/v) (TCA). Ressalta-se que a mistura de reagdo
foi incubada a 4°C por 10min. Apds centrifugacao (5600g por 20min) da mistura de
reacdo, 800uL do sobrenadante foram misturados com 200uL de NaOH 1,8mol L,

medindo-se a absorbancia a 420nm. Uma unidade (U) de atividade de protease foi
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definida como a quantidade de enzima que causou um aumento de 0,1 unidade de
absorbancia nas condi¢des definidas do ensaio (DAROIT; CORREA; BRANDELLI,
2009). A unidade de atividade foi calculada por meio da Equacao 4.

__ (ABS Amostra - ABS Branco) * FD = 10
- 0,1

U.mL™! “4)

Sendo FD o Fator de dilui¢do.

3.5 CARACTERIZACAO DO PRODUTO OBTIDO
As caracterizagdes aconteceram em quatro amostras:

e Amostra 1: amostra comparativa obtida por processo industrial convencional
sugerido pela Purolite, item 3.3

e Amostra 2: caldo hidrolisado obtido ap6s pré-tratamento com filtro qualitativo
e permeado em membrana MV020

e Amostra 3: fracdo do caldo hidrolisado permeada apds permeacdo em
membrana de ultrafiltragdo UH004

e Amostra 4: fragdo do caldo hidrolisado retida apds permeagdo em membrana

de ultrafiltragao UH004

3.5.1 Ensaios para e detec¢io de heparina

Dois kits para andlise de heparina foram utilizados, buscando op¢des de métodos
de detec¢do rapidos e possiveis de serem aplicados em ambiente industrial. Os ensaios
foram realizados de acordo com os protocolos fornecidos pelos fabricantes e serdo

elucidados a seguir.

3.8.1.1 Porcin Heparin ELISA Kit

O ensaio de Porcin Heparin ELISA mede a heparina suina em formato sanduiche
ELISA. A placa de ELISA ¢ fornecida pré-revestida com um anticorpo monoclonal anti-
heparina porcina. As amostras sao misturadas com um anticorpo policlonal anti-heparina
porcina marcado com biotina e com a solugdo de estreptavidina-HRP incluida. Esta
mistura amostra-anticorpo-biotina-estreptavidina-HRP ¢ entdo adicionada a placa de

ELISA, que ¢ incubada por 60 min a 37 °C. O anticorpo marcado com biotina ndo ligado
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¢ lavado e so adicionados corantes que alteram a cor da solugao para azul. Essa solucao
azul tem sua cor alterada para amarela apds a adicao da solugdo de parada. A absorbancia
da solucao amarela resultante em 450 nm corresponde a concentragdo de heparina porcina

nas amostras. A Figura 12 mostra o fluxograma do processo de utilizagdo do kit.

Figura 11: Fluxograma de utilizag@o do kit Porcine Heparin ELISA.

Incubar por L |
Brancp I 60 min e ava;g placa
150 pl de diluente 37 °C X
4
50 ul chromogen Incubar por 15
Padrdo 100 pl de A+50ul — mine 37 °C sem
50 ul de cada anticorpo de chromogen B luz
concentracdo detec¢do
!
Aldécmnfr 3 Ler absorbancia
Amostras 100 pl de pl da solucao em 450 nm
50 pl de cada I{EI anticorpo de de parada
uma detecgdo

3.5.1.2 Factor Xa Activity Fluorometric Assay Kit

O fator Xa (FXa) ¢ a forma ativada do fator de coagulacdo X (fator Stuart-Power,
tromboquinase, protrombinase, tromboplastina). O fator X ¢ uma serina endopeptidase
dependente de vitamina K que desempenha um papel importante em varios estagios da
via de coagulacio. E produzida no figado e no plasma, circula como uma glicoproteina
de duas cadeias. Atua convertendo a protrombina em trombina ativa por complexagao
com o cofator V ativado no complexo protrombinase. A heparina nao fracionada e varias
heparinas de baixa massa molecular ligam-se ao cofator plasmatico antitrombina para
inativar vdrios fatores de coagulagdo, incluindo o fator Xa. A Figura 13 apresenta o

fluxograma do processo de utilizacdo do kit de analise.
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Figura 12: Fluxograma de utilizag¢do do Factor Xa Activity Fluorometric Assay Kit.

Curva padrio

50 pl cada
concentragao: Medir Escolha dois
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¢ ajustar o volume 450 nm (ARFU)
final com agua
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das amostras na
5 OAI?EStran I:::',:I 50 pl of master curva
pl de cada reaction mix Atividade Fxa
amostra (ug/L)=(B/V)*fator
de dilui¢ao

3.5.2 Analise de heparina por espectrometria de infravermelho proximo - NIR

Os espectros de transmitancia das amostras do processo de hidrdlise foram
adquiridos em um espectrofotometro de infravermelho proximo com transformada de
Fourier da Antaris II (Thermo Fisher Scientific, EUA) com detector InGaAs e o programa
computacional do sistema RESULT 3. Todas as amostras foram colocadas em cubetas de
quartzo de 650 mm (Kimble Chase, Alemanha) e depois analisadas na faixa de onda de
10.000 a 4000 cm™!, utilizando-se o modo de transmissdo. O niimero de digitalizagdes e

resolugdes adicionadas foi de 32 e 8 cm™ a temperatura ambiente.

3.5.3 Analise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

Analisar as amostras obtidas por FTIR permite comparar as bandas classicas de
heparina com as bandas obtidas nas amostras produzidas, obtendo evidéncias da presenga
de grupos funcionais presentes na estrutura e auxiliando na identifica¢do e investigacao
da composicao quimica da heparina.

Os espectros de infravermelho de transformada de Fourier (FTIR) de reflectancia
total atenuada foram registrados em um espectrofotometro Shimadzu em triplicata,
modelo IRPrestige-21 (Shimadzu, Quioto, JP), utilizando o acessorio de refletancia total

atenuada (ATR) de reflexdo simples com cristal de diamante. As amostras foram
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aplicadas no centro do dispositivo de retencdo de amostras e analisadas entre 4000 e

700 cm™! com uma resolugio de 4 cm!

. As varreduras de IR foram processadas usando
apodizagdao Happ-Genzel e representadas como porcentagem de transmitancia em uma
escala comum. A linha base de analise foi feita com agua deionizada antes de cada leitura.
Os espectros obtidos tiveram sua linha de base corrigida e normalizada usando o software

IRsolution.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os efeitos das varidveis independentes investigadas sobre o GH da mucosa suina
foram avaliados estatisticamente por meio de analise do planejamento fatorial, utilizando
programa computacional STATISTICA versdao 10, e a ferramenta estatistica
Experimental Design (DOE). Os resultados foram analisados estatisticamente pela anélise
de variancia ao nivel de 5% de significancia. As médias e os desvios padrdo foram

determinados em planilha MS-Excel (Microsoft, versdao 2013).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DA MUCOSA SUINA

A Tabela 4 apresenta a composi¢ao da mucosa suina intestinal homogeneizada.

Tabela 4: Composicao geral da mucosa suina.

Composto % Base umida %Base seca
Carboidrato 2,4+ 0,06 12,00 + 0,06
Proteina 12,00 + 0,80 59,00 + 0,80
Lipideos 4,80 + 0,30 24,20+ 0,30
Umidade 79,30 £2,30 --
Cinzas 2,50+ 0,06 13,00 + 0,06

Os valores em base seca sdo apresentados pois a concentracdo de enzima
adicionada durante o processo baseou-se na quantidade de proteina em base seca existente
na mucosa.

Desconsiderando-se a umidade da amostra, tem-se 59% de proteina. Os
heparindides de interesse presentes na amostra estdo concentrados nos granulos secretores
dos mastocitos, rodeados por moléculas de proteinas hidrofobicas com propriedade de
ligacdo a heparina. Por este motivo, essa fracdo proteica ¢ de grande interesse para a
obtencdo do composto. A heparina presente na amostra esta diretamente relacionada a
essa fragdo. A fragdo lipidica que poderia influenciar no processo de separacdo foi

removida por centrifugagao.

4.2 ATIVIDADE ENZIMATICA
Realizou-se a analise da atividade enzimatica das enzimas. Os resultados obtidos

sao mostrados pela Tabela 5.
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Tabela 5: Atividade enzimatica das enzimas estudadas.

Enzima kU/mL
Savinase 16L 16
Savinase 12T 13
Alcalase 2.5L 10
Alcalase 3.0T 5

A Savinase 16L possui a maior atividade enzimatica, com 16 kU/mL. A maior
atividade enzimatica pode ser uma das razoes dos valores maiores de hidrolise obtidos
com a aplica¢do dessa enzima, pois todas as enzimas foram adicionadas igualmente ao
meio reacional.

Embora a Alcalase 3.0T tenha apresentado atividade enzimatica de 5 kU/mL,
seus valores de GH foram similares aos da Savinase 12T, a qual apresentou atividade
enzimatica de 13 kU/mL, provavelmente devido ao fato de que cada enzima interage com
o substrato de forma diferente. Isto pode indicar que a redu¢do da quantidade de enzima

aplicada ndo causaria diminui¢do do grau de hidrolise das amostras.

4.3 HIDROLISE ENZIMATICA

Para a defini¢do da agitacdo a ser utilizada nos experimentos de otimizagdo da
hidrélise enzimatica, trés diferentes velocidades de agitacdo foram avaliadas (100, 200 e
300rpm). Para estes ensaios foi utilizada a enzima Savinase® 16L na concentragdo de
0,8% em relacdo a proteina da mucosa, adicionado 20% em 4gua enquanto o pH e a
temperatura do meio foram fixados em 9 e 50 °C, respectivamente. A Tabela 6 mostra o

grau de hidrdlise obtido para cada rotacdo de agitacdo utilizada.

Tabela 6: GHs obtidos em duplicata, apds 6 h de hidrdlise, com concentragido de 0,8% de enzima, 50 °C,

20% de agua e pH 10.

Rotagdo (rpm) 100 200 300

GH (%) 2344004 29+0,05 265=0,13

A rotacao de 200 rpm apresentou melhor desempenho frente as demais, quando
analisado os valores de GH obtidos. Analisando estatisticamente, obteve-se diferenca
significativa (>0,5). Considerando, ainda, que com 100 rpm ndo havia homogeneizac¢ao

do meio devido a viscosidade inicial do caldo e com 300 rpm o inicio do experimento era
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comprometido pela instabilidade da barra magnética, optou-se por dar sequéncia com a
agitacdo de 200 rpm.

Para cada enzima estudada, o planejamento experimental foi executado,
variando a temperatura entre 40 e 60 °C e o pH entre 8 e 10, de acordo com recomendagdes
do fabricante. A Tabela 7 mostra os valores de GH obtidos no planejamento experimental

apo6s 6 horas de hidrolise.

Tabela 7: Grau de hidrdlise obtido para diferentes tipos de enzimas e valores de temperatura e pH.

Exp  Temperatura pH Savinase 16L  Savinase 12T  Alcalase 2.5L  Alcalase 3.0T

1 -1(40°C)  -1(8) 22,9 19,7 22,9 19,4
2 -1(40°C)  1(10) 53 1,9 49 1,9
3 1 (60 °C) -1(8) 24,7 21,7 24,1 21,1
4 1 (60 °C) 1(10) 9,5 5.6 8,8 5,5
5 0 (50 °C) 0 (9) 29,9 26,4 29,2 26,4
6 0 (50 °C) 0 (9) 30,6 26,8 28,2 26,8
7 0 (50 °C) 0 (9) 31,7 27.8 28,2 26,4

Com esses dados, pode-se observar o melhor desempenho de todas as enzimas
nas condicdes centrais, pH 9 e 50 °C (experimentos 5, 6 e 7), condigdes estas sugeridas
pela empresa fornecedora das enzimas como melhor condicao de trabalho. Cabe observar
que a Savinase® 16L foi a que apresentou maior valor de GH. A Figura 14 mostra a

evolu¢do do GH da Savinase® 16L durante as 6h do processo.
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Figura 13: Evolugdo do GH da Savinase 16L durante as 6 h do processo.
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Analisando as velocidades iniciais de hidrolise para a Savinase 16L, observa-se
que o experimento 2, com pH 10 e temperatura de 40 °C, apresentou menor evolugao,
possuindo Vo= 2,6 %GH/h, enquanto os experimentos centrais 5, 6 ¢ 7, com pH 9 ¢
temperatura de 50 °C, apresentaram Vo media=10,9 %GH/h, valor 4 vezes maior do que o
experimento 2. Analisando estatisticamente os resultados de DH obtidos apds 6h de
hidrolise, obteve-se comportamento parecido em todas as enzimas.

A Figura 15 mostra os graficos de Pareto das enzimas Savinase 16L e 12T. A

Figura 16, por sua vez, mostra os graficos de Pareto das enzimas Alcalase 2.5L e 3.0T.

Figura 14: Grafico de Pareto indicando os efeitos do GH durante a hidrdlise de mucosa suina utilizando as
enzimas Savinase 16L (a esquerda) e 12T (a direita) (p= 0,05) referente ao planejamento experimental da

Tabela 5.

-23.5054
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p=05 p=05
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Figura 15: Grafico de Pareto indicando os efeitos do GH avaliados durante a hidrélise de mucosa suina
utilizando a Alcalase 2.5L (a esquerda) e 3.0T (a direita) (p= 0,05) referente ao planejamento

experimental da Tabela 5.

-28.8386

-71.66

p=.05 p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Aplicando a andlise com erro puro, o pH apresentou influéncia significativa nos
resultados de todas as amostras. Ja a temperatura teve sua influéncia validada apenas na
amostra produzida com Alcalase.

Analisando apenas o nivel evidenciado em cada grafico de Pareto observa-se
que o pH, em seu nivel inferior de 8, foi o fator que apresentou mais influéncia. Ja a
temperatura indica um melhor desempenho em seu nivel superior, de 60 °C. O meio de
reacdo com pH proximo da neutralidade ofereceu condi¢des de hidrolise favoraveis para
ambas as enzimas, a presenca de H" ¢ OH- em quantidades equilibradas parecem facilitar
areacdo. Ja a temperatura, em seu maior valor possivel de ser aplicado com essas enzimas,
garante a agitagdo molecular necessaria para a hidrolise. A interagdo dos dois fatores, pH
e temperatura, observou-se uma sutil influéncia apenas na Alcalase 3.0T.

Os resultados de GH apresentaram valores mais altos nos pontos centrais.
Embora a estatistica indique melhor resposta para o nivel inferior do pH, possivelmente
a combinagdo com a temperatura um pouco elevada favoreceu a hidrélise e produziu mais
rupturas das moléculas nas amostras com pH 9 e temperatura de 50°C.

Com os resultados estatisticos e os valores de GH obtidos, foram fixadas as
seguintes condi¢des de processo para todas as enzimas: pH 9 e temperatura de 50 °C,
dando maior relevancia aos valores de GH obtidos.

Em um meio reacional para hidrolise enzimatica, a facilidade de interacdo
substrato-enzima ¢ relevante para definir a velocidade e eficiéncia do processo. A nao

adicdo de agua torna o meio mais concentrado, podendo resultar em uma maior
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velocidade inicial de hidrolise. No entanto, devido a alta viscosidade do meio, a interacao
enzima-substrato ¢ dificultada uma vez que a agitacdo magnética ndo se mostrou
suficiente para manter a homogeneidade do meio. Por isso avaliou-se a quantidade de
agua a ser adicionada ao meio aplicando-se um planejamento experimental, variando a
concentragdo de substrato através da adi¢ao de agua, conforme a Tabela 8 mostra. Junto

disso, avaliou-se a variacdo da concentragdo de enzima.

Tabela 2: Valores de GH obtidos na execucao do planejamento experimental da Tabela 7 para cada

enzima estudada no tempo de 6h de hidrdlise.

Ensaio Enzima Substrato Grau de hidrolise (%)
(%) (%) Savinase 16L.  Savinase 12T  Alcalase 2.5L Alcalase 3.0T
1 -1(0,1) -1 (40) 10,6 8,2 9,0 7,9
2 -1(0,1) 1 (80) 17,6 15,4 16,1 15,0
3 1(0,8) -1 (40) 12,3 11,7 12,0 11,4
4 1(0,8) 1 (80) 24,7 23,2 23,8 22,9
5 0(0,45) 0 (60) 19,4 12,6 16,2 12,3
6 0(0,45) 0 (60) 21,1 13,2 16,8 13,2
7 0(0,45) 0 (60) 22,0 12,7 17,0 12,3

Testes realizados com pH 10,0 e temperatura de 50 °C.

De acordo com a Tabela 8 o maior GH obtido, em torno de 25%, foi obtido no
ensaio 4, com maior quantidade de enzima e menor de dgua adicionada. Ja a condi¢do
que apresentou menor hidrélise (7,9%), possuia menor concentracdo de enzima e de
substrato na solu¢do (ensaio 1).

Para facilitar a visualizagdo do efeito das variaveis no GH obtido, foi construido
um grafico de Pareto, que mostra quais foram os fatores significativos. A Figura 17
mostra os graficos de Pareto obtidos para a Savinase, enquanto a Figura 18 mostra os
obtidos para a Alcalase. Os resultados do planejamento fatorial, com triplicata do ponto

central, foram tratados estatisticamente com confianca de 95%.
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hidrolise de mucosa suina utilizando a Savinase 16L (a esquerda) e 12T (a direita) (p= 0,05) referente ao

planejamento experimental da Tabela 7.
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Figura 17: Grafico de Pareto indicando os efeitos significativos dos parametros avaliados durante a
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planejamento experimental da Tabela 7.
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Verifica-se que quase todas as varidveis estudadas apresentaram efeito

significativo (p < 0,05) sobre 0 GH em todas as amostras. O efeito estimado indica o

quanto cada fator influiu na resposta estudada, pois quanto maior o seu valor, maior ¢ a

sua influéncia. As enzimas apresentaram influéncia no nivel superior em todas as

concentracdes de substrato estudadas, quanto maior a quantidade de mucosa suina

presente no caldo de hidrdlise, maior o GH obtido. Este resultado era esperado, tendo em

vista que quanto mais moléculas de proteina estiverem disponiveis para reagdo, maior

serd a atuagao da enzima em um determinado tempo.

Quanto a concentracdo de enzima, trés das enzimas estudadas apresentaram

efeito positivo no seu nivel mais alto, mostrando que amostras com maior quantidade de
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enzima desenvolveram GH maiores, possivelmente pela maior disponibilidade destas
para reagdo com o substrato.

Apenas a enzima Savinase 16L nao apresentou influéncia significativa (p<0,05)
da concentracdo de enzima no GH. As concentragdes escolhidas apresentaram
quantidades de enzima suficientes para hidrolisar o substrato presente no caldo de forma
a se obter um GH proximo ao obtido em concentragdes mais altas de enzima. Assim, €
mais vantajoso utilizar o nivel de concentragdo mais baixo.

O pH do caldo variou durante a hidrélise, estabilizando em torno de 7,5 em todos
os experimentos - logo, questionou-se sobre a influéncia dessa variagdo no
comportamento da enzima. Trés propostas foram utilizadas para controlar o pH na reagao:
1) ajustar o pH inicialmente e deixar que as variacdes ocorram livremente ao longo do
processo, ii) controlar o pH substituindo os 20% de agua adicionada por 20% de uma
solugdo tampao e, iii) controlar o pH adicionando diretamente no meio reacional NaOH
0,1 mol L. A Figura 19 mostra a varia¢io no grau de hidrélise obtido com as diferentes

formas utilizadas de controle do pH.

Figura 18: Comparativo entre as 3 formas de ajuste de pH testadas: sem controle de pH (pHo=10), com
adi¢do de solugdo tampao e com adi¢do continuada de solugdo de NaOH 0,1M. Sendo os experimentos 5,

6 e 7 os pontos centrais.
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De acordo com a Figura 19, pode-se observar que o melhor desempenho da
enzima, na maioria dos experimentos, foi para os ensaios sem controle de pH. O teste
com solu¢ao tampao apresentou melhor desempenho somente no ponto 3 € 4. Na triplicata

do ponto central, o teste no qual o pH foi definido apenas no inicio do experimento,
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deixando que variasse livremente ao longo do tempo de hidrolise, apresentou desempenho
superior aos demais, reforcando a condicao de pH 10 e temperatura de 50 °C como mais
adequados para a reacdo. Alguns pesquisadores também optam por ajustar o pH inicial
apenas (ZANG et al, 2013; TOIDA; LINHARDT, 1996; VLODAVSKY;
SANDERSON; ILAN, 2020), assim se diminui a adi¢do de sais no caldo hidrolisado e
embora se adiciona NaCl para o ajuste inicial, a quantidade ¢ pequena e em um futuro
escalonamento do processo, a nao adi¢ao de tampao facilitaria a etapa. Baseado nestes
resultados, optou-se por manter a hidrélise sem controle de pH durante a reacdo, sendo
somente regulado no inicio do processo.

Outra condicdo estudada foi o tempo de hidrolise. Mantendo o pH inicial 9 e
50 °C, estendeu-se o tempo de hidrdlise até 96 horas, visando observar o comportamento
da reagdo. A Figura 20 mostra a evolu¢do do GH das enzimas estudadas ao longo de 96

h de hidrolise.

Figura 19: Evolugdo do GH das enzimas estudadas ao longo de 96h de hidroélise.
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Todas as enzimas apresentaram comportamento similar. De acordo com a Figura
20, o grau de hidrolise da amostra aumentou gradativamente com o tempo de hidrolise.
O meio de reacdo, por sua vez, tornou-se menos viscoso a medida que a reacdo de
hidrolise avancou no tempo, comportamento esperado uma vez que os processos de
hidrélise clivam cadeias longas, interferindo na viscosidade do meio. Este fato pode ter

contribuido para o continuo aumento do GH, visto que, mesmo reduzindo a concentragao
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de substrato disponivel para reacdo, a facilidade de contato da enzima com esse substrato
elevou-se, permitindo acréscimo nas ligagcdes rompidas.

Em todos os tempos analisados, a enzima que apresentou maior GH foi a
Savinase 16L, mantendo-se em eleva¢do mesmo apos 96 h. Optou-se por parar o processo
apos esse periodo por se entender ser um tempo longo o suficiente para analisarmos a
continuidade da agdo enzimdtica e por ter ultrapassado os tempos de estudos mais

habituais, cuja maioria ¢ de até 24 h.

4.4 ANALISE DO PRODUTO DE HIDROLISE POR ESPECTROMETRIA DE
INFRAVERMELHO PROXIMO - NIR

Com o processo de hidrélise finalizado, o caldo hidrolisado a 50 °C, pH inicial
9, 0,1% m/m (em relagdo a proteina da mucosa em B.S.) de enzima e 80% de concentragdo
de substrato, foi submetido a centrifugagdo por 20 minutos a 5600 g em uma centrifuga
SL-700 Solab (Piracicaba, Sao Paulo) visando a remogao da fracao lipidica e dos s6lidos
insoluveis no meio. Posteriormente a centrifugacdo, as enzimas liquidas Savinase 16L e
Alcalase 2.5L apresentaram duas fases, enquanto as enzimas solidas apresentaram 3 fases,

como ¢ possivel visualizar nas Figuras 21 e 22.

Figura 20: Fotografia dos caldos hidrolisados por 12h, seguido de centrifugacao.

Alcalase 3.0T (esq) e Alcalase 2.5L (dir)
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Figura 21: Fotografia dos caldos hidrolisados por 12h, seguido de centrifugacao.

Savinase 12T (esq) e Savinasel6L (dir)

A fase liquida foi separada das demais e submetida a permeagdo com papel filtro
e posteriormente, microfiltrada em membrana de 0,22 um. Obteve-se assim, um liquido
translticido, o qual foi analisado em espectrometro de infravermelho proximo, pois este é
capaz de distinguir diferengas na composi¢do quimica das misturas sem praticamente
nenhuma preparacdo da amostra. As Figuras 23 e 24 mostram os espectros obtidos com

as amostras hidrolisadas com Savinase®.
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Figura 22: Espectros NIR comparando a heparina médica com a amostra hidrolisada por 96h da Savinase
16L 0,1%, 50°C, pH 9 e da Savinase 12T 0,1%, 50°C, pH 9.
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Figura 23: Espectros NIR comparando a heparina médica com a amostra hidrolisada por 96h da Alcalase

3.0T a2 0,1%, 50°C, pH 9 ¢ da Alcalase 2.5L 0,1%, 50°C, pH 9.
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De acordo com as Figuras 23 e 24, as enzimas Savinase 16L e Alcalase 2.5L
apresentaram curva mais proxima a heparina médica, utilizada como padrdo nessa analise,

do que a demais enzimas, que apresentaram ruidos em toda curvatura.
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A heparina exibe uma banda de absor¢do entre 4000 ¢ 4700cm™ e outra entre
em 6500 e 7500cm™ o que caracteriza essa molécula como heparina, diferindo-a do
sulfato de dermatano, que apresenta apenas a segunda banda de absor¢do, como também
foi verificado por Spencer et al. (2009). O sulfato de condroitina, outro contaminante,
possui dois pequenos picos na regido em torno de 4730cm!, outro pico em 5800cm™ e
um terceiro pico em 7000cm™. Espera-se que a presenga desse como contaminante na
heparina mude o pico de heparina em 6900cm™ para uma energia mais alta, o que pode
explicar a diferenca obtida na curva com Savinase 12T e Alcalase 3.0T. A forma como
essas enzimas hidrolisam o substrato pode ter permitido a liberacdo desse composto no
meio. Entretanto, devido a sobreposi¢do dos espectros NIR, ndo ¢ possivel afirmar se a
amostra estd livre desse contaminante.

Os resultados obtidos no espectrometro NIR mostraram correspondéncia com os
obtidos por Zang et al. (2013), que desenvolveram um método para o monitoramento em
tempo real da concentragdo de heparina no processo de cromatografia. Considerando que
o0 processo apresentado por Zang et al. (2013) iniciou com uma heparina bruta comercial,
que ja sofreu processo de hidrdlise no seu preparo, pode-se considerar que a similaridade
com os resultados mostrados nas Figuras 23 e 24 direcionam para a efetividade das
enzimas Savinase 16L e Alcalase 2.5L aplicados nessa pesquisa.

Em processos convencionais, a heparina bruta ¢ obtida como primeiro produto,
e sO depois passa por novos processos para se chegar nas heparinas fracionadas
comerciais. Por essa razdo, o tempo de processamento de 96 h, superior aos valores
geralmente encontrados na literatura para hidrolise de glicosaminoglicanos (DIETRICH
SEIDEL, GOTTINGEN; WOLFGANG FELLER, MELSUNGEN; GERHARD
ROSSKOPF, 1990; FLENGSRUD; ODEGAARD, 2005), pode ter resultado em uma

liberagdo de heparina aproximada a heparina comercial.

4.5 FRACIONAMENTO DO CALDO OBTIDO POR PERMEACAO POR
MEMBRANA

Ao final do periodo de hidrolise, o caldo hidrolisado foi centrifugado para a
separacdo da fase leve (gordura) e da fase pesada (particulados ndo reagidos). Nessa etapa

de separacdo, 46+7% da massa total centrifugada era retirada na fase liquida. O caldo
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obtido passava por filtro qualitativo (28um), resultando em uma perda de 12+3% da

massa inicial. J4 o permeado era novamente filtrado em membrana de microfiltracdo

(0,2um) com o objetivo de clarificar e reter as particulas ainda presentes. Apds essas

etapas de pré-tratamento do caldo hidrolisado, este era direcionado para a etapa de

fracionamento com a membrana de UF (5kDa).

Para garantir a compactacdo da membrana, um estudo do fluxo de permeado foi

estabelecido, até a obtencao de fluxo constante. A Figura 25 mostra o grafico obtido.

Figura 24: Fluxo de 4gua da membrana UH004, com pressdo de 3bar e temperatura ambiente de 21°C.
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Apds 45min observa-se a estabilizag¢do do fluxo, o que indica a compactacdo da

membrana. Assim, para os demais testes com membrana, foi estabelecido o tempo de

compactagdo de 45min. A Figura 26 mostra o comportamento do fluxo permeado ao

longo do tempo de permeagao de calco hidrolisado.
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Figura 25: Fluxo de permeado do caldo hidrolisado.
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Pode-se visualizar que o fluxo permeado apresenta uma queda expressiva nos
primeiros 15minutos, provavelmente devido a formagdo de uma camada de fouling que
ficou estavel ao longo do processo, fendmeno caracteristico em processos de permeagao
com membranas. Apesar desta queda abrupta no inicio da permeagao, o fluxo permeado
manteve-se constante durante os 75minutos seguintes.

Ainda ndo se tém estudos de permeacdo de caldo hidrolisado de heparina em
membranas na literatura. Assim, para entender melhor o comportamento da solucao, fez-
se o calculo da normalizagdo do fluxo obtido. Observa-se que apds 90min de permeagao,
o fluxo se mantém em torno de 50% do valor inicial. Apesar da queda abrupta inicial, o
fluxo ndo decai rapidamente no periodo de filtragdo, o que ¢ um bom indicio para o uso
de membranas para purificagdo desse caldo hidrolisado.

Apoés a ultrafiltragdo, buscou-se analisar o caldo permeado e retido pela
membrana para entender se a heparina estava presente nas fragdes e quais as
caracteristicas dessa heparina obtida.

Para facilitar o armazenamento e transporte das amostras, todas foram

liofilizadas e armazenadas a -18°C.

4.6 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (ATR-FTIR)
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DEVLIN et al, (2019) demonstrou como o FTIR poderia ser usado para
relacionar as bandas encontradas em amostras de heparina bruta com amostras reais de
heparina e concluiu que essa analise poderia ser usada para caracterizar heparinas brutas
com base em heparinas brutas conhecidas. Da mesma forma, este pode também ser usado
para estabelecer as caracteristicas estruturais dos compostos analisados com base em
constituintes de bibliotecas. Neste sentido, buscando determinar mais precisamente qual
a composi¢ao obtida nas amostras produzidas descritas no item 3.5 (amostra com resina,
caldo hidrolisado pré-tratado, permeado e retido), estas foram analisadas por ATR-FTIR.
Para estimar a quantidade de heparina presente em cada amostra estabeleceu-se

uma curva padrao com cinco diferentes concentracdes do padrio de heparina contendo
180U/mg. As concentragdes utilizadas e os valores das areas de pico obtidas, calculadas

pelo software IRsolution estao descritos na Tabela 9.

Tabela 3: Concentragdes e areas de pico obtidas para a elaboragio da curva de calibracdo de ATR-FTIR.

concentragdo (mg/mL) U/mL  4rea 1630 cm™ 4rea 3300 cm™  4rea total (cm™)

padrao 0,01500 2,7 38013 508546 546559
S1 0,00094 0,16875 29786 220626 250412
S2 0,00047 0,08437 28679 122583 151262
S3 0,00023 0,04219 27811 69250 97061
S4 0,00012 0,02109 26755 51233 77988
S5 0,00006 0,01055 26651 40467 67118

Com esses dados, a curva padrao foi estabelecida somando as areas dos dois

picos indicados na tabela 9. A Figura 27 mostra a curva obtida.
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Figura 26: Curva padrio para a analise de ATR-FTIR.
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A andlise das bandas agrupadas para a quantificagdo relativa da heparina
presente nos produtos obtidos se justifica pelo fato de que muitas bandas caracteristicas
se sobrepdem no espectro, o que impossibilita a identificacao de cada uma separadamente
(Harada et al., 2005). E, considerando que as amostras passaram apenas por processo de
separacao por massa molar, os espectros aqui apresentados sdo uma mistura dessas
moléculas de heparina com outras substancias presentes no material inicial € que possuam
tamanho semelhante a heparina. A Figura 28 mostra os espectros obtidos para cada
amostra.

Como descrito no item 3.5, as amostras citadas sdo:

e Amostra 1: amostra comparativa obtida por processo industrial convencional
sugerido pela Purolite, item 3.3

e Amostra 2: caldo hidrolisado obtido ap6s pré-tratamento com filtro qualitativo
e permeado em membrana MV020

e Amostra 3: fragdo do caldo hidrolisado permeada apds permeacao em
membrana de ultrafiltragao UH004

e Amostra 4: fracdo do caldo hidrolisado retida apds permeagao em membrana

de ultrafiltragado UH004
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Figura 27: Espectros ATR-FTIR das amostras estudadas, cuja caracteristicas sdo descritas pelo item 3.8.
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O espectro IR obtido apresenta dois picos principais em 1630 e 3300 cm ™! que
correspondem a vibracdes de alongamento dos grupos NAc e OH (TIPSON, 1968)
respectivamente, e o pico em 1100 cm™!' provavelmente resulta do estiramento C-O de
carboidratos caracteristicos e flexdo CO™H (ORR, S. F. D, 1954). Um pico semelhante
1

em 1120cm™

glicosaminoglicana da heparina (LONGAS; BREITWEISER, 1991) e observado nos

para estiramento de S=O foi observado no espectro IR da unidade

espectros aqui relatados, podendo indicar uma sobreposi¢cdo dessas ligacdes
caracteristicas. Com esses espectros observamos picos caracteristicos da molécula de
heparina, embora o agrupamento desses picos ndo permita a identificacdo exata de cada
estrutura caracteristica individualmente, a presenca destes ja ¢ um forte indicio da
presenca de heparina nas amostras.

Da mesma forma, as amostras foram submetidas a analise e fez-se a soma das
areas dos dois picos de interesse.

Os espectros obtidos foram tratados pelo software [Rsolution, presente no

equipamento de analise. Na Tabela 11, as areas dos picos de interesse sdo apresentadas.
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Tabela 4: Areas obtidas nos pontos de interesse através de integragio pelo software IRsolution e calculo

de estimativa de concentracao de heparina das amostras estudadas.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
area 1100 cm™! 0 2015,4 1604,12 1748.,4
area 1417 cm’! 0 654,3 548,2 569,1
area 1550 cm’! 0 352.,6 398,2 321,4
area 1630 cm’! 26701,3 25651 23046 21521,9
area 3300 cm’! 67452,2 41289,6 40253 40244,8
area total (cm™) 94153,5 69963,1 65849,92 64405,6
Ulg (pela equagao da 0,036 0,015 0,012 0,010
reta)
Concentracdo da
amostra inicial 0,05 0,2 0,1 0,05
(g/mL)
Ulg 0,72 0,08 0,12 0,21

4.7 ANALISE POR KIT PORCINE HEPARIN ELISA

Com o kit Porcine Heparin ELISA é possivel quantificar a heparina presente nas
amostras relativamente ao padrdo fornecido. Para a curva padrdo foram testadas seis
concentracoes diferentes, entre 0 e 600 U/L. Com os dados obtidos, elaborou-se a curva

padrdo de concentragdo exibida na Figura 29.

Figura 28: Curva padrdo de concentragdes para o KIT Heparin porcine,
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Aplicando a equagdo da curva padrao estabelecida (y = 0,0031x + 0,1565) foi
possivel obter os valores de heparina em (U/L) presente em cada amostra estudada, cujas
caracteristicas sao descritas no item 3.8. A Tabela 12 mostra as concentracdes de heparina

obtidas através da aplicagdo da equagao fornecida pela curva padrao.

Tabela 5: Concentragdes de heparina obtidas através de analise com o KIT Porcine Heparin ELISA.

Conc. inicial Conc. de
Conc. obtida
Abs 450 da amostra em  heparina
Amostra pela curva
nm solucio na amostra
padrao (U/L)
aquosa (g/L) em (U/g)

1-amostra comparativa obtida por processo

industrial convencional sugerido pela Purolite, 0,63+0,02 151,13 200 0,76
item 3.3

2-caldo hidrolisado obtido apds pré-

tratamento com filtro qualitativo e 0,17+0,01 4,68 50 0,11
permeado em membrana MV020

3-fragdo do caldo hidrolisado permeada

apoOs permeacao em membrana de 0,22+0,01 20,97 200 0,10
ultrafiltragao UH004

4-Fracdo do caldo hidrolisado retida apos

permeacdo em membrana de ultrafiltragao 0,18+0,01 9,03 50 0,18
UHO004

Pode-se observar a presenca de heparina em todas as amostras estudadas. Essa
identificacdo mostra que ocorreu a liberacao da heparina ligada a mucosa suina para o
meio apds o processo hidrolitico.

Assim, a ideia de liberar heparina apenas com a hidrélise enziméatica se mostrou
possivel. Embora essa liberagdo possa nao estar ocorrendo com 100% da heparina
presente na amostra, visto que a amostra 1, produzida com hidrolise alcalina e uso de
resina, apresentou uma concentracdo final quatro vezes maior do que a amostra 2,
produzida com hidrolise enzimatica, ficando entre 0,76U/g para 0,11U/g,
respectivamente. Se considerarmos que o método de produgao utilizado para a amostra 1
tém eficiéncia bastante conhecida e discutida (MEER; KELLENBACH; BOS, 2017),
pode-se entender que havia mais heparina a ser liberada na amostra 2, o que elucida a

necessidade de aprimoramento do método.
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A amostra 3, fragdo permeada pela membrana, também apresenta uma
quantidade de heparina que provavelmente se trata de heparinas de baixa massa molar,
visto que a membrana utilizada nos ensaios de fracionamento apresentava massa de corte
de 5kDa. Essa faixa molar apresenta propriedades biologicas e quimicas definidas, uma
melhor biodisponibilidade, um indice terapéutico mais alto e com menos efeitos colaterais

(BOLTEN; RINAS; SCHEPER, 2018).

4.8 ANALISE POR KIT FACTOR XA ACTIVITY FLUOROMETRIC ASSAY

Pensando na atividade da heparina obtida, analisou-se as amostras com um
segundo KIT de deteccdo de fator Xa. Uma curva padrdo ao longo do tempo foi
desenvolvida para relacionar as leituras obtidas e tempo necessario para obté-las. A
Tabela 13 mostra as leituras no tempo inicial (RFU (Omin)) e final (RFU (60min)) e o

ARFU utilizados para a elaborac¢do da curva padrao.

Tabela 6: Valores no tempo inicial (RFU (Omin)) e final (RFU (60min)) e o ARFU em cada concentracio
conhecida utilizados para a elaboracdo da curva padrdo.

[ng/pogo de padrdo de enzima

RFU (0Omin) RFU (60min) ARFU (0-60)
Fxa]

0 62312607 66530809 4218202
20 334579312 1,548E+09 1213631312
40 488069920 1,577E+09 1088619232
60 563812800 1,551E+09 986867392
80 723202944 1,571E+09 847864640

Com os dados mostrados pela Tabela 13, obteve-se a curva apresentada na
Figura 30. Como o primeiro po¢o nao possuia nenhuma quantidade de substrato para ser
digerida, sendo mantido apenas como ponto 0, a curva foi desenhada com os pogos que

possuiam alguma concentragdo de substrato para degradagao.
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Figura 29: Curva padrdo para o KIT Factor XA Activity Fluorometric Assay.
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Observa-se que a curva apresenta um declinio ao longo do tempo, fato esse
esperado visto que esse KIT busca identificar a heparina ativa através da inativagdo do
fator Xa. Espera-se que conforme o tempo de analise avance, a quantidade de fator Xa
ndo ligado diminua, diminuindo assim a intensidade do sinal fluorométrico.

As amostras em andlise, juntamente com o padrio de heparina (Sigma Aldrich),

foram submetidas ao KIT e os resultados sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 7: Valores de fluorescéncia e resultados do KIT.

Curva padrao [ng/poco de
Amostra Fluorescéncia Fxa (ug/L)
padrio de enzima Fxa]

padrio 34193 1,52 3
1 1574712 69,95 140
2 1898798 68,97 69
3 2328224 67,67 136
4 1925330 68,89 34

A heparina inativa o fator de coagulacdo Xa, entdo se ha heparina ativa na

amostra, a quantidade de FXa identificado ird diminuir conforme a quantidade de
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heparina ativa presente. Isso fica claro quando se compara a resposta obtida com o padrao
de heparina (padrao comercial para analises fluorométricas Sygma Aldrich, Alemanha)
as demais amostras.

O padrao apresentou uma maior inativagdo do FXa provavelmente devido a
maior concentragdo e pureza da heparina presente nele, visto que ¢ um padrao com apenas
0,07% de contaminantes. Enquanto entre as amostras produzidas por esse estudo, a
amostra 1 e 3 apresentaram valores similares e elevados, o que indica que, mesmo a
heparina estando presente, como indicado pela analise com o KIT Porcine Heparin ELISA
e FTIR, essas moléculas provavelmente ndo estdo ativadas, ndo conseguem assim inativar
o fator Xa que inicia o processo de coagulacdo sanguinea. Ambas as amostras podem
possuir heparina com massa molar elevada, acima de 5 kDa, tendo seus sitios de
inativagdo do fator Xa bloqueados por outras ramificacdes da molécula, gerando menor
resposta quando expostos a esse KIT.

J& nas amostras 2 e 4, a concentragdo do fator Xa foi um pouco menor o que nas
amostras 1 e 3. Podemos entender que as moléculas de heparina com atividade
anticoagulante presentes na amostra 2 foram permeadas pela membrana e se
concentraram na amostra 4, resultando em uma concentragdo de fator Xa menor na
amostra 4. Assim, a concentra¢do de Fator Xa presente em cada amostra da indicios de

algumas caracteristicas da heparina presente em cada amostra.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalhou buscou explorar a hidrolise enzimatica associada ao uso de
membranas como uma via alternativa a produgao de heparina. A primeira etapa consistiu
na liberagao desta no meio reacional seguida pela purificagdo com a ultrafiltragao.

Apobs as etapas iniciais de purificagdo, os espectros NIR apresentaram
comportamento similar a encontrados em outros estudos, demonstrando resultados
promissores.

Os resultados obtidos com a heparina fracionada e com a obtida pela
metodologia tradicional mostram que a heparina se fez presente em todas as amostras,
com particularidades em cada uma, como a maior concentragdo de moléculas que
inativam o fator Xa na fragdo permeada pela membrana, o que indica maior poder
anticoagulante dessa fase. Enquanto que a presenca de heparina na fragdo retida
provavelmente ¢ composta por heparinas com maior massa molar, que costumam
apresentar menor atividade anticoagulante.

A utilizacdo dos KITs aparece como uma alternativa para facilitar essa
caracterizacdo. A aplicagdo da técnica de detecgdo por ATR-FTIR, ao invés de técnicas
mais caras e complexas como a cromatografia, se apresenta também como um facilitador
na identifica¢do da heparina no caldo inicial.

O processo de produgdo de heparina ndo € uma area fortemente explorada pela
pesquisa cientifica, por isso alterar etapas ja tdo consolidadas industrialmente ¢ um
desafio, ainda mais por se tratar de uma substancia bastante complexa. A continuidade
deste estudo possibilitara entender quais compostos estdo presentes nesse caldo, bem
como estabelecer métodos de separacao eficientes. O entendimento da composi¢do obtida
e do grau de liberdade que essas moléculas apresentam possibilitara o posterior estudo da
sua purificacdo e fracionamento e, em seguida, possibilitarda o estudo da atividade

biologica.
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