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RESUMO

Introducdo: A pesquisa, uma das vertentes da vigilancia sanitaria, tem sua importancia
justificada pela busca de respostas aos diversos prejuizos relativos a satde. A heparina,
produto bioldgico com propriedades anticoagulantes e antitromboticas, esteve relacionada
com eventos adversos entre 2007 e 2008. Diante do ocorrido, os compéndios oficiais
atualizaram a monografia para matéria-prima. No entanto, ha uma deficiéncia de monografias
para avaliacdo do produto final. Objetivo: Propor método fisico-quimico de analise de
limite de galactosamina em hexosaminas totais a partir do produto acabado de heparina
sodica suina. Método: Foi desenvolvido método analitico a partir da cromatografia liquida
de alta eficiéncia por troca idnica e deteccdo amperométrica, com as devidas avaliacdes de
adequacéo do sistema para posterior analise de trés amostras de heparina sddica suina, as
quais foram previamente submetidas ao protocolo de preparo de amostra através da coluna
Micro Bio-Spin™. Resultados: As amostras foram comparadas com a solucao de adequacao
do sistema e matéria-prima de heparina sodica suina, sendo possivel detectar presenca
de galactosamina em uma das trés amostras analisadas em quantidade inferior ao limite
estipulado pela Farmacopeia Americana. Conclusdes: Conclui-se que o método é eficiente
para analise do produto acabado e, por isso, sera sugerido a Farmacopeia Brasileira.

PALAVRAS-CHAVE: Heparina; Controle de Qualidade; Cromatografia Liquida de Alta
Pressao; Vigilancia Sanitaria

ABSTRACT

Introduction: Research, one of the core areas of health surveillance, has its importance
justified by its search for answers to various health problems. Heparin, a biological
product with anticoagulant and antithrombotic properties, has been related to adverse
events between the years 2007-2008. Because of that, the official compendiums updated
the monograph for raw material. However, there is a lack of monographs that evaluate the
final product. Objective: The goal of this study is to propose a physicochemical method
of analysis of the limits of galactosamine in total hexosamine from the finished product
of porcine sodium heparin. Method: We developed an analytical method from the ion-
exchange high performance liquid chromatography with amperometric detection, with the
appropriate evaluations of the system suitability for posterior analysis of three samples of
porcine sodium heparin previously submitted to the sample preparation protocol through
the Micro Bio-Spin column. Results: The samples were compared to the solution of the
system suitability and raw material of porcine sodium heparin. We could detect the
presence of galactosamine in one of the three analyzed samples in lower amounts than
the limit stipulated by the American pharmacopeia. Conclusions: We concluded that the
aforementioned method is efficient for the analysis of the finished product and that is the
reason why it will be suggested to the Brazilian pharmacopeia.

KEYWORDS: Heparin; Quality Control; High Pressure Liquid Chromatography; Health
Surveillance
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INTRODUCAO

As funcdes da vigilancia sanitaria ndo se restringem apenas a fis-
calizacdo do cumprimento da legislacdo sanitaria e repreensoes.
A pesquisa € uma vertente pouco difundida e investida, porém sua
importancia se justifica na articulacdo das acées intersetoriais a fim
de que se produza conhecimento e na busca de respostas aos diversos
prejuizos relativos a satde'. Quando um determinado produto tem
sua credibilidade e reputacao fragilizada, as instituicoes reguladoras
direcionam sua atencao para o tema com a finalidade de pesquisar
o0 dano sanitario estabelecido?. E o caso do produto bioldgico hepa-
rina, um dos polissacarideos lineares com estrutura mais complexa
da familia dos glicosaminoglicanos, que inclui também o sulfato de
condroitina (SC) e o dermatan sulfato (DS)*. A heparina possui pro-
priedades anticoagulantes e antitrombéticas amplamente difundi-
das ha mais de seis décadas. A extracdo comercial ocorre a partir
da mucosa intestinal de suinos ou do tecido pulmonar de bovinos,
entretanto, ndo sdo farmacos equivalentes. No final de 2007 e inicio
de 2008, a confiabilidade deste produto bioldgico foi comprometida
depois dos episodios relatados pela Food and Drug Administration
(FDA), em que cerca de 350 casos de eventos adversos, devido ao uso
de heparina suina fabricada pela empresa Baxter Healthcare Cor-
poration nos Estados Unidos, foram registrados®. A investigacao da
composicao das amostras suspeitas concluiu que existia teor de 20%
de condroitina supersulfatada (OSCS) e mais de 1% em peso de DS.
Autores apontam que a exposicao a determinados virus suinos desen-
cadeia a producao de pequenas quantidades de OSCS, mas nada com-
parado a grande quantidade encontrada nestes lotes>®. Por meio da
técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
foi elucidada a estrutura da OSCS, composta por unidades repetidas
dissacaridicas de acido D-glicuronico e N-acetilgalactosamina, ligadas
da forma B (1 — 3), analoga ao sulfato de condroitina, porém com
um padrao peculiar de sulfatacao encontrado nas posicoes 2 e 3 do
acido glicurénico e em 4 e 6 da N-acetilgalactosamina’. Sabe-se que
0 SC é composto de acido D-glicuronico ligado de forma B (1 — 3) a
N-acetilgalactosamina, normalmente, sua estrutura possui um grupo
sulfato nas posicoes 4 ou 6 na porcao da N-acetilgalactosamina.
Enquanto que o DS tem em sua estrutura acido L-idurdnico ligado B
(1 — 3) a N-acetilgalactosamina, com grupos sulfatos presentes no
carbono 2 do acido urénico e no carbono 4 da N-acetilgalactosamina.
Aheparina é constituida principalmente de acido L-idurénico e N-sul-
foglicosamina ligados de forma B (1 — 4), altamente substituida com
residuos O-sulfato no carbono 6 dos residuos de glicosamina e no car-
bono 2 dos residuos de acido urdnico®. Na época, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) liberou um informe no qual a empresa
Baxter Healthcare Corporation notificava que os lotes envolvidos nos
casos americanos ndo haviam sidos distribuidos ou comercializados
no Brasil’. No entanto, ficou evidente a necessidade de procurar
métodos seguros que pudessem atestar mais fielmente a qualidade
do produto oferecido a populagao, levando os compéndios oficiais a
atualizarem suas monografias de heparina. Neste contexto, a Farma-
copeia Brasileira 5* ed. contém monografias para heparina calcica™ e
sodica', cujo principio ativo e finalidade sao os mesmos, mas as duas
sdo destinadas para matéria-prima e ndo para o produto acabado.
Observa-se que as monografias pertencentes a Farmacopeia Brasi-
leira 5% ed.™®"" sdo semelhantes a da Farmacopeia Europeia 82 ed.'>"3,
na qual ha auséncia de métodos para a forma injetavel. Em contra-
partida, a Farmacopeia Americana USP39-NF34 é mais abrangente a
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respeito de monografias para heparinas com formas farmacéuticas
distintas: matéria-prima'* e injetavel®. Entre os métodos cromato-
graficos abordados para a matéria-prima, encontra-se a analise de
limite de galactosamina em hexosaminas totais, técnica de cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna de troca ionica e
deteccdo amperométrica pulsada, também estudado por Itoh et al.".
Enquanto que, para heparina injetavel, na Farmacopeia Americana
USP39-NF34', ha auséncia de métodos cromatograficos preconiza-
dos. Este fato nos mostrou a importancia de desenvolver métodos,
a fim de que haja abrangéncia no controle de qualidade tanto na
matéria-prima quanto no produto acabado. O produto acabado pos-
sui peculiaridades que precisam ser avaliadas, como, por exemplo,
a composicao dos excipientes. Neste caso, as amostras de heparina
sodica suina possuem como excipientes cloreto de sodio, acido clori-
drico, hidroxido de sddio, alcool benzilico e agua para injecao, destes
o sal é o mais problematico quando se trata de analise por cromato-
grafia de troca ionica. Este excipiente pode concorrer pelo sitio de
interacdo da fase estacionaria com o analito, interferindo assim na
analise, por isso as amostras necessitam passar por um tratamento
de dessalinizacao a fim de que os sais presentes na formulacao sejam
removidos. Sendo assim, este trabalho teve como objetivos propor
método de analise fisico-quimica de limite de galactosamina em
hexosaminas totais a partir do produto acabado de heparina sodica
suina, bem como otimizar o preparo de amostra.

METODO
Padrdes e reagentes

Galactosamina e glicosamina fornecidas pela United States Phar-
macopeia (USP). Acetato de sodio, grau para analise, acido clo-
ridrico 37% e solucdo de hidrdéxido de sodio 50%; fornecidos pela
Merck. Hidroxido de Potassio, grau para analise fornecido pela
Fluka. Agua foi deionizada pelo sistema de purificacao Milli-Q e
filtrada em filtro Millipak® Express 40 (MPGP04001).

Condicdes cromatograficas

0 equipamento consiste de um cromatografo liquido de alta eficién-
cia contendo uma bomba quaternaria modelo DIONEX ICS-5000 + SP
com degaseificador acoplado, um detector amperométrico pulsado
junto ao forno para colunas DIONEX ICS-5000 + DC, um injetor auto-
matico DIONEX-AS AP e software chromeleon versao 7.0, todos do
fabricante Thermo Fisher Scientific. Adaptacoes nas condicoes cro-
matograficas de Itoh et al.'s, em que a fase movel era composta de
8 mM de hidroxido de sodio (Eluicdo isocratica por 11 min), a etapa
de limpeza foi feita com 60% de 8 mM de hidroxido de sodio e 40%
de 1 M de acetato de sodio, e a etapa de equilibracdo aconteceu
com 10 min de fase de eluicao entre as injecoes, todas as etapas
permanecendo em velocidade constante de 1,0 mL/min. As amostras
foram eluidas com volume de 5 pL em um sistema composto por:
Pré-coluna Amino-Trap™, com dimensdes de 3 x 30 mm; Pré-coluna
Borate-Trap™, com dimensoes de 4 x 50 mm; Coluna de troca i6nica
CarboPac™ PA1, com dimensoes de 4 x 250 mm, mantida a 30°C.
Coluna e pré-colunas fornecidas pela Dionex. A deteccdo amperomé-
trico pulsado seguiu a programacao da Tabela 1.
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Tabela 1. Programagcao 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

min: minutos; V: volts.

Amostras e matéria-prima

Foram utilizadas trés amostras injetaveis e uma matéria-prima
de heparina sddica suina adquiridas junto aos produtores, com o
auxilio do Nucleo Técnico de Medicamentos Biologicos do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade da Fundacao Oswaldo Cruz.
As amostras foram identificadas, catalogadas e armazenadas sob
refrigeracao entre 6°C e 10°C, até o momento dos ensaios.

Preparo de solucao de adequacao do sistema

Para o preparo da solucao de adequacao do sistema foram feitas
duas solucoes: Solucao padrao USP de 1,6 mg/mL de glicosamina
em 5 N de acido cloridrico e solucdo padrao USP de 1,6 mg/mL
de galactosamina em 5 N de acido cloridrico. Volumes iguais das
solucoes de glicosamina e galactosamina foram vertidos em um
tubo de rosca, e a esta solucao final é dado o nome de solucao de
adequacao do sistema. Por ultimo, 5 mL da solucdo de adequacéo
sdo hidrolisados por 6 h a 100°C, que, apos arrefecimento, foram
diluidos com agua purificada do Tipo | na proporcéo de 1:100.

Preparo da matéria-prima

Foram pesadas aproximadamente 2,4 mg de matéria-prima
heparina sodica suina, que foram diluidas em 1,0 mL de HCL 5 N
e hidrolisadas por 6 h a 100°C e, apo6s arrefecidas, foram diluidas
com agua purificada do Tipo | na proporc¢ao de 1:100.

Preparo da amostra
Protocolo de dessalinizagdo

A coluna Micro Bio-Spin™ 6, utilizada para remocao de sais de uma
determinada amostra, por reter moléculas que possuem massa
molar inferior a 6 kDa, foi utilizada para o preparo das amos-
tras injetaveis de heparina. A coluna acondicionada em tampao
necessita de uma etapa de remocao desta solucao e uma etapa
de adicao do analito para rinsar a coluna, a fim de que nao haja
contaminacao com a amostra. Essa coluna satura com 75 pL de
volume adicionado, desta maneira, o processo de dessalinizacao
deve ocorrer no minimo 11 vezes para que haja volume necessario
para dar prosseguimento a analise.

Hidrélise da amostra

a solucao previamente dessalinizada foram vertidos 100 pL para um
recipiente e entao a secagem foi realizada no SpeedVac por 4 h, sem
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aquecimento, com vacuo de 0,1 vac e temperatura do trap de -90°C.
Apos a secagem, os tubos utilizados foram pesados e a diluicdo acon-
teceu de forma a atender a proporcao da Farmacopeia Americana
USP39-NF34™, cuja relacdo é de 12,0 mg de heparina sodica para
5 mL de 5 N de acido cloridrico. Estas solugdes foram hidrolisadas
por 6 h a 100°C e, ao esfriarem a temperatura ambiente, foram
filtradas em membrana Milipore Millex 0,22 mm, em seguida diluidas
com agua purificada do Tipo | na proporcao de 1:100.

Adequacédo do sistema
Resolugdo (Rs)

Parametro definido como medida quantitativa da separacao de
dois picos sucessivos. Para o calculo sdo necessarios dois fatores:
a distancia entre seus tempos de retencao (Tr) e a largura da
base (W) (Equacao 1).

2(Tr), - (Tr)
Rs= ———— Equacao 1
W, +W,)

Eficiéncia ou nimero de pratos tedricos (N)

Parametro definido como equilibrio de distribuicdo do soluto
entre as duas fases: movel e estacionaria. Mede-se o alargamento
que o sinal sofre durante a passagem do analito pelo sistema, e é
um valor constante para cada pico em um cromatograma com um
determinado conjunto de condicdes operacionais. Este parame-
tro é calculado conforme Equacéo 2, na qual Vn é o volume de
eluicao do pico e W é a largura do pico na linha de base’®.

- oo 2]

Fator de assimetria do pico (As)

Equacao 2

O parametro mede a assimetria do pico, pois este parametro é
inversamente proporcional a exatidao da quantificacédo, dificul-
tando determinar o tempo e a posicdo de inicio e término do
pico™. A Equacdo 3 mostra o calculo para fator de assimetria, no
qual W, . € a largura do pico a 5% da altura e f € a distancia da
linha vertical do sinal maximo até a linha vertical e perpendicu-
lar a linha de base que intercepta o traco a 5% da altura.

As = Wo,os

2 Equacao 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de OSCS e o alto teor de DS em uma amostra de heparina
indicam ma qualidade e o seu consequente descarte. Para a avalia-
cao da presenca ou auséncia de OSCS e DS, pode-se utilizar o método
de limite de galactosamina em hexosaminas totais. Neste método, a
amostra € hidrolisada e convertida em monossacarideos e espera-se
encontrar apenas glicosaminas provenientes da estrutura da heparina,
pois a galactosamina advém de impurezas como o DS e adulterantes
como a OSCS. De forma relativa consegue-se quantificar o teor de
galactosamina presente na amostra, a partir do sinal de glicosamina.
A separacado cromatografica ocorre pelo fendmeno da troca ionica e
a deteccao é realizada pelas reacoes de oxirreducao ocorridas entre
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0 analito e a célula do detector amperométrico pulsado a partir de
diferenca de potencial empregado na analise. Cabe ressaltar que o
padrao necessita passar pelo mesmo processo de hidrolise para que
seja submetido as mesmas condicoes da amostra. O método contido
na Farmacopeia Americana USP39-NF34 nao obteve resultados que
atendessem aos critérios de adequacéo do sistema do proprio com-
péndio, por isso eles ndo foram mostrados neste trabalho. O método
abordado por Itoh et al.' possui semelhancas com o da Farmacopeia
Americana USP39-NF34' em relacdo ao preparo da amostra, que,
em ambos 0s casos, reporta-se a matéria-prima. A Tabela 2 retine as
principais diferencas entre os métodos, que envolvem basicamente,
a fase movel e a coluna cromatogréafica.

As colunas cromatograficas em questdao sao indicadas para
separacdes com alta resolucdo de monossacarideos e sao fun-
cionalizadas com resina trocadora de anions de sal de amonio,
no entanto a Carbo Pac PA1" possui comprimento, diametro
e tamanho de particula superior aos da Carbo Pac PA20%. Ao
se tratar de monossacarideos extremamente substituidos, a
interacdo com particulas maiores é mais estabilizada do que
com as menores, facilitando assim a separacdo cromatogra-
fica. Segundo o fabricante do cromatografo liquido Thermo

Tabela 2. Principais diferencas entre os métodos para matéria-prima de
heparina sodica presentes na Farmacopeia Americana e no trabalho de
Itoh et al.™®.

Método de heparina sédica

Farmacopeia americana

i 16
Diferencas USP39-NF34™ Trabalho de Itoh et al.
s Carbo Pac PA20 Carbo Pac PA1
cromatografica

Hidroxido de potassio

14 mM Hidroxido de sodio 8 mM

Fase de eluicao

60% de hidroxido de
sodio 8 mM e 40% de
acetato de sodio 1 mM

Hidroxido de potassio

Etapa de limpeza 100 mM

Santana AC et al. Analise de galactosamina em heparinas injetaveis

Fisher Scientific*', o qual reproduziu o método da Farmaco-
peia Americana USP39-NF34™, a substituicdo de hidroxido de
potassio por hidroxido de sodio ndo causaria alteracdes nos
resultados encontrados. Sendo assim, o sucesso deste método
pode ser atribuido a coluna cromatografica e a etapa de lava-
gem. A Figura 1 mostra a comparacao entre cinco injecoes da
solucdo de adequacédo do sistema com o método adaptado de
Itoh et al."®, no qual foram observados tempos de retencao de
aproximadamente 7,75 e 9,50 min para galactosamina e gli-
cosamina, respectivamente. Em algumas injecdes, um sinal
nao identificado no tempo de 1,60 min pode ser detectado.
Os dados foram tratados pelo Teste de Grubbs e a injecao 3 foi
descartada por apresentar valores aberrantes (a = 0,05).

Os parametros de adequacao do sistema para o método em ques-
tao seguiram os abordados na Farmacopeia Americana, com a
finalidade de avaliar se o sistema cromatografico esta adequado
para a analise. A Tabela 3 resume os dados para avaliacao.

Para todos os critérios avaliados, o método foi aprovado e, por-
tanto, apto a ser testado para as amostras. A Figura 2 mostra
a comparacao entre branco, solucao de adequacao do sistema,
matéria-prima e amostras analisadas, na qual pode ser obser-
vado que o pico referente ao tempo de 1,60 min continua a ser
detectado, levantando a hipotese de que pode estar relacionado
com o acido cloridrico utilizado para a hidrélise, pois se encontra
nao so6 no padrao, matéria-prima e nas amostras, como também
no branco. Este pico nao é detectado no trabalho de Itoh et al.',
mas foram observados sinais proximos ao volume morto nos
estudos da Thermo Fisher Scientific?' e de Restaino et al.?2. Nos
resultados da Thermo Fisher Scientific', em que foi reprodu-
zido o método da Farmacopeia Americana USP39-NF34', assim
como em Restaino et al.??, o qual estudou o comportamento
cromatografico de outras espécies de polissacarideos hidrolisa-
dos, a hidrdlise ocorreu nas mesmas condicoes deste trabalho,
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Figura 1. Resultado de cinco injecdes de solucao de adequacéo do sistema, onde o sinal em 7,75 min é referente a galactosamina e o sinal em 9,50 min

referente a glicosamina.
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Tabela 3. Resultado dos pardametros de adequacao do sistema para o método de limite de galactosamina em hexosaminas totais.

Parametros de adequacéo

Resultados obtidos para o método

do sistema Critério de aceitagao proposto Observagao
Resolucao > 2 entre os picos de galactosamina e glicosamina 3,01 Aprovado
NUmero de pratos teoricos > 2.000 para o pico de glicosamina 3.754 Aprovado
Fator de assimetria Entre 0,8 e 2,0 para 0s picos de galactosamina e 1,11.3 e 1,19 para galacFosamma e Aprovado
glicosamina glicosamina, respectivamente
100
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Figura 2. Comparacéo entre (A) Branco; (B) Solucdo de adequacao do sistema; (C) Amostra 1; (D) Amostra 2; (E) Amostra 3; (F) Matéria-prima de

heparina sddica suina.

por isso, a deteccao de sinais proximos ao volume morto, como
o visto em 1,60 min, pode incontestavelmente ser atribuida ao
acido cloridrico. O pico de glicosamina permanece no tempo
de retencao de 9,5 min, aproximadamente, em todos os casos.
Na amostra 1 foi detectado pico proveniente da galactosamina
no tempo de 7,75 min e, nas amostras subsequentes, nenhum
pico no tempo de retencao da galactosamina foi detectado, por-
tanto nao foi possivel encontrar galactosamina dentro do limite
de deteccao do método que é de 0,01 mg/mL.

Seguindo o critério de aceitacdo visto na Farmacopeia Ame-
ricana USP39-NF34' de < 1% de limite de galactosamina em
hexosaminas totais, foi possivel avaliar a amostra 1, na qual
os resultados de cinco injecoes foram tratados por teste de
Grubbs (a = 0,05) e nenhum valor aberrante foi encontrado.
Os dados usados nas Equacdes 4 e 5 foram os resultados da
média das injecdes, sendo assim, PGALACTOSAMINA/PGLICO-
SAMINA seria a razao entre a resposta de galactosamina e gli-
cosamina na solucao de adequagéo do sistema; PA_, , crosamns €
a area do pico de galactosamina da solucdo de adequacao do
sistema; PM;, ,crosamna é referente a massa de galactosamina
da solucao padrao; PMg cocuuma
da solucdo padrao; PA;  os.ua € @ area do pico de glicosamina
da solucao de adequacao do sistema; AA_, , rosmns € Feferente
a area do pico de galactosamina da solucdo da amostra e,
por fim, AA_ oouns © igUal @ &rea do pico de glicosamina da
solucao da amostra.

seria a massa de glicosamina
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PAGALACTOSAMINA PAGLICOSAMINA
PGALACTOSAMINA/PGLICOSAMINA = X

PMGALACTOSAMINA PMGLICOSAMINA =
Equacao 4
2,67 3,17
—— | X | ——| =3,38x3,26 = 10,80
0,8 0,98
AAGALACTOSAMINA
Resultado = {( 1PGALACF'JSAM\NA/PGL\COSAM\NAD) / ( FOAACTOSAINA POLICOSTIG AM::;’:;ZEE:‘S?QS ) ’AAGUWS“M‘N“} x100
Equacao 5

[( 0,03 / 003 ]
080, .03 ) X100 = 0,06%
10,80 [( o, 4,58]

Portanto, pelo calculo, pode-se afirmar que a amostra possui teor
de galactosamina dentro do limite aceitavel. De acordo com os
resultados promissores vistos neste trabalho e da importancia de
se desenvolver métodos de analise fisico-quimica para a hepa-
rina na forma injetavel, podemos sugerir que um dos caminhos
para a implementacdo em compéndios oficiais seria a proposta
adaptada do trabalho de Itoh et al.' para o produto acabado.

CONCLUSOES

Conclui-se que o método cromatografico proposto para analise
fisico-quimica de amostras de heparina suina injetavel possui
parametros de adequacdo do sistema dentro dos critérios de
aceitacado estabelecidos pela Farmacopeia Americana e a analise
de trés amostras de heparina sodica suina evidenciou a presenca
de galactosamina em apenas uma das apresentacoes, a qual
obtinha teor abaixo do estabelecido pelo compéndio. Sendo con-
siderado simples e econdmico, o método sera encaminhado para
a Farmacopeia Brasileira como sugestao de monografia para o
produto acabado.
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