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DETERMINATION OF FRACTIONATED HEPARIN IN PHARMACEUTICAL DOSAGE FORMS USING TURBIDIMETRY. A
turbidimetric method has been used for quantification of fractionated heparin (FH) in pharmaceutical dosage. The UV detection at
two wavelengths (290 and 500 nm) showed a significant increase in sensitivity of the method, specificity, and linearity to range 5.0-
50.0 pg mL" and 50.0-200.0 pg mL"!, respectively (r < 0.99). At both wavelengths, the method was precise (inter-assay CV < 5.0%,
and intra-assay CV < 3.0%), accurate (maximum deviation of + 12%), and robust to the parameters evaluated. Turbidimetry proved
to be easy, inexpensive and relatively fast. The results obtained attest to the reliability of the method.
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INTRODUCAO

A heparina € o anticoagulante mais utilizado mundialmente
hd mais de 50 anos no tratamento e profilaxia da trombose venosa
profunda (TVP) e de sua principal complicacio, a embolia pulmo-
nar. Constitui o segundo farmaco natural mais utilizado no mundo,
superado apenas pela insulina.' Trata-se de uma glicosaminoglicana
composta de cadeias de residuos alternados de D-glicosaminoglicana
e um dcido ur6nico. Sua molécula € sulfatada, dcida e carregada
negativamente.>*

As heparinas fracionadas (HFs) sdo obtidas a partir da heparina
extraida da mucosa intestinal de suinos por degradacido quimica
ou enzimatica.”” Dentre as HFs disponiveis, a enoxaparina sddica
(Figura 1) € a mais estudada e tem sido veiculada em muitas formas
farmacéuticas de uso parenteral. Algumas estdo disponiveis no merca-
do como Enoxil®(Prodotti), Dripanina® (Ariston) e Clexane® (Sanofi).
Nos dltimos anos € crescente o nimero de pesquisas objetivando o
desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo para otimizagdo da
terapia. Assim, o desenvolvimento de métodos para o doseamento
da HF ¢€ bastante relevante.

Diversos métodos analiticos tém sido desenvolvidos para avaliar e
quantificar as glicosaminoglicanas incluindo as heparinas. Entretanto,
os estudos s@o dirigidos para a determinacdo das vdrias sequéncias
sacaridicas que compdem a molécula e utilizam técnicas como
ressonancia magnética nuclear, espectrometria de massas e sistemas
eletroforéticos.®!* Estes métodos sdo trabalhosos e se tornam invidveis
para a quantificagdo da heparina em formas farmacéuticas, pois en-
volvem processos de derivatizagao, incluindo a utilizagdo de enzimas
e a cromatografia de exclusdo para a separacio das diferentes fracdes
sacaridicas. A United States Pharmacopeial Convention publicou
em 2008 uma monografia atualizada para a HF, porém nao descreve
metodologia menos laboriosa. Outras formas encontradas para a
andlise quantitativa da HF sdo os métodos nefelométrico, descrito
por Ardry,'* e turbidimétrico utilizado em trabalhos mais recentes. '

A turbidimetria € uma técnica relacionada a colorimetria, capaz de
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Figura 1. Estrutura quimica da heparina fracionada (enoxaparina sédica)

medir a turbidez de uma amostra, e possui aplicagao restrita a quan-
tificacéio de substincias que podem ser precipitadas, utilizando rea-
gentes apropriados, em condi¢des que assegurem a formagao de uma
suspensdo suficientemente estdvel para se obter reprodutibilidade.'®

Andlises turbidimétricas tém sido utilizadas como alternativa para
o doseamento de farmacos em diversas formas farmacéuticas. Farhadi
et al.” desenvolveram métodos turbidimétricos para a determinagio
de fenotiazinas em preparagdes farmacéuticas utilizando sulfato
de dodecil e cloreto de merctrio como reagentes de precipitagao.
O emprego de medidas turbidimétricas em sistemas de andlise
por inje¢do em fluxo foi utilizado por Suarez et al.***' e Canaes e
Fatibello-Filho?* para a determinag@o de acetilcisteina, cloridrato de
fluoxetina e metilbrometo de homatropina, respectivamente, usando
nitrato de prata para a precipitacdo do farmaco. Costa-Neto et al.?
desenvolveram um método em fluxo empregando dcido silicotun-
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gstico para a determinagdo turbidimétrica de tiamina em amostras
comerciais. Silveira e Tarley? utilizaram a turbidimetria para a de-
terminagdo de amitriptilina baseando-se na formagao do par idnico
AMT-lauril sulfato de s6dio usando sistemas em fluxo. Marcolino-Jr.
et al.® utilizaram a turbidimetria para a determinagéo de dipirona em
formulagdes farmacéuticas.

O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento e vali-
dagdo de um método analitico para a quantificagdo da HF intacta em
preparacdes farmacéuticas empregando a turbidimetria.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

A HF utilizada foi a enoxaparina sédica (lote: 034/07), cedida
gentilmente pela Kin Master (Passo Fundo, Brasil) e empregada
conforme adquirida. Os demais reagentes empregados foram: acetato
de sédio (Mallinckrodt LabGuard), cloreto de cetilpiridinio (lote:
42953), cloreto de potassio (lote: 105703), cloreto de sédio (lote:
112987), fosfato de potdssio monobasico anidro (lote: 105427) e
fosfato de sédio dibdsico hepta-hidratado (lote: 93438), grau P.A.
(Synth), e dcido acético (lote: 044058), grau cromatografico (Vetec).
A dgua foi obtida pelo Sistema Milli-Q Plus — Millipore®/Millipore
Corporation (EUA).

Métodos

Solugdo padrdo

As solugdes padrao foram preparadas rigorosamente no mesmo
meio de andlise do farmaco, a partir de dilui¢des de uma solucio
estoque da HF (1,0 mg mL"") em dgua Milli-Q.

Desenvolvimento do método analitico

As determinag¢des turbidimétricas foram realizadas adicionando-
se em um tubo de vidro 0,5 mL da amostra contendo a HF, 0,5 mL de
solugdo tamp@o acetato 1 mol L' pH 4,4 e 2 mL de soluc@o de cloreto
de cetilpiridinio 0,1% (m/v) e NaCl 0,94% (m/v), em triplicata. O
branco foi preparado da mesma forma utilizando 0,5 mL do veiculo
excetuando a adigdo do farmaco. Os tubos foram agitados e incubados
a37°C (£0,5°C) por 1 h em banho termostatizado FANEM 1100
(Brasil). Todas as andlises foram realizadas em espectrofotdmetro
UV —visivel Femto 800XI (Brasil) utilizando células de quartzo com
caminho 6ptico de 1 cm e comprimentos de onda (L) de leitura de 290
ou 500 nm, dependendo da faixa linear obtida nas curvas analiticas.

O método foi desenvolvido e validado para a determinagdo da
HF em microparticulas de poli-(D,L-l4ctico-co-glicdlico) (PLGA),
para célculo da porcentagem de firmaco encapsulado e para sua
quantificagdo em estudos in vitro de liberagdo. Os meios utilizados
para a construg@o das curvas analiticas foram: meio contendo a mes-
ma composi¢do das microparticulas (PLGA e élcool polivinilico),
excetuando o farmaco, e meio composto de tampao fosfato salino
10 mol L' pH 7,4 (cloreto de sédio 1,37 x 10 mol L, cloreto de
potéssio 2,7 x 103 mol L™, fosfato de sédio dibdsico hepta-hidratado
8,0 x 10~ mol L', fosfato de potdssio monobdsico anidro 2,0 x 103
mol L), respectivamente. Ambos filtrados em membrana de celulose
regenerada (0,45 um).

Validagdo do método
Os parametros avaliados seguiram as especificacoes da ANVISA?
e recomendacdes do ICH Harmonised Tripartite Guideline.”

Seletividade
A seletividade foi determinada pela comparacdo dos resultados
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obtidos de amostras da HF contaminadas com quantidades apro-
priadas de adjuvantes utilizados na preparacdo das microparticulas
(PLGA, élcool polivinilico e residuo de diclorometano) e amostras
ndo contaminadas.

Linearidade

A partir de diluicGes da solugdo estoque da HF (1,0 mg mL")
foram preparadas solugdes em 20 concentragdes diferentes, compre-
endendo de 1,0 a 1.000,0 ug mL"!, com leituras em 290 e 500 nm. Os
intervalos lineares foram calculados e as curvas analiticas para cada
A foram construidas, relacionando os valores de concentragdo das
solucdes no eixo das abscissas com os valores de absorvancia obtidos
no eixo das ordenadas. A proporcionalidade entre a concentragdo e
aresposta foi verificada mediante a obtencéo de uma curva padrédo e
do célculo da inclinagdo da reta, do coeficiente de correlacdo linear
(r) e da equagdo da reta (coeficiente linear, coeficiente angular, soma
residual dos minimos quadrados). O coeficiente de correlag@o (r)
minimo aceitdvel foi de 0,99.2

Precisdo e exatiddo

A precisdo e exatiddo foram baseadas no método de padroni-
zacdo externa e avaliadas em dois niveis: repetibilidade e precisdo
intermedidria, e exatiddo intra e interensaios, respectivamente. Para
determinagdo da repetibilidade e da exatiddo intraensaio foram re-
alizadas 10 leituras independentes, em um mesmo dia nas mesmas
condic¢des de andlises, em trés concentragdes diferentes para cada
comprimento de onda: 5,0; 25,0 e 50,0 pg mL"' em 290 nm e 50,0;
100,0 e 200,0 ug mL"' em 500 nm. Os estudos de exatidao interen-
saios e precisdo intermedidria foram realizados em triplicata, para as
mesmas concentragdes acima, em 5 dias consecutivos. Os célculos
para avaliar a precisdo do método foram realizados utilizando-se os
gréficos de calibrag@o. As dispersdes em relacdo aos valores médios
foram expressas como coeficiente de variacdo (CV) obtido pela
Equacdo 1.

CV% = - x100 (N

s
X

onde: s = desvio padrao; X = média dos valores obtidos.

Para os calculos da exatidao (E) foram utilizadas as medidas das
concentragdes obtidas nos estudos intra e interensaios e a concentra-
¢ao real presente na amostra, segundo a Equagao 2.

- valor obtido - vyalorteorlco +100 )
valor teorico

Robustez

Para a avalia¢do da robustez do método, os ensaios foram subme-
tidos a variacdes nas condic¢des analiticas. Os pardmetros avaliados
foram variacdo do pH, do tempo e da temperatura da reagdo e alteragdo
no meio onde o farmaco foi determinado (dgua, solucdo tampio e
sobrenadante do preparo de microparticulas inertes).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A HF € uma macromolécula sulfatada, dcida e carregada negati-
vamente. A maioria dos métodos de andlise das heparinas descritos
na literatura utilizam processos de derivatizacdo para analisar as
diferentes fra¢des de oligossacarideos que constituem a molécula.
Entretanto, este processo ndo € vidvel para a determinagdo do farmaco
em formas farmacéuticas, principalmente para estudos do perfil de
liberacdo in vitro. A turbidimetria foi a técnica de escolha para a
andlise quantitativa da HF, devido ao insucesso por cromatografia
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liquida de alta eficiéncia (CLAE), incluindo técnicas como croma-
tografia de par i0nico, troca i0nica, exclusdo utilizando detector por
UV-vis e indice de refracdo.

Turbidimetria é uma expressdo da propriedade Gtica de uma
amostra que faz com que a radiacdo seja dispersa e absorvida antes
de ser transmitida em linha reta através da amostra.”® Quanto 2 ins-
trumentacdo, o turbidimetro mede a quantidade de radiagio que passa
através de uma amostra, andlogo a espectrofotometria de absorcao,
e pode ser realizada em colorimetros e espectrofotdmetros sem
nenhuma modificagdo.'® Entretanto, a determinac@o analitica deve
ser empirica, pois diferengas no projeto fisico de um instrumento
causam diferengas nos valores medidos para a turdidez, ainda que o
mesmo material de calibragio seja usado para cada instrumento.”® A
exatidao das técnicas turbidimétricas pode ser comprometida devido
a dificuldade em assegurar que o tamanho de particulas em uma
suspensdo, apds a precipitacio, seja 0 mesmo durante cada medida
como durante a calibracdo. Os erros que ocorrem durante a medida
sdo geralmente insignificantes em comparagdo com aqueles devido
a falta de reprodutibilidade das propriedades da suspensdo por falha
na padronizacdo. A concentrag@o dos reagentes, ordem de preparagiao
da amostra, agita¢do, o tempo posterior a reagdo e anterior as leitu-
ras sdo fatores que afetam os resultados e devem ser rigorosamente
controlados. O pH, a forga i0nica, a temperatura e a presenca de
impurezas sdo outras variaveis criticas a serem controladas.?? Assim,
foi necessdrio padronizar todas as etapas e preparar a curva analitica
e 0 branco da amostra sempre nas mesmas condi¢des das amostras
para todas as andlises, a fim de minimizar interferéncias.

Neste estudo, a andlise turbidimética baseia-se na reagdo de
precipitagdo de estequiometria (1:1).>° Em pH dcido, os grupos
sulfatados da HF (Figura 1), carregados negativamente, reagem
com os grupos de amdnio quaterndrio das moléculas de cloreto de
cetilpiridinio (Figura 2a), carregados positivamente, formando pares
ionicos. As cadeias carbOnicas longas, presentes nas moléculas do
cloreto de cetilpiridinio que se ligam a HF, geram um composto es-
truturalmente complexo (Figura 2b), que precipita, deixando o meio
reacional turvo. A turbidez da amostra € diretamente proporcional a
concentracio de HF no meio.
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Figura 2. Estrutura quimica do cloreto de cetilpiridinio (a) e da ligagcdo
dos grupos sulfatados® da HF ao cloreto de cetilpiridinio que formam o
composto insoliivel (b)

As amostras foram analisadas em vdrios comprimentos de onda
(M) a fim de definir o intervalo linear. Os primeiros testes foram reali-
zados utilizando A = 500 nm e apresentou linearidade na faixa de 50,0
a200,0 uL mL" (r = 0,9962). Esta faixa linear foi ideal para a deter-
minacdo da eficiéncia de encapsula¢do da HF nas microparticulas de
PLGA, porém ndo alcancou sensibilidade necessdria para a os ensaios
de liberagao in vitro do farmaco microencapsulado. De acordo com
Charlot'® e Morais et al.”® a sensibilidade da técnica turbidimétrica
pode ser aumentada modificando-se o A. Assim, as anélises também
foram realizadas em um A mais baixo (290 nm), o qual apresentou
linearidade na faixa de 5,0 a 50,0 uL mL"' (r = 0.9963).
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Os resultados preliminares das curvas analiticas das solucdes
padrdo apresentaram boa correlagdo nas concentracdes analisadas,
em conformidade com as exigéncias da ANVISA.? O método turbi-
dimétrico foi entdo validado para os A 290 e 500 nm.

Validacio do método

Seletividade

Segundo a ANVISA,* para a anélise quantitativa de farmacos
em formas farmacéuticas, a seletividade pode ser determinada pela
comparagdo entre os resultados obtidos de amostras ndo contami-
nadas e os obtidos das amostras contendo o firmaco, contaminadas
com quantidades apropriadas de adjuvantes, para demonstrar que o
resultado do teste ndo € afetado por esses materiais. Os resultados
obtidos para as solucdes de HF preparadas em dgua Milli Q, em
tampdo fosfato salino 10 mM e no meio contendo os adjuvantes das
microparticulas de PLGA demonstraram ndo serem afetados pelas
matérias-primas utilizadas.

Linearidade

A linearidade do método foi determinada através de curvas ana-
liticas (n=3) utilizando concentragdes superiores aquelas empregadas
para a constru¢@o do grafico de calibragdo. Apds o ajuste dos dados
por regressdo linear utilizando o método dos minimos quadrados, as
equacdes analiticas foram determinadas e as respostas obtidas mos-
traram ser diretamente proporcionais a concentra¢do da amostra para
os intervalos compreendidos entre 5,0 a 50,0 ug mL™! [absorvancia =
0,0050 x concentragéo (ug mL') + 0,0003], para leitura em 290 nm (r=
0,9963) (Figura 3a), e entre 50,0 2 200,0 ug mL"! [absorvancia = 0,0029
x concentragdo (ug mL") +0,0015, para leitura em 500 nm (r = 0,9975)
(Figura 4a). A construgio da curva analitica relativa (Figuras 3a e 4b),
relacionando os valores de absorvancia divididos pelas respectivas
concentracdes no eixo y e as concentracdes correspondentes em escala
logaritmica no eixo x,*' demonstrou a linearidade para as mesmas faixas
de concentragao considerando os pontos entre 95 ou 105% da resposta
relativa média. A construg@o da curva com a concentragdo em escala
logaritmica permitiu melhor visualizacdo da faixa linear.

A
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Figura 3. Determinagdo da linearidade: (A) curva analitica; (B) absorvancia/
concentragdo vs. concentragdo em escala logaritmica (leitura em 500 nm)

Precisdo e exatidao

Os resultados obtidos nos estudos de repetibilidade apresentaram
CV méximo de 2,95 e 0,84% utilizando 290 e 500 nm, respectiva-
mente. J4 para a precisdo intermedidria o CV maximo foi de 4,80
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) bem como sua confiabilidade durante o uso.?® As variagdes nos pa-
0,300 rametros de andlise estabelecidos (Tabela 3) apresentaram um CV
o 20 méximo de 5,08%.
g 0200
$ o150 Tabela 3. Avaliacdo da robustez do método turbidimétrico utilizado para a
E 0,100 y = 0,005 +0,003 andlise da heparina fracionada
< r=0,9964
0,050
0.000 4 ‘ ‘ . ‘ ‘ . 290 nm 500 nm
00 100 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 pH do tampio de reacdo " r
& Concentragéo (ug mL) 44 0.9963 0.9975
) 00055 o - 34 0,9962 0,9972
_E —— L )
s D 00045 - ——oy 095 5,4 0,9960 0,9974
g = Faixa linear
53 oo / CV(%) 0,02 0,02
S £ 00025 . ~
2€ © Temperatura de incubacdo r T
<8 00015
5 37°C 0,9963 0,9975
© 10,0005 +
0,001 0,010 0,100 1,000 39°C 0,9963 0,9960
Log concentragdo (ug mL™") 36 °C 0,9958 0,9976
Figura 4. Determinagdo da linearidade: (A) curva analitica; (B) grdfico da CV(%) 0,03 0,09
absorvdncia/concentragdo vs. concentragdo em escala logaritmica (leitura
em 290 nm) Meio de andlise da HF r T
Agua 0,9965 0,9962
e 0,91%, respectivarpente (Tabe.la .1). Os resultados obtidos apre- Solugdo tampio fosfato salino 10 mM pH 7,4 0,9963 0,9975
sentaram valores abaixo de 5%, indicando que o método € preciso. Meio contendo adjuvantes das 0.9919 0.9988
microparticulas inertes
Tabela 1. Precisdo do método turbidimétrico utilizado na andlise da heparina V(%) 0.26 0.13

fracionada

Parametros

Repetibilidade 290 nm 500 nm

Conc. teédrica (ug mL") 10,0 25,0 50,0 50,0 100,0 200,0
n 10 10 10 10 10 10
CV(%) 295 1,00 0,76 084 043 0,59
Precisdo intermedidria 290 nm 500 nm

Conc. tedrica (ug mL") 10,0 25,0 50,0 50,0 100,0 200,0
n 3 3 3 3 3 3
CV(%) 4,80 263 256 091 034 0,89

Conc.: concentragdo; n: nimero de replicatas; CV: coeficiente de variacdo.

A avaliagdo da exatid@o intra e interensaios (Tabela 2) revelou
que os desvios do valor nominal foram menores que + 15%, valores
preconizados nos estudos de Causon®? e Shah et al.,* demonstrando
uma boa exatiddo do método.

Tabela 2. Exatiddo do método turbidimétrico utilizado na andlise da heparina
fracionada

Pardmetros
Exatiddo intra-ensaios 290 nm 500 nm
Conc. tedrica (ug mL™") 10,0 250 50,0 50,0 100,0 200,0

Conc. obtida (ug mL™") 9,8 25,1 50,1 489 113,8 197,9
n 10 10 10 10 10 10
E(%) -2,08 0,55 0,13 -220 11,79 -1,05
Exatiddo inter-ensaios 290 nm 500 nm

Conc. tedrica (ug mL") 10,0 250 50,0 50,0 100,0 200,0
Conc. obtida (ug mL™") 9,2 26,5 474 479 112,1 1962
n 3 3 3 3 3 3
E(%) -8,20 6,15 -529 -420 12,00 -1,90

Conc.:concentrac¢do; n: nimero de replicatas; E: exatidao.

Robustez
A robustez de um método indica a capacidade da técnica desen-
volvida em resistir a pequenas variacdes dos pardmetros analiticos,

CONCLUSAO

O método analitico empregando turbidimetria permitiu uma
rdpida detec¢do e quantificacdo da HF. A detec¢do por UV em 290
nm apresentou um aumento significativo na sensibilidade do método
comparado aos resultados obtidos utilizando 500 nm. Os resultados
também indicaram que este método foi seletivo frente aos componen-
tes da formulagdo e do meio de dissolugdo utilizado, preciso (CV%
inferior a 5,0%), exato (E% méximo de 12,0%), linear em ampla
faixa de concentragio (5,0 a 50,0 pg mL"! e 50,0 a 200,0 ug mL",
para leituras em 290 e 500 nm, respectivamente) e robusto para os
parametros avaliados. A turbidimetria mostrou-se relevante para a
determina¢do de HF, devido a dificuldade de anélise por outras téc-
nicas e a escassez de trabalhos publicados. O método desenvolvido e
validado demonstrou ser de facil execucio, baixo custo, relativamente
rapido e pouco poluente. Os resultados obtidos no presente trabalho
atestam a confiabilidade do método para ser utilizado no doseamento
da heparina fracionada na forma farmacéutica analisada.
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