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RESUMO

A heparina é um polissacarideo oriundo da mucosa intestinal de suinos ou do tecido
pulmonar bovino, indicada ha mais de seis décadas como anticoagulante e
antitrombdético. Foi descoberta por McLean ao isola-la de um extrato de tecido de
cdes, e posteriormente, Howell e Holt batizaram-na de heparina em virtude de ser
isolada primeiramente no figado. Nos anos de 2007 e 2008, lotes contendo alto teor
de dermatan sulfato (DS) e condroetina supersulfatada (OSCS) causaram eventos
adversos a pacientes. Na década de 1980, surgiram no cenério cientifico as
heparinas de baixa massa molar, resultante do fracionamento da heparina suina,
com o objetivo de produzir agentes anticoagulantes mais eficazes e seguros, no
entanto, a comercializacdo da heparina nao fracionada acontece até os dias de hoje.
Atualmente, os compéndios oficiais priorizam ensaios fisico-quimicos a matéria
prima de heparina sddica e célcica ndo sendo preconizado nenhum ensaio que
permita avaliar impurezas e contaminantes no produto acabado. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar métodos cromatograficos para
identificar e quantificar relativamente impurezas na heparina sédica suina em
preparacdes injetaveis. Foi desenvolvido protocolo de preparo de amostra através
do estudo da dessalinizacdo com a coluna HiTrap™, o ultra-filtro de microcon® e a
coluna Bio Rad® para avaliagdo qualitativa de heparina por meio de método
cromatografica. Os métodos cromatograficos de identificacdo e quantificacéo relativa
foram desenvolvidos e validados. Foi avaliada a confiabilidade do método qualitativa
desenvolvida por comparacéo dos resultados obtidos com aqueles provenientes da
RMN H'. Os resultados obtidos demonstraram que o protocolo de dessalinizacéo
com a coluna Micro Bio Spin® foi o mais eficiente, pois ndo houve perda de massa
na avaliacdo pelo método cromatografico de identificacdo. O ensaio cromatografico
qualitativo foi validado pelo parametro seletividade, apresentando resultados
satisfatorios. A andlise das amostras por este método mostrou que entre sete
amostras, trés apresentavam DS em sua composicdo. Esse resultado foi
confrontado com a RMN H*, a qual mostrou sinal de deslocamento de DS em todas
as preparacoes, sendo a amostra 2 com maior intensidade. O método
cromatografico de ensaio limite mostrou boa seletividade e LD para galactosamina
de 0,03 mg/mL e para glicosamina 0,03 mg/mL, a analise das sete amostras

mostrou deteccdo de galactosamina apenas na amostra 2, com teor de 0,12% de



galactosamina em relacdo a glicosamina contida na preparacdo. Esta amostra esta
aprovada para uso, pois o resultado esta abaixo do limite de 1% de galactosamina
em relacdo as hexosaminas totais. Acredita-se que a auséncia de deteccdo da
galactosamina nas duas amostras restantes esteja associada a concentracdes
inferiores a 0,03 mg/mL de DS nas preparacdes e/ou ao desgaste do eletrodo do
detector. Os resultados obtidos pelos dois métodos cromatograficos complementam-
se e promovem uma ampla analise das preparacdes injetaveis de heparina sédica
suina. Sendo considerados simples e econémicos, 0os métodos ja validados seréo
implementados na rotina laboratorial e seréo sugeridos para a farmacopeia brasileira
como métodos fisico-quimicas para preparacdes injetaveis de heparina sodica

suina.
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ABSTRACT

Heparin is a polysaccharide derived from the intestinal mucosa of porcine or bovine
lung tissue, indicated for more than six decades as anticoagulant and antithrombotic.
It was discovered by McLean in isolating it from a dog tissue extract, and later Howell
and Holt named it as heparin because it was first isolated in the liver. In the years
2007 and 2008, lots containing high content of dermatan sulfate (DS) and
supersulfated chondroetin (OSCS) caused adverse events to patients. In the 1980s,
low-molecular-weight heparins resulting from the fractionation of porcine heparin
appeared in the scientific scenario with the objective of producing more effective and
safe anticoagulant agents, however, the commercialization of unfractionated heparin
happens until the present day. Currently, the official compendiums prioritize physical-
chemical tests on the raw material of sodium and calcium heparin, and no tests are
recommended to evaluate impurities and contaminants in the finished product. Thus,
the objective of this work was to develop and validate chromatographic methods to
identify and quantify relatively impurities in heparin sodium in injectable preparations.
Sample preparation protocol was developed through the study of desalination with
the HiTrapTM column, the microcon® ultrafilter and the Bio Rad® column for the
qualitative evaluation of heparin by means of a chromatographic method. The
chromatographic methods of identification and relative quantification were developed
and validated. The reliability of the qualitative method developed by comparing the
results obtained with those from the H1 NMR was evaluated. The results showed that
the desalination protocol with the Micro Bio Spin column was the most efficient, since
there was no loss of mass in the evaluation by the chromatographic method of
identification. The qualitative chromatographic assay was validated by the parameter
selectivity, presenting satisfactory results. Analysis of the samples by this method
showed that among seven samples, three had DS in their composition. This result
was compared to the H1 NMR, which showed a DS shift signal in all the
preparations, with sample 2 having the highest intensity. The chromatographic limit
test method showed good selectivity and LD for galactosamine of 0.03 mg / mL and
for glucosamine 0.03 mg / mL, analysis of the seven samples showed detection of
galactosamine only in sample 2, with a content of 0.12 % of galactosamine relative to
the glycosamine contained in the preparation. This sample is approved for use as the

result is below the 1% limit of galactosamine relative to total hexosamines. The



absence of galactosamine detection in the two remaining samples is believed to be
associated with concentrations less than 0.03 mg / mL of DS in the preparations and
/ or wear of the detector electrode. The results obtained by the two chromatographic
methods complement and promote a broad analysis of injectable preparations of
porcine sodium heparin. If considered to be simple and economical, the already
validated methods will be implemented in the laboratory routine and will be
suggested for the Brazilian pharmacopoeia as physical-chemical methods for

injectable preparations of porcine sodium heparin.

Keywords: Heparin. Quality control. Chromatography, Liquid. Proton Magnetic

Resonance Spectroscopy. Validation Studies.
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1 INTRODUCAO

1.1 Heparina: da descoberta a sua ascensao no mercado

A descoberta da heparina, também denominada heparina (Hep) néo
fracionada foi atribuida a McLean ao isolar uma molécula presente no extrato de
tecido de céaes, a qual obtinha a capacidade de prolongar o tempo de coagulacdo do
plasma. Mais tarde, Howell e Holt batizaram este extrato de heparina em virtude de
ser isolada primeiramente no figado (FILHO, 2008; NOGUEIRA, 2013).

Na década de 1920 passou a ser comercializada apesar de apresentar efeitos
colaterais decorrentes. Moloney e Taylor, na década de 1940, desenvolveram um
método de purificacdo que possibilitou a producdo em massa (YATES & RUDD,
2016).

A Hep é utilizada ha mais de seis décadas como agente anticoagulante e
antitrombdtico. Devido a inducdo do retardamento da coagulacédo é indicada para
patologias com ocorréncia de coagulacdo sanguinea excessiva, na dialise renal e no
tratamento da sindrome coronariana aguda, bem como, propiciou o desenvolvimento
de cirurgia cardiaca com circulacéo extracorpoérea e vascular (CATANI, 2001; MELO,
2008; FILHO, 2008; SANTOS, 2014).

1.2 Caracteristicas fisico-quimicas dos glicosaminoglicanos lineares

A Hep faz parte da classe dos glicosaminoglicanos (GAGS) lineares que séo
polissacarideos acidos encontrados na superficie e no interior de células, e na matriz
extracelular circundante. Através de sua interagdo com proteinas, GAGs participam
e regulam muitos eventos celulares, bem como processos fisiolégicos e
fisiopatolégicos (WU, 2002).

Os GAGs séo expressos em células do tecido conjuntivo e biossintetizados
como proteoglicanos (Figura 1), cuja estrutura consiste de um nucleo formado por
uma proteina (serglicina) ligada de forma covalente a multiplas cadeias de
glicosaminoglicanos. Apds a sintese, as cadeias de heparina sao clivadas por liases

em pontos aleatdrios ao longo das cadeias dando origem a uma mistura polidispersa
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armazenada nos mastocitos (CONRAD, 1998, apud RABENSTEIN, 2002; VACCARI,
2003).

Figura 1 - Estrutura dos proteoglicanos
PROTEOGLICANO

Glicosami-
noglicanos

Proteina
Central

Fonte: (FRANCO, 2015).

A estrutura molecular dos GAGs é caracterizada por unidades dissacaridicas
repetidas contendo mondémeros de hexosaminas, como glicosamina ou
galactosamina (Figura 2) ligadas ao acido urdnico, usualmente o acido L-idurénico
ou o acido D-glicordnico (Figura 3). Nos monossacarideos podem conter, no minimo,

uma carboxila ou sulfato, com carga negativa (COELHO, 2004).
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Figura 2 - (A) Glicosamina (B) Galactosamina, onde o nitrogénio ligado ao carbono
2, pode ter substituicdo de um grupamento acetil ou sulfo

OH HO
OH
O ~
o)
HO HO OH
HO
N2 o4 NH;
(A) (B)
Fonte: (DO AUTOR, 2018).
Figura 3 - (A) Acido glicurénico; (B) Acido idurénico
OH @)
0 HO OH
o HO
HO OH 5 OH
HO OH
OH
(B)
(A)

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Os sulfatos presentes em uma GAG estdo diretamente relacionados a sua
acao anticoagulante, devido serem anions fortes os quais interagem com os fatores
de coagulacdo. E, no caso da heparina, estes grupos junto dos carboxilatos
presentes, proporcionam a mais elevada carga negativa vista em uma molécula
biol6gica conhecida (GUERRINI, 2008; TREHY, 2009; WIELGOS, 2009).

De acordo com HICHAM (2011) e BO (2013), o grau de sulfatacdo além de
ser um fator critico para o bom funcionamento ao promover ligacdes as varias
proteinas; fornece informacdes sobre a qualidade da amostra e da presenca de
impurezas ou contaminantes. Portanto, um estudo do grau de sulfatacdo da GAG é
necessario para o controle de qualidade.

A heparina e o sulfato de heparan sdo estruturalmente os membros mais

complexos dos GAGs da familia de polissacarideos lineares, que inclui também o
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sulfato de condroetina (SC), o dermatan sulfato (DS) e o keratan sulfato, mostrados
na figura 4 (RABENSTEIN, 2002).

Figura 4 - Estruturas quimicas dos principais glicosaminoglicanos: (a) sulfato de
condroetina [R1 — R4 = ndo substituido ou sulfatado], (b) dermatan sulfato, (c)
heparina, (d) sulfato de heparan e (e) keratan sulfato.

C
CH,0S0H
o
<:'o,uo <
—\gH .8
a2 NHSOH
OSOM
CH.OSOH
wlﬂl
OSOH NHOSO NHCOCH

Fonte: (GUERRINI, 2008; PEREZ, 2014).

A diversidade estrutural dos GAGs tornam-0s complexos e distintos quanto a
composicdo dos monossacarideos, configuracdo, posicdo de suas ligacdes
glicosidicas e interacdo com proteinas de ligacdo entre tipos de células, tecidos e
espécies de animais. (SASISEKHARAN, RAMAN, PRABHAKAR, 2006; LIU,
LINHARDT, ZHANG,2014).

1.3 Estrutura do SC e DS

O SC é composto de acido D-glicuronico ligado de forma B (1 — 3) a N-
acetilgalactosamina (GalNAc), normalmente, sua estrutura possui um grupo sulfato
nas posicoes 4 ou 6 na porcao da N-acetilgalactosamina [GalNAc (4/6S)]. Enquanto
que o DS tem em sua estrutura &cido L-idurénico ligado B (1 — 3) a galactosamina,
com grupos sulfatos presentes no carbono 2 do acido urénico e no carbono 4 da N-

acetilgalactosamina [GalNAc (2S)]. Paticularmente, o DS é o GAG mais dificil de
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separar da heparina, por causa da similaridade estrutural (GUERRINI, 2008; WU,
2016).

1.4 Estrutura da heparina

A Hep é constituida principalmente de acido L-idurdnico e N-sulfoglicosamina
[GIcNS (6S)] ligadas de forma B (1 — 4), altamente substituida com residuos O-
sulfato no carbono 6 dos residuos de glicosamina e no carbono 2 dos residuos de
acido urénico (ROSENFELD, PRIOR, GIRARDI, 1991).

RABENSTEIN (2002) prop&e as variagfes dos mondmeros de 4cido urbnico e
glicosamina os quais promovem distintas combinac¢des estruturais da heparina. As
diversas modificacbes provaveis resultam em vinte e quatro dissacarideos que
podem ser formados a partir dos mondmeros mostrados na Figura 5).

O mondmero de &cido urbnico pode ser encontrado como a-L-acido idurénico
2-O-
sulfatado [IdoA (2S) e GIcA(2S)]. Enquanto o mondmero B-D-glicosamina (GIcN)

(IdoA) ou B-D-4cido glicurénico (GIcA), com as seguintes substituicdes:

pode ser N-sulfatado (GICNS) ou N-acetilado (GIcNAc), ambos os quais podem ser
de 6-O-sulfatado [GICNS (6S) e GIcNAc (6S)], os GIcNS e GIcNS (6S) também
podem apresentar-se como 3-sulfatado [S-GIcNS (3S) e GIcNS (3,69)]

(RABENSTEIN, 2002).

Figura 5 - Blocos de construcao de monossacarideos de heparina.

a—L-Acido ldurénico B—D-Acido glicurénico N-sulfo-a-D-Glicosamina MN-acetil-a-D-Glicosamina
coy” CR OR
0. OH
Cor 0, OH o o
OH bH OH OR' OH
R OH OH OH OH OH
OR NHSOy NHAC
ldaA R=H GleA R=H GIcNS R=R'=H GlcNAC R=H
IdoA(2S) R =S0y GIcA(2S) R=SO,” GKNS(8S) R=SOy R'=H  GINAc(8S) R =SOy
GIcNS(3S) R=H, R =50,
GicNS{365) R=R'=S5S04

Fonte: (RABENSTEIN, 2002).
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A heterogeneidade estrutural causada pelas estruturas e substituicbes
variaveis junto com a distribuicdo das unidades de acido urdnico, ndo influenciam na
atividade biolégica ao comparar heparinas de mesma origem animal. Em
contrapartida (NUGENT, 2000, apud VACCARI, 2003).

Em contrapartida, esta complexidade estrutural associada a alta carga
negativa torna-se um grande desafio para atender aos padrbes de qualidade
atualmente exigidos em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, de identidade,
pureza e atividade biologica da heparina (PAN, 2010; JUNQUEIRA, 2011).

1.5 Heparina bovina e suina

Comercialmente, a extracdo de heparina ocorre da mucosa intestinal de
suinos ou do tecido pulmonar bovino, porém ndo sao farmacos equivalentes. A
susceptibilidade em causar trombose e hemorragia, por exemplo, distingue entre
ambas as espécies (AQUINO, LEE, PARK, 2010a; JUNQUEIRA, 2011).

Devido ser constituida de combinacfes de varios fragmentos com massas
molares diferentes, as heparinas de origem bovina possuem massa molar de 12
kDa, enquanto que as de origem suina, cuja poténcia de acdo é maior, estdo na
faixa de 15 kDa (CATANI, 2001; GOMES & BRAILE, 2009).

Curiosamente, RABENSTEIN (2002) afirma em seu estudo que dentre as
diversas modificacdes esperadas, a sequéncia mais encontrada na heparina é a
formada por IdoA (2S)-(1 — 4)-GIcNS (6S), em uma porcdo de até 90% em
heparinas de pulméo bovino e de até 70% em mucosas suinas.

MULLOY, MOURAO, GRAY (2000) ratifica que a heparina bovina possui em
sua estrutura propor¢des mais elevadas de glicosaminas N-sulfatadas e menores
proporcdes de residuos N-acetilados, quando comparados com a heparina suina

Ja o0 estudo de NOGUEIRA (2013) e SANTOS (2014) explica que as
heparinas suinas, por mais que possuam menor grau de sulfatacdo, sdo mais ativas
que as heparinas bovinas na inibicdo da a-trombina na presenca de antitrombina IlI
(AT), e isto pode explicar o porqué da matéria-prima extraida de porcos possuir
poténcia de acdo superior a extraida de bois, geralmente o dobro da atividade

encontrada na heparina de origem bovina.



30

Fora os problemas relacionados com as diferencas estruturais, uma grande
polémica enfrentada, principalmente, pela heparina bovina é associagdo de seu uso
com casos de trombocitopenia induzida por heparina (TIH) relacionada a eventos
trombdticos com potencial risco de vida. Os efeitos colaterais ligados a TIH séo
pertinentes a possivel falta de qualidade da matéria-prima e/ou a intolerancia dos
pacientes ao medicamento (DOS ANJOS, 2010).

BLOSSOM (2008) relaciona o produto bovino com casos de encefalite
espongiforme bovina, mais conhecida como mal da vaca louca, abortando sua
produgdo nos Estados Unidos e na Europa. No Brasil, ainda existem diversos
produtores utilizando como matéria-prima a heparina de origem bovina.

Devido as alteracdes de poténcia de acordo com a origem da matéria-prima, o
reajuste de dose e monitoramento mais apurado séo essenciais quando ha mudanca
do produto. Ficou acordado pela Sociedade Brasileira de Cirurgia Cardiovascular
(SBCCV) que, embora seguras para uso, as heparinas de origem bovina ndo sao a
escolha ideal para a cirurgia cardiovascular, ao contrario daquelas produzidas com
intestino suino (GOMES & BRAILE, 2009).

1.6 Heparina de baixa massa molar

Sabe-se que a Hep estd associada a diversos efeitos colaterais, como a
trombocitopenia induzida por heparina (TIH), principalmente relacionada com a
heparina de origem bovina, cuja producao foi abortada nos Estados Unidos e na
Europa devido aos casos de encefalite espongiforme bovina (mal da vaca louca).
(BLOSSOM, 2008; DOS ANJOS, 2010).

Na década de 1980, surge no cenario cientifico as heparinas de baixa massa
molar (HBMM) com o objetivo de produzir agentes anticoagulantes mais eficazes e
seguros, minimizando os diversos efeitos colaterais apresentados pela heparina nao
fracionada (MINGHETTI, 2013).

A HBMM utiliza como matéria-prima a heparina ndo fracionada de origem
suina, e isso a torna menos susceptivel a interferéncia por aspectos de origem
biol6gica, vistas com maior frequéncia na heparina bovina (HOPPENSTEADT,
2003).
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O preparo das heparinas de baixa massa molar é fruto de controlada
despolimerizacdo quimica e/ou enzimética da Hep, possuindo massa molar
reduzida, variando de 4 a 6 kDa. A extracdo envolve a hidrélise de uma mistura
aguosa da mucosa do animal com enzimas proteoliticas sob aquecimento, seguida
pela adsorg&o dos polianions sulfatados por uma resina de troca ibnica, sendo estes
posteriormente recuperados. Durante o isolamento, as cadeias glicosaminoglicanas
tornam-se levemente degradadas, produzindo mistura heterogénea de fragmentos
com diferentes massas moleculares e propriedades biolégicas (FILHO, 2009;
MINGHETTI, 2013).

A heparina bruta é extraida por remocdo dos demais glicosaminoglicanos
considerados menos sulfatados, os chamados subprodutos. Como um resultado do
seu elevado grau de sulfatacdo, a heparina tem maior atividade de anticoagulacéo
quando comparada aos seus subprodutos menos sulfatados. Apds os processos de
extracao e purificacdo, a heparina é entdo denominada néo fracionada (PAN, 2010).

Em virtude deste complexo processo de extracdo e purificacdo existem
controvérsias sobre a classificacdo do produto como semi-sintético ou biolégico, a
implementacdo de ensaios clinicos, e aos estudos farmacodinamicos in vivo,
dificultando desta maneira os estudos a respeito dos efeitos bioldégicos do produto
em questao (MINGHETTI, 2013).

No entanto, a literatura contém diversas pesquisas, as quais sao enfaticas
sobre as reais vantagens da HBMM em detrimento a HEP: maior absorcéo
subcutanea; menor propensdao a hemorragia; propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas mais previsiveis; menor especificidade as ligagdes com proteinas
do plasma e dos tecidos (aumentando sua biodisponibilidade); dispensa
monitoramento laboratorial frequente; mais vantajosa para administracdo via
subcutanea (COHEN, 2000; STAICO, 2004; VERLI, 2005; HIRSH, 2008).

Certas patentes de HBMM expiraram ou estédo para expirar e com isso alguns
produtos biolégicos comparadores ja estao disponiveis para uso clinico no Brasil, no
entanto existem duvidas sobre a real similaridade destes produtos em relacdo aos
originais (MOURAO, 2012).

Cada formulacdo comercial de HBMM apresenta propriedades

farmacocinéticas e farmacodindmicas especificas e diferentes entre si (VERLI,
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2005), isto ocorre devido ao processo de despolimerizagdo submetido a Hep
produzindo estruturas moleculares diversificadas, conforme visto nas trés
formulacdes distintas: Fondaparinux sédica (Figura 6A), enoxaparina sodica (Figura
6B) e dalteparina sédica (Figura 6C) (CHMIELEWSKI, STANLEY, STALCUP, 2011).

Figura 6 - Estruturas moleculares de Fondaparinux sodica (A); Enoxaparina Sodica
(B) e Dalteparina Sodica (C).
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1.7 Modelo de cascata de coagulacdo baseado em superficies celulares

Os vasos sanguineos, ao sofrer uma lesdo, passam por uma complexa
sequéncia de fendbmenos bioldgicos, os quais sao definidos pelo nome hemostasia.
Os mecanismos envolvidos no processo da hemostasia precisam ser regulados para
evitar 0s extremos: extravasamento de sangue e formagdo de trombos
intravasculares. Desta forma, este processo assegura a integridade vascular e
tissular (SANTOS, 2015).

O mecanismo da coagula¢édo do sangue inicia-se pela ativacdo do endotélio e
finaliza-se na superficie de plaquetas ativadas, a partir de reagBes sequenciais de
ativacdo e conversdo de proteinas especificas. O produto final do processo € um
polimero insolavel chamado de fibrina, o qual forma uma rede de fibras elasticas que
consolida o tampao plaquetéario e o transforma em tamp&o hemostatico. Estas
reacfes enzimaticas sao didaticamente agrupadas na forma de cascata (SANTOS,
2015).

A hipétese de cascata de coagulacdo proposto por Macfarlane, Davie e
Ratnoff, em 1964, tinha como objetivo explicar a fisiologia da coagulacdo do sangue,
através de duas vias: extrinseca e intrinseca, conforme Figura 7, onde os principais

pontos de ativagéo estdo destacados em vermelho (SILVA & MELO, 2016).

Figura 7 - Esquema da cascata de coagulacao classica.
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Fonte: (SILVA & MELO, 2016).
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Por muito tempo este conceito foi aceito pela area académica, embora
observacfes experimentais e clinicas recentes demonstrarem que esta hipotese néo
reflita completamente os eventos da hemostasia in vivo, sendo pouco provavel que
as vias intrinseca e extrinseca operem de modo independente (SILVA & MELO,
2016).

Segundo certos estudos, o modelo da coagulacdo baseado em superficies
celulares substitui a cascata de coagulacdo classica, ao sugerir que a ativacdo do
processo de coagulacdo ocorre sobre diferentes superficies celulares, ao invés de
ser uma sequéncia de reacdes proteoliticas em cascata com a participacdo somente
de componentes proteicos (FERREIRA, 2010; SILVA & MELO, 2016).

O processo entdo é dependente de células que expressam em sua superficie
uma proteina transmembranica que age como receptor e cofator para o fator VII,
denominado fator tecidual (FT). E pode ser dividido em quatro fases: Fase de
iniciacdo; Fase de amplificacdo; Fase de propagacao e Fase de finalizagdo, de
acordo com FERREIRA (2010), evidenciados na Figura 8.
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Figura 8 - Modelo de cascata de coagulagdo com base nas superficies celulares.
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O inicio da cascata de coagulacdo acontece quando ha exposi¢cdo de FT na
corrente sanguinea, isto ocorre por lesdo endotelial. A FT em contato com o0s
componentes do sangue, rapidamente inicia o processo de coagulacdo, formando
complexo FVIIa/FT que, por sua vez, ativa pequenas quantidades de FIX e FX. FXa
ativa FV, e forma pequenas quantidades do complexo protrombinase, encerrando a
etapa de iniciagdo (FERREIRA, 2010).

Na etapa de amplificacdo, a protrombinase transforma pequena parcela de
protrombina (Fator Il) em trombina (Flla) e consequentemente s&o ativados o0s
cofatores FV, FXI e FVIII na superficie das plaquetas. FVllla é alcancado em virtude
da dissociacao do complexo FVIII/FVYW (FERREIRA, 2010).

A fase de propagacdo € caracterizada pela ativacdo das plaquetas apos o

contato com as proteinas da matriz subendotelial, em resposta a lesdo vascular. As
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proteinas ativadas causam uma exposicao de fosfolipideos aniénicos de superficie
celular, responséaveis pela formagdo do complexo tenase nessa superficie. Este
complexo € formado pelo FIXa ativado na fase de iniciacao ligado ao FVllla que por
conseguinte ativa FX. FXa e FVa formam o complexo protrombinase, resultando na
conversado de grande quantidade de protrombina (FIl) em trombina (Flla) (CHAPIN &
HAJJAR, 2015).

A trombina (Flla) cliva fibrinogénio, solivel em agua, em mondmeros de
fibrina, insoliveis em agua. Por ultimo, na etapa de finalizacdo é visto uma série de
cofatores, inibidores e receptores capazes de limitar o processo de coagulagédo para
evitar oclusdo trombdtica ao redor das é&reas integras dos vasos (CHAPIN &
HAJJAR, 2015).

1.8 Atuacaéo fisiolégica da heparina

A antitrombina 1l (ATIIl), encontrada na etapa de finalizacdo da cascata de
coagulacao, € uma proteina responsavel pela inibicdo da trombina e dos fatores 1Xa,
Xa e Xl, promovendo o equilibrio hemostatico (PROST, 1986; FERREIRA, 2010).

A heparina possui afinidade com a ATIIl, potencializando sua fungéo. Por
isso, a atuacdo deste produto biolégico sob a fase final da cascata de coagulacéo
nao € direta, uma vez que a heparina amplifica a acdo, que normalmente € lenta, do
inibidor natural, a ATIII (PROST, 1986).

Esta afinidade entre a heparina e a proteina acontece em virtude de uma
sequéncia de pentassacarideos encontrada na heparina, cuja interacdo determina
uma mudanca conformacional que resulta na ativacdo da ATIII, através do aumento
da flexibilidade de seu sitio ativo (CHUANG, 2001).

A Figura 9 representa a sequéncia de pentassacarideos distribuidos de forma
aleatéria na cadeia da heparina ndo fracionada. O monémero marcado com um
asterisco (*) indica o residuo de glicosamina supersulfatada caracteristico desta
unidade, enquanto que o grupo sulfato essencial para a interagcdo a ATIII e os
grupos sulfatos ligeiramente essenciais para a interacdo a ATIIl, estdo marcados
com circulos fechados e pontilhados, respectivamente. O monémero indicado pela

meia lua € essencial para a interacédo a ATIII (CASU, 2005).
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Figura 9 - Sequéncia de pentassacarideos que promovem ligacdo especifica a ATIII.

GIcNACESO4-GIcA-GICNSO,3,680,-1d0A2S05~GIcNSO5,650,
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Fonte: (CASU, 2005).

Uma vez ativada pela heparina, a ATIII tem sua afinidade aumentada pelo
fator Xa para mais de mil vezes. Este complexo formado por pentassacarideos e
ATIIl é responsavel pelo efeito anticoagulante, via inibicdo do fator Xa (STAICO,
2004).

As heparinas com no minimo dezoito unidades de monossacarideos séo
capazes também de inibir diretamente a trombina, por meio da ATIIl, aumentando
em até duas mil vezes esta inativagdo, promovendo a formagdo do complexo
terciario composto por ATII, longa cadeia de sacarideos e trombina, conforme
mostrado na Figura 10 (STAICO, 2004).

Figura 10 - Representacdo cristalografica do complexo entre ATII, trombina e
heparina.

Fonte: (LI, 2004).
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Tanto a inibicdo do fator Xa, quanto a inibicdo direta da trombina impede a
conversédo do fibrinogénio em fibrina. No entanto, apenas a Hep atua por meio
destes dois mecanismos anticoagulantes. Enquanto que a inativacdo direta da
trombina ndo é efetivada pela HBMM uma vez que as cadeias de sacarideos néo
séo suficientemente longas. Portanto a atividade contra o fator Xa é maior na HBMM
do que na Hep (OFOSU & GRAY, 1988; STAICO, 2004).

A Figura 11 demonstra as principais diferencas entre a HBMM e a Hep em

relacdo a sua atividade fisiologica.

Figura 11 - Mecanismo de a¢do da Heparina ndo fracionada e da Heparina de baixa
massa molar.
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Fonte: (STAICO, 2004).

Além disso, a heparina n&o fracionada intervém sob o complexo mecanismo
da coagulacdo, os vasos sanguineos, e os efeitos antiplaquetarios. Em virtude desta
dose-resposta acentuada, o uso prolongado eventualmente, causa trombocitopenia,
diminuindo o nivel de plaquetas livres no sangue. (STAICO, 2004; MENAJOVSKY,
2005).

A imprevisibilidade do efeito anticoagulante pela via endovenosa é decorrente

da interacdo ndo especifica entre a Hep e as proteinas circulantes, a ATIlIl compete
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com as proteinas plasmaticas na ligacdo com a Hep. Um dos efeitos adversos que a
heparina em altas concentraces no organismo pode ocasionar € a hemorragia
(PATEL, BERRY, CHAN, 2007).

1.9 Crise clinica e farmacéutica causada pela heparina

A qualidade da heparina disponivel no mercado mundial foi colocada em
guestionamento com os acontecimentos ao final de 2007 e inicio de 2008, onde foi
reportado pela Food and Drug Administration (FDA) cerca de 350 casos de efeitos
adversos devido ao uso de heparina nos Estados Unidos (FILHO, 2009).

KISHIMOTO (2008) narra a crise clinica e farmacéutica referente ao uso de
heparina sédica, quando as autoridades de saude nos Estados Unidos foram
alertadas para um aumento de efeitos como angioedema, hipotenséo, inchaco da
laringe e mortes; associados aos tratamentos que empregavam lotes de heparina
suina fabricados pela empresa Baxter Healthcare Corporation.

As normas brasileiras na época previam que o controle das preparacdes de
heparina n&o fracionada fosse baseado, exclusivamente, no teste do tempo de
coagulacado do plasma. Entretanto este método entrou em desuso por ndo atender
aos requisitos propostos nos compéndios oficiais, reportando a preocupacédo com o
produto ofertado (MELO, 2008).

A investigacdo dessas amostras suspeitas apontou teor de 20% de
condroetina supersulfatada (OSCS) e maiores de 1% em peso de dermatan sulfato
(DS). Autores apontam que a exposicao a determinados virus suinos desencadeiam
a producédo de pequenas quantidades de OSCS, mas nada comparado a grande
guantidade encontrada nestes lotes (KEMSLEY, 2008; KEIRE, 2010).

Através da técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) foi elucidada a estrutura da condroetina supersulfatada, composta por
repetidas unidades dissacaridicas de acido D-glicurénico e galactosamina, ligados
da forma B (1 — 3), analoga ao sulfato de condroetina, porém com um padréo
peculiar de sulfatacdo encontrado nas posi¢des 2 e 3 do acido glicurébnico e em 4 e 6
da galactosamina [GalNAc (2,3,4,6S)] (GUERRINI, 2008).
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A figura 12 mostra as estruturas da condroetina supersulfatada (OSCS) e do
sulfato de condroetina que se apresenta como duas espécies A e C. Os
grupamentos denominados R e R’ sdo radicais possivelmente sulfatados, a OSCS é
totalmente sulfatada enquanto que a maior parte do sulfato de condroetina A tem
grupamento sulfato no carbono 4 (R) e o sulfato de condroetina C na posi¢cao do
carbono 6 (R’) ambos na por¢édo da GA (BEYER, 2010).

Figura 12 - Formula estrutural de OSCS (a) e sulfato de condroetina (b).
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Fonte: (BEYER, 2010).

O SC néo possui potencial atividade anticoagulante se comparado a OSCS -
produto ndo-natural obtido através de modificacbes quimicas do SC com acéo
biolégica similar a realizada pela heparina. A OSCS é economicamente mais
rentavel em relacdo a heparina, sendo assim, um grande viés para adulteracéo
(GUERRINI, 2008).

Os efeitos colaterais atribuidos a OSCS podem ser explicados pela alta carga
negativa desta molécula rica em grupamentos sulfatos, com potencial alto para
ativagdo do Fator XlIl no plasma, e desta forma, desencadeando uma série de
complicagbes ao organismo (SCHWARTCZ, 2008; KISHIMOTO, 2008).

O dermatan sulfato, considerado impureza, quando encontrado em grandes
quantidades nas formulacdes de Hep é decorrente dos processos de purificacao
incompleta e ainda, pode indicar ma qualidade da matéria-prima empregada
(TREHY, 2009).

Entretanto, devido a heparina ser um produto bioldgico, ela esta susceptivel a
conter niveis inferiores a 1% de varias impurezas naturais, tais como os demais

GAGs que néo estao associados a efeitos adversos a saude do paciente, porém nao
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apresentam significativa atividade anticoagulante devido ao baixo grau de sulfatacéao
(KEIRE, 2010; PAN, 2010).

1.10 A heparina e a vigilancia sanitaria

De acordo com a Lei n.° 8.080/90, Vigilancia Sanitaria € um conjunto de a¢des
capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas
sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producdo e circulacdo de bens e da
prestacdo de servicos de interesse da saude, cuja funcdo € assegurar que esses
produtos ndo oferecam risco algum a saude publica mediante o monitoramento da
qualidade de seus lotes (BRASIL, 1990).

O monitoramento dos produtos no mercado € um dos instrumentos valiosos
para a efetividade das acgbes de vigilancia sanitaria. E para tanto analises
laboratoriais sdo necessarias a fim de que se verifique a conformidade dos produtos
com as normas sanitarias. Para identificar riscos iminentes ou virtuais de agravos e
assegurar a garantia da qualidade de produtos, servicos e ambientes (COSTA,
2001).

O ultimo relatério emitido pela Camara de Medicamentos (CMED) da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2016) evidencia um grande numero de formulacbes com heparina
como principio ativo (PA). Existem dois tipos de apresentacdo de heparina sodica
suina: injetavel e de uso tépico, dois laboratorios produzem a primeira apresentacao
e trés, a segunda apresentacdo. Em contrapartida, sdo encontradas quatro HBMM
na forma injetavel: enoxaparina sédica, com sete produtores diferentes; dalteparina
sbédica, bemiparina sédica e nadroparina calcica, com apenas um laboratorio
produzindo cada uma.

Conforme a definicdo da Resolucdo da Comissdo Intergestores Tripartide
(CIT) n° 01, de 17 de janeiro de 2012, a heparina sédica suina de 5000U1/0,25 mL
esta contida na Relagdo Nacional de Medicamentos do Componente Basico da
Assisténcia Farmacéutica (CBAF), onde se encontram medicamentos e insumos
farmacéuticos, voltados aos agravos prevalentes e prioritarios da Atencéo Basica e

programas de saude especificos (RENAME, 2015).
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MELO (2008) demonstra em seus estudos a precariedade do controle de
qualidade das formulacdes de heparina comercializada no Brasil, onde a maior parte
carece de analises detalhadas quanto a pureza, a integridade estrutural e a poténcia
anticoagulante.

Diante da frequente ndo conformidade dos produtos de heparina, ora por
apresentar contaminantes e impurezas, ora por nao atingir o efeito esperado ou
provocar efeitos colaterais € imprescindivel procurar métodos eficazes para analise

dos produtos disponiveis no mercado brasileiro.

1.11 Estado da arte de heparina

Um dos maiores desafios analiticos encontrados para a avaliacdo das
preparacdes de heparina ocorre devido a elevada carga negativa, polidispersidade e
complexidade estrutural desta espécie. Isto pode explicar a dificuldade em escolher
uma técnica eficiente para a deteccdo de subprodutos indesejaveis, bem como,
estabelecer protocolos de preparacado da amostra (RABENSTEIN, 2002).

Métodos que quantifiguem os niveis de sulfatacdo podem ser utilizados para
avaliar a pureza de amostras de heparina (GUERRINI, 2008), pois a natureza
altamente sulfatada desse composto permitiu invalidar os ensaios tradicionais, como
o tempo de coagulacdo (KISHIMOTO, 2008).

Inicialmente a eletroforese capilar (EC) mostrou-se eficiente para uma
separacdo bruta do composto similar a heparina até entdo desconhecido. Este
método, em conjunto com a RMN tornaram-se bem sucedidos para o controle de
gualidade da heparina, sendo possivel, a partir dos resultados obtidos, promover a
reducdo de casos de contaminacdo e incidéncias de reagcfes adversas em ambito
mundial (WIELGOS, 2009).

ApoOs a crise clinicas os compéndios oficiais necessitaram implementar
métodos mais eficientes e que pudessem atestar mais fielmente a qualidade do
produto oferecido a populacdo. Neste contexto, a Farmacopeia brasileira contém
monografias para Hep calcica (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010b) e sodica
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010c), cujo principio ativo e finalidade sédo os
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mesmos, mas as duas sdo destinadas para matéria-prima e ndo para o produto
acabado.

Quanto as analises preconizadas para matéria-prima encontram-se:
Identificacdo com a técnica de RMN H* e de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) de troca ibnica e deteccdo espectrofotométrica a 202 nm; Ensaios de
pureza, como: pH, proteinas, metais pesados, nitrogénio, célcio/sédio por
espectrofotometria de absorcéo atdémica, perda por dessecacéao, cinzas sulfatadas e
impurezas nucleotidicas; Teste de seguranca bioldgica com analise de endotoxinas
bacterianas e Doseamento feito pela determinacédo de poténcia, poténcia anti-fator
Ila e atividade anti-fator Xa (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010b,c).

Observa-se que as monografias de matéria-prima de Hep pertencentes a
FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010 b,c) sdo semelhantes a Farmacopeia Europeia
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2015c,d) cujo conteado aborda também
monografias referentes a HBMM, observa-se uma divisdo entre heparina de baixa
massa molar (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2015a), enoxaparina sodica
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2015b) e dalteparina sédica (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2015e).

Na monografia geral de HBMM sao preconizados testes de identificacdo a
partir da técnica de RMN C*3, razdo da atividade anti-fator Xa e anti-fator Ila,
determinacdo da massa molar por cromatografia de exclusdo molecular com
deteccdo de indice de refracdo diferencial, além de andlise de célcio/sédio por
espectroscopia de absorcdo atdmica; E testes adicionais, como: pH, nitrogénio,
razdo molar entre ions sulfato e ions carboxilatos por CLAE de troca ibnica e
deteccdo de condutividade, metais pesados, perda por dessecagdo e endotoxinas
bacterianas (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2015a).

No que se refere a enoxaparina sodica aléem dos testes gerais, existem alguns
especificos para a HBMM em questdo, como: Método de digestdo da HBMM com
heparinase |, Il e Ill com analise por cromatografia de troca idnica e deteccao
espectrofotométrica a 234 nm, com posterior associacao entre retencao relativa dos
sinais cromatograficos e dados de massa molar contidos na farmacopeia;
Absorbancia especifica por espectroscopia; Analise de alcool benzilico por CLAE de

fase reversa e deteccdo espectrofotométrica a 256 nm; e Aparéncia da solucdo. Ja
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para a dalteparina sodica, é visto a analise de nitrito por CLAE de troca idnica e
deteccdo eletroquimica, de boro por espectroscopia de absor¢cdo atbmica e perda
por dessecacdo (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2015b,e).

A Farmacopeia Americana é mais abrangente a respeito de monografias para
heparinas, seja em formas farmacéuticas distintas: Matéria-prima (THE UNITED,
20169) e injetavel (THE UNITED, 2016h); seja quanto as HBMMs, por conter
monografias para enoxaparina sodica (THE UNITED, 2016d), dalteparina sodica
(THE UNITED, 2016c) e fondaparinux sodica (THE UNITED, 2016e).

Para a matéria-prima é preconizada a identificacdo por *H RMN, a CLAE de
troca ibnica e deteccdo espectrofotométrica a 260 nm; a razdo entre a atividade anti-
fator Xa e anti-fator lla; a determinacdo da massa molar por CLAE de excluséo
molecular e detector de indice de refracdo; e teste de chama para soédio.
Adicionalmente, os testes ja citados em outros compéndios, como: nitrogénio,
residuos de metais pesados, impurezas nucleotidicas por CLAE de fase reversa e
deteccdo espectrofotométrica a 260 nm, endotoxina bacteriana e perda por
dessecacdo. Salvo trés excecdes: teste de esterilidade; impureza proteica analisada
por teste de Lowry; E andlise de limite de galactosamina em hexosaminas totais a
partir da CLAE de troca ibnica com detec¢cdo amperométrica pulsada (THE UNITED,
20169).

A forma farmacéutica de Hep injetavel, vista apenas na Farmacopeia
Americana, deve ser submetida a ensaio de poténcia anti-fator lla, endotoxina
bacteriana, material particulado e pH, somente (THE UNITED, 2016h)

Os testes preconizados para a enoxaparina sédica, uma HBMM, sdao:
Absorc&o no ultravioleta (UV) por espectroscopia; RMN C*3: razdo entre a atividade
anti-fator Xa e anti-fator lla; distribuicdo de peso molecular e peso molecular médio
por CLAE de exclusdo molecular e deteccdo de indice de refracdo diferencial ;
analise de alcool benzilico por CLAE de fase reversa e deteccao espectrofotométrica
a 256 nm; determinacéo de sodio por absorcao atdmica; determinacéo de nitrogénio,
metais pesados, pH, perda por dessecacdo, endotoxina bacteriana, atividade anti-
fator lla, razdo molar entre sulfato e carboxilato por CLAE de troca ibnica e detector
de condutividade (THE UNITED, 2016d).
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A dalteparina soddica, segundo a Farmacopeia Americana, necessita ser
analisada por *H RMN, distribuicdo de peso molecular e peso molecular médio,
razdo entre a atividade anti-fator Xa e anti-fator lla, determinacdo de nitrogénio,
sédio, limite de nitritos por CLAE de troca ibnica e deteccdo eletroquimica,
determinacdo de Boro por espectrometria de emissdo Optica com plasma (ICP),
atividade anti-fator lla, razdo molar entre sulfato e carboxilato por CLAE de troca
ibnica e detector de condutividade, pH, perda por dessecacdo e teste de
endotoxinas bacterianas (THE UNITED, 2016c).

A monografia da fondaparinux sédica recomenda a andlise de identificacao
por RMN H' e CLAE de troca idnica e deteccdo espectrofotométrica a 210 nm, mais
a determinacéo de sédio por espectroscopia de absorcédo atbmica; determinacéo de
sulfatos livres e cloreto residual por CLAE de troca ibnica e deteccdo de
condutividade; impurezas organicas por CLAE de troca ionica e detec¢cdo no UV a
210 nm; determinac&o de piridina e etanol por cromatografia gasosa e detecgéo por
ionizacdo de chama; teste de endotoxina bacteriana, pH, enumeracdo microbiana e
determinacao de agua (THE UNITED, 2016e).

Diversas técnicas para avaliacao fisico-quimica de heparina nao fracionada e
de baixa massa molar sdo encontradas na literatura. Entre elas, a RMN H' e a CLAE
por troca ibnica sao as mais encontradas (PATEL, NARKOWICZ, JACOBSON, 2009;
WIELGOS, 2009; GALEOTTI & VOLPI, 2011).

Entretanto, a RMN € uma instrumentacéo dispendiosa enquanto que a CLAE
€ uma técnica convencional e mais versatil para a analise dos componentes da
heparina (CHMIELEWSKI, STANLEY, STALCUP, 2011; ZANG, 2011).

1.12 A andlise fisico-quimica de heparina sddica suina a partir de

cromatografia liquida de alta eficiéncia por troca iénica

A CLAE utiliza instrumentos automatizados, com colunas recheadas de
materiais preparados para eluir a fase moével sob altas pressées com ou sem
aguecimento, conferindo, assim, a capacidade de realizar separacdes e analises

guantitativas de uma grande variedade de substancias nao volateis e termolabeis,
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relativamente em pouco tempo, com alta resolucéo, eficiéncia e sensibilidade
(COLLINS, BRAGA, BONATO 1987).

O equipamento € composto da bomba que impulsiona a fase mével pelo
sistema cromatografico; O injetor, responsavel pela injecdo da amostra no sistema;
A presenca facultativa de uma pré-coluna; A coluna cromatografica que contém a
fase estacionaria; Detector; E dispositivo de captura (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010a).

A técnica consiste na distribuicdo dos componentes da amostra sob alta
pressao entre duas fases: estaciondria e mével. A fase estacionaria fixa na coluna
pode ser composta de um sélido ou liquido fixo em uma superficie soélida ou gel,
enguanto que a fase moével pode ser liquida, gas ou fluido supercritico (VALE, 2012).

A fase movel liquida junto com os componentes da amostra sdo forcados
através da fase estacionaria solida e imiscivel, os analitos mais fortemente retidos
na fase estacionaria movem-se muito lentamente no fluxo da fase moével, enquanto
que os demais com ligacdo mais fraca movem-se mais rapidamente (SKOOG,
2006).

Essa diferenca na mobilidade dos componentes promove a separagao em
bandas ou zonas discretas que, apés deteccdo adequada, podem ser analisadas
qualitativa e/ou quantitativamente através de detectores localizados logo ap6s ao
final da coluna cromatogréafica e ligados a registradores. Existem diversos tipos de
detectores, como por exemplo: ultravioleta (UV); amperomeétrico; entre outros;
(JUNIOR, 2004).

Frequentemente uma coluna de protecédo pode ser colocada antes da coluna
analitica para aumentar sua vida Util, ela é mais curta e remove material particulado
ou contaminante dos solventes, além de saturar a fase movel com a fase
estacionaria para minimizar a perda desta na coluna analitica. Esta pré-coluna deve
possuir composicdo semelhante a fase estacionaria da coluna analitica podendo
variar apenas o tamanho da particula que por ser maior, minimiza a queda da
pressao (SKOOG, 2006).

O fendbmeno de separacao € alcancado por particdo, adsorcéo, troca ionica,
exclusdo por tamanho ou por interacdes estereoquimicas; dependendo da fase

estacionaria utilizada. Na cromatografia por troca idnica, a fase estacionaria é
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composta de resinas de estireno e divinilbenzeno altamente carregadas, cujos
grupos funcionais sado capazes de adsorver cétions e anions de um analito, caso
sejam trocadoras catidnicas ou anidnicas, respectivamente (NETO, 2003).

No caso de trocadores anidnicos, as resinas séo funcionalizadas com amonia
quaternaria a qual adsorve solutos de carga negativa da fase movel, como sulfato,
cloreto, nitrato, entre outros. Os solutos adsorvidos pela fase estacionaria sao
eluidos por deslocamento com outros ions, de mesma carga, no entanto com maior
forca de interacdo com o grupo funcionalizado (COLLINS, BRAGA, BONATO 1987).

Os detectores mais frequentemente usados em CLAE sdo os
espectrofotométricos, especificos para grupamentos croméforos presentes no
analito. Esses detectores consistem de uma célula de fluxo localizada no término da
coluna cromatografica, por onde a radiacdo UV atravessa constantemente, sendo
recebida no detector. As substancias séo eluidas da coluna, passam pela célula de
detector e absorvem a radiacédo, resultando em alteragBes mensuraveis no nivel de
energia (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010a).

A deteccdo pode acontecer em um comprimento de onda fixo, variavel ou
multiplo. Os detectores de comprimento de onda multiplo medem simultaneamente,
a absorbancia em dois ou mais comprimentos de onda, sendo denominados de
detectores de arranjo de fotodiodos (DAD). Nestes, a radiacdo UV é transmitida
através da célula de fluxo, absorvida pela amostra e entdo separada em seus
componentes originais, que sao detectados individualmente, pelo detector de DAD,
registrando dados de absorbancia em toda faixa do espectro do UV e visivel
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010a).

Em contrapartida, a deteccdo eletroquimica oferece vantagens em relacdo a
espectrofotométrica, quando as espécies de interesse ndo possuem um grupo
cromoforo que absorve na regido UV visivel ou quando as espécies apresentam
baixo coeficiente de absorbancia molar (DOS SANTOS, 2009).

Na deteccdo eletroquimica acoplada a cromatografia liquida, apenas
compostos com grupos eletroativos sédo detectados, a partir de aplicacdo de
potencial sob a célula de deteccédo promovendo reacdes de oxi-reducéo entre esta e
o analito. A célula de deteccdo geralmente € composta de eletrodo anddico solido,

como outro e prata, um eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar. Devido aos
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carboidratos ndo possuirem estabilizacdo eletronica inerente, os radicais livres
formados com as rea¢fes de oxi-reducao sédo adsorvidos na superficie do eletrodo
de metal que tém orbitais d livres, ou seja, a superficie do eletrodo tem participacao
direta no mecanismo de oxidacdo, caracterizando-se por um processo
eletrocatalitico somente conseguido em meio alcalino (MEJIA, 2013).

Tanto a deteccdo de arranjo de fotodiodos, quanto a detecgdo amperométrica
pulsada acoplada ao cromatografo liquido de alta eficiéncia com coluna de troca
ibnica sdo meétodos preconizados na Farmacopeia americana (THE UNITED, 2012;
THE UNITED, 20169) para andlise fisico-quimica de heparina como matéria-prima.

Um dos métodos abordados com CLAE por troca ibnica se refere a
identificacdo do(s) analito(s) contido(s) nas formulagcbes de heparina sédica,
principalmente para deteccdo e separacdo de DS e OSCS. Para este ensaio €
utilizado cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna de troca idnica e
deteccdo DAD, a qual mede diversos comprimentos de onda simultaneamente na
faixa do UV.

O fenbmeno ocorrido neste tipo de cromatografia por troca idnica é explicado
pela interagdo da resina de sal quaternario de aménio em uma cadeia alifatica de
alcool constituinte da fase estacionaria da coluna lon Pac AS11, com 0s anions
provenientes dos grupos sulfatos presentes nas moléculas de glicosaminoglicanos,
devido a esta afinidade, espécies com maior quantidade de grupos sulfatos
demoram mais a eluir do que as com menores substituicbes de sulfato (DIONEX,
2015).

O segundo método consiste na utilizacdo da técnica CLAE com coluna de
troca ibnica e deteccdo amperomeétrica pulsada. Este método é considerado ensaio
limite, pois é realizado uma analise, com limite pré-estabelecido, de teor relativo de
GAGs que possuam galactosamina em sua estrutura, como DS e OSCS a partir da
Glicosamina presente advindo da heparina nas formulacdes.

A coluna cromatografica utilizada é denominada CarboPac PA20, constituida
de resina trocadora de anions de sal de ambnio quaternario e indicada para
separacoes com alta de resolugcdo de mono e dissacarideos. Apos a hidrélise
submetida ao padrdo e a amostra, a galactosamina e a glicosamina presentes

interagirdo com a coluna cromatografica (DIONEX, 2016).
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A deteccao entdo é realizada pelas reacdes de oxi-reducéo ocorridas entre o
analito e a célula do detector amperométrico pulsado a partir de diferenca de
potencial empregado na analise conforme o método do compéndio (THE UNITED,
20169).

1.12.1 Adequacéo do sistema cromatografico por CLAE

A adequacdo do sistema € necessaria para avaliar se 0 sistema
cromatografico esta adequado para a analise pretendida. Existem fatores
especificos a cada sistema/condicbes de andlise que podem alterar o
comportamento cromatografico, como: composicao, forca idnica, temperatura e pH
da fase movel; taxa de fluxo, dimensdes, temperatura e pressdo da coluna
cromatografica; e caracteristicas da fase estacionaria: particula, tamanho dos
macroporos e area superficial especifica (THE UNITED, 2016a).

Portanto, certos parametros de adequacdo s&o preconizados pela
Farmacopeia Americana (THE UNITED, 2012; THE UNITED, 2016g), cujos
resultados obtidos precisam encontrar-se dentro do critério de aceitabilidade, pois é
requisito essencial para prosseguir o processo de validagdo analitica. O quadro 1
apresenta os parametros de adequacdo desejaveis a serem avaliados de acordo

com cada método.
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Quadro 1 - Critérios de aceitabilidade para os parametros de adequacao da

separacdo cromatografica

Método para identificagcdo de heparina,
dermatan sulfato e condroetina
supersulfatada em formulagdes de
heparina sédica suina.

Método para a determinacéao do limite
de galactosamina em hexosaminas
totais presentes em formulagdes de

heparina sédica suina.

Parametros de Critério de Aceitabilidade

Parametros de Critério de

Adequacéo Adequacéao Aceitabilidade
Resolucao Superior a 1,0 entre DS e Resolucao (Rs) Superior a 2,0 entre os
(Rs) heparina; e 1,5 entre sinais cromatogréficos

heparina e OSCS

de galactosamina e
glicosamina

Desvio padrao
Relativo (DPR)

Inferior a 2% (n = 3)

Superior a 2000 para
sinal cromatografico de
glicosamina

N°. de pratos
teoricos (N)

Fator de
assimetria (Tf)

Superiora 0,8 e
inferior a 2,0 para os
sinais cromatogréficos
de galactosamina e
glicosamina

Fonte: (THE UNITED, 2012; THE UNITED, 2016g).

1.12.1.1 Resolugéao (Rs)

Parametro definido como medida quantitativa da separacdo de dois picos

sucessivos. Para o calculo sdo necessarios dois fatores: a distancia entre seus

tempos de retencéo (Tr) e a largura da base (W), vistos na Equacao (1) (LANCAS,

2009).

2 (Tr)a- (Tr)s

Rs=

(1)

(Wa + Wp)

1.12.1.2 Desvio padréo relativo

As replicatas de injecdo de uma solucéo padrédo devem ser comparadas para

determinar se as exigéncias de precisdo sdo cumpridas. Para tanto, pode ser
utilizada a média dos resultados de tempos de retencéo (Tr) e/ou Area do sinal
cromatografico, conforme Equacéao (2) (THE UNITED, 2016b).
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1.12.1.3 Eficiéncia ou niumero de pratos teoricos (N)

Medida da eficiéncia da coluna pode ser calculada pela equacéo (3), onde Tr
seria 0 tempo de retencdo e W, a largura do pico. O valor de N depende da
substéancia a ser separada pela cromatografia, bem como, das condi¢Oes
operacionais, como as especificidades da coluna cromatogréfica e a temperatura da
fase movel (THE UNITED, 2016a).

N =16x (T—M’;)2 3)

1.13.1.4 Fator de simetria do pico (As)

Uma medida da simetria de pico é necesséaria para evitar imprecisao e
integracdo errbnea. Quanto mais assimétrico, maior serd o valor de As, calculado
conforme a equacao (4), onde Wygs € a largura do pico a 5% da altura e f seria a
distancia perpendicular entre a linha vertical do sinal maximo e a borda do sinal
cromatografico, esta distancia € medida em um ponto 5% da altura do pico a partir
da linha de base, conforme a figura 13 (THE UNITED, 2016a).

_ Woos
As = T (4)
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Figura 13 - Demonstracao dos parametros para determinagcédo da simetria do pico.

Frente do pico Cauda do pico

linha vertical do maximo sinal

Fonte: (THE UNITED, 2016a).

1.12.2 Validag&o do método analitico

A validagéo garante, através de estudos experimentais, que o método atenda
as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (BRASIL, 2017).

Segundo INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA (2010), métodos normalizados usados fora dos escopos para 0s
quais foram concebidos e/ou ampliacdes e modificacbes de métodos normalizados
necessitam de validacdo com o intuito de confirmar se o sistema e os métodos sao
apropriados para o uso pretendido. Desta forma, a validacdo pode ser justificada
neste trabalho em virtude da andlise do produto acabado a partir de método contida
em compéndio oficial destinada a matéria-prima.

Esta exigéncia de validagdo de métodos analiticos € estabelecida por 6rgaos
reguladores do Brasil e de outros paises a fim de verificar a competéncia técnica dos
laboratorios quanto aos resultados obtidos. No Brasil, duas agéncias sao
credenciadas para tal tarefa: a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO),
ambas disponibilizam guias para o procedimento de validagcdo (BRASIL, 2017;
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA , 2010).
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7

A RDC 166/2017 é o compéndio mais atualizado aplicavel a métodos
analiticos empregados em insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos
bioldgicos desde a matéria-prima até o produto acabado (BRASIL, 2017).

Os parametros de validacdo e seus respectivos critérios de aceitacdo devem
ser definidos de acordo com as caracteristicas do analito e da natureza do método.
Sendo assim, a quadro 2 demonstra 0s parametros usados para cada método

cromatografico baseado no documento mais utilizado.

Quadro 2 - Parametros de validacdo para cada método cromatografico avaliada.

Método para identificac&o
de heparina, dermatan
Parametros sulfato e condroetina
supersulfatada em
formulacdes de heparina
sodica suina..

Método para a determinacao
do limite de galactosamina
em hexosaminas totais
presentes em formulacdes
de heparina sddica suina .

Precis&o N&ao Nao
Seletividade Sim Sim
Exatidao/ Nao Nao
Recuperacao
Robustez Na&o Nao
Linearidade/ Nao Nao
Sensibilidade
Faixa de trabalho/ Nio N&o
Intervalo
Limite de Nao Sim
deteccao
Limite de Nao Nao

guantificacao

Fonte: (BRASIL, 2017).

1.12.2.1 Seletividade

O parametro seletividade analisada em um método analitico deve ser provada
por meio da sua capacidade de identificar o analito de interesse, inequivocamente,
na presenca de componentes que podem estar presentes na amostra (BRASIL,
2017).
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Nos casos de métodos de identificacéo, a seletividade deve ser atestada pela
sua capacidade de obter resultado positivo para amostra contendo o analito e
resultado negativo para outras substancias presentes na amostra. Preconiza-se
utilizar substancias estruturalmente semelhantes ao analito (BRASIL, 2017).

J4 em ensaios limite este pardmetro deve ser demonstrado por meio da
comprovacdo de que a resposta analitica se deve exclusivamente ao analito, sem
interferéncia de diluente, de impurezas, ou de produtos de degradacédo (BRASIL,
2017).

1.12.2.7 Limite de deteccéo (LD)

O LD é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢bes
experimentais estabelecidas (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA , 2010).

Isso € justificado quando sdo realizadas medidas em amostras com baixos
niveis de quaisquer analitos, neste método onde contaminante e impureza sao
investigados é necessario saber qual a menor concentracao que pode ser detectada
pelo método de maneira que seja distinguido do sinal do branco/ruido.

O estabelecimento do LD é realizado por meio de analise de solucbes
contendo o analito com concentracBes decrescentes do farmaco até o menor nivel
determinavel. De forma a comprovar o valor encontrado experimentalmente pelo
método visual, é utilizado o método relagdo sinal-ruido definido pela proporcdo 3:1
ou 2:1 entre o sinal do analito e o sinal-ruido (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONISATION, 2005).

1.13 A técnica de ressonancia magnética nuclear H' e sua contribuicéo para

comprovacao da eficiéncia do método cromatografico de identificacado

A técnica de ressonancia magnética nuclear é conhecida pela sua importancia
na elucidacao estrutural de uma molécula e permite a deteccdo de muitos nucleos,

como por exemplo, o préton H* (BRANCO, 2015).



55

Uma das abordagens mais atuais da técnica é a espectrometria pulsada que
consiste em submeter uma amostra a um campo magnético para ser irradiada com
um pulso de energia de radiofrequéncia de alta poténcia, o qual atinge uma faixa de
frequéncia suficiente para cobrir a regido de interesse, excitando os nucleos dos
hidrogénios da amostra (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2013).

Os nucleos excitados ao retornarem ao nivel fundamental transmitem energia,
a qual é coletada por um detector com aquisicdo do sinal de RMN no dominio do
tempo. A informacédo em funcdo do tempo €, entdo, convertida pela transformacéo
de Fourier (TF) em um espectro convencional, em funcdo da frequéncia
(SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2013).

Moléculas cuja composicdo possua atomos eletronegativos tendem a perder
com mais facilidade seus hidrogénios subsequentes, devido a desestabilizacdo da
nuvem eletrénica obtendo distintos sinais de deslocamento quimicos de seus
nucleos de hidrogénio em frequéncias diversas retratadas no espectro (SANTOS &
CONALGO, 2013).

Quanto maior a frequéncia onde se encontra um sinal, menor é a blindagem
em torno do(s) hidrogénio(s) mais de uma linha espectral, de acordo com a natureza
da molécula (SANTOS & CONALGO, 2013).

A RMN H' é amplamente usado para analisar as estruturas de heparina e
possiveis impurezas e contaminantes, desde a época da crise de saude publica
enfrentada pelo farmaco em 2008. Os métodos contidos na FARMACOPEIA
BRASILEIRA (2010) e na Farmacopeia americana (THE UNITED, 2016g) séo
semelhantes e preconizados como ensaios de identificacdo de DS, Hep e OSCS nas
matérias-primas de heparina sodica suina, assim como, o método cromatografico
citada anteriormente.

Desta maneira, os resultados encontrados pelo método de RMN H* devem se
assemelhar com os vistos para 0 método cromatografico estudado, para que se
possa atestar compatibilidade metodoldgica.

Métodos farmacopeicos possuem eficiéncia comprovada previamente e nao
justificaria prova-la mais uma vez neste trabalho, no entanto, a mudanca da matriz a
ser analisada requer pesquisas e adaptacdes nos metodos validados a fim de que

se tenha efeito semelhante.



56

E o caso do produto acabado de heparina sddica, o qual possui excipientes
em sua preparagdo que podem influenciar de forma prejudicial nos resultados
obtidos. Dentre os diversos excipientes, os tampdes salinos sdo o0s mais
preocupantes quando a abordagem € a troca idnica, pois o sal pode competir pelos
sitios de interacdo da fase estacionaria com os analitos e interferir na separacéo
cromatografica.

Por isso, os métodos contidos nos compéndios oficiais associados a matéria-
prima devem ser modificados e validados para o produto acabado. Essas mudancas
sdo mais pronunciadas no preparo da amostra, a qual deve ser submetida a etapa
de dessalinizag&o para remocao desses componentes influenciadores.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar métodos analiticos para detectar impurezas e

contaminantes em formulacdes de heparina e seus derivados

2.2 Objetivos especificos

. Desenvolver protocolo de preparo de amostra para avaliacdo
qualitativa de heparina usando cromatografia liquida de alta eficiéncia por troca
ibnica com deteccao detector de arranjo de fotodiodos (nas leituras de 202, 215,
254, 276 nm).

o Desenvolver e validar método analitico utilizando a cromatografia
liguida de alta eficiéncia para analise qualitativa de heparina, e de possiveis
impurezas e contaminantes como o dermatan sulfato e condroetina supersulfatada
em formulacdes de heparina e seus derivados utilizando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia por troca idnica com deteccédo de arranjo de fotodiodos com prioridade
na leitura de 202 nm, temperatura do Forno: 40°C, volume de injecdo: 10 uL, tempo
de corrida: 75 min, eluicdo por gradiente com fases méveis de fosfato de sodio e
perclorato de sédio com fluxo de 0,22 mL/min;

o Avaliar a confiabilidade do método desenvolvido por comparacédo dos
resultados obtidos com aqueles provenientes da RMN H*;

o Desenvolver e validar método analitico para a determinagéo do teor da
substancia galactosamina em hexosaminas totais presentes em formulacdes de
heparina e seus derivados utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia por
troca ibnica com detec¢cdo amperométrica pulsada, onde a célula amperométrica de
prata obtinha programacéo especifica para polissacarideos, eluicdo isocratica com
hidroxido de sédio com posterior etapa de limpeza com hidroxido de sédio e acetato
de sodio, fluxo de 1,0 mL/ min, volume de injecdo de 5 uL, temperatura de forno de

30°C e tempo de corrida: 11 min.
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3 MATERIAIS E METODOS

O preparo de amostra e as analises cromatograficas foram executados no
Laboratério de Bioldgicos, Artigos e Insumos para a Saude (LBAIS), setor de
Imunobiologicos do Departamento de Quimica (DQ) / Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Satde (INCQS). As anélises por RMN H'! foram executadas na
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto de Bioquimica Médica, Laboratério

de Tecido Conjuntivo — Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF).

3.1 Equipamentos

Balanca analitica com resolugcdo de 0,01 mg, fabricante: Mettler Toledo,
modelo: XS205 — Dual Range; Centrifuga, marca: Eppendorf, modelo: MiniSpin;
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Thermo, equipado com: Bomba Ultimate
3000, amostrador automatico Ultimate 3000, compartimento de coluna Ultimate
3000, detector DADUItimate 3000; Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Thermo
equipado com: Bomba de gradiente DIONEX ICS-5000 + SP, injetor DIONEX-AS
AP, compartimento de coluna, detector eletroquimico DIONEX ICS-5000 + DC;
Estufa, marca: VWR Scientific, modelo: 1400E; Speed Vac marca: Thermo,
equipado com: Centrifuga, modelo: SPD131DDA, trap refrigerado, modelo:
RVT4104, bomba de véacuo, modelo: 0OFP400-115; Aparelho de Ressonancia
Magnética Nuclear, marca: BRUKER.

3.2 Materiais

Coluna analitica Carbo Pac™ PA1, Fabricante: Dionex, Dimensdes: 4x250
mm, Lote: 010-21-192; Coluna analitica Carbo Pac™ PA20, Fabricante: Dionex,
Dimensdes: 3x150mm, Lote: 004-27-105; Coluna analitica lonPac™ AS11,
Fabricante: Dionex , Dimensdes: 2x250 mm, Lote: 011-15-063; Coluna HiTrapTM
Desalting 5 mL, Fabricante: GE; Coluna Micro Bio Spin® 6, Fabricante: Bio Rad;
Membrana com poros de 0,22 um, Milipore Millex — GV Hidrophilic PVDF; Filtro de
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Microcon YM-10, lote: R2PN8818, Fabricante: Merck Millipore; Pré-coluna
AminoTrap™, Fabricante: Dionex, Dimensdes: 3x30 mm, Lote: 011-15-131; Pré-
coluna Borate-Trap™, Fabricante: Dionex, Dimensdes: 4x50 mm, Lote: 010-04-068;
Pré-coluna Carbo Pac™ PA20, Fabricante Dionex, Dimensées: 3x30 mm, Lote: 013-
10-043; Pré-coluna lonPac™ AG11, Fabricante: Dionex, Dimensées: 2x50 mm, Lote:
011-15-063.

3.3 Padrdes e reagentes

Acetato de Sddio PA, marca: Merck, lote: AM0583568335; Acido cloridrico
37%, marca: Merck, lote: K38536817812; Acido fosférico PA, marca: Fluka, lote:
BCBH6042V; Fosfato de sddio monobasico dihidratado PA, marca: Sigma-Aldrich,
lote: SZBE1130V; Hidréxido de Potassio PA, marca: Fluka , lote: BCBC2101; Padrédo
de identificacdo de heparina sédica, Origem: USP, lote: G1L413; Padrdo de heparina
sbédica para adequacdo do sistema, Origem: USP, lote: FOH211; Padrdo de DS,
Origem: USP, lote: GOM092; Padrédo de OSCS, Origem: USP, lote: HOM191; Padrao
de Galactosamina, Origem: USP, lote: GOL378; Padrdo de Glicosamina Origem:
USP, lote: GOM183; Perclorato de sodio monohidratado PA, marca:Fluka, lote:
BCBQ5742V; Solucdo de hidroxido de sodio 50%, marca: Merck, lote:
B0763493206. Oxido de deutério, marca: Sigma Aldrich; Sal A&cido
trimetilsililpropiénico deuterado de sodio (TSP), marca: Sigma Aldrich; Agua

deionizada.

3.4 Amostras

As amostras de produto acabado de Hep e HBMM foram adquiridas junto aos
produtores, com o auxilio do Nucleo Técnico de Medicamentos Biologicos/INCQS.

Foram realizadas analises em sete amostras de heparina sddica, identificadas
por numeros de acordo com lote, fabricante, origem, poténcia biol6gica e data de

validade como apresentado na Tabela 1.



Tabela 1 - Descricado das amostras de hep adquiridas para o estudo.

Amostra Origem Concentracdo Excipientes Apresentacéo
Agua para Ampola
1 5000 UI/0,25 mL ~ ~94a P contendo 0,25
Injecéo
mL
Frasco de
2 5000 UI/ mL vidro contendo
5mL
Cloreto de Frasco de
3 5000 UI/ mL sodio, vidro contendo
alcool 5mL
benzilico, Frasco de
4 Suina 5000 Ul/ mL agua para vidro contendo
injetaveis 5mL
Frasco de
5 5000 UI/ mL vidro contendo
5mL
Agua para Ampola
6 5000 UI/0,25 mL ~ ~94a P contendo 0,25
Injecdo
mL
Agua para Ampola
7 5000 UI/0,25 mL ~ ~dydPara . hiendo 0,25
Injecao mL

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

3.4.1 Desenvolvimento de protocolo de dessalinizacdo de amostra
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Trés protocolos de andlise foram testados para dessalinizacdo das amostras,

utilizando a coluna HiTrap™, o ultra filtro de Microcon® e a coluna Micro Bio-Spin®.

3.4.1.1 Protocolo de dessalinizacdo com a coluna HiTrap™

A figura 14 evidencia o sistema montado de seringa mais a coluna HiTrap™,

onde o analito é inserido em uma seringa e esta € entdo acoplada na coluna, a

eluicdo ocorre por meio da pressao exercida pelo émbolo da seringa.



61

Figura 14 - Sistema montado com a coluna HiTrap™.

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

As etapas de dessalinizacdo com a coluna HiTrap™ s&o vistas na figura 15,
por se tratar de uma coluna de exclusdo molecular, espera-se que a heparina
interaja mais com a fase estaciondria, sendo necessario utilizar a agua para carrear

0 analito.

Figura 15 - Etapas de dessalinizacdo com a coluna HiTrap™.

Adicionar 1 mL de Adicionar 2 mL de
Ativar a coluna com amostra agua purificada do
20 mL de 4gua eRecolher a Fragdo 1 tipo | para carrear a
deionizada amostra

eRecolher a Fragdo 2

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

A fracdo de interesse € a de numero 2, no entanto foram preparadas duas

solugdes, uma com a fracédo 1 e a outra com a fragao 2.
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3.4.1.2 Protocolo de dessalinizacdo com o ultra filtro Microcon®

A Figura 16 apresenta o esquema do processo de dessalinizacao utilizando o
ultra-filtro de Microcon®. Na primeira etapa, o ultra filtro € ativado com &gua
deionizada para saturar os poros, a fim de que se possa adicionar a amostra para
posteriormente ser submetida a centrifugacéao.

Devido o ultra filtro promover uma recuperacdo rapida da amostra,
concentrando-a, 0s excipientes contidos na preparacao transpassam a membrana e
sdo armazenados no eppendorf, enquanto que a amostra fica retida devido a faixa
de separacao do ultra-filtro ser igual a 10 kDa (Figura 17).

Na ultima etapa a amostra € lavada com agua deionizada. De forma a avaliar
a eficiéncia deste procedimento foi realizado testes com uma, duas e cinco etapas

de lavagem consecutivas.

Figura 16 - Esquema do processo de dessalinizag&o a partir de filtros de Microcon®.

Centrifugagio
por30dmina
10000 mpm,

Retirada da dgua e
adigdo da amostra

e Adicaode *0,300 mL de
0,500 mL de 0,500 ml de agua Mili-Q
agua Mili-Q amostra
Ativgr;éo ds Lavagem da amostra
mem ranae o retida no filtro
Amicon
Centrifugagio

por30dmina
10000 mpm.

Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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Figura 17 - Sistema de dessalinizacdo montado composto de eppendorf de 1,5 mL e
Microcon® de 0,5 mL, apds o processo a amostra fica retida no Microcon® enquanto
0s sais transpassam o filtro.

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

3.4.1.3 Protocolo de dessalinizagcdo com a coluna Bio Spin®

O fenbmeno de separacdo da coluna Micro Bio Spin® é de exclusao
molecular, portanto, os excipientes com pequenas moléculas ficam retidos nos poros
da coluna e a Hep com maior facilidade de eluicdo pode ser recolhida facilmente no
eppendorf apos o processo de centrifugacao (Figura 18).

A figura 19 representa as etapas de dessalinizacdo submetidas na amostra, e
neste caso, ndo ha necessidade de lavar o sistema com agua. A coluna satura com
75 uL de amostra, portanto, € necessario realizar este procedimento algumas vezes

para que se tenha o volume necessario para preparar a solucao.
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Figura 18 - Sistema de dessalinizacdo pela coluna Micro Bio-Spin®

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Figura 19 - Esquema de dessalinizacdo com coluna Micro Bio-Spin®

eCentrifugagdo por 2 min a 10000 rpm )
eAdigdo de 75 pL de dgua deionizada do Tipo |
ETAPA 1: eCentrifugacdo por 2 min a 10000 rpm
Remover *Remocdo do excedente eluido no eppendorf
tamp3o salino J

eAdigdo de 75 pL de amostra
ETA¥A 2. | “Centrifugacdo por 2 min a 10000 rpm
Rinsar a coluna| ¢Pescartar eppendorf
com amostra )

eAdigdo de 75 pL de amostra
ET 3 eCentrifugagdo por 2 min a 10000 rpm

Recolher *Remogdo amostra do eppendorf para frasco de armazenamento
amostra *Estes procedimentos foram realizados por aproximadamente onze vezes
dessalinizada

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

O preparo de solucdo a partir dos trés tipos de dessalinizacdo seguiu a
converséo teodrica apresentada na THE UNITED (2012), de que 180 Ul equivale a 1
mg de heparina sodica. Em todos os casos, foi submetido 20 mg/mL de padrdo USP

de heparina sddica as mesmas condi¢des que as amostras.
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3.5 Método cromatografico para identificacdo de heparina, dermatan sulfato e

condroetina supersulfatada em formulagdes de heparina sédica suina .

3.5.1 Perfil cromatogréafico de DS, Hep e OSCS

Foram preparadas trés solu¢des padrdo USP distintas: 1 mL de Hep Sddica
20 mg/mL; 1 mL de DS 1 mg/mL e 1mL de OSCS 1 mg/mL, conforme figura 20.

3.5.2 Preparo de solugéo de adequacao do sistema

Foi preparada 3 mL de solucdo padrdo USP contendo 1 mL de DS, 1 mL de
Hep e 1 mL de OSCS nas concentracdes de 10; 20; 10 mg/mL, respectivamente. A
solucao foi diluida em agua deionizada, e seis inje¢cBes foram realizadas conforme

figura 20.

3.5.3 Protocolo de preparo da amostra com procedimento da coluna Micro Bio-
Spin®

1 mL de amostra foi submetida a dessalinizacdo com a coluna Micro Bio-
Spin®, seguida de secagem pelo aparelho Speed Vac sem aquecimento com vacuo
de 0,1 torr e trap na temperatura de -90°C. O sélido seco foi pesado e reconstituido

com agua deionizada para a concentracdo de 20 mg/mL, conforme figura 20.
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Figura 20 - Esquema do preparo de solucdo padrédo para avaliagdao do perfil
cromatografico; Preparo da solu¢cdo de adequacdo do sistema analitico e; Preparo
da amostra para o método de identificacdo cromatografica.

1 mL de Hep 20
Preparo de padréo mg/mL

para avaliagao do > 1 mLde DS 1 mg/mL
perfil cromatografico 1 mL de OSCS 1

mg/mL
Preparo de 3 mL de 1mLde DS 10 m
. - 5 g/ mL, 1 mLde
solugao de; adequagao Hep 20 mg/mL e 1 mLde OSCS
do sistema 10 mg/mL
1. 1 mL de amostrafoi submetida a dessalinizacao
Preparo de . . )
amostra com a coluna Micro Bio-Spin®

2. Secagem pelo Speed Vac sem aquecimento com
vacuo de 0.1 VAC e trap na temperatura de -
90°C
3. Pesagem e reconstituicdo com agua deionizada
para a concentracdo de 20 mg/mL

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

3.5.4 Condi¢cdes Cromatograficas baseadas na Farmacopeia americana (THE
UNITED, 2012)

A Farmacopeia americana mais atualizada (THE UNITED, 2016g) difere da
THE UNITED (2012) pelo uso de pré-coluna e coluna com especificacbes de
dimensdo, tamanho de particulas e diametro de poros, no entanto a fase
estacionaria € semelhante. Como a pré-coluna e coluna a disposicdo eram as
mesmas encontradas na farmacopeia americana (THE UNITED, 2012), basearemos
as condi¢des cromatogréficas a esta versao do compéndio.

Coluna analitica lonPac™ AS11, Fabricante: Dionex , Dimensdes: 2x250 mm,
Lote: 011-15-063; Pré-coluna lonPac™ AG11, Fabricante: Dionex, Dimensdes: 2x50
mm, Lote: 011-15-063; Temperatura do Forno: 40°C; Eluentes: Fase A - Dihidrogeno
fosfato de sd6dio monobasico a 2,6 mM; Fase B - Dihidrogeno fosfato de sodio

monobasico a 2,6 mM e perclorato de sddio monohidratado a 1,0 M; Ambas as fases
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sdo ajustadas a pH 3,0 com &cido fosférico 3,3 M. Apds devem ser filtradas e
degaseificadas; Modo de eluicdo: Gradiente (Tabela 2); Fluxo: 0,22 mL/ min; Volume
de injecdo: 10 uL; Deteccao: UV em 202, 215, 254, 276 nm; Tempo de Corrida: 75

min. As condi¢cBes cromatogréaficas foram resumidas na figura 21.

Figura 21 - Condi¢des cromatograficas do método de identificacao.

Cpluna e Coluna analitica lonPac™ AS11, e Pré-
pre-coluna coluna lonPac™ AG11
Temperatura o Volume de :
do forno 40°C injecao 10wt

Fase A - Dihidrogeno fosfato de sédio
Elue_ntes -3 monobasicoa 2,6 mM;

(gradiente) Fase B - Dihidrogeno fosfato de sédio
monobasico a 2,6 mM e perclorato de sodio
monohidratado a 1,0 M; Ambas as fases sao
ajustadas a pH 3,0 com acido fosforico 3,3 M.

0,22 Deteccao 202, 215,
mL/min arranjo de 3 254, 276 nm

fotodiodos

Fluxo —_>

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Tabela 2 - Eluicdo programada por gradiente.

Tempo Fase movel A Fase movel B
(min) (%) (%)
0 80 20
60 10 90
61 80 20
75 80 20

Fonte: (THE UNITED, 2012).

Todas as solugbes preparadas foram injetadas em triplicata no cromatografo

de alta eficiéncia e os resultados obtidos processados no software Chromeleon (c)

Dionex 1996-2006, versao 6.80.
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3.5.5 Seletividade

Para o teste de seletividade foi preparado branco (dgua deionizada), padrao
de heparina 20 mg/mL e de DS 10 mg/mL e amostra em trés condi¢cbes distintas:
Amostra a 20 mg/mL (12 Condicdo); Amostra a 20 mg/mL com adicao de padréo de
heparina USP a 2,5 mg/mL (22 Condi¢cdo); e Amostra a 20 mg/mL com adicdo de
padrdao de DS USP a 1,25 mg/mL (32 Condicdo). O branco e a amostra foram
dessalinizados seguindo o protocolo da coluna Micro Bio Spin®. Para cada solu¢do
foram realizadas trés injecdes, e os tempos de retencdo foram avaliados. Os

procedimentos foram resumidos na figura 22.

Figura 22 - Procedimento experimental para validacdo do método cromatografico de
identificacéo.

2 mL de padréo USP : 1 mL de Hep 20 mg/mLe 1 mLde DS
10 mg/mL

1 mL de Branco

Aqua deionizada Dessalinizados com o protocolo da
(g ) \ coluna Micro Bio-Spin®, seguido de

secagem pelo aparelho Speed Vac
sem aquecimento com vacuo de 0.1

VAC e trap na temperatura de -90°C,
1 mL de Amostra com posterior pesagem.

1 mL de Branco

, —_— Reconstituido com 1 mL de Agua
(Agua deionizada) J

deionizada

1 mL de Amostra 3 Reconstituido com~Agua deionizada
para concentragao de 20 mg/mL

12 Condigdo: Amostraa 20 mg/mL

22 Condicao: Amostra a 20 mg/mL com
1 mLde Amostra = — adicao de padrao de heparina USP a 2,5
mg/mL com agua deionizada

3?2 CondigadoAmostraa 20 mg/mL com
- adicdo de padrao de DS USP a 1,25 mg/mL

Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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3.6 Método para identificagcdo de heparina, dermatan sulfato e condroetina
supersulfatada em formulagdes de heparina sddica suina a partir da

ressonancia magnética nuclear.

3.6.1 Preparo de Solucao Padréo

Foi preparado 1 mL de Solugdo Padrdo de DS, Hep e OSCS nas
concentracfes de 1 mg/mL, 20 mg/mL e 1 mg/mL em éxido de deutério com 0,02%

(m/m) de acido trimetilsililpropionico (TSP), conforme figura 23.

3.6.2 Preparo de Solugdes Amostra e Branco

A solucdo branco composta de agua deionizada, assim como as amostras
foram dessalinizadas a partir do protocolo da coluna Micro Bio-Spin®, seguido de
secagem pelo aparelho Speed Vac sem aquecimento com vacuo de 0,1 torr e trap
na temperatura de -90°C. Por ultimo, as solu¢des amostra e branco foram pesadas e
reconstituidas com oOxido de deutério contendo 0,02% (m/m) de &cido
trimetilsililpropidnico (TSP) para a concentragéo de 20 mg/mL. Procedimentos estes
resumidos na figura 23.
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Figura 23 - Procedimentos experimentais para o método espectrométrico.

1 mL de Solugao padréao USP DS 1
mg/mL

Em oxido de deutério
1 mL de Solugao padrao USP Hep com 0,02% (m/m)de

20 mg/mL acido
trimetilsililpropiénico

1 mL de Solugao padrao USP (TSP).

OSCS 1 mg/mL _

1 mL de Branco

(Agua deionizada) \ Dessalinizados com o protocolo da
coluna Micro Bio-Spin®, seguido de

secagem pelo aparelho Speed Vac
sem aquecimento com vacuo de 0.1

VAC e trap na temperatura de -90°C,
1 mL de Amostra com posterior pesagem.

ImLdeBranco ' _o ' Reconstituido com 1 mL de oxido de
(Agua deionizada) deutério contendo 0,02% (m/m) de TSP

Reconstituido com éxido de deutério
contendo 0,02% (m/m) TSP

1 mL de Amostra > para concentragéo de 20 mg/mL

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

3.6.3 Condi¢cbes Espectrométricas

As condi¢gBes espectrométricas foram baseadas na Farmacopeia Americana

(THE UNITED, 2016g), sendo os parametros ajustados conforme tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢cbOes espectrométricas baseadas na Farmacopeia Americana (THE
UNITED, 2016g).

Modo RMN pulsado com transformagéo de Fourier (TF)
Frequéncia Acima de 500 MHz
Temperatura 25°C

Decaimento livre da inducéo (FID)  Acima de 16 scans, pulso de 90° e delay de 20-s

Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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O sinal de TSP foi estabelecido como zero ppm e 0s espectros foram
coletados em uma janela espectral de 10 a 2 ppm e os resultados interpretados.

3.7 Método para a determinacédo do limite de galactosamina em hexosaminas

totais presentes em formulagdes de heparina sédica suina.
3.7.1 Preparo de solucdo de adequacéo do sistema

Para o preparo da solucdo de adequacdo do sistema foram feitas duas
solugdes: Solugcédo padrdao USP de 1,6 mg/mL glicosamina em 5N &cido cloridrico e
solucéo padréo USP de 16 pg/mL galactosamina em 5N de &cido cloridrico. Em um
tubo de ensaio com rosca, sdo adicionados volumes iguais de solucdo de
glicosamina e galactosamina, e entdo esta solucdo final é denominada adequacéao
do sistema. Por ultimo, 5 mL desta solucdo sao hidrolisados por 6h a 100°C e apoés
arrefecido, diluido com agua deionizada na proporcdo de 1:100. A injecao foi feita

em triplicata e a figura 24 resume os procedimentos descritos.

Figura 24 - Procedimento experimental para o preparo de solucdo de adequacéo do

sistema para 0 método de ensaio limite.

As solugdes
foram unidas em
um tubo de rosca

FARMACOPEIA e hidrolisados
AMERICANA (2016): por 6h a 100°C

1,6 mg/mL em estufa

2,5 mL de Solug&o padrdo USP de / l

galactosamina em HCI 5N

2,5 mL de Solugio padrdo USP de
glicosamina em HCI 5N

FARMACOPEIA
AMERICANA (2016):
16pg/mL
Injetado Diluido 1:100 com
em €——  4agua deionizada
triplicata

Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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3.7.2 Protocolo de preparo da amostra com procedimento da coluna Micro Bio-
Spin®

As amostras foram dessalinizadas a partir do protocolo da coluna Micro Bio-
Spin ®, secadas pelo aparelho Speed Vac sem aquecimento com vacuo de 0,1 torr e
trap na temperatura de -90°C; pesadas e reconstituidas conforme a proporcao da
THE UNITED (2016) cuja relacéo é de 12 mg de heparina sodica para 5 mL de 5N
de acido cloridrico. Estas solucdes foram hidrolisadas por 6h a 100°C e ao esfriarem
a temperatura ambiente, foram filtradas pela membrana Milipore Millex 0,22 um e
apos diluidas com agua deionizada na proporcdo de 1:100, de acordo com a figura
25.

Figura 25 - Procedimento experimental para o preparo de solucdo de branco e

amostra para o método de ensaio limite.

Dessalinizados com o protocolo da
100 pL de Branco coluna Micro Bio-Spin®, seguido de
(Agua deionizada) secagem pelo aparelho Speed Vac

sem aquecimento com vacuo de 0.1
/ VAC e trap na temperatura de -90°C
100 uL de Amostra com posterior pesagem.

100 pL de Branco
(Agu: deionizada) > Reconstituido com 1 mL de HCL 5N

100 puL de Amostra | =——> Reconstituida com HCL 5N para a
concentracao de 2,4 mg/mL

|

Diluido
Injetado 1:100 com Hidrélise em estufa a 100°C/6h,
em € agua <€——— seguida de filtragdo com a membrana
triplicata deionizada Milipore Millex 0,22 um

Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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3.7.3 Condic¢des Cromatogréficas baseadas na Farmacopeia americana (THE

UNITED, 2016)

Coluna analitica Carbo Pac™ PA20, Fabricante: Dionex, Dimensdes:

3x150mm, Lote: 004-27-105; Pré-coluna Amino-Trap'™, Fabricante: Dionex,

Dimensdes: 3x30 mm, Lote: 011-15-131; Pré-coluna Borate-Trap'™, Fabricante:
Dionex, Dimensdes: 4x50 mm, Lote: 010-04-068; Pré-coluna Carbo Pac™ PAZ20,

Fabricante Dionex, Dimensdes: 3x30 mm, Lote: 013-10-043; Temperatura do Forno:

30°C; Eluentes: Fase de eluicdo - 14 mM Hidréxido de potassio, Fase de limpeza —

100 mM de Hidréxido de potéassio, Ambas as fases foram filtradas e degaseificadas;

Modo de eluicdo: Isocréatico (Eluicdo por 10 min com fase de eluicdo, limpeza da

coluna por 10 min com fase de limpeza e equilibracdo com 10 min de fase de elui¢do

entre cada inje¢édo; Fluxo: 0,50 mL/ min; Volume de injecdo: 10 plL; Deteccao:

Amperomeétrico Pulsado, seguindo a programacéo da Tabela 4.

Tabela 4 - Programacdo da célula amperométrica de prata/ouro especifica para

polissacarideos.

Nivel Tempo (min) Potencial (V) Integracao

1 0,00 +0,1 -

2 0,20 +0,1 Comeco
3 0,40 +0,1 Final

4 0,41 -2,0 -

5 0,42 -2,0 -

6 0,43 +0,6 -

7 0,44 -0,1 -

8 0,50 -0,1 -

Fonte: (THE UNITED, 2016)

Todas as solugbes preparadas foram injetadas em triplicata no cromatografo

de alta eficiéncia e os resultados obtidos processados no software Chromeleon (c),

versao 7.00.
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3.7.4 Condic¢des Cromatogréficas baseadas no trabalho de ITOH (2013)

Coluna analitica Carbo Pac™ PA1, Fabricante: Dionex, Dimensdes: 4x250
mm, Lote: 010-21-192; Pré-coluna Amino-Trap™, Fabricante: Dionex, Dimensdes:
3x30 mm, Lote: 011-15-131; Pré-coluna Borate-Trap'™, Fabricante: Dionex,
Dimensodes: 4x50 mm, Lote: 010-04-068; Temperatura do Forno: 30°C; Eluentes:
Fase de eluicdo — 8 mM Hidréxido de sodio, Fase de limpeza — 1 M de Acetato de
Sadio, ambas as fases foram filtradas e degaseificadas; Modo de eluicao: Isocratico
(Eluicdo por 11 min com 8mM de hidréxido de sodio. A limpeza da coluna é
realizada conforme mostrado na tabela 5 com a propor¢cdo de 60% de 8mM de
hidroxido de sédio e 40% de 1M de acetato de sbdio, entre as injecfes é feito
equilibracdo com 10 min de fase de elui¢édo); Fluxo: 1,0 mL/ min; Volume de injecao:
5 uL; Deteccdo: Amperométrico Pulsado, seguindo a programacdo da Tabela 6;

Tempo de Corrida: 11 min.

Tabela 5 - Programacéao da eluicéo.

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase movel B (%)

-10,0 100 0

0 100 0
11,0 100 0
11,1 100 0
36,1 60 40
50,1 60 40
50,2 100 0
60,0 100 0

Fonte: (ITOH, 2013).
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Tabela 6 - Programacdo da célula amperométrica de prata/ouro especifica para

polissacarideos.

Nivel Tempo (min) Potencial (V) Integracao

1 0,00 +0,1 -

2 0,20 +0,1 Comeco
3 0,40 +0,1 Final

4 0,41 -2,0 }

5 0,42 -2,0 -

6 0,43 +0,6 -

7 0,44 -0,1 -

8 0,50 -0,1 -

Fonte: (ITOH, 2013).

As amostras foram injetadas em triplicata no cromatégrafo de alta eficiéncia e

0os resultados obtidos processados no software Chromeleon (c) 7.0. A tabela 7

evidencia as diferencas experimentais dos dois métodos de ensaio limite abordados

neste trabalho.

Tabela 7 - Diferencas entre os métodos de ensaio limite.

Condicdes Farmacopeia Americana ITOH (2013)
cromatograficas (2016)
Coluna e pré-coluna Coluna analitica Carbo Coluna analitica Carbo
Pac™ PA20, Pré-coluna Pac™ PA1, Pré-coluna
Amino-Trap™ Pré-coluna Amino-Trap™ e Pré-coluna
Borate-Trap™ e Pré-coluna Borate-Trap™
Carbo Pac™ PA20
Temperatura do forno 30°C
Volume de injecdo 10 mL 5mL
Eluicdo isocratica KOH 14 mM NaOH 8mM
Etapa de limpeza KOH 100 mM 60% NaOH 8mM + 40%
NaAc 1M
Fluxo 0,50 mL/min 1,00 mL/min
Deteccéo Amperométrica pulsada com programacéao especifica para

polissacarideos

Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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3.7.5 Seletividade

Para este ensaio foi utilizado amostra de enoxaparina sédica em duas
condigbes distintas: 2,0 mg/mL HBMM sem adicdo de galactosamina e com adi¢éo
de 0,20 mg/mL de galactosamina. E estas solu¢cdes foram comparadas com a
solucédo padrédo de 0,20 mg/mL de galactosamina e 0,98 mg/mL de glicosamina e
com o branco composto de agua deionizada.

A amostra e o branco foram dessalinizados pelo protocolo da coluna Micro
Bio Spin®, secados no Speed Vac, com pressdo 0,1 Vac, temperatura ambiente,
trap a -90°C por 4h. E entdo foi ressuspendidos em acido cloridrico 5N para
concentracdo de 2,0 mg/mL, os padrdes também foram diluidos em HCI 5N. Todas
as solucgdes foram hidrolisadas a 100°C por 6h, arrefecidas a temperatura ambiente
e diluidas 1:100 com agua deionizada, posteriormente foram injetadas em triplicata e
os tempos de retencao foram avaliados. A figura 26 evidencia os procedimentos de

forma resumida.

Figura 26 - Procedimento experimental para analise de seletividade do método

cromatografico de ensaio limite

2 mLde 1 mL de galactosamina 0,20
solucéo mg/mL e 1 mL de glicosamina
padrdo USP 0,98 mg/mLem HCI 5N
100 uLde | |
Branco (agua
deionizad
eionizada) 1. Dessalinizagao pelo protocolo da
100 pL de T coluna Micro BioSpin®
Amostra de 2. Secagem pelo Speed Vac

enoxaparina
sédica




Continuacéo da figura 26

100 uL de
Branco (agua > Reconstituigdocom 1 mLde HCI 5 N
deionizada)
100 puL de
Amostrade | Pesageme reconstituigao com HCI 5 N
enoxaparina para concentragao de 2,0 mg/mL
sodica J

12 Condigao: 27 Condicgao:
1 mL de HBMM 2,0 mg/mL 800 pL de HBMM 2,0 mg/mL com

sem adigdo de galactosamina adicdo de 200 pL de galactosamina
0,20 mg/mLem HCL 5N

1 mL de Branco

1 mL de Amostra

na 12 Condigdo Hidrélise em estufa a 100°C/6h,
seguida de filtracdo com a membrana
1 mL de Amostra Milipore Millex 0,22 um

na 22 Condic¢éo

1 mL de Padrao

Injetado Diluido 1:100 com &gua
em deionizada
triplicata

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

3.7.6 Teste de limite de deteccédo (LD)
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Foi preparada a solugcédo 1, contendo 0,80 mg/mL de galactosamina e 0,98

mg/mL de glicosamina em &cido cloridrico 5N e a partir desta, foram realizadas

diluicdes seriadas de acordo com a tabela 8. Posteriormente, seguiu 0 processo de

hidrolise a 100°C por 6 horas. ApoOs este periodo as solucbes foram arrefecidas e

diluidas em agua deionizada na proporcédo 1:100. Para cada concentracdo foram

realizadas trés injecfes, na figura 27 € possivel avaliar o procedimento descrito de

forma resumida.



Tabela 8 - Solu¢bes preparadas de padréo de galactosamina e glicosamina.

Solucéo Padréo de Padréo de

galactosamina glicosamina
1 0,80 mg/mL 0,98 mg/mL
2 0,40 mg/mL 0,49 mg/mL
3 0,20 mg/mL 0,25 mg/mL
4 0,10 mg/mL 0,13 mg/mL
5 0,05 mg/mL 0,06 mg/mL
6 0,03 mg/mL 0,03 mg/mL
7 0,01 mg/mL 0,02 mg/mL

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Figura 27 - Procedimento experimental para analise do LD para o método
cromatografico de ensaio limite.

Solugdo 2: 2 mL de Solugdo padrdao USP de galactosamina\
0,40 mg/mL e de glicosamina 0,49 mg/mL em HCI 5N

1 mL Solugao 3: 2 mL de Solugao padrao USP de galactosamina
0,20 mg/mL e de glicosamina 0,25 mg/mL em HCI 5N \

Solugéo 4: 2 mL de Solucéo padrao USP de galactosamina
0,10 mg/mL e de glicosamina 0,13 mg/mL em HCI 5N

Solugao 5: 2 mL de Solugao padrao USP de galactosamina \

Solugéo 1: . 5
2 mL de Solucéo 0,05 mg/mL e de glicosamina 0,06 mg/mL em HCI 5N
padréo USP de Solugao 6: 2 mL de Solugao padrdo USP de galactosamina \

galactosamina
0,80 mg/mL e de

glicosamina 0,98 | gpluggo 7: 2 mL de Solucdo padrdo USP de galactosamina\

\mg/mgﬁm HC') 0,01 mg/mL e de glicosamina 0,01 mg/mL em HCI 5N

0,03 mg/mL e de glicosamina 0,03 mg/mL em HCI 5N

Todas as solugées preparadas foram
submetidas a hidrolise e diluigao conforme
condicoes ja citadas

Fonte: (DO AUTOR, 2018).



22

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os protocolos de preparo de amostra foram analisados no método
cromatografico de identificacdo de heparina, dermatan sulfato e condroetina

supersulfatada

4.1 Método para identificagdo cromatografica de heparina, dermatan sulfato e

condroetina supersulfatada em formulacdes de heparina sdédica suina

O método contido na THE UNITED (2012) referente a matéria-prima de
heparina sddica foi utilizado como base para esta pesquisa, 0 objetivo desta analise
foi identificar a presenca de DS, Hep e OSCS, cuja ordem de eluicdo é 20, 30, e 50
min, para dermatan sulfato, heparina e condroetina supersulfatada, respectivamente,
segundo o compéndio.

Os resultados deste trabalho apresentaram a mesma ordem de eluicdo que a
descrita na farmacopeia americana (THE UNITED, 2012) com pequenas alteracfes
no tempo de retencdo, sendo 18 min para DS, 25 min para hep e 44 min para
OSCS, como podem ser observados nos cromatogramas das figuras 28-a,29-a e 30-

a; respectivamente.
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Figura 28 - Cromatograma referente a injecdo de 10 uL do padrdo USP de DS 1
mg/mL nos comprimentos de onda de 202 nm (A), 215 nm (B), 254 nm (C), 276 nm
(D). Sistema cromatografico com coluna de troca iénica e detector de arranjo de
fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C, Volume de injecdo: 10 uL, Tempo de
Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Figura 29 - Cromatograma referente a inje¢do de 10 uL do padrédo USP de Hep 20
mg/mL nos comprimentos de onda de 202 nm (A), 215 nm (B), 254 nm (C), 276 nm
(D). Sistema cromatografico com coluna de troca ibnica e detector de arranjo de
fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C, Volume de inje¢édo: 10 uL, Tempo de
Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).



80

Figura 30 - Cromatograma referente a injecdo de 10 uL do padrédo USP de OSCS 1
mg/mL nos comprimentos de onda de 202 nm (A), 215 nm (B), 254 nm (C), 276 nm
(D). Sistema cromatografico com coluna de troca iénica e detector de arranjo de
fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C, Volume de injecdo: 10 uL, Tempo de
Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

O DS possui grau de sulfatacdo menor do que a Hep, por isso sua afinidade
com a coluna cromatografica € menor também, enquanto a OSCS, por ser altamente
sulfatada, elui por dltimo devido a quantidade de grupos sulfatos estar diretamente
relacionada a maior afinidade com a coluna cromatografica (HASHII, 2010).

Na faixa de 202 a 215 nm pode ser observado um perfil cromatogréafico
caracteristico aos GAGs, refletindo sua natureza heterogénea, formada por misturas
complexas de moléculas com grande variacdo na massa molar. Embora 0s nimeros
de dissacarideos variem de cadeia para cadeia dando origem a uma grande
dispersdo de moléculas com massa molar distinta, as propriedades quimicas
continuam semelhantes, promovendo uma eluigio com um Unico sinal
extremamente assimétrico (TREHY, 2009).

A deteccdo em 202 nm é uma desvantagem deste método, pois outras

espécies além das substancias de interesse podem absorver interferindo na



81

eficiéncia do método. E o caso do perclorato de sodio contido na fase movel e
responsavel pela crescente linha de base (CHMIELEWSKI, 2011).

A substituicdo de perclorato de sodio por cloreto de sodio na fase movel, por
exemplo, ndo altera a inclinacdo, permanecendo semelhante perfil cromatogréafico
como visto no trabalho de TREHY (2009).

Ainda que comprimentos de ondas maiores diminuam a inclinagdo na linha de
base, € possivel reparar a diminuicdo da sensibilidade na deteccédo das espécies de
interesse. A literatura aponta que o uso do detector de UV nos comprimentos de
onda inferiores a 220 nm causa um aumento substancial da linha de base, em
contrapartida, leituras acima deste comprimento de onda ocasionam perda
significativa de sensibilidade para as espécies avaliadas em virtude da diminuicdo de
absortividade. Os resultados apresentados neste trabalho, na faixa de 254 e 276 nm,
comprovam a diminuicdo do fator resposta para os analitos (TREHY, 2009;
CHMIELEWSKI, 2011)

4.1.1 Desenvolvimento de protocolo de preparo de amostra para a andlise

cromatografica

A andlise dos trés protocolos de preparo de amostra foi feita com o método

para identificacdo de heparina, dermatan sulfato e condroetina supersulfatada.

4.1.1.1 Protocolo de preparo de amostra com a coluna HiTrap™

A coluna HiTrap™ é recheada por gel de SephadexTM G-25, a qual promove
separacdo atraves do fendbmeno de exclusdo molecular com um limite de excluséo
na faixa de 5 kDa, ou seja, moléculas menores séo retidas com maior facilidade e as
maiores sao eluidas rapidamente. Logo, espera-se que a heparina, cuja massa
molar varia entre 12-15 kDa, seja separada dos demais excipientes de forma
bastante eficiente (GE HEALTHCARE, 2007).

A figura 31 mostra o cromatograma da amostra 4 testada com o procedimento
da coluna HiTrap™ e apenas um sinal cromatogréfico foi observado para a fragéo 2,

no tempo de 2 min. Este perfil € semelhante ao visto para o padrdo de heparina
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sbédica submetido as mesmas condi¢bes, sendo o sinal em 2 min com menor

intensidade.

Figura 31 - Cromatograma referente a amostra 4 testada com o procedimento da
coluna HiTrap™. Sistema cromatografico com coluna de troca iénica e detector de
arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C, Volume de injecdo: 10 L,
Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.

200170 ; WVL 202 nm
1 0: Llo Yo
] Tﬁ traboratoNa: 0,0 %

Absorbance [mAU]

Fosfato Na 1H20+NaCIO4+H3PO4: 20,0 % 200
:‘ Flow: 220 ul/min

min
-30—————— TR~ T Y el S ] ) P I L T [ [ (e ) S v o RS S TR
0.0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 75,0

Retention Time [min]

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

HASHII (2010) fez uma abordagem de andlise de GAGs por cromatografia de
fraca troca idnica com deteccdo a 202 nm e em seus cromatogramas observou-se
pequenos sinais em torno de 2 min, que nao foram discutidos. Considerando que
seus estudos foram feitos com matéria-prima de heparina calcica, sugere-se que 0s
excipientes do produto acabado analisado no presente trabalho podem contribuir
com a intensidade do sinal nessa regiao.

Com o objetivo de descartar este procedimento, avaliou-se a fracdo 1 e esta
apresentou sinais cromatograficos com pouca intensidade proximo ao volume morto
do sistema cromatografico, ndo sendo possivel identificar o pico referente a
heparina. Provavelmente a coluna retém o analito e a agua ndo é uma fase movel
eficiente para eluicdo. Segundo o protocolo GE HEALTHCARE (2007), para

substancias muito carregadas pode haver a necessidade do uso de um tampéao
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salino para a eluicdo das espécies, contrapondo o objetivo do processo que é retirar
0S sais.

4.1.1.2 Protocolo de preparo de amostra com os ultra-filtros de Microcon®

O teste com o ultra-filtro de Microcon® foi realizado com padrdo sem
tratamento (Figura 32) e com uma lavagem (Figura 33), além de ser subdividido em
trés condicbes para a amostra: Volumes iguais da mesma amostra foram

submetidos a uma, duas e cinco etapas de lavagens, conforme figuras 34, 35 e 36,
respectivamente.

Figura 32 - Cromatograma do padrdo de heparina sem tratamento. Sistema
cromatografico com coluna de troca ibnica e detector de arranjo de fotodiodos,
Temperatura do Forno: 40°C, Volume de injecdo: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e
Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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Figura 33 - Cromatograma do padrao de heparina submetido a dessalinizacdo pelo
protocolo do ultra-filtro de Microcon(R) lavado uma vez. Sistema cromatografico com
coluna de troca idnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno:
40°C, Volume de injecao: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Figura 34 - Cromatograma da amostra 4 submetida a dessalinizac&o pelo protocolo
do ultra-filtro de Microcon(R) lavada uma vez. Sistema cromatografico com coluna de
troca idnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C,
Volume de inje¢édo: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).



85

Figura 35 - Cromatograma da amostra 4 submetida a dessalinizacéo pelo protocolo
do ultra-filtro de Microcon(R) lavada duas vezes. Sistema cromatografico com coluna
de troca ibnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C,
Volume de injecdo: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Figura 36 - Cromatograma da amostra 4 submetida a dessalinizacéo pelo protocolo
do ultra-filtro de Microcon(R) lavada cinco vezes, Sistema cromatografico com
coluna de troca ionica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno:
40°C, Volume de injecéo: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.

| EU‘}T —— S = A e e e e e
et el . WVL:202 nm
' T raboratoNa; ¢.0%

160

]

- Absorbance [mAU]

50

|
!
-

1 ‘sfalo N El 1H20+NaCJO4+H&PO4 20 0 %
Flow 220 ullmm

0.0 160 200 300 . 400 500 €00 . 750

Fonte: (DO AUTOR, 2018).



86

A figura 37 evidencia o grafico referente a area do sinal cromatografico de DS
e heparina na amostra 4, além do sinal do padrdo de heparina sodica sem
tratamento e submetida a apenas uma lavagem, e fica claro que a perda de massa ¢é
diretamente proporcional a quantidade de etapas de lavagem que a amostra €
submetida, o sinal de DS que é pequeno na amostra, fica quase imperceptivel no
estudo com cinco lavagens.

Enquanto que o padrdo possui uma reducdo de 67% da area quando
submetido a uma lavagem, ndo julgamos necessario desenvolver a andlise do
padrdo com duas e cinco lavagens, pois jA haviamos constatado a falha neste

protocolo, assim sendo, preservamos o padrao escasso.

Figura 37 - Gréfico do estudo das etapas de lavagem da Amostra 4 com o ultra filtro
de Microcon®.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

A especificacdo do Microcon® esta relacionada com o parametro de massa
molar de corte (MMCO), ou seja, a capacidade da membrana em reter moléculas de
uma massa molar acima do especificado. O fabricante recomenda o uso de uma
membrana com massa molar de corte pelo menos duas vezes inferior a massa molar
do analito analisado (MERCK MILIPORE, 2013).
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Sendo os analitos da mesma classe dos glicosaminoglicanos, suas massas
molares variam entre 12 a 15 kDa, por outro lado, o uttra-filtro de Microcon®
utilizado possui MMCO na faixa de 10 kDa. Estes dados justificam a retencéo parcial
da amostra apOs sucessivas lavagens devido a proximidade entre as massas
molares e a faixa de separacgao do ultra-filtro (MERCK MILIPORE, 2013).

A perda de massa retira a credibilidade do método utilizando o Microcon® por
si sO, além disso, a adicdo de agua para lavagem da amostra acaba promovendo
diluicdes ndo controladas, as quais prejudicam os célculos acerca da concentracao

final injetada no cromatografo.

4.1.1.3 Protocolo de preparo de amostra com a coluna Micro Bio Spin®

No caso da coluna Micro Bio Spin®, a separacao das espécies ocorre pelo
fendbmeno de exclusdo molecular, com limite de exclusdo na ordem de 6 kDa, ou
seja, moléculas inferiores a esta massa molar ficam retidas nos poros de
poliacrilamida da coluna, enquanto as moléculas maiores ndo interagem ou
interagem pouco com a coluna, sendo eluidas primeiro (BIO RAD, 2000).

O procedimento com a coluna Micro Bio Spin® foi avaliado utilizando o
padrdo de heparina soédica sem tratamento (Figura 38), com tratamento de

dessalinizacdo (Figura 39) e a amostra 4 dessalinizada (Figura40).
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Figura 38 - Cromatograma do padrdo de heparina sem tratamento. Sistema
cromatografico com coluna de troca ibnica e detector de arranjo de fotodiodos,
Temperatura do Forno: 40°C, Volume de injecdo: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e

Fluxo: 0,22 mL/min.
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Figura 39 - Cromatograma do padrao de heparina submetido a dessalinizagéo pelo
protocolo da coluna Micro Bio Spin®. Sistema cromatografico com coluna de troca
idnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C, Volume de
injecdo: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Figura 40 - Cromatograma da amostra 4 submetida a dessalinizacéo pelo protocolo
da coluna Micro Bio Spin®. Sistema cromatogréafico com coluna de troca ibnica e
detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C, Volume de injecao:
10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Padrao sob as duas condi¢cdes e amostra foram injetados duas vezes cada e
a média das areas dos sinais cromatograficos sdo mostrados no grafico da Figura

41.
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Figura 41 - Grafico da area do sinais cromatograficos de Hep no padrédo e na
amostra no estudo da dessalinizagao utilizando a coluna Micro Bio Spin®.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

A fim de avaliar estatisticamente os resultados recorremos ao manual de
orientacbes do INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA (2010), pois a BRASIL (2017) apenas informa que deve ser usado
um nivel de significancia de 0,05% em testes estatisticos.

Os testes de Snedecor e Student foram utilizados para avaliar equivaléncia
entre os sinais do padrdo sem e com tratamento e entre os sinais do padrdo sem
tratamento e amostra 4 dessalinizada pela coluna Micro Bio Spin®. Os célculos
mostrados no APENDICE A mostram que existe equivaléncia entre os padrdes, em
contrapartida ndo ha& equivaléncia entre as areas de amostra e padrdo sem
tratamento (a=0,05%).

A falta de equivaléncia pode estar atribuida a conversédo tedrica entre
poténcia biologica e massa empregada neste método e baseado na Farmacopeia
americana (THE UNITED, 2012).

Para evitar a imprecisdo nos célculos de concentragéo foi adotada a secagem
e a pesagem da amostra apos o processo de dessalinizagédo. Portanto, a amostra foi
inserida no aparelho Speed Vac, secada a partir do processo de centrifugacdo sob

vacuo a temperatura ambiente, e pesada.
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Observa-se que 100 uL de amostras a 5000 Ul/mL equivalem, em média 1,57
(x 0,04) mg de heparina seca, enquanto que 100 uL de amostras 5000 UI/0,25 mL,
em meédia, sdo iguais a 2,62 (+ 0,23) mg de heparina seca.

Esses valores sdo importantes porque nao refletem a proporcionalidade das
concentracbes em poténcia biolégica/mg contidas na Farmacopeia americana (THE
UNITED, 2012), sendo necessario avaliar a massa experimental para que as
concentracdes das solucdes preparadas estejam corretas.

O sucesso neste Ultimo procedimento pode estar associado a auséncia de
etapas de lavagens com agua deionizada e ao limite da exclusdo molecular inferior
as massas molares dos GAGs, fazendo com que estes sejam eluidos rapidamente
pela pouca interacdo com a fase estaciondria, enquanto que moléculas menores,

como dos excipientes, fiquem retidas nos poros da resina.

4.1.2 Resultados da adequacao do Sistema Analitico

A adequacdo do sistema € mostrada no cromatograma da figura 42, obtido
por meio de injecdes da solucdo contendo DS, Hep e OSCS nas concentracdes de
20, 10 e 10 mg/mL, respectivamente. Fica claro que a Hep possui menor
absortividade que DS e OSCS, e essa diferenca € mais pronunciada em
comprimentos de ondas menores. Provavelmente devido a essas imposi¢coes, este

método ser adequado somente para a identificacdo (TREHY, 2009).
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Figura 42 - Cromatograma da solucédo de adequacéo do sistema contendo 10 mg/mL
de padrdo USP de DS, 20 mg/mL de padrédo USP de Hep e 10 mg/mL de padrao
USP de OSCS. Sistema cromatografico com coluna de troca ibnica e detector de
arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C, Volume de injecéo: 10 L,
Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

A Tabela 9 mostra os resultados de adequacdo do sistema ao ensaio
proposto. A ordem de eluicdo e o tempo de retencao (Tr) ficaram préximos ao
preconizado na Farmacopeia americana (THE UNITED, 2012), bem como o desvio

padréo relativo (DPR%) permaneceu na faixa aceitavel de no maximo 2%.
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Tabela 9 - Resultados de tempo de retencdo do ensaio de adequacdo do sistema
para as substancias DS, Hep e OSCS.

Injecéo DS Heparina OSCs
Tempo de retencdo  Tempo de retencdo  Tempo de retencéo

(min) (min) (min)

1 18,35 30,46 44,29

2 18,50 30,53 44,39

3 18,15 30,31 44,00

4 18,43 30,54 44,23

5 18,53 30,62 44,63

6 19,09 30,42 44,37
Média 18,51 30,48 44,32
Desvio padrao 0,32 0,11 0,21
Desvio padrao 1,71 0,35 0,47

relativo (%)

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

A oscilacdo no tempo de retencdo é um problema comum deste método,
alguns estudos padronizam o tempo de retencdo relativo como parametro de
identificacdo por causa deste agravo. Sabe-se que estas alteracbes podem ser
atribuidas ao uso de tampdes salinos, 0s quais promovem a diminuicdo da vida util
das colunas cromatograficas (TREHY, 2009).

A tabela 10 mostra os resultados de resolucdo das seis inje¢cdes da solucao
de adequacdo do sistema, e o parametro foi atendido em todas as replicatas. Pode
ser reparado que os sinais de DS e Hep sao bastante préximos, a concentracao de
20 mg/mL de Hep promove um decréscimo no tempo de retencdo se comparada
com uma solucdo de 5 mg/mL de Hep, promovendo esta resolu¢cdo pequena,
entretanto, a pouca absortividade de heparina a 202 nm impede a diminuicdo da
concentracdo (CHMIELEWSKI, 2011)
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Tabela 10 - Resultados de resolucdo das seis inje¢cdes da solucdo de adequacéo do
sistema.

Injecéo Resolucéo
DS/Hep Hep/OSCS
1 1,15 1,61
2 1,17 1,65
3 1,14 1,58
4 1,15 1,65
5 1,13 1,62
6 1,07 1,63

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Entretanto, os resultados a respeito da resolucdo estdo dentro do critério de
aceitacao preconizado na Farmacopeia Americana (THE UNITED, 2012), os quais
sao resolucao superior a 1,0 entre DS e heparina e 1,5 entre heparina e OSCS.

Os resultados satisfatérios para a adequacéo do sistema séo consideracfes

de suma importancia para dar prosseguimento a uma validagdo do método confiavel.

4.1.3 Resultados da validacdo do Método Analitico pelo parametro de seletividade

O ensaio foi realizado com o DS devido a sua semelhanca estrutural com
Hep cuja interferéncia na identificacdo dos analito € um fator complicante no método
analitico.

O perfil cromatografico da amostra de heparina sem adicdo padréo foi
comparada ao padrdo de DS+Hep e a amostra com adicdo padrdao de Hep e com
adicao padrdo de DS. As concentracdes de padrédo adicionadas na amostra foram as
mais diluidas possiveis acima do LD para comprometer a deteccao.

A Figura 43 mostra os cromatogramas usados para avalicdo da seletividade.
Pode-se observar que a solugcéo branco (Figura 43-A) ndo apresentou pico na regiao
do tempo de retencdo das substancias investigadas; em relacdo a solucdo padréo
(Figura 43-B) a absortividade de Hep decresce em maiores concentracdes de DS.
Nas Figuras 43-C/D observa-se aumento do sinal de Hep quando comparadas as

amostras sem adicao e com adicdo de padrao de Hep, e por ultimo, ha amostra com
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adicdo de padrao de DS (Figura 43-E) € possivel detectar o sinal de DS e de Hep
com os tempos de retencédo em torno de 20 min para DS e 30 min para Hep.

Figura 43 - Cromatogramas dos resultados para o parametro seletividade, onde (A)
Branco; (B) Padréo; (C) Amostra 20 mg/mL, sem adi¢cao padrao; (D) Amostra 20
mg/mL com adi¢&o de padréo de heparina 2,5 mg/mL; (E) Amostra 20 mg/mL com
adicao de padrdo de DS 1,25 mg/mL. Sistema cromatografico com coluna de troca
iOnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C, Volume de
injecdo: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.

=50 _-o-""_'-'-'-ﬂl
f"fﬁ I|
_:-'-f’ﬂ-- - |
300 f_'_,_,..,-r“fﬂ# ||I A
e - I."l‘".l . "'-ﬂl \
i .l"III I| _,_;-'-"_'_F'_pr I|
250+ T P |
| / Il‘*-—- L | |
- / // h | B
E- 200 4 \ _,__,-'—"'_F'-Fnll L
E I!'f If“ "a, "\_T_,_,-#'" - II
. A |
100 T 4 l"-ll |

A
N ,x-”’“{ ;’r \ ff’ff I\ D
| \ |
- / H'h ) N Ih |
i k'__.if'; | |
o d )
e E|
30 : |
0 w0p 00 00 400 50.0 500 T

Rietertian Time [min]

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

A tabela 11 resume os resultados de tempo de retencao para os sinais de DS
e Hep, pode ser notada, novamente, a grande oscilacdo entre os tempos de
retencdo do sinal de Hep, enquanto que o sinal de DS se mantém praticamente
estavel, eluindo em 20 min.

A grande assimetria do pico de Hep aliada a oscilagéo esperada nas colunas
de troca ibnica podem ser as causas principais para essa variacdo encontrada. Em
todas as vertentes estudadas, apenas os dois sinais nesta regido, que compreende

entre 15-35 min, sdo encontrados.
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Tabela 11 - Resultados do ensaio de seletividade.

Solugoes Dermatan Sulfato Heparina
Tempo de Tempo de
retencao Média retencao Média
(min) (min)
Padr&o de heparina 20 20,16 27,21
mg/mL e de DS 10 —= — 20,12 27,98
mg/mL 20,16 28,51
20,05 28,23
33,11

Amostra 20 mg/mL Sem

adicio padrao N&o se aplica 33,2 33,21
33,31
33,18
Amostra 20 mg/mL com 32,42
adicao de padrédo de N&o se aplica 32,92
heparina 2,5 mg/mL 33.16
Amostra 20 mg/mL com 20,51 33,07
adicao de padrdo de DS 20,33 32,93
1,25 mg/mL 20,28 33,05
20,19 32,66

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Segundo a resolucdo de suporte, o critério de aceitacdo é a capacidade do
método em obter resultado positivo para amostra contendo o analito e resultado
negativo para outras substancias presentes na amostra. Sendo assim, de acordo

com as evidéncias encontradas podemos concluir que este método é seletivo.

4.1.4 Resultados das analises das amostras do produto acabado heparina sédica

suina

Os cromatogramas das amostras analisadas estdo apresentados nas figuras
44-50, onde foi possivel detectar o sinal cromatografico no tempo de 2 min com
bastante intensidade. O sinal cromatogréfico referente a heparina, considerando
injecdes distintas, apresenta uma variagao do tempo de retengao entre 29 a 31 min.
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7

Este comportamento é aparentemente frequente em &anions hidrofilicos e,
provavelmente estéa relacionado com a saturacéo da fase estacionéaria com o tampéao
salino contido na fase mével, o qual pode provocar alteracdes no tempo de eluicao,
bem como, o perfil peculiar extremamente assimétrico da Hep pode promover
variacdes inevitdveis na determinagcdo do tempo de retencdo (THERMO
SCIENTIFIC, 2009; TREHY, 2009).

Figura 44 - Cromatograma da Amostra 1. Sistema cromatografico com coluna de
troca ibnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C,
Volume de injecdo: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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Figura 45 - Cromatograma da Amostra 2. Sistema cromatografico com coluna de
troca ibnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C,
Volume de injecao: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Figura 46 - Cromatograma da Amostra 3. Sistema cromatografico com coluna de
troca ibnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C,
Volume de injecdo: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.

20 -
A WVL:202 nm
0:/0]0 %
| TétraboratoNa: 0,0 %
150
=3
< )
E 100
@ |
3] :
= i
@ |
o
S 1
L 1
2 50
< |
O“EJaé?ato Na 1H20+NaCl04+H3PO4: 20,0 % 1200
T Flow: 220 pl/min T e R = |
min
B e

R T R R
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 75,0
Retention Time [min]

Fonte: (DO AUTOR, 2018).



Figura 47 - Cromatograma da Amostra 4. Sistema cromatografico com coluna de
troca idnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C,
Volume de injecdo: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Figura 48 - Cromatograma da amostra 5. Sistema cromatografico com coluna de
troca ibnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C,
Volume de injecao: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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Figura 49 - Cromatograma da amostra 6. Sistema cromatografico com coluna de
troca idnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C,
Volume de injecao: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Figura 50 - Cromatograma da amostra 7. Sistema cromatografico com coluna de

troca ibnica e detector de arranjo de fotodiodos, Temperatura do Forno: 40°C,
Volume de injecdo: 10 uL, Tempo de Corrida: 75 min e Fluxo: 0,22 mL/min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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Foi possivel detectar nas amostras 2,3 e 4 (Figuras 45,46,47;
respectivamente) a presenca de DS com variagdo de 19 a 20 min em seu tempo de
retencdo. Considerada uma impureza, o teor maximo de DS que pode ser
encontrado em formulagcdes de heparina sédica é de 1%.

Embora ndo seja apropriado para andlises quantitativas, a abordagem
qualitativa como um método de triagem permite avaliar a presenca de DS e OSCS

nas formulacdes, para posterior quantificacao relativa.

4.2 Método paraidentificacdo de heparina, dermatan sulfato e condroetina
supersulfatada em formulagdes de heparina sédica suina a partir da

ressonancia magnética nuclear H.

A anélise por RMN H! contribuiu para a verificacdo da eficiéncia do método
cromatografico de identificacdo, j& que é uma técnica mais sensivel. A faixa que
compreende 2,00 e 2,20 ppm € onde podem ser detectados os sinais dos protons da
metila do grupamento N-acetil de Hep, DS e OSCS (BEYER, 2008).

Como ja abordado anteriormente, a Hep é composta de fragmentos
heterogéneos que possuem uma variedade de substituicdes possiveis, dentre elas,
a porcdo Glicosamina, cuja substituicdo pode ser GIcNAc ou GIcNS, e suas
variacfes. O sinal de deslocamento em torno de 2,03 ppm esta associado a GIcNAc,
espécie menos sulfatada do que GIcNS.

Conforme mostrado nos espectros de padrdao USP de Hep, de DS e de OSCS
nas figuras 51,52 e 53, os sinais de deslocamento caracteristicos sdo 2,03; 2,06;
2,11 ppm, respectivamente.

Esses resultados corroboram com a literatura relacionada, apontando que a
metila na Hep esta mais blindada que em DS, cuja blindagem & mais efetiva do que
em OSCS. Este fato pode estar relacionado com a posicdo do grupo sulfato em
relacdo a metila, pois no caso da Hep, a substituicdo GIcNAc, que ndo possui grupo
sulfato e a substituicdo GICNAc (6S), cujo grupo sulfato esta no carbono 6 conferem
maior blindagem aos hidrogénios do grupo acetil (BEYER, 2008).

Nas espécies acetiladas de DS, o grupo sulfato € encontrado no carbono 4 da

galactosamina, diminuindo a blindagem dos hidrogénios do grupamento acetil. J& na
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adulteracdo OSCS, com grupos sulfatos no carbono 2,3 do IdoA e 4,6 da
galactosamina, provocam uma menor blindagem possibilitando encontrar os sinais

dos prétons mais a esquerda do espectro.

Figura 51 - Espectro de RMN do padrédo USP de Heparina.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Além do sinal em 2,03 ppm, outros sinais de deslocamento sdo caracteristicos
de Hep, como em 3,28 ppm do préton de GIcNS ou GIcNS (6S), sinalizado como A2;
em 5,21ppm referente ao proton de IdoA (2S), indicado como | 1 e; a proporcéo
GIcNAC/GIcNS em 5,42 ppm, denominada no espectro da Figura 51 como Al.

Pode ser observado que o préprio padrdo de Hep apresenta sinal de DS em
2,06 ppm confirmando a dificuldade em purificar o analito com potencial
anticoagulante, os demais sinais sao referentes aos protons dos residuos de IdoA (I)

e de glicosamina (A) encontrados na estrutura da heparina (AQUINO, 2010b).
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Em todos os espectros (Figura 51,52 e 53) foi possivel detectar o sinal de

deslocamento do solvente agua em aproximadamente 4,75 ppm, corroborando com
MONAKHOVA & DIEHL (2015).

Figura 52 - Espectro de RMN do padréo USP de DS.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).




Figura 53 - Espectro de RMN do padréo USP de OSCS.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

4.2.1 Resultados das analises das amostras do produto acabado heparina sodica

suina

Em todas as amostras nota-se sinais de deslocamento caracteristicos de Hep,

de DS em 2,06 ppm, bem como, um sinal inesperado em 3,70 ppm. A Figura 54,
ilustra a amostra 2, cujo sinal de DS foi 0 mais pronunciado.



Figura 54 - Espectros do padrao de Hep (A) e da amostra 2 (B) com uma janela

escpetral de 0 a 7,50 ppm.

Agua

. { ’ 14 ’A[ A3
Al 4 ‘ . .“
| ‘a" ‘ A2
l‘ - fa6|rJU‘.‘¢J '| p
ALY
| I' . } 'lj L} |]|‘
I AAVEAT \_
A Sinal em
Agua 3,70 ppm
12 A4
.f.. " A3
A |
. HI' | N a2
H "UJT A6 f"« | ﬁ
il
(.
715 7f0 sl.s B.O 5.5 5 4.0 35 ppm

Metila da
heparina

Metila da
heparina
DS /
|
[
f'.l""

W
Y AN
| eI

22 21 ppm

Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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A regido do espectro entre 4,7 e 5,7 compreende sinais minoritarios atribuidos
a residuos importantes para a atividade anticoagulante da Hep, como por exemplo, o
préton anomérico das espécies GIcNS (6S) ligadas a GIcA em 5,57 ppm (A1l-G); o
proton do mondmero GIcNS (3,6S) em 5,52 ppm (D1); e por ultimo em 5,02 ppm
esta relacionado com o proton H1 das unidades de IdoA nédo sulfatadas [I 1 (des)-A]
(AQUINO, 2010Db).

A figura 55 compara esta regido do espectro do padrdao de Hep e da amostra

2 e hd uma grande semelhanca entre o pefil espectral, assim como, para as demais
amostras.

Figura 55 - Espectro de padréo de Hep (A) e amostra 2 (B) com uma janela
espectral de 4,90 a 5,60 ppm.
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Os resultados de RMN H!' para todas as amostras analisadas foram
semelhantes e sdo resumidos na tabela 12. A presenca da impureza DS é verificada
nas amostras 1 a 7, no entanto, apenas as amostras 2, 3 e 4 foram detectadas pelo
método de identificacdo, sugerindo que a concentracdo de DS nas amostras 1,5,6 e
7 sejam inferiores ao LD do método cromatogréfico.

A fracdo em 3,70 ppm pode ser vista também no branco composto de agua
deionizada, o qual foi submetido ao processo de dessalinizacdo semelhante as
amostras. Esta regido onde ele estd localizado € caracteristico de espécies
organicas alifaticas oxigenadas, a area do sinal € diretamente proporcional ao
namero de hidrogénios que absorvem energia nesta radiofrequéncia (BIO RAD,
2000; SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2013; SANTOS & COLNAGO, 2013).

Todas as evidéncias encontradas convergem para a espécie Tris
(hidroximetil)aminometano, ilustrado na figura 56. Esta substancia & encontrada no

tampéao de acondicionamento da coluna Micro Bio Spin®.

Figura 56 - Estrutura molecular do Tris(hidroximetil)aminometano.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Portanto, esse sinal comprova que a etapa de remocao do tampéao salino de
acondicionamento visto no protocolo de dessalinizacdo da coluna Micro Bio Spin®
ndo é eficiente. Recomenda-se, entdo, rejeitar as duas primeiras eluicbes da
amostra para evitar contaminacdo com vestigios do tampéao, esta perda de amostra
nao vai prejudicar no desempenho da analise porque a etapa de dessalinizacao é
anterior a etapa de secagem e pesagem, portanto, a massa restante sera ajustada

na proporcao preconizada na farmacopeia.
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Tabela 12 - Resultados de RMN encontrado para as amostras.

Amostras Resultados RMN H*

1 Presenca dos sinais caracteristicos de Hep: Al,;
A2; 1 1; metila de GIcNAC; A1-G; D1 e [l 1 (des)-A]
Presenca de sinal de DS
Auséncia de sinal de OSCS
Presenca de sinal em 3,70 ppm.
2 Presenca dos sinais caracteristicos de Hep: Al,;
A2; 1 1; metila de GIcNAC; A1-G; D1 e [l 1 (des)-A]
Presenca de sinal acentuado de DS
Auséncia de sinal de OSCS
Presenca de sinal em 3,70 ppm.
3 Presenca dos sinais caracteristicos de Hep: Al;
A2; 1 1; metila de GIcNAC; A1-G; D1 e [l 1 (des)-A]
Presenca de sinal de DS
Auséncia de sinal de OSCS
Presenca de sinal em 3,70 ppm.
4 Presenca dos sinais caracteristicos de Hep: Al,;
A2; 1 1; metila de GIcNAC; A1-G; D1 e [l 1 (des)-A]
Presenca de sinal de DS
Auséncia de sinal de OSCS
Presenca de sinal em 3,70 ppm.
5 Presenca dos sinais caracteristicos de Hep: A1,
A2; 1 1; metila de GIcNAC; A1-G; D1 e [l 1 (des)-A]
Presenca de sinal de DS
Auséncia de sinal de OSCS
Presenca de sinal em 3,70 ppm.
6 Presenca dos sinais caracteristicos de Hep: Al;
A2; 1 1; metila de GIcNAC; A1-G; D1 e [l 1 (des)-A]
Presenca de sinal de DS
Auséncia de sinal de OSCS
Presenca de sinal em 3,70 ppm.
7 Presenca dos sinais caracteristicos de Hep: A1,
A2; 1 1; metila de GIcNAC; A1-G; D1 e [l 1 (des)-A]
Presenca de sinal de DS
Auséncia de sinal de OSCS
Presenca de sinal em 3,70 ppm.

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

A adulteracdo OSCS nao foi detectada em nenhuma das sete preparacdes
corroborando com os resultados encontrados no método qualitativo. As conclusdes
encontradas no método de identificagdo e no método de RMN H1l ndo se

contradizem, confirmando a eficiéncia do método cromatografico, cujo
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implementagdo em ensaios de rotina é facilitada em detrimento das analises por

ressonancia magneética nuclear.

4.3 Método para a determinacao do limite de galactosamina em hexosaminas

totais presentes em formulagdes de heparina sédica suina .

Neste método, a amostra € submetida a uma hidrolise acida que permite
romper as ligacfes glicosidicas, convertendo o polissacarideo em monossacarideos
redutores, a fim de que possam interagir com o detector amperométrico pulsado.
Neste método apenas as hexosaminas sdo detectadas, pois o &cido urénico elui em
torno de 28 min, tempo este que a corrida ja foi cessada (RESTAINO, 2017).

Por isso espera-se encontrar apena Glicosamina proveniente da estrutura da
heparina, pois a galactosamina advém de impurezas como o dermatan sulfato e
adulterantes como a condroetina supersulfatada.

A coluna cromatogréfica de separacdo por troca idénica interagira mais com a
Glicosamina em comparacdo com a galactosamina devido a maior sulfatacdo da
primeira hexosamina e de forma relativa consegue-se avaliar se galactosamina
presente na amostra esta dentro do limite estabelecido pela Farmacopeia americana
(THE UNITED, 2016g), a partir do sinal de glicosamina.

Uma vez separadas, as hexosaminas passam pela célula do detector
amperométrico pulsado, onde ocorrem reacbes de oxi-reducdo e a partir de

diferenca de potencial empregado é possivel identificar os sinais cromatograficos.

4.3.1 Método da Farmacopeia americana (THE UNITED, 2016g) e método de ITOH
(2013).

O método do trabalho de ITOH (2013) possui semelhancas com a
Farmacopeia americana (THE UNITED, 2016g) a respeito do preparo da amostra
gue em ambos 0S casos reportam-se a matéria-prima. A tabela 13 reune as
principais diferencas entre os metodos, que envolvem basicamente, a fase movel e a

coluna cromatograéfica.
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Tabela 13 - Principais diferencas entre os métodos de ensaio limite para matéria-
prima de heparina sédica.

Método de heparina sédica
Farmacopeia americana

Diferencas (THE UNITED, 2016g) ITOH (2013)
Carbo Pac
Colun PA20(comprimento: (Comcr?;]b:nti)éasglo mm;
oluna 3x150mm P ' '

tamanho da particula:
10 um; diametro: 10 A)

cromatografica .00 ga particula: 6

um; didametro: 10 A)
Fase de Hidréxido de Potassio 14
eluicdo mM

Hidréxido de Sédio 8 mM

60% de 8mM de hidroxido
de sdodio e 40% de 1M de
acetato de sédio

Etapa de Hidréxido de Potassio 100
limpeza mM

Fonte: (ITOH, 2013; THE UNITED, 2016g).

As colunas cromatogréaficas em questdo sao indicadas para separa¢cdes com
alta resolucdo de monossacarideos e séo funcionalizadas com resina trocadora de
anions de sal de amonio, no entanto a Carbo Pac PA1 (DIONEX-CARBO PAC PA1,
2017) possui comprimento, diametro e tamanho de particula superior a Carbo Pac
PA20 (DIONEX-CARBO PAC PA20, 2017), e isso pode provocar uma perda de
sensibilidade se comparada ao método de ITOH (2013) e o da Farmacopeia
americana (THE UNITED, 2016g).

4.3.2 Adequacdo do Sistema Analitico pelo método da Farmacopeia americana
(THE UNITED, 20160)

O método de ensaio limite contida na Farmacopeia americana (THE UNITED,
20169g) prevé parametros de adequagdo do sistema necessarios para analise das
amostras. A solucéo de adequacgédo do sistema na concentracdo de 0,8 mg/mL de
Glicosamina e 8 ug/mL de galactosamina foi injetada no sistema cromatografico
composto da pré-coluna Aminotrap e sem a pré-coluna Aminotrap, conforme a figura

57 (A e B, respectivamente).
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Figura 57 - Cromatograma da solucéo de adequacéo do sistema do método da THE
UNITED (2016), com o uso da pré-coluna Aminotrap (A) e sem o uso da pré-coluna
Aminotrap (B). Sistema cromatogréafico com coluna de troca ibnica e deteccdo

amperométrica pulsada, Fluxo: 0,5 mL/ min; Volume de inje¢&do: 10 uL, tempo de corrida: 10
min.

100.0 4

[=-]
]
[4.]

Glicosamina

75,0 \
6251 Galactosamina / \\\ A

o
(=]
L

Glicosamina

Response [nC]

(]

-

(2,]
—

|

|
\
i Galactosamin:)l k | _ B )

50
0,00 125 2,50 375 5,00 6,25 7.50 8.75 10.00

Time [min]

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

No primeiro momento, a solucdo de adequacéo do sistema foi injetada em um
sistema cromatogréafico contendo duas pré-colunas, Aminotrap e Carbo Pac PA20,
junto com a coluna cromatografica Carbo Pac PA20. Resultando em um perfil
cromatografico inferior ao esperado (Figura 57- A), com uma péssima resolucdo. Os
tempos de retencdo ndo sdo semelhantes ao relatado pelo trabalho de HURUM &
ROHRER (2009), enquanto nos nossos resultados encontramos 3,52 min para
galactosamina e 4,00 min para glicosamina, nos resultados do trabalho supracitado
os valores sao de 5,51 min e 6,51 min para galactosamina e glicosamina,
respectivamente.

Sabe-se que a pré-coluna Aminotrap se deteriora com facilidade ao entrar em
contato com agua deionizada, essa condi¢cdo possibilita uma menor resolucdo nos
sinais cromatogréaficos. Seu uso é facultativo neste método, quando a presenca de
aminoacidos ndo é esperada, por isso foi optado pela retirada desta pré-coluna
conforme o resultado mostrado na figura 57-B.
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Na avaliacdo do perfil cromatografico com presenca e auséncia da pré-coluna
(Tabela 14) é possivel observar que a assimetria dos picos de galactosamina
permanece constante e dentro do permitido pela farmacopeia (entre 0,8 e 2,0),
enquanto que da glicosamina repara-se uma pequena diminuicdo a qual ndo se
enquadra dentro do limite estipulado de 0,8 e 2,0. J& a resolugdo em ambas as
condicdes esta abaixo de 2,0, enquanto o nimero de pratos teéricos do pico de
glicosamina aumenta com a auséncia da pré-coluna, respeitando o que €
preconizado pelo compéndio (nimero de pratos tedricos acima de 2000). Devido a
falta de par@metros favoraveis de adequacao do sistema ndo houve prosseguimento
com esta abordagem (THE UNITED, 2016g).

Tabela 14 - Avaliacdo do perfil cromatografico com presenca e auséncia da pré-

coluna Aminotrap.

Avaliacdo do perfil cromatogréfico

. , N NUmero de
Coluna Assimetria Resolugao entre -
Aminotra alactosamina/glicosamina pratos tecricos
P Galactosamina Glicosamina 9 9 Glicosamina
Presente 0,93 0,90 0,90 1467
Ausente 1,39 1,25 1,31 2831

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

O sinal no tempo de 8,35 min, no cromatograma da figura 57-A e em 5,23 min
na figura 57-B, provavelmente esta atribuido a algum monémero produzido apos a

hidrolise acida do padréo, detectado pelo recuo no tempo de eluicdo das espécies.

4.3.3 Adequacao do Sistema Analitico pelo método de ITOH (2013).

O método de ITOH (2013) ndo preconiza o uso da pré-coluna AminoTrap,
mas optamos pela utilizacdo dela, porque, segundo WEITZHANDLER (2004), esta
promove maior estabilidade da linha de base.

Na Figura 58 é possivel analisar o cromatograma da solucdo padrédo de
galactosamina e glicosamina nas concentracdées de 0,06 mg/mL e 0,98 mg/mL em

HCI 5N, respectivamente.
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Figura 58 - Cromatograma da solucdo de padrdo de 0,06 mg/mL galactosamina e
0,98 mg/mL de glicosamina em HCI 5N. Sistema cromatografico com coluna de troca
ibnica e deteccdo amperométrica pulsada, Fluxo: 1,0 mL/ min; Volume de injecdo: 5

ulL, tempo de corrida: 11 min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

O tempo de retencdo para galactosamina esta em torno de 7,70 min e para
glicosamina, 9,30 min, nos resultados de ITOH (2013) a eluicdo acontece em
aproximadamente 7,00 min e 8,00 min para galactosamina e glicosamina,
respectivamente. Essa pequena alteracdo néo inferioriza o sucesso deste método,
pois uma maior resolucédo facilita na integragéo dos picos.

Foi possivel identificar um sinal cromatografico no tempo de 1,60 min. Este
sinal ndo é visto em ITOH (2013), no entanto nos trabalhos de HURUM & ROHRER
(2009) e de RESTAINO (2017), diversos sinais com pouca intensidade neste mesmo
tempo de retencdo sao vistos, provavelmente associados ao acido cloridrico.

A adequacao do sistema preconizada na THE UNITED (2016) é realizada
com uma solucéo padrao de galactosamina e glicosamina de 8 ug/mL e 0,8 mg/mL,
respectivamente. No entanto, neste método ndo é possivel trabalhar com uma
concentracéo de galactosamina tdo pequena em virtude de a coluna cromatografica

ser menos sensivel.
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A fim de avaliar os parametros de adequacdo do sistema cromatografico foi
utilizada a solucao padréo contendo 0,06 mg/mL de galactosamina e 0,98 mg/mL de
glicosamina, trés replicatas foram realizadas e a média dos resultados € vista na
tabela 15. Seguindo os critérios adotados na Farmacopeia americana (THE UNITED,

20169), o método foi aprovado e apto para o prosseguimento das analises.

Tabela 15 - Resultado dos parametros de adequacao do sistema para o método de
limite de galactosamina em hexosaminas totais.

Parametros de Desvio

adequacao do Critério de Resultado das replicatas Media entre padréo

; aceitacao os resultados .
sistema ac . relativo (%)
2 2 entre os picos 3,03
Resolucdo de galactosamina 3,02 3,01 0,69
e glicosamina 2,99
NUmero de pratos 2 2000 para o 3836
teérico'z pico de 3779 3756 2,49
glicosamina 3653
1,13
Entre 0,8e 2,0 galactosamina 1,09 1,09 3,21
Fator de para os picos de 1,06
assimetria galactosamina e 0,94
glicosamina glicosamina 0,96 0,94 2,13
0,92

Fonte: (THE UNITED, 2016g).

Segundo HURUM & ROHRER (2009), a substituicdo de hidréxido de potassio
por hidroxido de sodio ndo causaria alteracées nos resultados encontrados. Ainda
que a coluna cromatografica Carbo Pac PA1l seja menos sensivel do que a Carbo
Pac PA 20, nota-se melhores resultados da primeira em relagao a segunda.

No trabalho de WEITZHANDLER (2004) foi utilizada uma coluna Carbo Pac
PA20 e o detector amperométrico pulsado com eletrodo de ouro descartavel e os
resultados mostram que o sinal de galactosamina e glicosamina coeluem quando
utilizada uma eluicdo isocratica com 20 mM de NaOH por 12 minutos, este problema
é solucionado ao diminuir a concentracdo da fase mével para 8mM de NaOH. Apos
a eluigdo isocrética, a coluna € lavada por 8 min com 100% de 200 mM de NaOH e

reequilibrada por 12 min nas condic¢fes iniciais.
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Provavelmente a concentracdo da fase moével na THE UNITED (2016)
impossibilita a otimizagcdo na resolugdo entre os compostos, atrelado a etapa de

limpeza e de reequilibracdo do método cromatografico.

4.3.3.1 Seletividade

A RDC 166/2017 (BRASIL, 2017) preconiza a seletividade em ensaios limite
através da comprovacdo de que exclusiva resposta analitica ao analito, sem
interferéncia de quaisquer outros analitos contidos na amostra, como, diluente,
matriz, impurezas, ou produtos de degradacao.

Como trata-se de um produto biolégico com matriz extremamente complexa,
optamos pelo uso de uma amostra de de enoxaparina sddica, uma heparina de
baixa massa molar, cujo processo de producdo acaba parcialmente com a
integridade estrutural, possibilitando assim, avaliar os sinais de galactosamina,
glicosamina e possiveis espécies interferentes detectadas pelo método.

Para analise desse parametro foi utilizada a amostra de HBMM sem adicéo
padrdao e com adi¢cdo padréo de galactosamina e a estas foram comparadas solucao
padrdo de galactosamina 0,20 mg/mL e glicosamina 0,98 mg/mL em concentragdes
distintas cujos cromatogramas sao mostrados na Figura 59.
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Figura 59 - Cromatograma dos resultados do parametro seletividade, onde (A)
Branco; (B) Solucao padrao de galactosamina 0,20 mg/mL e de glicosamina 0,98
mg/mL;; (C) Enoxaparina sodica 2,0 mg/mL sem adi¢do padrdo; (D) Enoxaparina
sédica 2,0 mg/mL com adi¢édo padrao de galactosamina 0,20 mg/mL. Sistema
cromatografico com coluna de troca idnica e deteccdo amperomeétrica pulsada,
Fluxo: 1,0 mL/ min; Volume de injeg¢ao: 5 uL, tempo de corrida: 11 min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Observa-se que o sinal proveniente de acido cloridrico aparece com bastante
intensidade na solucdo de enoxaparina sédica sem adicdo padréao (Figura 59-C), na
Figura 59-D observamos trés sinais eluindo entre 1,25 e 2,50 min, um deles
certamente esté relacionado com o &cido cloridrico utilizado, os outros dois podem
estar associados a alguma reacao dos componentes da HBMM na hidrélise acida.

Os sinais referentes a galactosamina e glicosamina sao vistos na HBMM em
aproximadamente 7,65 e 9,30 min, e um sinal no tempo de 8,35 min, préximo ao
sinal de galactosamina é visto nas Figura 59-C e D.

Na producédo da enoxaparina é realizada a esterificacdo parcial com éster
benzilico, seguida da despolimerizacdo basica da Hep, resultando em uma mistura
polidispersa de oligossacarideos, os quais sofrem reac¢fes secundérias alterando a
estrutura molecular (MOURIER, 2016).

Por mais que haja bastante avanco nos métodos analiticos e de separacao
para o sequenciamento de componentes da enoxaparina, ainda nao € possivel fazer
uma determinacdo estrutural completa de todos estes componentes. Sabe-se, no

entanto, que é conservado 20% das sequéncias de pentassacarideos, ao longo da
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cadeia do oligossacarideo que s&@o diretamente responsaveis pelo seu potencial
anticoagulante (MOURIER, 2016).

Portanto esse sinal entre galactosamina e glicosamina pode estar associado a
uma espécie com pKa intermediario, provavelmente mais semelhante a
galactosamina do que ao glicosamina, justificada pela distancia de eluicdo. Este
componente intermedidrio serd usado entdo para o estudo do parametro

seletividade, onde os resultados foram reunidos na Tabela 16.

Tabela 16 - Resultados dos tempos de retencdo para analise do parametro
seletividade.

Galactosamina %?er?r?]ggie;[ig Glicosamina
Solucdes Teg;po Tempo de Tempo de
retencao Média retencdo Média retencéo Média
1§ (min) (min)
(min)
Padréo 0,20 7,77 "
mg/mL de 7,75 9.3
Galactosamina 7,73 N&o se aplica 939 9,38
e 0,98 mg/mL ——— i
de Glicosamina 7,75 9,37
Amostra de 2,0 & 9.27
8,30 9,40
mg/mL H.BMM Nadoseaplica ———— 828 —— 9,35
Sem adigéo
padréo 8,30 9,38
Amostra de 2,0
mg/mL HBMM ~ 7:68 8,23 9,32
com adicéo
padréao de 0,20 7,68 7,65 g8 22 8,20 928 9,27
mg/mLde — - -
Galactosamina /.60 8,15 9,23

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Podemos admitir entdo que o método é seletivo para galactosamina e
glicosamina porque na presenca de uma espécie com semelhanga estrutural, ainda

€ possivel detectar sem quaisquer interferéncias, galactosamina e glicosamina.
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4.3.3.2 Limite de deteccéo (LD)

A avaliacdo do LD foi feita experimentalmente com a injecdo em
concentracbes decrescentes até a auséncia dos sinais de galactosamina e
glicosamina no cromatograma.

A figura 60 mostra a comparacdo dos perfis cromatograficos de
concentracOes distintas de galactosamina e de glicosamina. Podemos observar que
na concentracdo de 0,01 mg/mL de galactosamina e 0,02 mg/mL de glicosamina,

houve auséncia de sinal cromatogréafico nos tempos de retencao especificos.

Figura 60 - Cromatogramas das solugfes padrao de galactosamina e glicosamina na
concentracéo de 0,80 e 0,98 mg/mL (A); 0,40 e 0,49 mg/mL (B); 0,20 e 0,25 mg/mL
(©); 0,10 e 0,23 mg/mL (D); 0,05 e 0,06 mg/mL (E); 0,03 e 0,03 mg/mL (F); 0,01
mg/mL e 0,02 mg/mL (G). Sistema cromatografico com coluna de troca i6nica e
deteccdo amperométrica pulsada, Fluxo: 1,0 mL/ min; Volume de inje¢céo: 5 L,
tempo de corrida: 11 min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).
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Tabela 17 - Area [nC] do sinal-ruido e dos sinais de padrdo de galactosamina e

glicosamina.

Area [nC]

Sinal-ruido 0,024

Solucéo padréo 0,80e 040e 0,20e 0,10e 0,05e 0,03e 0,01e
de galactosamina 0,98 0,48 0,25 0,13 0,06 0,03 0,02
(mg/mL) e
glicosamina
(mg/mL)

Galactosamina 2,998 1,448 0,790 0,363 0,137 0,066 0,049

Glicosamina 3,465 1653 0905 0,412 0,165 0,067 0,047

Fonte: (DO AUTOR, 2018).

Pelo método visual, o cromatograma da solu¢cdo com concentracdo de 0,01
mg/mL de Galactosamina e 0,02 mg/mL de Glicosamina ndo apresenta sinais
oriundos dos padrdes avaliados. Ao relacionar o sinal- ruido com o sinal da amostra,
pelo método da relacdo sinal-ruido e os resultados da tabela 17, onde o sinal da
amostra deve ser maior do que o dobro do sinal do ruido, fica claro que o limite de
deteccdo para o método de ensaio limite é de 0,03 mg/mL para a galactosamina e

0,03 mg/mL para a glicosamina.

4.3.3.3 Resultados das andlises das amostras do produto acabado heparina sddica

suina

A figura 61 mostra a comparacdo entre o padrédo de 0,40 mg/mL de
galactosamina e 0,49 mg/mL de glicosamina as amostras analisadas e repara-se
gue o pico referente ao HCL 5N, utilizado para a hidrélise, no tempo de 1,60 min se
encontra em todos os resultados.

Na Farmacopeia americana (THE UNITED, 2016g) a solucdo de adequacao
do sistema nas concentracbes de 8 ug/mL de galactosamina e de 0,8 mg/mL de
glicosamina € utilizada para a comparacdo e calculos de teor relativo de

galactosamina nas amostras, no entanto, a concentracdo de galactosamina € inferior
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ao LD deste método desenvolvido, portanto, optamos pelo uso da solu¢do padrédo
com uma concentracdo acima do LD para nao interferir nos resultados.

Todas as amostras apresentaram sinal cromatografico referente a
glicosamina, nota-se uma ligeira flutuacéo do tempo de retencéo de 9,1-9,4 min que
pode ser atribuido a ineficaz regeneracéo da coluna apds horas de inje¢do continua
(HARDY, 1989).

Na amostra 2, Figura 61-C, foi detectado pico proveniente a galactosamina no
tempo de 7,75 min, e nas amostras subsequentes nenhum pico no tempo de
retencdo da galactosamina foi detectado, portanto ndo foi possivel encontrar

galactosamina dentro do limite de detec¢do do método que € de 0,03 mg/mL.

Figura 61 - Comparacao entre (A) Padréo de 0,40 mg/mL de galactosamina e 0,49
mg/mL de glicosamina; (B) Amostra 1; (C) Amostra 2; (D) Amostra 3; (E) Amostra 4,
(F) Amostra 5; (G) Amostra 6; (H) Amostra 7. Sistema cromatografico com coluna de
troca ibnica e detec¢cdo amperométrica pulsada, Fluxo: 1,0 mL/ min; Volume de
injecdo: 5 uL, tempo de corrida: 11 min.
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Fonte: (DO AUTOR, 2018).

As amostras 3 e 4 que possuiam sinal cromatografico de DS no método
qualitativa, ndo apresentam sinal de galactosamina no método de ensaio limite,
provavelmente a deteccdo de DS no método de identificagcdo pode ser realizada em
concentracdes inferiores a 0,03 mg/mL, valor este de LD para o método de ensaio
limite.

A auséncia de sinal de galactosamina nas amostras 3 e 4, e a baixa

intensidade do sinal na amostra 2 também podem ser explicadas pelo desgaste do
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eletrodo ao converter 6xido de ouro em ouro apds sucessivas analises, e este fato
interfere diretamente na area dos sinais cromatogréaficos. Por isso, € necessario
realizar uma limpeza oxidativa no eletrodo com periodicidade a fim de que néo haja
estas interferéncias (WEITZHANDLER, 2004).

A quantificagcdo relativa de galactosamina, seguindo a Farmacopeia
Americana (THE UNITED, 2016) € obtida através da relacdo entre os sinais
cromatograficos de galactosamina e glicosamina no padrédo e na amostra, conforme
as equacoOes 18 e 19. Onde o critério de aceitacdo das amostras que possuam sinal
cromatografico de galactosamina é de que este ndo pode ultrapassar a 1% do sinal
de Glicosamina.

PAGalactosamina) ( PAGlicosamina )

PGalactosamina/PGlicosamina = (
PMGlicosamina

PMGalactosamina

(18)
Resultado =
( AAGalactosamina )
PGalactosamina/PGlicosamina 100
AAGalactosamina . . x
. , , + AAGlicosamina
L PGalactosamina/PGlicosamina J

(19)

Sendo assim, PGalactosamina/PGlicosamina Seria a razao entre a resposta
de galactosamina e glicosamina na Solucdo padréo; PAcalactosamina € @ area do pico
de galactosamina da Solugdo padrdo; PMgaacwsamina referente a massa de
galactosamina da solucdo padréo; PMgicosamina S€fia a massa de glicosamina da
solucdo padrdo; PAg € a area do pico de glicosamina da Solucdo padréo;
AAcalactosamina referente a area do pico de galactosamina da Solucédo da amostra e,
por fim, AAgiicosamina igual a area do pico de glicosamina da Solucéo da amostra.

Com esta formula, foi possivel avaliar a amostra 2, onde os resultados de trés
injecbes foram tratados por teste de grubbs («=0,05), conforme visto no APENDICE
B. Para o calculo de teor relativo de galactosamina foi utilizado a média dos

resultados da solucdo padrdo 0,06 mg/mL de galactosamina e 0,98 mg/mL de
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glicosamina e a média dos resultados da amostra 2, de acordo com o APENDICE C
chegamos ao valor de 0,12% de total de galactosamina em relagédo as hexosaminas
totais do cromatograma, valor dentro do critério estabelecido pela Farmacopeia
americana (THE UNITED, 2016g).
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5 CONCLUSAO

Com este trabalho se conclui que o protocolo de dessalinizagcdo com a coluna
Micro Bio Spin® € o mais eficiente para remover 0s excipientes das preparacoes
injetaveis de heparina sem comprometer a massa apos verificacdo sob o método de
identificacdo. O método de identificacdo é seletivo para Hep na presenca de DS em
uma concentracdo mais alta e o método de ensaio limite possui seletividade para
galactosamina e glicosamina na presenca de produto de degradacdo da HBMM, seu
LD de 0,03 mg/mL e 0,03 mg/mL para galactosamina e glicosamina,
respectivamente.

A andlise qualitativa das sete amostras mostrou sinal de DS em trés delas
(amostras 2, 3 e 4), sendo uma (amostra 2) com o sinal mais pronunciado, em
contrapartida, o método de RMN H!' evidencia presenca de DS nas sete
preparacdes, sendo a amostra 2 com sinal de deslocamento mais intenso,
comprovando os resultados pela analise anterior. JA a andlise de teor relativo de
galactosamina em relacdo a glicosamina, detectou sinal de galactosamina apenas
na amostra 2, com teor de 0,12%, abaixo do limite de 1%, portanto a amostra esta
aprovada para uso.

Acredita-se que a auséncia de deteccdo galactosamina nas duas amostras
restantes esteja associada ao proximo LD entre os dois métodos cromatograficos e
ao desgaste do eletrodo do detector. Os resultados obtidos pelos dois métodos
cromatograficos complementam-se e promovem uma ampla andlise das
preparacoes injetaveis de heparina sddica suina

Sendo considerados simples e econbmicos, os métodos ja validados serdao
implementados na rotina do laboratério de biolégicos e artigos para saude, bem
como, serdo encaminhados para a farmacopeia brasileira como sugestdo de

monografia para o produto acabado.
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APENDICE A — TRATAMENTO ESTATISTICO COM OS TESTES DE SNEDECOR E STUDENT PARA AVALIACAO DE
EQUIVALENCIA ENTRE AS AREAS DA AMOSTRA E DO PADRAO SEM TRATAMENTO E DO PADRAO COM E SEM

TRATAMENTO

Amostra Padrao de Hep
Micro-BioSpin Sem tratamento Micro-BioSpin
Areado sinal Injecdo 1 720,72 734,68
cromatografico de Hep [Injecdo 2 710,20 732,79
Média (X) 715,46 733,73
Desvio padrao 7,44 1,34
Variéncia (5%) 55,37 1,79
Feste de snedecor |F 31,00
| Flcritico 161,40
|F|cal<|F|cri Homogéneo
Padrdes nao
pareados
s> 28,58
Teste de Student |T| 4,75
| T|critico 12,71

Equivalente

N3o equivalente

SZa

S1

2
|F| = s_zz’ onde $2%> 512

_ (6L2 « 52%) + (GL1+ $1?)

nl1+n2 —2

X2 —-X1

B ESEse
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APENDICE B — TRATAMENTO ESTATISTICO PELO TESTE DE GRUBS PARA REJEICAO DE UM RESULTADO (a=0,05)

NAS TRES INJECOES DA SOLUCAO DA AMOSTRA 2 PELO METODO DE ENSAIO LIMITE

Galactosamina

Glicosamina

Amostra 2 . .
Area (mAU*min) Area (mAU*min)

Injecéo 1 0,012 3,599
Injecéo 2 0,014 3,808

Injecéao 3 0,020

Média
0,015 3,982
Desvio Padréo

(S) 0,004 0,493

1,12

Teste de Grubs
pararejeicdo de
um resultado |G|

|G| critico

1,15

Xi = valor analisado

X = média

S = Desvio Padréao



APENDICE C — RESULTADO DO CALCULO DE TEOR RELATIVO DE
HEXOSAMINAS TOTAIS DA AMOSTRA 2
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GALACTOSAMINA EM RELACAO AS

Galactosamina

Glicosamina

Galactosamina Glicosamina

Padréao Amostra
Area (mAU*min) Area (mAU*min)
Injecéo 1 0,026 3,914 Injecdo 1 0,012 3,599
Injecéo 2 0,085 3,300 Injecéo 2 0,014 3,808
Injecdo 3 0,045 3,465 Injecéo 3 0,020 4,538
Média 0,052 3,560 0,015 3,982
PGalactosamina (O, 052) (3, 560) 15
= X =,
PGlicosamina 0,06 0,98
0,015
. . 3,15
Teor relativo de Galactosamina = x100=0,12%
—O' 015 + 3,982

3,15



