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Introducao

A heparina é um polissacarideo sulfatado
pertencente a familia dos glicosaminoglicanos
(GAG) com inomeras atividades biolégicas
associadas a interacBes com varias proteinas. No
ano de 2008, varios casos de efeitos adversos
utilizando este polissacarideo na dialise foram
relatados, com centenas de Obitos nos EUA, Europa
e Asia, originando a crise mundial da heparina.
Guerrini e colaboradores, através de analises de
ressonancia magnética nuclear (RMN), identificaram
gue as amostras de heparina estavam contaminadas
com uma condroitina sulfato oversulfatada (OSCS)*.
Esses acontecimentos, relacionados a
contaminacao, podem ser o resultado do aumento
na demanda mundial de heparina, sendo que
aproximadamente, em 2008, foram causadas cerca
de 250 mortes por complicagbes no uso do
medicamento na Europa e EUA'. Para a analise dos
componentes de baixa massa molecular sdo
realizados ensaios qualitativos e a dosagem de
solventes residuais é feita por GLC (USP 467
Residual Solvent Method), que despende grande
tempo. Com isso, este trabalho objetiva a analise
guantitativa de solventes residuais e contaminantes
de baixa massa molecular presentes em amostras
de heparina, uma vez que o ensaio de contaminacdo
por GAGs, e especialmente o OSCS, é realizado por
RMN.

Resultados e Discussao

Para a andlise por RMN, amostras de heparina pura
foram dissolvidas em solvente deuterado e
acrescentados 0s contaminantes acetato, alcool
benzilico, fenol, etanol e metanol, variando a
concentracao de 0,0155% a 2% (p/p). As analises de
RMN foram realizadas em um equipamento Bruker
Avance Il 400 MHz, com sonda inversa de 5 mm e
gradiente de campo.Na Tabela 1 estdo expostos os
resultados das areas integradas dos contaminantes
em relacéo a area do hidrogénio anomérico (H-1).

As regides selecionadas para a integracao das areas
foras as seguintes: & 1.1 - 1.3 ppm (EtOH); & 1.85 -
1.95 ppm (AcO); & 3.35 - 3.4 ppm (MeOH); & 5.1 -
5.6 ppm (regi&o de "H); & 6.9 - 7.35 ppm (PhOH) e &
7.4 - 7.5 ppm (BzOH).
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Tabela 1. Relacdo entre os valores das areas
integradas das  diferentes  concentracbes  de
contaminantes com a area do hidrogénio anomérico da
heparina

Contam. 2% 1% 05% 0,3% 0,1% 0,06% 0,01%
Acetato 0,113 0,053 0,032 0,017 0,010 0,006 0,002
Benzol 0213 0,095 0,056 0,028 0,017 0,007 0,002
Fenol 0,245 0,107 0,064 0,032 0,018 0,008 0,002
Etanol 0,303 0,134 0,075 0,041 0,024 0,012 0,021
Metanol 0,435 0208 0,144 0,091 0,052 0,047 0,030
As amostras de heparina foram entdo particionadas,

sendo isolado o produto da fase organica (80 pg.mL™) e
evaporado sob baixa pressdo. O residuo resultante foi
submetido a estudos detalhados de RMN utilizando
correlagdo  homonuclear (COSY e TOCSY) e
heteronuclear (HSQC editado e HMBC 1H;lg’C - 1H;31P).
Os resultados sugeriram que o contaminante fosse um
éster organofosforado, sendo confirmada a estrutura do
mesmo por analise em espectrébmetro de massas (ESI-
MS), definindo a estrutura do mesmo como mostrado na
figura 1.

- Fig. 1 - Estrutura do
PT.O\/\O\/\/\ organofosforado  tris(2-n-
Yo, *= butoxietil) fosfato (TBEP)
O,

Conclusodes

O trabalho conseguiu prover, em um simples espectro de
'H-RMN de heparina, a quantificacdo de solventes
residuais, bem como de contaminantes de baixa massa
molecular n&o-volateis. Além disso, um novo
contaminante foi identificado em heparinas comerciais, o
TBEP, podendo causar riscos potenciais a salde,
incluindo sinais de hemangiosarcoma.
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