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1. INTRODUCCIO

L’objectiu de la meva recerca consisteix en conéixer millor el funcionament i la manera de
treballar en un laboratori a I'hora de dur a terme un procediment experimental, relacionant-ho al
mateix temps amb un tema d’interés personal com és el cos huma. Es tracta, doncs, d’un

treball sobre quimica farmacologica.

Des d’'un primer moment sabia que volia fer un treball que constés d’una part experimental i,
per tant, el primer pas per comencar a desenvolupar-lo era trobar un procediment practic que
complis els requisits. Després d’estudiar varies opcions, vaig optar per dur a terme I'obtencié
de la warfarina, un compost anticoagulant la sintesi del qual em va semblar interessant i

possible de realitzar al laboratori de I'institut.

Per tirar endavant el treball ha estat necessari enfrontar-se a les dificultats conceptuals que
presenta; sobretot pel que fa a I'assimilaci6 de coneixements avancgats i que resultaven

essencials per a I'execucioé d’ambdues parts, el marc tedric i la realitzacio de la practica final.

Ha estat imprescindible fer un estudi previ de la bioquimica de la sang, és a dir, explicar les
seves funcions i components. Estudiant aquests conceptes, he entrat en contacte amb els
processos que hi tenen lloc, amb 'objectiu d’entendre els anticoagulants i els seus mecanismes
d’acci6. A partir d’aqui, he aprofundit en la warfarina: les propietats i caracteristiques. En
destaca la seva quiralitat i les conseqlieéncies que comporta. Tota aquesta informacié es troba
recollida al marc teoric del treball. Per altra banda, al marc experimental s’exposa la feina feta
al laboratori per sintetitzar el compost. Durant el procés, he realitzat una llibreta de laboratori en
la que s’hi detallen els problemes i els resultats obtinguts dia a dia. Aquesta s’adjuntara en

concepte d’annex.

Finalment, s’ha pogut comprovar de dues maneres diferents que el compost obtingut era
'esperat. La primera mitjangant una cromatografia de capa fina, un metode forga simple. La
segona, meés complexa de realitzar, ha estat possible gracies a la col-laboracié del
Departament de Quimica Organica de la UAB, que ha facilitat que es pogués fer un espectre de
Ressonancia Magnética de prot6. Totes dues tecniques es troben detallades als annexos del

treball.

El treball també inclou un glossari on s’expliquen els conceptes més especifics.
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2. MARC TEORIC
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2.1 La sang

La sang és un fluid corporal que tenim els animals i que forma part del medi intern del cos.
Conté un gran nombre de cél-lules i proteines que fan que sigui liquida i espessa. El cos huma
conté aproximadament uns cinc litres de sang, que representa aproximadament un 8% del pes

d’'una persona.

La sang és impulsada pel cor a través de les venes, les artéries i els capil-lars fins als teixits, on
aporta diverses substancies necessaries com nutrients i oxigen a les cél-lules. També
transporta residus que han estat metabolitzats a les mateixes cél-lules lluny d’aquestes. Es
'aparell circulatori 'encarregat de fer que la sang circuli i per tant que aquest transport de

substancies es porti a terme.

2.1.1 Funcions de la sang

Tal i com s’explica a la Taula 1, la sang té tres funcions essencials: transport, proteccio i
regulacié. Totes tres sén importants, perd cal destacar la funcié de proteccid, qué es relaciona

directament amb el sistema immunitari.

e Sistema immunitari:

El sistema immunitari és el conjunt d’drgans i cél-lules que intervenen en la defensa de
lorganisme davant de les infeccions microbianes. Les seves funcions son reconéixer les
molécules potencialment perilloses alienes a I'organisme (antigens), aixi com desordres
cel-lulars patologics (tumors). Els antigens cal neutralitzar-los i destruir-los. A més, el sistema
immunitari genera una memoria que permet respondre amb més efectivitat davant del contagi
d’'un mateix agent infeccios.

Hi ha dos tipus d'immunitat: la inespecifica i I'especifica:

- La inespecifica dona respostes rapides i més generals davant d’'un gran nombre de
microorganismes. Aquest tipus de resposta la generen la pell, les mucoses i secrecions
varies a nivell de defensa externa, i els mastocits, les cél-lules NK (lluita contra tumors)
i els macrofags a nivell de defensa interna.

- La immunitat especifica, en canvi, genera una resposta més lenta perdo més intensa.

Aquest tipus de resposta s’atribueix a anticossos,? limfocits i macrofags.

La sang i els anticoagulants: sintesi i analisi de la warfarina 9



Taula 1: Funcions de la sang

FUNCIONS DE LA SANG

- Transporta gasos (O2 i COz) entre els pulmons i la resta de
I'organisme i nutrients des de I'aparell digestiu fins als diferents érgans.

- Fa circular les substancies de rebuig fins als ronyons i el fetge qué o
bé les desintoxicaran o les expulsaran fora del cos.

TRANSPORT - Transporta les hormones des de les glandules que les han secretat
fins a les cél-lules diana.®

- Ajuda a regular la temperatura corporal portant la calor cap a la pell.

- Els globuls blancs s’encarreguen d’eliminar els microorganismes
invasors.

PROTECCIO - Els anticossos juntament amb altres proteines destrueixen les
substancies patogenes.

- Les plaquetes inicien el procés de coagulacié per tal que el cos perdi
el minim de sang possible.

REGULACIO - La sang ajuda a regular el pH fent interaccionar acids i bases.

2.1.2 Sistema circulatori

L’aparell circulatori s’encarrega de portar la sang per tot el cos. Esta compost pel cor i els vasos
sanguinis. En aquest sistema el cor té la funcié d’impulsar la sang pels vasos sanguinis, que
sén uns conductes de parets elastiques (Figura 1). En distingim tres tipus:

- Artéries: transporten la sang des del cor fins a la resta del cos. Tenen les parets
gruixudes i les podem diferenciar en tres tipus segons la quantitat variable de muscul llis® i
fibres elastiques, el seu gruix i la seva funci6. Diferenciem les artéries elastiques grans, les

artéries musculars mitjanes i les artéries petites o arterioles.

La sang i els anticoagulants: sintesi i analisi de la warfarina 10



- Venes: transporten la sang des de les diferents parts del cos fins al cor. Tenen les
parets primes i també en podem diferenciar tres tipus seguint els mateixos criteris de
classificacié que en les artéries. Diferenciem entre les venes grans, les mitjanes o petites i les

veénules.

- Capil-lars: son vasos molt fins que comuniquen les artéries amb les venes. Es en els

capil-lars on es produeix l'intercanvi de substancies entre la sang i les cél-lules.

o=

ARTERIA

VENULA ARTERIOLA

I Sang oxigenada
| Sang desoxigenada

CAPIL-LARS

Figura 1: Vasos sanguinis

El cor és un muscul de la mida del puny situat entre els pulmons (Figura 2). Gracies al seu
moviment de contraccié i dilataci6 fa circular la sang pels vasos sanguinis i permet portar O, i
nutrients a les ceél-lules i drenar el CO, i altres substancies residuals. Té quatre cavitats: les
dues superiors que s’anomenen auricules i les dues inferiors que s’anomenen ventricles.

Les auricules reben la sang que arriba al cor, mentre que els ventricles la bombegen fora
d’aquest. L’anatomia interna de cada una de les diferents cameres depén estrictament de la

seva funcio.

La sang i els anticoagulants: sintesi i analisi de la warfarina 11
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Figura 2: Cavitats del cor

Funcionalment el cor esta dividit en dues bombes separades per un enva, que donen lloc a dos
circuits diferents (Figura 3).

Una de les bombes rep la sang desoxigenada del cos des de les venes cava inferior i superior i
'envia als pulmons per les arteries pulmonars. Els pulmons la retornen al cor per les venes
pulmonars. Es coneix com a circuit pulmonar, ja que als pulmons la sang expulsa el CO; i
absorbeix 'O, de laire.

L’altre bomba rep la sang oxigenada dels pulmons des de les venes pulmonars i I'envia a la
resta del cos per l'aorta, mitjangant el circuit general. Cada bomba esta formada per una

auricula i un ventricle separats per una valvula.

Artéries 1
pulmonars Venes

pulmonars

Artéria
aorta

Figura 3: Sistema de circulacié
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2.1.3 Composicié sanguinia

Les cél-lules de la sang es divideixen en dos grans grups: mieloides i limfoides. Les primeres
comprenen els eritrocits, els monaocits, els granulocits i els trombodcits, mentre que les segones
comprenen els limfocits. Les caracteristiques de les diferents cél-lules sanguinies estan
explicades més endavant.

Les cél-lules mieloides es produeixen a traves d’'un procés conegut com a mielopoesi i les

limfoides son resultat de la limfopoesi.

2.1.3.1 Caracteristiques i funcions

La sang esta formada per una matriu extracel-lular liquida anomenada plasma i diverses
cel-lules sanguinies:

* El plasma és la part liquida de la sang i en compren aproximadament un 55%. Esta
format en un 92% d’aigua i conté, en dissolucid, glucids, lipids, proteines, ions i
hormones entre d’altres. Aquestes substancies sén necessaries per que la sang pugui
dur a terme les diferents funcions, entre elles la coagulaci6.

El plasma té diverses funcions:
- Mantenir correcte la pressié i el volum sanguini.*®
- Suplir les proteines necessaries per la coagulacié i immunitzacié.
- Es un medi d’intercanvi de minerals vitals (Na, K...).
- Manté el pH del cos per tal que les funcions cel-lulars puguin dur-se a terme. El

pH plasmatic normal és aproximadament de 7,4.

* Les cel'lules sanguinies constitueixen I'altre meitat del volum sanguini. En distingim tres

tipus: els globuls vermells, els globuls blancs i les plaquetes (Figura 4).

Globuls vermells Globuls blancs Plaquetes

Figura 4: Components de la sang

A la Taula 2 es resumeixen les caracteristiques, I'estructura i les funcions de cada tipus de

cel-lula sanguinia.
La sang i els anticoagulants: sintesi i analisi de la warfarina 13
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2.1.3.2 Formacio de cél‘lules sanguinies

Com s’ha dit abans, les cél-lules de la sang es divideixen en dos grans grups: mieloides i
limfoides.
Totes les cél-lules es produeixen a la medul-la dssia, i aquesta la podem diferenciar en dos

tipus: la medul-la dssia vermella i la groga (Figura 5).

Os esponjos

| Os compacte

Medul-la 0ssia groga e
o) =L S
I = PN ¢
| ' ‘ . ’ [
Sy &
w

AT g

e Y Medul-la ossia

vermella

— Periosti

Figura 5: Medul-la 6ssia

La medul-la 6ssia vermella, també anomenada mieloide, la localitzem al teixit esponjos dels
0ssos plans com I'espina dorsal, I'estérnum, les costelles, la pelvis i petites parts del brag i de la
cama en adults. Quan naixem la major part de la medul-la 0ssia és vermella, perd a mesura
que creixem aquesta capacitat va disminuint, fins a reduir-se als ossos nombrats anteriorment.
Aquest procés de formacié de cél-lules s’Tanomena hematopoesi. Les cél-lules sanguinies sén
degradades per la melsa® i els macrofags del fetge.

La part de la medul-la que ja no produeix ceél-lules sanguinies s’anomena medul-la ossia

groga i es troba als canals medul-lars dels ossos llargs.
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* HEMATOPOESI:

Es un procés extraordinariament complex a través del qual les cél-lules mare’ hematopoétiques
proliferen i es diferencien, formant els diferents tipus de cél-lules madures circulants (eritrocits,
granulocits, limfocits, mondcits i plaquetes). L’hematopoesi té lloc a la medul-la dssia, hi

intervenen una gran varietat de tipus cel-lulars i esta regulat per diversos factors.

Les cél-lules sanguinies es formen a partir d’'un precursor cel-lular comu i indiferenciat: les
cél-lules mare hematopoétiques pluripotents, que sén una unitat formadora d’hemocitoblasts.

Els hemocitoblasts formaran tipus especifics de cél-lules sanguinies seguint un proceés.

El procés consta de quatre fases segons el grau de maduresa de les cél-lules que el formen i
dels diferents llinatges cel-lulars que es generen (Esquema 1). La primera fase correspon a les
cél-lules més primitives, els hemocitoblasts (CTH) que son capagos d’auto-renovar-se i son
multipotents, és a dir, poden originar diferents tipus de cél-lula. Aquestes donaran lloc a les
cél-lules progenitores hematopoétiques (CPH), que ja no tenen capacitat d’auto-renovacié que
formaran part de la segona fase. Les CPH originaran les cél-lules precursores, que ja es poden
reconéixer per la seva morfologia, tot i que encara son cél-lules immadures. Se’n poden formar
de dos tipus diferents: les cél-lules mare mieloides i les limfoides. S6n aquestes les que formen
la tercera fase, i les que originaran les cél-lules sanguinies propiament i per tant la quarta fase.
A partir de les cel-lules mieloides es desenvoluparan a la medul-la 6ssia una série de cél-lules
intermédies que finalment donaran lloc als eritrocits i als granuldcits (quarta fase) ja a la sang.
Del precursor dels granulocits també en sorgiran els mondcits, que quan passin als teixits
s’anomenaran macrofags.

Per altra banda, de les cél-lules limfoides se n’originaran els limfocits immadurs que donaran
lloc als limfocits B als ganglis i als limfocits T al tim. Quan aquests limfocits B passin als teixits
passaran a ser cél-lules plasmatiques. A diferéncia dels limfocits B, quan els limfocits T passin
a del tim a la sang passaran a ser limfocits T activats. El resultat del desenvolupament dels

limfocits immadurs directament a la sang son les cél-lules NK.

La sang i els anticoagulants: sintesi i analisi de la warfarina 16
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La sang i els anticoagulants: sintesi i analisi de la warfarina



2.2 Coaqgulacio de la sang

Els organismes disposen d’un sistema de seguretat que permet aturar les pérdues de sang. El
mecanisme que el cos utilitza per tal d’aturar aquest procés s’anomena coagulacié i ho fa

mitjangant la cascada de coagulacio.

Quan els vasos sanguinis es tallen o pateixen algun tipus de lesié hi ha una pérdua de sang.
Quan passa aixo0, les parets del vas danyat es contrauen per tal de reduir el flux de sang a
l'area afectada. En aquest moment les plaquetes s’adhereixen al punt on hi ha la lesié i es
distribueixen al llarg de la superficie del vas (Figura 6). Aquesta pérdua del sistema ha d’aturar-
se abans de que es pugui produir un shock i la possible mort. Es per aixd que uns petits sacs
que es troben a linterior de les plaquetes alliberen senyals quimiques per atraure altres

cél-lules a la zona i fer que s’aglutinin per formar un tap plaquetari.

Una vegada s’ha tallat 'hemorragia s’han d’eliminar els coaguls,® ja que quan ja han fet la seva

funcié no serveixen més. Aquest procés d’eliminacié s’anomena fibrindlisi.

VAS SANGUINI NORMAL

e ——

—_—

COAGUL

PLAQUETES
ACTIVADES FIBRINA

Figura 6: Esquema coagulaci6
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A la superficie d’aquestes plaquetes activades molts factors de coagulacio diferents treballen

per formar un coagul que funcionara com una ret per aturar I’hemorragia.

2.2.1 Procés i factors de coagulacio

El procés de coagulacié és un conjunt de reaccions en cascada formades per una via intrinseca
i una d’extrinseca, que s’uneixen en una de comu per acabar formant el coagul de sang o
trombo. Per que aquest procés sigui possible és necessaria I'accié de les plaquetes i de la

fibrina.'”

Els factors de coagulaci6 sén proteines de la sang que controlen ’hemorragia i formen part del
coagul sanguini. Aquests factors son essencials per que es produeixi la coagulacié i si no hi
s6n poden donar lloc a trastorns hemorragics greus, com per exemple ’hemofilia.

Hi ha tretze factors de coagulacié, que necessiten cofactors d’activacié com ara el calci (Ca?*) o

els fosfolipids."

* Factor I: fibrinogen
Es una proteina precursora de la fibrina (Figura 7), que als seus extrems té una carrega
negativa molt forta, de manera que repel altres moléecules, prevenint d’aquesta manera
I'agregacio. Quan hi ha una ferida, el fibrinogen es transforma en fibrina, que va a cobrir el lloc

de ’hemorragia, taponant-la.

Figura 7: Estructura del fibrinogen
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 Factor II: protrombina®
Es una proteina del plasma sanguini que quan entra en contacte amb la tromboplastina forma
la trombina, que reacciona amb el fibrinogen (factor 1), donant lloc a la fibrina. S’ha vist que hi
ha persones que tenen una mutacié en el gen de la protrombina, fet que els fa ser més

propensos a patir una trombosi.*’

* Factor lll: factor tissular (tromboplastina)
Aquest factor és una substancia complexa que inicia el procés de coagulacié transformant

protrombina en trombina en preséncia d’ions calci.

e Factor IV: calci

Mineral molt abundant en I'organisme que participa en multiples processos.

* Factor V: proaccelerina (factor labil)
Es una proteina plasmatica que accelera la conversié de protrombina en trombina. Aixd ho fa
formant un complex amb el factor X, fosfolipids i calci. La deficiéncia d’aquest factor déna lloc a
la malaltia d’Oweren o parahemofilia.?® Es una prolongaci6é del temps de protrombina i de

coagulacié.

* Factor VI: factor inactiu o cimogen
Aquest factor s’ha vist que, en realitat, és un producte intermedi, i no un vertader factor de

coagulacié.

* Factor VII: proconvertina (factor estable)
Factor que, juntament amb el tissular, activa el factor X. Aquesta activacié forma part de la via

extrinseca de la coagulacio.

* Factor VIII: factor antihemofilic A (factor von Willenbrand)
Aquest factor (Figura 8) ajuda a les plaquetes a apilonar-se i adherir-se a les parets dels vasos
sanguinis, cosa necessaria per la coagulacié de la sang.
Es una glucoproteina continguda en el plasma sanguini que actua com un dels cofactors de la
cascada de la coagulacié. La deficiencia del Factor VIl causa unes malalties hereditaries

hemorragiques conegudes com a Hemofilia A i malaltia de von Willenbrand.
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Figura 8: Estructura del factor von Willebrand

* Factor IX: factor antihemofilic B (factor de Christmas)
La falta d’aquest factor de coagulacié déna lloc a la malaltia de Christmas o hemofilia B, que

també és una malaltia hereditaria lligada al cromosoma X.

* Factor X: factor de Stuart-Prower
Aquesta proteina (Figura 9) és un dels factors desencadenants de l'inici de la via comu de la

coagulacié.

Figura 9: Estructura del factor Stuart-Prower
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¢ Factor Xl: factor antihemofilic C

La falta d’aquest factor provoca hemofilia C, que és la menys freqlient. A diferéncia de les

altres hemofilies no esta lligada al cromosoma X.

* Factor XIl: factor Hageman

Aquest factor és un enzim'? que activa el factor Xl i la precalicreina.

* Factor XIll: factor estabilitzant de la fibrina
Factor present en el plasma normal que actua juntament amb el calci per produir el coagul de

fibrina insoluble.

A 'Esquema 2 es representa la cascada de coagulacié. Per estudiar-la es divideix en tres vies:
la intrinseca, I'extrinseca i la comu. La via intrinseca i la extrinseca son les vies d’iniciacio de la
cascada, mentre que la via comu és on s’ajunten les anteriors, culminant amb la conversié del
fibrinogen a fibrina. Cada reacci6 d’aquestes vies ve donada per un enzim (factor de coagulacio

t35

activat), un substrat™ i un cofactor que actua fent possible la reaccié.

Cal dir que la “@” com a subindex indica que el factor esta activat.

La sang i els anticoagulants: sintesi i analisi de la warfarina 22
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2.3 Queé soén els anticoagulants

Els anticoagulants sén un tipus de substancia que redueixen la capacitat del cos per formar
coaguls innecessaris a les artéries, venes o al cor. Sén necessaris si la sang coagula massa, ja
que els coaguls poden bloquejar els vasos sanguinis. Aquest bloqueig pot causar, tot i que no

necessariament, atacs de cor, embolies o vessaments cerebrals entre d’altres.

Els medicaments anticoagulants influeixen en el procés de coagulacié i impliquen un cert risc

d’hemorragia per les persones que en prenen.

2.3.1 Funcionament dels anticoagulants

Els medicaments anticoagulants interrompen una part del procés de la formacié de coaguls. Ho
fan regulant la produccié de vitamina K (Figura 10) al fetge.

La vitamina K controla la creacioé dels factors que intervenen i que sén necessaris pel procés de
coagulacié. Per aquest motiu, la falta d’aquesta vitamina fa que el temps necessari per formar
un coagul es redueixi.

El que els anticoagulants aconsegueixen és reduir la formacié de coaguls quan no sén
necessaris, sense impedir que es puguin formar quan si que ho sén. No dissolen masses que

ja han estat formades, tot i que ajuden a que els coaguls ja existents no creixin.

O

CHjs
O

Figura 10: Vitamina K
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2.3.2 Aplicacio dels anticoagulants

Hi ha diversos diagnostics pels quals es poden receptar els anticoagulants. Alguns d’aquests
diagnostics sén:
- Fibril-lacio arterial: el batec cardiac és anormal; el ritme és rapid i irregular.
- Implant d’'una valvula cardiaca
- Trombosi venosa profunda: és la formacié d’un coagul sanguini en una vena. Afecta
principalment a les venes grans de la part inferior de la cama i la cuixa.
- Embolisme pulmonar: és un bloqueig sobtat d’una artéria pulmonar. Sol ser causada
per un coagul a la cama (trombosis venosa profunda) que es despren i viatja pel torrent
sanguini fins al pulmo.
- Prevencio6 de coaguls sanguinis, per exemple desordres de coagulacio genétics.
- Accident vascular cerebral: succeeix quan el flux de sang a una part del cervell s’atura.
Si el flux s’atura per més de pocs segons, el cervell pot no rebre nutrients i oxigen. A
consequéncia les cél-lules cerebrals poden morir i causar un dany permanent.

- Atac de cor

2.4 Tipus d’anticoagulants i us meédic

Els anticoagulants son un grup de substancies de diferent naturalesa quimica relacionats pel

seu efecte bioldgic. Es poden dividir en:
Anticoagulants d’accio directa: Aquells que per si sols sén capagos d’inhibir la cascada
de coagulacié. Un exemple en soén els inhibidors directes de la trombina (hirudina,
argatroban).
Anticoagulants d’accié indirecta: Aquells que mitjangant la interacci6 amb altres
proteines o actuant en altres vies metaboliques alteren el funcionament de la cascada
de coagulaci6. Alguns exemples soén: les heparines (heparina no fraccionada i heparines
de baix pes molecular), danaparoide soédic i inhibidors de la sintesi de factors de
coagulacio (derivats del dicumarol: cumarines).

A continuacié s’expliquen les caracteristiques i el mecanisme d’accié d’alguns dels

anticoagulants més representatius.

* HEPARINA NO FRACCIONADA (HNF)

Es una mescla de glicosaminoglicans22 extreta del porc i d’animals bovins, amb un gran

nombre variable de residus que els hi donen carregues negatives.
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Mecanisme d’accié (Figura 11):
L’HNF s’uneix a I'antitrombina Ill (AT-IIl), produint un canvi conformacional, és a dir canviant la

manera en la que es col-loquen els atoms, que augmenta la capacitat inhibitdria d’aquest enzim
sobre els factors de coagulacio: trombina, Xa i IXa. Per tal que la inactivacié de la trombina
sigui accelerada és necessaria la formaci6 d’'un complex terciari d’ AT-lll + heparina + trombina.

El factor Xa només requereix el canvi conformacional.

1. Efecte de ’'HNF sobre la Trombina

Figura 11: Mecanisme d’acci6 de la HNF

La limitacié biologica de la reaccié esta determinada per la incapacitat del complex AT-Ill +
heparina d’inhibir al factor Xa i a la trombina que ja estan units al coagul.

Es pot utilitzar per prevenir o tractar quadres trombodtics o bé per tractar malalties
tromboemboliques.?® Depenent de cada cas es recomanara una dosi concreta i un via
d’administracié determinada.
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* HEPARINA DE BAIX PES MOLECULAR (HBPM)
Le despolimeritzacio'® quimica o enzimatica de I'heparina no fraccionada produeix molécules
més petites amb pesos moleculars d’entre 1 i 10 kd (quilodaltons),*® anomenades heparines de
baix pes molecular. En funcié de la técnica de despolimeritzacié utilitzada s’obtenen diferents
tipus de HBPM i les propietats farmacocinétiques varien.

Mecanisme d’accié (Figura 12):

Igual que la HNF, acceleren la inhibici6 del factor Xa i la trombina per AT-lll formant un
complex. La diferéncia és que les HBPM tenen tendéncia a inhibir més al factor Xa que no a la
trombina.

Tenen la mateixa limitacid biologica que el complex HNF+AT-IIl, és a dir el complex HBPM+AT-

lIl no pot inhibir al factor Xa perqué esta unit a un coagul.

1. Efecte de 'HBPM sobre el factor Xa

w 7 i -

-

2. Efecte de 'HBPM sobre la Trombina
)
©
‘ + + B

Figura 12: Mecanisme d’acci6é de la HBPM

/
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(Unié débil)
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Igual que les HNF s’utilitzen per prevenir o tractar les malalties tromboembodliques. La dosi i la
via d’administracié també dependra de cada cas, pero cal dir que el seu efecte anticoagulant a

dosis terapeutiques és immediat.

* ANTICOAGULANTS ORALS (ACO)
Sén un grup de medicaments anticoagulants que deuen el seu nom a la biodisponibilitat que
tenen quan s’administren per via oral. Els més utilitzats sén la warfarina i I'acenocumarol
(Sintrom), tots dos derivats del dicumarol (cumarines).

Mecanisme d’accié (Figura 13):

Inhibeixen el cicle d’'interconversié de la vitamina K des de la seva forma oxidada a la reduida.
La vitamina K (vit K) reduida és el cofactor essencial per la sintesis hepatica de les
anomenades proteines vitamina-K dependents. Aquestes inclouen a factors de coagulacio
(protrombina, VII, IX, X) i també a proteines anticoagulants (proteina C, proteina S i AT-Ill). Els
anticoagulants orals provoquen la sintesis defectuosa de totes les proteines vit K dependents.
Tot i aixd, s’ha demostrat que el seu efecte anticoagulant és principalment a causa de la

disminucid dels nivells plasmatics de protrombina funcional.

[ J
Protrombina ® @
EFECTE ACO ®
®e
-
- -
~ ¥ VitK en d
— hepatocit \
- x
e
®
®e
X .
®
(Factors defectuosos) f‘. («,..

Figura 13: Mecanisme d’accié dels ACO
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Es poden utilitzar en prevencié secundaria o en el tractament de la trombosi venosa profunda
(TVP) i de 'embdlia pulmonar. En pacients amb aritmies cardiaques o amb valvules cardiaques
mecaniques s’utilitzen per prevenir 'embolitzacié sistémica. La dosi també dependra de cada
cas, i obtenir el benefici de la terapia dependra de l'estricte seguiment de la pauta de

dosificacié senyalada per I'especialista.

La indicacio del tractament anticoagulant és un repte pel metge. Utilitzat oportunament i amb
precaucié pot aportar grans beneficis pel pacient, i en els casos més complexes influira en la

vida del malalt.

2.5 Warfarina

La warfarina (Figura 14) és un anticoagulant comercial i un raticida al qual s’hi va fer referéncia
per primera vegada al 1944. Forma part del grup de les cumarines i normalment es ven en
forma racémica (mescla equimolecular dels dos isdbmers optics R i S), tot i que els enantiomers
R i S difereixen en activitat, metabolisme i interaccié amb altres farmacs.

La part practica d’aquest treball consisteix en la sintesis d’aquest compost.

RN

(0] 0
Cumarina; figura basica que déna nom Warfarina; anticoagulant que s’ha
a una familia d’anticoagulants preparat en el present treball.

Figura 14: Estructures de la cumarina i la warfarina

L En lapartat 2.5.1.1 s’explica el concepte d’enantioisomeria i la seva repercussié en
I'activitat farmacolodgica.
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2.5.1 Propietats i caracteristiques

La warfarina actua més lentament que I'’heparina, tot i que té una série d’avantatges. L’heparina
s’ha d’administrar mitjangant injeccions, mentre que la warfarina esta disponible per via oral i
només s’ha d’administrar una vegada al dia. L’heparina pot causar un estat protrombdtic, és a
dir una disminucié dels nivells de plaquetes a causa dels anticossos i de I'heparina, fet que fa
augmentar el risc de trombosis. La warfarina té una vida llarga mitja, de manera que I'efecte
terapéutic dura varis dies. A més, és necessari prendre’l amb un anticoagulant de cobertura, ja
que sin6 augmenta el risc de trombosis. Per aquest motiu els pacients hospitalitzats acostumen

a tractar-se en primer lloc amb heparina i posteriorment se’ls hi recepta warfarina.

¢ MECANISME D’ACCIO

La warfarina inhibeix la sintesis de formes bioldgicament actives de Ca dependents de la
vitamina K (factors de coagulacid Il, VII, IX i X), aixi com els factors reguladors de la proteina C,
la SilaZ. També es veuen afectades altres proteines que no participen en la coagulacio de la

sang, com per exemple la osteocalcina.

Els precursors d’aquests factors requereixen la carboxilacié® dels seus residus d’acid glutamic
per permetre als altres factors de coagulacié que s’uneixin a les superficies fosfolipidiques dins
dels vasos sanguinis. L’enzim que du a terme la carboxilacié de I'acid glutamic és el gamma-
glutamil carboxilasa (Esquema 3). La reaccié de carboxilaci6 només es produira si I'enzim
carboxilasa és capac de convertir al mateix temps una forma reduida de la vit K a epoxid™® de
vit K. L’epoxid de vit K es torna a reciclar produint a la vegada vit K i vit K reduida. La warfarina
inhibeix a I'epoxid reductasa, fent que disminueixi la vitamina K i la vitamina K reduida als

teixits, fet que inhibeix I'activitat de carboxilacié de la glutamil carboxilasa.
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% gamma-glutamil H?O
Precursor del factor carboxilasa
(Acid carboxilglutamic) » Factor activat
Vitamina K VitaminaK " o
.. Hidroquinona (K epoxid (KO) ~+"~ "~

0

Vit K reductassa /pomd reductassa
Vitamina K,

Esquema 3: Mecanisme d’accié de la warfarina

Quan aixd passa, els factors de coagulacié ja no sén carboxilats de nou, i sén incapagos
d’adherir-se a la superficie dels vasos sanguinis, i per tant sén bioldgicament inactius. L’efecte
anticoagulant no es fara evident fins que s’acabin les reserves de factors actius produits durant

els dies previs, i es substitueixin pels factors inactivats.

Per tant, els factors de coagulacioé es produeixen, perd tenen una funcionalitat reduida a causa
de la subcarboxilacié. Aquests factors subcarboxilats s'Tanomenen PIVKAs (proteines induides
per abséncia/antagonisme de vitamina K), i els factors de coagulacid6 PIVKA-x. Per tant,

I'objectiu final és disminuir la coagulacié de la sang del pacient.

L’efecte inicial de 'administracié de warfarina provoca breument la formacié de coaguls, ja que
la proteina S també depén de l'activitat de la vitamina K. Els nivells baixos de proteina S tenen
com a consequéncia una reduccio de I'activitat de la proteina C (de la que n’és cofactor) i, per
tant, es retarda la degradaciéo del factor Va i del factor Vllla. Aixd fa que el sistema
d’hemostasia® formi temporalment coaguls, fet que condueix a un estat protrombotic. Es per

aquest motiu que és necessari administrar heparina abans de la warfarina.
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Com s’ha comentat abans, la warfarina comercial esta formada per una mescla dels dos
isbmers, essent l'activitat de cadascun diferent. El fet de que existeixin dos isomers es deu a

una propietat anomenada quiralitat.

2.5.1.1 Quiralitat

La quiralitat és I'abséncia de simetria de reflexid. Provoca que l'original i la seva imatge en el
mirall no es puguin superposar. Un objecte quiral i a seva imatge no son idéntics. Un exemple
és el que passa amb la ma dreta respecta de I'esquerra®. De la mateixa manera, una molécula
quiral i la seva imatge no sén idéntiques. Per contra, un objecte aquiral i la seva imatge sén

idéentics. Un martell corrent és idéntic a la seva imatge.

A continuacié una representacio grafica de la quiralitat.

? La paraula quiralitat ve de “chiros” que en grec significa ma.
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La quiralitat origina un tipus especial d’isomeria® que s’anomena enantioisomeria. Els
enantiomers sén isdbmers que guarden una relacié d’imatge en el mirall, només difereixen en la
disposicié dels atoms a I'espai. Totes les seves propietats son idéntiques, excepte que desvien

el pla de la llum polaritzada en sentits oposats.

La quiralitat de les molécules organiques generalment va lligada a la preséncia d’'un atom de
carboni enllacat a quatre substituents diferents. Aquest atom de carboni s’anomena centre
esterogénic, perqué genera estereoisomeria'’. Per diferenciar els dos enantidmers s'utilitza la
nomenclatura R/S que es dedueix seguint unes normes establertes i que permet designar la
geometria de cada enantiomer de forma inequivoca. A la Figura 18 es representen els dos

enantiomers de la warfarina.
Un objecte aquiral pot interaccionar indistintament amb cadascun dels enantiomers d’un
objecte quiral (martell — ma), perd un objecte quiral interaccionara diferentment amb cadascun

dels enantidmers (guant-ma) (Figura 16). Aquesta propietat s’anomena especificitat. Es a dir, la

interaccio entre una molécula quiral i un enantiomer és especifica.

M, LY A
R T 2

4 \

INDIFERENT

Figura 16: Especificitat |

2.5.1.2 Relacié entre quiralitat i activitat bioldgica

La maijor part de les biomolécules sén quirals. Aixd fa possible que es produeixin interaccions
moleculars molt especifiques amb els receptors biologics (Figura 17). Per exemple, els

aminoacids que constitueixen les proteines son quirals i els éssers vius sintetitzen només un
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dels enantiomers. En consequéncia es donen reaccions catalitzades per enzims molt

especifiques.

Enantiomer R Enantiomer S

..u--unnn.. e

Lloc d’unié amb el receptor Lloc d’unié amb el receptor

Figura 17: Especificitat Il

Generalment, quan una molécula quiral presenta una determinada activitat bioldogica només un
dels enantiomers (I'eutdmer) n’és el responsable, mentre que laltre (el distdmer) és una
carrega innecessaria que pot presentar toxicitat o algun altre efecte no desitjat. Es a dir, només

un dels dos enantiomers és responsable de la seva activitat.

Mitjancant algunes técniques, de vegades es pot aconseguir separar els enantiomers d’'una
mescla racémica, fet que pot aconseguir pal-liar els problemes causats a conseqiéncia de
I'administracié del distomer. Tot i que la natura disposa de mecanismes per fabricar compostos
quirals en forma d’un dels dos enantidmers (sintesis enantioselectiva), a vegades les quantitats
produides no en son suficients i d’altres el compost objectiu no es d’origen natural. Per tant, és

interessant aconseguir sintetitzar molécules enantioméricament pures.
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En el cas de la warfarina 'activitat de I'enantidomer S és entre 5 i 8 vegades superior que la de
'enantiomer R. A més, els dos enantiomers sén metabolitzats de diferent manera, fet que es
reflecteix amb el diferent temps de vida mitja dins al cos huma: entre 21 i 43h i entre 37 i 89h
per S i R respectivament. Donada aquesta diferéncia, un dels majors problemes de la warfarina
racémica és trobar una dosi estable. Cal tenir en compte que dosis molt altes poden originar
hemorragies internes als pacients. El problema de la dosi es complica més pel fet que I'efecte
farmacologic maxim d’una sola dosi no s’aconsegueix fins a aproximadament 48h, i aquest
mateix efecte dura entre 4 i 5 dies. Com que els pacients responen de manera diferent,
s’espera que el tractament amb warfarina enantioméricament pura milloraria el problema de
dosatge. Una altra avantatge de I'is de la warfarina no racémica seria que als pacients més
debils incapagos de tolerar la warfarina racémica o la S (que s6n més fortes) se’ls hi podria
administrar I'enantiomer R. Tot i aixd, I'avantatge més important d’administrar warfarina
enantioméricament pura és la possibilitat d’inhibir I'efecte d’altres medicaments que representa
un greu problema amb la warfarina racémica, ja que els enzims que sén responsables del

metabolisme de la warfarina també metabolitzen altres medicaments.

(R)-warfarina (S)-warfarina

Figura 18: Enantiomers de la warfarina
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3. MARC EXPERIMENTAL
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3.1 Sintesi i analisi de la (S)-warfarina

3.1.1 Objectiu

Sintetitzar la molécula de la (S)-warfarina al laboratori.

3.1.2 Caracteristiques de la reaccio

En aquest experiment es prepara la warfarina en una Unica etapa de sintesi a partir de dos
precursors: la 4-hidroxicumarina (1) i la trans-4-fenil-3-buten-2-ona (2) (Esquema 4). En
aquesta reaccido es forma un nou enllag carboni-carboni i un nou enlla¢g carboni-hidrogen
(indicats en verd) i ho fan a conseqiéncia del trencament de I'enlla¢ carboni-hidrogen de la 4-
hidroxicumarina i I'enllag doble carboni-carboni de la trans-4-fenil-3-buten-2-ona. Aquest tipus
de reacci6 s'anomena d’addicio.’

Perqué la reaccio tingui lloc cal la preséncia d'un catalitzador que en aquest cas és una

diamina."
catalitzador A
/
e
4+
4-hidroxicoumarina trans-4-fenil-3-buten-2-ona warfarina

Esquema 4: Formacioé de la warfarina

Cap dels reactius 1 i 2 sbén quirals, pero la formacié del nou enllag genera un centre
estereogenic (marcat amb l'asterisc) i per tant, en principi, s’obtindrien dos enantiomers. Ara
bé, si com a catalitzador s'utilitza la 1,2-difeniletilendiamina, que és una molécula quiral, en
funcié de quin enantidbmer del catalitzador s’empri es pot aconseguir obtenir majoritariament un

dels enantidbmers de la warfarina. (Esquema 5).

3 Una reaccié és com una equacié matematica, per tant el comput global d’atoms s’ha de

mantenir.
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Ph Ph

H,N  NH,
(R.R)-dpen

4-hidroxicoumarina trans-4-fenil-3-buten-2-ona

N~
Ph Ph

—

H,N  NH,
(S.S)-dpen

OH Ph O

B

o o

(R)-warfarina

(S)-warfarina

Esquema 5: En funcié de ’enantiomer utilitzat com a catalitzador s’obtindra un enantiomer

de la warfarina o ’altre.

En aquest treball s’ha fet la reaccid utilitzant com a catalitzador la (S,S)-1,2-

difeniletilendiamina i, per tant, s’ha obtingut majoritariament la (S)-warfarina que és

'enantiomer farmacoldgicament més actiu.

3.1.3 Material

Per poder realitzar aquesta practica és necessari:

* MATERIAL:

—

*s

Placa Balanca Embut de Blchner

Vials Pipetes pasteur
calefactora
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il
.

gel 60 Fu4 en Cambra d'eluci6 Capil-lars Bureta

Paper de filtre Plaques de silica

alumini

* REACTIUS:
4-hidroxicumarina
trans-4-fenil-3-buten-2-ona
(S,S)-1,2-difeniletilendiamina (dpen) - Catalitzador
Tetrahidrofuran (THF)
Acid acétic
Clorur de metilé (CH.Cly)
Anisaldehid

Acetona

3.1.4 Procediment

Aquest és el procés a seguir per tal d’assolir els objectius:

Repos de la
mescla
(control TLC)

Preparaci6

dels reactius Cristal-litzacio

El procediment que explicaré a continuacié de la sintesi de la warfarina s’ha dut a terme dues
vegades: una primera a l'estiu (1) i una segona a linici del curs fent unes lleugeres
modificacions per tal de millorar-ne el resultat (2). Per no fer repetitiva I'explicaci6 només

s’adjuntaran imatges dels dos experiments en el cas de que els resultats siguin diferents.
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a) Preparacio dels reactius:

Primerament cal fer una mescla dels components necessaris per tal que la reaccidé tingui lloc.
Els reactius sén la 4-hidroxicumarina i la trans-4-fenil-3-buten-2-ona, com a dissolvent sén
necessaris I'acid acétic i el THF. També cal afegir-hi el catalitzador, que fara que la reaccio es
produeixi més rapidament.

En primer lloc s’ha de pesar la quantitat indicada de cada component amb una balanca:

COMPOST QUANTITAT

4-hidroxicumarina 0,325¢g 2.0 mmol

Trans-4-fenil-3-buten-2-ona 0,307 g 2.1 mmol

Acid acétic 4,0 mL 20 mmol
THF 1,14 mL
Catalitzador 0,042 g 0.20 mmol

Donat que les balances de les quals disposa l'institut tenen una precisié de dos decimals

(¥0,01g), s’han hagut d’aproximar les quantitats a les centésimes de gram.

A mesura que s’han anat pesant les quantitats indicades anteriorment, s’han hagut d’anar
afegint a un vial (D). Sera en aquest vial D on tindra lloc la reaccio.
Una vegada els 5 components s’han afegit al vial, s’ha tapat i agitat fins que els reactius s’han

dissolt i la mescla ha adquirit un color ataronjat o rosat (Figura 19).

Figura 19: Vial D amb la mescla.
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Quan la mescla ja és del color esperat, és necessari fer una cromatografia de capa fina amb els

patrons i la mescla de reaccio en el primer moment. El procediment esta explicat als annexos.

Quan parlem de patrons ens referim a fer una dissoluci6 amb cada un dels reactius
individualment i afegir-los com a referéncia a la cromatografia, de manera que quan apareix la
taca de la reaccid es pot comprovar a qué correspon cadascun dels altres punts que apareixen.
Cadascuna d’aquestes dissolucions tindra un nom per tal de poder interpretar els resultats de

les cromatografies.

La manera de fer les cromatografies de control de la practica que he realitzat venen
concretades a l'article’ d’on he extret la informacié. D’aquesta manera, el dissolvent utilitzat per

la cambra d’elucié va ser CH,Cl,. Les mostres utilitzades es varen anomenar per lletres, de

manera que:
—
- A: 4-hidroxicumarina
- B: trans-4-fenil-3-buten-2-ona A ‘\ -!- <
- C: catalitzador I ¥ R -
- D: reacci6 (warfarina) / N

Figura 20: Vials amb les mostres

A larticle també s’especifica el color de cada taca i el R de cada substancia:

SUBSTANCIA Rf (en mescla) | COLOR DE LA TACA
4-hidroxicumarina 0.00 Blanc
Trans-4-fenil-3-buten-2-ona 0.72 Vermell
Catalitzador 0.00 Blanc
Reaccio; warfarina 0.34 Lila

* Terence C. Wong, Camille M. Sultana, and David A. Vosburg. Department of Chemistry,
Harvey Mudd College, 301 Platt Blvd, Claremont, CA 91711: A Green, Enantioselective
Synthesis of Warfarin for the Undergraduate Organic Laboratory — Supporting Information

® El R; esta explicat als annexos; forma part de I'explicacié de la cromatografia de capa fina.
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Figura 21: Cromatografia de patrons

La taca D correspon a la mescla de reaccio, i per tant sera la taca que ens indicara I'estat de la
reaccio.
Veurem amb les cromatografies posteriors com les taques varien lleugerament en funci6 del

temps de reaccié.

b) Repos de la mescla:

S’ha de deixar reposar la mescla a temperatura ambient durant aproximadament una setmana,
que sera el temps durant el qual tindra lloc la reaccié.

Mentre la reaccio es produeix és necessari anar-li fent controls per TLC, de manera que es pot
fer el seu seguiment. La mostra anira canviant de color durant el transcurs d’aquesta.

Finalment s’haura de fer una ultima cromatografia de control per comprovar que la reaccié ja ha

acabat. Si la reaccid s’ha produit correctament s’han d’obtenir uns primers cristalls.

Aquests (Figura 22, Figura 23 i Figura 24) son els resultats de les cromatografies:

Es pot observar que la mescla de reaccid ja ha comengat a canviar de color, ha passat de ser
de color rosat a ser de color taronja. Aix0 indica que s’esta produint la reaccié. Respecte a la

cromatografia, podem veure com la taca de la warfarina (D) és més intensa que la de la

cromatografia de patrons vista anteriorment.
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Figura 22: Control reaccio #1
=4 dies després de l'inici de la reaccio.

Podem observar que el color de la mescla no ha variat gaire entre els 4 i 7 dies després des de
l'inici de la reaccio, perd si que podem observar canvis en la cromatografia. En el segon control
els reactius s’han desplagat més que en el primer exceptuant la taca corresponent a la
warfarina. Tal i com pot comprovar-se a la cromatografia de patrons de la Figura 21, la taca lila
corresponent a la mescla de reaccié coincideix amb la taca de la warfarina que es pot veure a

continuacio.

-

2 ¥ ) s

Warfarina

Figura 23: Control reacci6 #2
=7 dies després de l'inici de la reaccio.

Finalment, després de aproximadament 22 dies després de que tingués inici la reaccié podem
observar com la mostra ha canviat de color, da manera que ha passat de taronja clar a taronja
fosc. A la cromatografia podem veure que la taca B que correspon al reactiu trans-4-fenil-3-
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buten-2-ona és menys intensa, fet que indica que la quantitat d’aquest reactiu en la mescla és

menor. Per aquests motius podem deduir que la reaccié ha finalitzat.

Figura 24: Control reaccié #3
=22 dies després de l'inici de la reaccié.

c) Cristallitzacio:®

Quan ja ha finalitzat la reaccioé s’ha de destapar el vial i deixar evaporar els dissolvents. Quan
s’hagin evaporat els dissolvents per complet quedaran com a residu uns primers cristalls.

En el primer experiment es va deixar evaporar la mescla des del mateix vial, de manera que els
cristalls van quedar al fons d’aquest. Per contra, en el segon experiment, es va avocar la
mescla en un cristal-litzador abans de I'evaporacié dels dissolvents i, per tant, els cristalls finals

van formar-se al cristal-litzador.

d

Figura 25: Cristalls obtinguts al mateix vial
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Figura 26: Cristalls obtinguts al cristal-litzador

Una vegada ja s’han obtingut aquests cristalls s’inicia una recristal-litzacié. Per dur-la a terme

cal seguir el seguent protocol:

1) Dissoldre’ls amb la minima quantitat d’acetona bullint. Per fer-ho cal escalfar
'acetona (punt d’ebullicié de 56°C) al bany maria i amb un nucli d’ebullicid, en
aquest cas un tros de porcellana. Cal escalfar al bany maria perqué I'acetona és
inflamable. Quan ja tenim I'acetona bullint 'afegim amb una bureta als cristalls i

es van remenant fins que es dissolen.

Figura 27: Muntatge amb buretes per escalfar Figura 28: Vial amb els cristalls

’acetona dissolts.
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2) Una vegada els cristalls s’han dissolt, s’ha d’afegir a la solucié aigua bullint gota

a gota fins que quedi térbola. També afegirem I'aigua amb una bureta.

Figura 29: Mescla térbola.

3) Quan la mescla ja esta térbola s’ha d’escalfar al bany maria fins que es tornin a
dissoldre els cristalls. Si és necessari poden afegir-se unes gotes d’acetona

bullint per tal d’afavorir la dissolucio.

Figura 30: Escalfem la mescla.

4) A continuacié, quan els nous cristalls ja estan dissolts, es deixa refredar la

mescla a temperatura ambient.

5) Quan la mescla ja no esta calenta s’ha de fer un bany de gel, de manera que

apareixeran els cristalls definitius. Per fer un bany de gel he utilitzat un
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TOR

cristal-litzador com a recipient i hi he posat el vial amb la mescla envoltat de gel

una mica picat.

Figura 31: Bany de gel.

d) Filtracio:™

S’han de recol-lectar els cristalls fent una filtracié, amb I'objectiu de separar la solucié liquida
dels cristalls. Per fer-ho cal fer un filtrat al buit mitjangant una trompa de buit i un embut de
Blchner. Per fer la filtracié s’ha d’avocar la solucié a I'embut de Biichner, de manera que
quedara a la part superior, sobre del paper de filtre, els cristalls i a I'erlenmeyer la solucio
liquida.

Solucié amb els
cristalls

<€ (Cristalls

<€— Solucié liquida

Figura 32: Filtraci6 amb embut de Biichner.
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Figura 33: Muntatge fet al laboratori per filtrar.

Una vegada ja es tenen els cristalls separats es pot preparar una dissolucié 4:1 acetona/aigua
per netejar-los. En aquest cas vaig preparar una solucié de 18 mL d’acetona per cada 6 mL

d’aigua.

Quan ja s’han rentat els cristalls el resultat obtingut sén uns cristalls mullats que s’han de deixar

assecar durant un temps.

Figura 34: Cristalls mullats. Figura 35: Cristalls secs.

Els cristalls secs ja corresponen al producte sintetitzat que és la warfarina.
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3.1.5 Resultats i conclusions de la practica

Per poder comprovar si he assolit 'objectiu d’aquesta practica, que era sintetitzar la molécula

de la warfarina, ho he fet de dues maneres:

a)

Realitzant una cromatografia de capa fina on els analits' eren les substancies
obtingudes en el primer i segon experiment i com a patré6 una mostra de warfarina
comercial comprada a una farmacia.

En aquesta cromatografia es poden observar tres taques que s’han desplacat la
mateixa distancia i que per tant tenen el mateix R;. Aix0 indica que els tres analits son la
mateixa substancia i que els productes obtinguts sén warfarina perqué les taques A i B

corresponen amb la taca C.

A: cristalls obtinguts en el primer experiment
B: cristalls obtinguts en el segon experiment

C: warfarina comercial

" i §
A B C I
Figura 36: Cromatografia per

comprovar els resultats

Amb la col-laboracié de la UAB he tingut I'oportunitat de realitzar un espectre de RMN
de proto del producte obtingut en el segon experiment. Aquesta técnica esta explicada
als annexos.

Donat que la warfarina presenta un grup hidroxil (OH) i un grup carbonil (C=0) a una
distancia adequada, quan esta en dissolucio, tal com passa amb els sucres, es pot
presentar en forma ciclica (Esquema 6). En ciclar-se es genera un nou centre
estereogénic i per tant a la solucié tenim tres compostos: la warfarina i dos isdmers

ciclics que estan en equilibri.
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OH Ph 0O

ke~ CH,
A
0 (o)
Isdbmer 1 warfarina Isbmer 2

Esquema 6: Equilibri warfarina hemiacetals.

Si I'espectre es registra a una temperatura prou baixa, aquest equilibri és lent i a
I'espectre podem veure els senyals dels tres productes. A la revista “Journal of
Chemical Education”, d’'on he extret la informacié per dur a terme la sintesis de la
warfarina, apareix un fragment significatiu de I'espectre realitzat a baixa temperatura
(Figura 37), on es poden distingir els senyals dels grups metil (CH3) per la warfarina i

cadascuna de les formes cicliques.

Bi i B

26 2.4 2.2 2.0 1.8 16 ppm]

Figura 37: Espectre de RMN de la warfarina.
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En canvi, si I'espectre es registra a una temperatura en que I'equilibri és rapid el que

s’obté és un espectre de la mitjana ponderada, on els senyals de cadascun dels grups

metil han col-lapsat. Aquest és el cas de l'espectre realitzat amb la nostra mostra

(Figura 38).

>

M N

T I 13 T T |

2 [ppm]

Figura 38: Espectre de RMN del producte obtingut

en el segon experiment.
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4. CONCLUSIONS

Una vegada realitzat el treball cal preguntar-se si s’han assolit els objectius que s’havien

plantejat a la introduccié.

El marc tedric m’ha permeés relacionar la biologia humana amb la quimica, tal i com m’havia
proposat en la meva recerca. Tot i que en un principi no esperava endinsar-me en el cos huma

i la seva fisiologia, he vist que era necessari per tal de fer més entenedor el treball.

Respecte a la part practica puc dir que he assolit I'objectiu que era obtenir la warfarina. Tal i
com s’ha explicat en el marc experimental s’ha pogut comprovar el resultat de dues maneres
diferents: mitjancant una cromatografia de capa fina i mitjangant un espectre de RMN. Tot i
aixd, només s’ha pogut saber amb certesa que el compost final era realment warfarina
mitjangant la primera técnica. Donat que és un métode més simple, no requereix unes
condicions tant concretes per tal d’obtenir un resultat més o menys fiable, a diferéncia de
'espectre de RMN, que necessita una temperatura concreta, etc. Per aquest motiu a I'espectre
obtingut no es veuen amb claredat els pics que s’haurien de veure per poder afirmar que s’ha

obtingut warfarina. No obstant aix0, es pot deduir que la substancia analitzada és I'esperada.

Si aquest mateix experiment s’hagués portat a terme en unes millors condicions, tant
d’infraestructura com de disponibilitat (tenint en compte el temps que requereix fer una practica
al laboratori), segurament s’hauria obtingut un compost amb més puresa, de manera que

I'espectre es podria interpretar amb claredat.

Finalment aquest treball m’ha permés veure que tot i no disposar de condicions Optimes,
utilitzant tecniques basiques de laboratori, es pot sintetitzar el principi actiu de compostos que

es fabriquen i comercialitzen industrialment.

Personalment la realitzacié del present treball m’ha permés conéixer millor ambits com la
quimica i la biologia humana. Per altra banda he pogut confirmar que en un futur m’agradaria
estudiar medicina, ja que estudiar els conceptes relacionats amb el cos huma és el que més
m’ha interessat. Tot i aix0, arrel de fer el treball, m’he comencgat a plantejar la possibilitat de

dedicar-me en un futur a fer investigacié en el camp medic.
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2.1.2 Sistema circulatori
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6.2 Cromatografia de capa fina (TLC)

La cromatografia de capa fina és un métode d'analisi qualitatiu de components d’'una mescla.
Es basa en que tots els compostos organics, en funcidé dels seus grups funcionals presenten
una capacitat d’interaccié diferent amb superficies polars,®® és a dir, segons els grups
funcionals presents a l'estructura, els compostos poden presentar polaritats diferenciades, etc.
Per tant, si aquests productes estiguessin en contacte amb una superficie d’'una certa polaritat,
interaccionarien de manera diferent: els més polars es veurien més adsorbits que els menys

polars

Per aconseguir aquesta superficie, al laboratori utilitzem unes plaques de menys d’1mm
d’alumini que estan recobertes de gel de silice. Es a dir, formalment tenim una superficie de

grups hidroxil que s’anomena fase estacionaria.

superficie d'interaccio
QH QH OH OH
~L..Si_ .Si__ _Si_ _Si__.
(0) L\O L\O L\O L\O |
C T ——— full d'alumini < 1mm

—— capa de gel de silice 0.25 mm

Figura 39: Estructura fase estacionaria

Com fer una TLC:

El material necessari per fer una TLC és:
a) Una cambra d’elucio, es a dir: un pot de vidre amb una tapa
b) Capil-lars de vidre
c) Paper de filtre
d) Placade TLC

Figura 40: Material per fer una TLC
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El procediment a seguir per dur-la a terme és el seglent:

Col-locar la Deixar
capafinaala assecar i
cambra revelar la

Disposar les
mostres sobre
la capa fina.

Preparar la

capa fina.

1)

2)

d'elucid. capa fina.

Preparar la capa fina:
El primer que s’ha de fer és marcar la capa fina amb les mides adequades. S’ha de fer
amb un llapis, ja que si ho marquéssim amb tinta els diferents components d’aquesta

eluirien juntament amb la mostra.

20cm

20cm

7 cm 5cm

Figura 41: Mides de la capa fina

Quan ja tenim les marques fetes s’ha de tallar cada placa. Es recomanable fer-ho amb
un cuter i I'ajut d’un regle.

Una vegada la placa ja esta tallada, s’ha de deixar 1cm de marge a dalt i a baix. Al
marge de baix sera on indicarem qué és cada mostra, i el marge de dalt delimitara fins

on ha de pujar el dissolvent.

Disposar les mostres sobre la capa fina:

Abans de punxar qualsevol mostra ens hem d’assegurar de que el capil-lar esta ben
net. Per fer-ho prepararem uns mL d’acetona en un erlenmeyer i agafarem el volum que
es pugui per capil-laritat. Per eixugar-lo punxarem sobre el paper de filtre. Caldra repetir

I'operacié 2 o 3 vegades abans de punxar la mostra. Amb el capil-lar agafem el volum

La sang i els anticoagulants: sintesi i analisi de la warfarina 61



de mostra necessari, i el dipositem sobre la capa. Per fer-ho s’ha de posar el capil-lar
recte sobre del punt que hem marcat anteriorment. Aquest mateix procediment s’haura

de repetir tantes vegades com mostres hi hagi.

Figura 42: Aplicacié de la mostra sobre la capa fina mitjangant un

capil-lar.

En evaporar-se el dissolvent la petita quantitat de la mescla quedara perfectament
dipositada sobre el gel de silice. L'objectiu és que les “taques” de cada mostra siguin el
més concretes possibles, per aixd és millor punxar moltes vegades deixant anar poca

mostra.

3) Col'locar la capa fina a la cambra d'eluci6:
Hem d’omplir la cambra d’elucié amb la quantitat suficient de dissolvent per que quedi el
fons ben cobert (uns pocs mm) (és important que el nivell de dissolvent mai sobrepassi
la linia on s’han punxat les mostres, ja que si aixd passa I'analit es dissoldra en I'eluent i
la cromatografia no servira). A continuacio introduim la capa fina amb compte i tapem la

cambra.

Figura 43: Cambra d’elucié amb una capa fina.
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4) Deixar assecar i revelar la capa fina:
Un cop el dissolvent ja ha arribat al nivell que haviem marcat, amb molt de compte
traiem la capa fina de la cambra. La deixem assecar, o I'assequem amb I'ajut d’un

assecador.

Figura 44: Procés d’assecament de la capa fina.

El seglent pas es revelar la capa fina, i es pot fer de dues maneres: amb una lampada
UV o amb un anisaldehid. Una vegada la placa ja s’hagi revelat es podran veure les

taques de cada mostra.

D’aquesta manera, observarem que les substancies han pogut recérrer diferents
distancies:

Les més polars interaccionaran més amb el gel i per tant hauran recorregut menys
Les menys polars interaccionaran menys amb el gel i per tant hauran recorregut

7

mes

Quantificacio del recorregut:

Per quantificar “el cami recorregut” utilitzem una magnitud coneguda com Ry d’'una substancia
(retardation factor).

El Rs es defineix com:
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Tenint en compte que:

D’aquesta manera, si ens diuen que una

substancia t¢ un R; ~1, voldra dir que ha
recorregut gaire bé tota la distancia possible (t).
Si pel contrari R~0 no haura recorregut gaire bé

res.

Les mostres més polars interaccionaran més

amb el gel i per tant tindran un R¢ petit

Les mostres menys polars interaccionaran

menys amb el gel i per tant tindran un R gran

Figura 45: Model de placa

6.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

La RMN és un fenomen fisic descrit originalment el 1946 per Felix Bloch i Edward Mills Purcell.
Aquesta técnica es basa en la interaccié entre nuclis atdmics sota la influencia d’'un camp
magnétic* extern i un camp electromagnétic d’una freqiiéncia determinada (ones de radio). Avui
en dia la RMN s'utilitza rutinariament en técniques avangades d’obtencié d’imatges médiques,
com en la Imatge per Ressonancia Magnética, i també com a eina espectroscopica per obtenir
dades fisiques i quimiques de compostos quimics. Aixi, els espectres de ressonancia
magnética nuclear de proté®' ens informaran del nimero, la naturalesa i 'ambient que rodeja

als hidrogens d’'una molécula.

Tots els nuclis dels elements tenen carrega i massa (protons i neutrons) i els que posseeixen
un nombre atdomic imparell i/o un nimero massic imparell també tenen espin,' de forma similar
a I'espin dels electrons.

Nuclis amb espin: '{H, %;C, ";N...

Nuclis sense espin: '%C, '%0...
Qualsevol nucli que tingui espin es pot estudiar per RMN.
Un proté ("H) té un nimero d’espin d’1/2 i pot considerar-se com un imant petitet. En abséncia

d’'un camp magnétic, tots els hidrogens estan orientats a I'atzar en totes direccions.
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En presencia d’'un camp magnétic I'espin del proté adopta dues possibles orientacions, una en

la direccio i sentit del camp extern, de menor energia, i una altra en sentit contrari al camp, de

r

# sentit

A

major energia.

Mostra compost Orientacio nuclis en la Transicio AE

organic mateixa direccioé del camp.

Camp magnétic
“@-
/‘ é § B T = sentit

Nuclis orientats A #
en l'espai

Esquema 7: Técnica RMN

La diferencia d’energia d’aquestes dues orientacions és proporcional a la intensitat del camp
magnétic extern segons I'equacié AE = k-Boon k depen del nucli que es consideri (en aquest
cas 'H).

Per altra banda, el canvi d’orientacio dels nuclis d’hidrogen en el si del camp magnétic pot fer-
se mitjangant I'absorcié d’'un quantum sempre que la radiacié electromagnética sigui adequada:
AE = h-v

Si es combinen les dues equacions anteriors trobem que la freqiéncia de la radiacié
necessaria per canviar l'orientacié dels nuclis és directament proporcional al camp magnétic
aplicat: v = k-By/h

En el cas de I'espectroscopia de RMN d’hidrogen I'energia necessaria, és a dir, la freqiéncia
per a aconseguir el canvi d’orientacié del spin nuclear es troba en la zona de radiofreqiéncia
de I'espectre electromagnétic (300-600 MHz) i els camps magnétics aplicats en valors entre 7 i

14 T (Tesla), respectivament, encara que ja hi ha espectrometres de 1 GHz.

6.4 Llibreta de laboratori

La llibreta s’adjunta a banda del treball.
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7. GLOSSARI

Analits: component (element, compost o i6) d'interés analitic d'una mostra.

2. Anticossos: glicoproteines del tipus gamma globulina. Actua com receptor dels
limfocits B i son utilitzats pel sistema immunitari per identificar i neutralitzar elements
estranys al cos, com ara bacteris, virus o parasits.

3. Antigen: Substancia capa¢ d'induir la formacié d'anticossos, els quals tenen capacitat
de reaccio especifica amb ella.

4. Camp magneétic: entitat fisica generada per la preséncia de carregues eléctriques en
moviment (com ara els corrents eléctrics), o bé per la preséncia de particules
quantiques amb espin, i que exerceixen una forca sobre les altres carregues que es
mouen sota la seva influéncia.

5. Carboxilacié: reaccié quimica en la qual el grup acid carboxilic s'introdueix en un
substrat quimic.

Cél-lules diana: Cél-lula que rep una substancia.

Cél-lules mare: cel-lules primordials no diferenciades que conserven ['habilitat de
diferenciar-se en altres tipus cel-lulars.

Coaguls: masses resultants de la coagulacio de la sang.

Cristal-litzacio: procés de formacié de cristalls solids que precipiten des d'una solucid,
una substancia fosa o més rarament dipositada directament des d'un gas.

10. Despolimeritzacié: Trencament progressiu de les unitats monomériques que integren
les molécules d'un polimer, per I'accié de la calor, la radiacié ultraviolada, I'oxigen o un
altre agent extern.

11. Diamina: substancia organica a les molécules de la qual hi ha dos grups de -NH, units
a un o dos carbonis de radicals d'hidrocarburs.

12. Enzim: biomolécules que catalitzen les reaccions quimiques, €s a dir, n‘augmenten la
velocitat de reacci6é. Gairebé tots els enzims sén proteines.

13. Epoxid: éter ciclic format per un anell de tres atoms. Aquest anell t&, aproximadament,
la forma d'un triangle equilater. Es més reactiu que altres éters.

14. Espin: moment angular intrinsec associat amb particules microscopiques. Es un
fenomen que pertany a la mecanica quantica, sense cap analogia en la mecanica
classica.

15. Estereoisomeria: Els esteroisomers sén isbmers que tenen la mateixa sequéncia
d'atoms units entre ells, perd que tenen diferéncies només en les orientacions

tridimensionals dels atoms a I'espai.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.
22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Fagocitosi: tipus especial d'endocitosi per la qual algunes cél-lules (neutrdfils i
macrofags) envolten a un antigen amb la seva membrana citoplasmatica i l'introdueixen
a l'interior de la cél-lula.

Fibrina: proteina, la qual apareix a partir del fibrinogen gracies a I'accié de la trombina
durant la coagulacié sanguinia. Es una molécula protagonista en la coagulacié
sanguinia perque intervé en la transmissié de senyals, en l'activacio de les plaquetes i
en la formacié de xarxes tridimensionals per polimeritzacio. Aquestes estructures
tridimensionals suposaran la base dels coaguls.

Filtracié: Técnica de separacié que permet separar mescles heterogénies (solid-liquid)
mitjancant filtres basant-se en la mida diferent de les particules.

Fosfolipids: tipus de lipid ionic, compost per l'esterificaciéo de glicerol o I'esfingosina,
amb dos acids grassos i un grup fosfat. Es un component estructural de la membrana
cel-lular .

Glicolipids: esfingolipids compostos per una ceramida (esfingosina + acid gras) i un
glucid de cadena curta; manquen de grup fosfat. Els glicolipids formen part de la bicapa
lipidica de la membrana cel-lular.

Glicoproteines: biomolécula formada per una proteina i un carbohidrat.
Glicosaminoglicans (GAGs): polimers lineals de polisacarids d'una formats per
subunitats de disacarids constants. Els GAGs formen un component important del teixit
connectiu.

Hemoglobina: proteina que transporta I'oxigen i conté ferro. Es troba als globuls
vermells dels vertebrats, i als teixits d'alguns invertebrats.

Histamina: amina biologica involucrada en respostes immunes locals; també regula
funcions fisiologiques a I'estobmac i actua com a neurotransmissor.

Isomeria: propietat de certs composts quimics que amb la mateixa formula empirica, és
a dir, iguals proporcions relatives dels atoms que conformen la seva molécula,
presenten estructures moleculars diferents.

Malalties tromboemboliques: obstruccié de Il'artéria principal del pulmé o una de les
seves branques per una substancia que ha viatjat des d'altres parts del cos a través del
torrent sanguini.

Melsa: drgan de I'abdomen, la funcié del qual és la destruccio d'eritrocits vells i servir de
reservori de sang. Es un centre d'activitat del sistema reticuloendotelial, part del sistema
immunitari. La seva abséncia predisposa a determinades infeccions.

Mauscul llis: compost de cél-lules en forma de fus. Manquen d’estries transversals
encara que mostren lleugerament estries longitudinals. El muscul llis es troba als

aparells reproductor i excretor, en els vasos sanguinis, en la pell i en organs interns.
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29.

30.

31.
32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

Parahemofilia: Malaltia caracteritzada per hemorragies degudes a un déficit congeénit
del factor V de la coagulacio.

Polars: La polaritat en quimica es refereix a la separacié de la carrega eléctrica que
porta una molécula o els seus grups quimics a tenir uns moments eléctrics dipol o
multipol.

Proté: particula subatdmica amb carrega eléctrica positiva d'1 e (1.6 x 107° C).
Protrombina: proteina sanguinia que s'activa donant lloc a la trombina una
seriproteasa que catalitza el pas final de la cascada de reaccions del procés de
coagulaci6 de la sang.

Quilodaltons: un dalton (Da) equival a una unitat de massa atomica.

Sistema d’hemostasia: L'hemostasia és el procés que realitza I'organisme per aturar
I'hnemorragia que pot generar una lesio.

Substrat: espécie quimica que es considera, de forma explicita, objecte de I'accio
d'altres reactius. Per exemple, un compost quimic la transformacié del qual és
intervinguda per un catalitzador.

Tim: organ limfoide que consta de dos Idbuls i es localitza al mediasti, darrere de
I'estérnum. La principal funcié del tim és oferir un espai per a la maduracié de les
cél-lules T, i és vital en la proteccié contra I'autoimmunitat.

Trombosi: formacié d'un coagul sanguini a l'interior d'un vas sanguini i que creix a la
paret d'aquest vas.

Vasoconstrictors: Substancies que afavoreixen la constriccié o estrenyiment d'un vas
sanguini manifestant-se com una disminucié del seu volum.

Volum sanguini: volum total de sang d'un individu.
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