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NADROPARINA CALCICA
Nadroparinum calcicum

A nadroparina célcica é uma preparacao de heparina de baixo peso molecular que contém o sal célcio.
Essa heparina, de baixo peso molecular, é obtida por meio da despolimeriza¢do com &cido nitroso da
heparina da mucosa intestinal suina, seguida de fracionamento para eliminar seletivamente a maior
parte das cadeias com peso molecular inferior a 2000 Da. A maioria das cadeias possui um &cido 2-
O-sulfo-a-L-idopiranosurdnico na extremidade ndo redutora e uma estrutura de 6-O-sulfo-2,5-anidro-
D-manitol na extremidade redutora da sua cadeia.

A nadroparina célcica deve estar em conformidade com a monografia Heparina baixa peso molecular
com as modificacOes e exigéncias adicionais descritas a seguir.

A massa molecular média relativa deve variar de 3600 Da a 5000 Da, com um valor caracteristico de
cerca de 4300 Da. O grau de sulfatacdo deve estar em torno de dois sulfatos por unidade dissacaridica.
A poténcia deve ser, no minimo, 95 Ul e, no maximo, 130 Ul de atividade antifator Xa por miligrama,
calculada com referéncia a substancia dessecada. A raz&do da atividade antifator Xa para atividade
antifator l1a deve ser de 2,5 a 4,0.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de Identificacdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. Calcular a poténcia em relacdo a atividade antifator Xa por miligrama e a atividade
antifator lla.

B. Proceder conforme descrito no teste B. de Identificacdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. O espectro obtido deve ser similar ao da nadroparina padréo.

C. Proceder conforme descrito no teste C. de Identificacdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. Os seguintes requisitos se aplicam: a massa molecular média relativa deve variar entre
3600 Da e 5000 Da; a porcentagem de cadeias com peso molecular inferior a 2000 Da deve ser, no
minimo, 15%; a porcentagem de cadeias com peso molecular entre 2000 Da e 8000 Da varia entre
75% e 95%; a porcentagem de cadeias com peso molecular entre 2000 Da e 4000 Da varia entre 35%
e 55%.

ENSAIOS DE PUREZA

Alcool etilico. No méaximo 1% (m/m). Proceder conforme descrito em Cromatografia a gas em
espaco confinado (headspace) (5.2.17.5.1), utilizando 2-propanol SR como padrao interno. Utilizar
cromatografo a gas provido de detector de ionizacdo de chamas, utilizando coluna de niquel com 1,5
m de comprimento e 2 mm de didmetro interno empacotada com copolimero etilvinilbenzeno e
divinilbenzeno com espessura de filme de 150 um a 180 um; temperatura da coluna de 150 °C e
temperatura da porta de injecdo e do detector a 250 °C; utilizar gas hélio ou nitrogénio como géas de
arraste; fluxo de 30 mL/minuto.

Solucéo de padrdo interno: diluir 1 mL de 2-propanol SR em 100 mL de &gua purificada. Diluir 1
mL dessa solucdo em 50 mL de agua purificada.

Solucéo de referéncia: diluir 1 mL de alcool etilico SR em 100 mL de &gua purificada. Diluir 0,5 mL
dessa solugdo em 20 mL de agua purificada.
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Frascos de enchimento: colocar as solucGes descritas a seguir em quatro frascos separados
compativeis com o sistema de injec&o.

Frasco branco: 1 mL de agua purificada.
Frasco referéncia: 0,5 mL da Solugéo de referéncia e 0,5 mL da Solucéo de padréo interno.
Frasco de teste A: a 10 mg da amostra adicionar 1 mL de agua purificada.

Frasco de teste B: a 10 mg da amostra adicionar 0,5 mL de agua purificada e 0,5 mL da Solucédo de
padrao interno.

Procedimento: equilibrar cada frasco no sistema headspace a 90 °C durante 15 minutos. O tempo de
pressurizacao da pré-injecdo é de um minuto. O cromatograma obtido a partir do Frasco referéncia
apresenta dois picos que correspondem ao alcool etilico e ao 2-propanol no sentido em que o tempo
de retencdo aumenta (com tempos de retencdo de aproximadamente dois minutos e meio e quatro
minutos). Calcular o teor de alcool etilico (m/m) levando em consideragdo sua densidade a 20 °C,
que deve ser de 0,792 g/mL.

Grupos N-NO. No maximo 0,25 ppm, determinado por clivagem da ligagdo N-NO, com &cido
bromidrico em acetato de etila sob um condensador de refluxo e posterior deteccdo do NO (6xido
nitrico) liberado por quimioluminescéncia. Utilizar o aparelho ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — Esquema do aparelho a ser utilizado na determinag&o de N-NO.
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Descricéo do aparelho (Figura 1). Utilizar um baldo de vidro borossilicato, de fundo redondo, de
500 mL, com trés juntas, acima do qual esta ligado um condensador que é equipado com:

- de um lado, uma junta torion através da qual pode ser introduzida uma corrente de argonio, por uma
canula;

- do outro lado, um conjunto de parafuso com um pistdo equipado com um septo através do qual a
Solucgéo de referéncia e uma Solugéo amostra serdo injetadas.

O bal&o de fundo redondo é ligado em série a trés armadilhas de bolhas que séo eles préprios ligados
a duas armadilhas frias, que s&o por sua vez ligadas a um detector de quimioluminescéncia. Tubulagéo
adequada garante que as juncfes sdo estanques.

Preparacao do detector de quimioluminescéncia: ligar o detector de quimioluminescéncia 48 horas
antes da utilizac&o e ligar a bomba de vacuo. O véacuo deve ser inferior a 0,5 mmHg. Uma hora antes
da utilizacdo, abrir a valvula de oxigénio a uma pressdo de 0,2 MPa e uma velocidade de fluxo de 9,4
mL/minuto.

Preparacao do borbulhador: em cada borbulhador, colocar 30 mL de uma solucdo de 300 g/L de
hidroxido de sodio SR em agua purificada.

- Armadilha em -120 °C: lentamente, adicionar nitrogénio liquido em um baldo isotérmico contendo
250 mL de alcool etilico, utilizado uma espatula de madeira para manter a agitacdo até que uma pasta
seja obtida. Colocar a armadilha fria no baldo isotérmico preparado como descrito.

- Armadilha em -160 °C: lentamente, adicionar nitrogénio liquido para um baldo isotérmico contendo
250 mL de 2-metilbutano utilizando uma espatula de madeira para manter a agitacdo até que uma
pasta seja obtida. Colocar a armadilha fria no baldo isotérmico preparado como descrito.

Secagem em bal&o de vidro de 500 mL borossilicato de fundo redondo e condensador: ferver 50 mL
de acetato de etila sob refluxo durante uma hora sob atmosfera de argénio sem ligar o sistema detector
de quimioluminescéncia.

Solugdo amostra: secar a substancia a ser examinada durante 12 horas em pentoxido de difésforo a
60 °C sob vacuo. Dissolver 0,10 g da substancia tratada de modo a ser examinada em 1 mL de
formamida. Agitar a solucéo obtida durante 30 minutos.

Solucdo de referéncia: diluir 0,1 mL de solucdo nitrosodipropilamina em 6 mL de alcool etilico.
Diluir 0,1 mL da solucéo obtida em 1,0 mL de formamida (esta solucdo é equivalente a 0,05 ppm de
grupos N-NO).

Introduzir 50 mL de acetato de etila em baldo de vidro borossilicato de 500 mL de fundo redondo
seco e equipado com um septo. Ligar o baldo de fundo redondo para o condensador, que foi
previamente resfriado a -15 °C durante duas horas.

Ligar a canula de argbnio e ajustar a taxa de fluxo para 0,1 litro/minuto. Verificar se o sistema € livre
de vazamentos. Apenas 0 conector para o detector de quimioluminescéncia permanece aberto, a fim
de evitar excesso de pressdo. Aquecer o acetato de etila até a ebulicdo.

Evacuar o sistema rodando lentamente a valvula do detector de quimioluminescéncia. A0 mesmo
tempo, apertar a entrada do detector de quimioluminescéncia. Quando o sistema é equilibrado, o
vacuo atinge 4 mmHg. O sinal do ajuste zero no detector de quimiluminescéncia é definido como
10% da escala completa do gravador. Através do septo do baldo de vidro borossilicato de 500 mL de
fundo redondo, injetar sequencialmente 0,5 mL de &gua purificada, 2 mL de &cido bromidrico diluido
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e, em seguida, 2 mL de uma outra amostra de acido bromidrico diluido, certificando-se que a caneta
do gravador tenha voltado a linha de base entre cada injecdo. Injetar 50 pL da Solugdo de referéncia
e, em seguida, 50 pL da Solucdo amostra ap6s a caneta do gravador voltar a linha de base. Calcular
a concentragao dos grupos N-NO da substancia a ser examinada.

Sulfatos livres. No méaximo 0,5% (m/v). Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (5.2.17.4), utilizando um instrumento equipado a um detector de condutividade.
Utilizar um detector com uma sensibilidade de 30 uS. Utilizar coluna de separagdo aniénica com 50
mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno; utilizar como sistema de neutralizagdo quimica
uma micromembrana de neutralizacdo de acordo com a fase mével para a deteccao de anion.

Solucé@o amostra: dissolver 30 mg da amostra em &gua purificada e diluir até 10 mL utilizando o
mesmo solvente.

Solucéo de referéncia: dissolver 1,4787 g de sulfato de sédio anidro em agua e diluir até 1000 mL
utilizando o mesmo solvente. Diluir 1 mL desta solucdo para 200 mL com agua destilada (5 ppm de
ions sulfato).

Procedimento: eluir com uma solucdo de 1,91 g de tetraborato dissodico em 1000 mL de agua
purificada como fase movel durante 15 minutos, mudar para 100% de hidroxido de sédio 0,1 M
durante um periodo de meio minuto; eluir com essa solu¢do durante 10 minutos; voltar as condicdes
iniciais por um periodo de meio minuto; a taxa de fluxo é 1 mL/minuto.

Bombear continuamente o sistema de neutralizacdo quimica em contrafluxo com uma solucéo de
acido sulfurico a 2,45 g/L, a uma taxa de fluxo de 4 mL/minuto. Injetar 50 uL de cada solu¢do. O
cromatograma obtido com a solucdo de referéncia apresenta um pico principal que corresponde ao
fon sulfato (tempo de retencdo de aproximadamente 7,5 minutos). Alterar a composicdo da fase
movel, se necessario, para obter o tempo de retencao fixo. Calcular o teor de sulfato da substancia a
ser examinada.



