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Resumo: A heparina é um medicamento biolégico extraido e purificado da mucosa intestinal de
suinos e bovinos e do pulmao de bovinos. Entre 2007 e 2008, eventos adversos em pacientes, como
a ocorréncia de discrasias sanguineas e reagdes de carater anafilactéide, foram relacionadas ao uso
de lotes de heparinas nao fracionadas. Tal fato provocou um alerta sanitario do mercado de hepari-
nas de ordem mundial. O objetivo do trabalho foi realizar o controle de qualidade biolégico de po-
téncia de heparinas nao fracionadas. 10 amostras foram analisadas no total, sendo 7 de matéria-
prima em base seca analisadas pelos métodos de Inibicdo da Coagulagao do Plasma Ovino (ICPO),
Atividade Anti-fator Ila, e Atividade Anti-fator Xa e 3 amostras de soluc¢do injetavel, analisadas
apenas pelo ensaio de ICPO. Todos os ensaios foram realizados pelo menos em duplicata. Apenas
uma amostra de matéria-prima cumpriu o requisito farmacopeico de no minimo 180 Ul/mg da ati-
vidade anti-Ila. As amostras de produto acabado na forma de solugao injetavel cumpriram a espe-
cificagdo de poténcia que determina atividade entre 90 a 110% do valor declarado. Destaca-se que
as matérias-primas analisadas estdo em fase de desenvolvimento e estes ensaios sdo fundamentais
para escolha de um insumo com adequada atividade/massa, visando a produgao farmacéutica. A
combinagao e analise por diferentes ensaios de poténcia contribuem para avaliar com seguranca a
qualidade destes produtos bioldgicos. Tais resultados sao importantes para assegurar e monitorar
a qualidade dos produtos comercializados no pais.

Palavras-chave: Plasma ovino; Anti-fator Ila; Anti-fator Xa.

1. Introducio

As doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) se constituem como um problema
de satde publica de grande magnitude. O processo de transi¢cao epidemioldgica, obser-
vado no Brasil desde a década de 60, se configura por uma mudanca no perfil etiologico
das patologias, que passa de um perfil infecto-contagioso para doencas cronicas nao-in-
fecciosas. Dentre as DCNTs, as doengas do aparelho circulatério representam a causa mais
prevalente de mortes [1].

A heparina tem indicacdo clinica tanto para profilaxia quanto para tratamento de
Tromboembolismo Pulmonar (TEP) e Trombose Venosa Profunda (TVP). A anticoagula-
¢ao por heparina é utilizada também durante procedimentos cirtrgicos, revestimento de
dispositivos, hemodialise e mais recentemente, teve seu uso associado a pacientes graves
de COVID-19 [2-3].

A heparina é registrada como medicamento biol6gico e comercializada no Brasil sob
os nomes comerciais de Hemofol® (Cristalia), Hepamax-S® (Blau Farmacéutica), Pari-
nex® (Hipolabor Farmacéutica) e Hemacin® (Insitituto Biochimico Industria Farmacéu-
tica). E extraida da mucosa intestinal de bovinos e suinos e do pulméao de bovinos e a
obtencao de suas cadeias polissacaridicas estd intimamente relacionada ao processo pro-
dutivo [4].
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Durante o processo de isolamento e extragao da heparina, as cadeias glicosaminogli-
canas (GAG’s) sofrem degradacao parcial, produzindo um farmaco, que estruturalmente,
€ composto por uma mistura heterogénea de polissacarideos sulfatados de diferentes pe-
sos moleculares [5].

A heparina representa um avango terapéutico importante, porque integra o manejo
farmacologico das doengas cerebrovasculares. O farmaco biologico apresenta proprieda-
des farmacocinéticas interessantes, como meia vida curta e eliminac¢do nao renal, se con-
figurando como uma opgao terapéutica para pacientes com insuficiéncia renal. Além
disso, dispde de antidoto especifico, o sulfato de protamina. Tais caracteristicas a torna-
ram o segundo farmaco bioldgico mais utilizado do mundo, integrando a lista de medica-
mentos essenciais da OMS e a RENAME [6].

O desenvolvimento de heparinas de baixo peso molecular, que é derivada do fracio-
namento da heparina convencional, aumentou a demanda sob a droga e estima-se que o
mercado mundial de heparinas gire em torno de 7 mil milhdes de ddlares por ano, com
consumo crescente de cerca de 100 toneladas/ano. A producao de heparinas em escala
industrial é dependente da extragdo do tecido de mamiferos, cuja fonte majoritaria é a
mucosa intestinal suina. A China é responsavel pela maior parte da produgdo mundial [7-
9].

O processamento industrial de heparinas envolve a extragao de materiais brutos dos
tecidos de mamiferos por meio de protedlises quimicas ou enzimaticas [9]. Uma vez que
o material inicial pds-digestdao apresenta baixa concentracdo de heparina, a etapa de cap-
tura tem por objetivo o enriquecimento do contetido, de forma a permitir etapas de puri-
ficacao subsequentes, seguidas das etapas de isolamento e secagem [10].

Figura 1. Diagrama de blocos do processo de producao de heparina nao fracionada.
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Fonte: Modificado de Instituto Senai de Inovagao, 2020, [11].

A heparina crua, material de partida utilizado para obten¢ao do Insumo Farmacéu-
tico Ativo (IFA) nao dispde de monografia na Farmacopeia nem de padrao minimo inter-
nacional [12,13]. No entanto, do ponto de vista regulatério [14], os requisitos das Boas
Praticas de Fabricacao (BPF) devem ser integralmente atendidos a partir da introducao do
material de partida no processo produtivo.

Em 2008, uma série de rea¢oes agudas de hipersensibilidade apds infusao de hepa-
rina foram reportadas ao FDA (Food Drug and Administrations) e outros érgaos sanita-
rios da Europa. As repercussdes oriundas desse episddio levaram a maior vigilancia em
torno da droga e a implementacao de ensaios para controle de qualidade mais rigoroso.
As investiga¢Ges apontaram a presenga de um contaminante com estrutura mimética a
heparina, mas que nao possui origem bioldgica, o sulfato de condroitina tetrassulfatado
(OSCS) [12].

O controle de qualidade de heparinas é fundamental para a garantia da eficacia e
seguranca da terapia anticoagulante e requer metodologias analiticas de alta resolucao
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que permitam a sua caracterizacao estrutural, e, portanto, a diferenciagao da heparina IFA
dos demais contaminantes, bem como de ensaios bioldgicos sensiveis que reproduzam in
vitro a atividade bioldgica esperada in vivo. Por ser um produto bioldgico, a avaliagdo da
atividade anticoagulante de heparinas por uma combinacao de ensaios é essencial. [15,16].
O objetivo do trabalho foi realizar o controle de qualidade biologico de poténcia de hepa-
rinas nao fracionadas na forma de matéria-prima em base seca e de amostras comerciais
na apresentagao de solugao injetavel.

2. Resultados

Durante o periodo de novembro de 2022 a setembro de 2023, o Laboratorio de
Ensaios Bioldgicos Farmacéuticos (LEBIFAR) da Universidade Federal da Bahia (UFBA)
recebeu 10 amostras de heparinas nao fracionadas: 7 amostras na forma de matéria-prima
em base seca e 3 amostras na forma farmacéutica solugao injetavel em frasco-ampola de
5.000 UI/mL.

As amostras de matéria-prima foram analisadas pelos ensaios de poténcia anti-fator
Ila, anti-fator Xa e ICPO e estao enumeradas de 1 a 7. As amostras de niumero 1 a 6
referem-se a heparina na base seca purificada, com poténcia declarada de 180U, enquanto
que a amostra de numero 7 é relativa a heparina na base crua, que apresentam poténcia
declarada de 100UL Os resultados de poténcia encontrada para o ensaio do anti-fator Ila,
anti-fator Xa e ICPO encontram-se dispostos nas Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

Tabela 1. Avaliagao da poténcia e intervalos de confianga de heparina sédica matéria-prima pelo
ensaio do anti-fator Ila.

Amostra Poténcia Poténcia Poténcia Intervalos de
declarada encontrada (%) confianca (%)
(UI/mg) (Ul/mg) (p=0,95)
1 180 167,04 92,80 83,50-103,00
2 180 165,24 91,80 79,30-106,10
3 180 147,24 81,80 67,00-98,50
4 180 170,10 94,50 80,50-110,60
5 180 180,36 100,20 85,00-118,10
6 180 176,11 97,84 89,04-109,18
7 100 99,12 99,12 91,15-111,41

Siglas: UI- Unidade Internacional; mg- miligramas.

Tabela 2. Avaliacdo da poténcia e intervalos de confianga de heparina sddica matéria-prima pelo
ensaio do anti-fator Xa.

Amostra Poténcia Poténcia Poténcia Intervalos de
declarada encontrada (%) confianga (%)
(UI/mg) (UI/mg) (p=0,95)

1 180 165,33 91,85 82,25-102,94

2 180 164,89 91,60 83,11-104,07

3 180 147,78 82,10 70,20-95,40

4 180 170,28 94,60 86,60-103,30

5 180 174,08 96,71 82,40-113,20

6 180 173,52 96,40 93,30-99,60

7 100 98,80 98,80 96,10-101-50

Siglas: UI- Unidade Internacional; mg- miligramas.
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Tabela 3. Avaliagdo da poténcia e intervalo de confianca de heparina sodica matéria-prima pelo
ensaio do ICPO.

Amostra Poténcia Poténcia Poténcia Intervalos de
declarada encontrada (%) confianca (%)
(UI/mg) (UI/mg) (p=0,95)
1 180 160,54 89,19 80,05-102,88
2 180 169,70 94,28 85,17-108,12
3 180 145,33 80,74 72,33-91,19
4 180 170,62 94,79 83,41-107,21
5 180 177,45 98,53 82,01-106,14
6 180 171,22 95,12 83,10-109,18
7 100 102,40 102,40 90,43-108,12

Siglas: UI- Unidade Internacional; mg- miligramas.

Em relagdo aos resultados obtidos para heparina crua (amostra de n° 7), a poténcia
declarada de 100Ul/mg foi atingida apenas pelo ensaio do ICPO (102,40%), embora os
valores para os outros ensaios tenham tangenciado a poténcia estipulada.

Para atender as especificagdes farmacopeicas, as heparinas de matéria-prima em base
seca purificadas devem apresentar valor minimo de 180 unidades de atividade anti-fator
IIa por mg de heparina [13]. A amostra 5 foi a tinica a apresentar conformidade com o
limite especificado, ainda que o valor superior a 180Ul/mg tenha sido obtido apenas pelo
ensaio da atividade anti-fator Ila, que é o ensaio designado como alternativa harmonizada
para avaliagdao de poténcia de heparinas nao-fracionadas [16].

Todas as outras amostras nao atendem ao preconizado pela especificacdo. A amostra
n° 3 apresenta variagao inferior de poténcia encontrada em relagao ao especificado de
18,20% (anti-fator Ila), 17,90% (anti-fator Xa) e 19,26% (ICPO), o que corresponde a maior
variagao encontrada entre as amostras que se manteve reprodutivel para os trés ensaios.

As amostras de heparina na forma de preparacdo injetdvel foram analisadas pelo
ensaio de ICPO e os resultados referentes a poténcia encontrada encontram-se
explicitados na Tabela 4 abaixo. Tais amostras diferem em relacdo a fonte obtida, sendo a
amostra de n°1 de origem bovina e as demais (n° 2 e 3), de fonte suina. Todas as analises
foram realizadas no minimo em duplicata, sendo que os ensaios de anti-fator Ila e Xa
foram realizados em duplicata e o ICPO em triplicata, de acordo com o preconizado na
Farmacopeia.

Tabela 4. Avaliacao da poténcia e heparina sédico produto acabado pelo ensaio do ICPO.

Amostra Poténcia  Ppoténcia Poténcia Intervalos de
declarada o . o

(Ul/mL) encontrada (%) confianca (%)
(U/mL) N(p=0,95)

1 5000 5271 105,42  92,17-115,09

2 5000 4759 95,18 82,10-107,30

3 5000 4808 96,17 84,30-106,98

Siglas: UI- Unidade Internacional; mL- mililitros.

Todas as amostras de produto acabado encontram-se em conformidade com o preconizado
pela especificagao farmacopeica [13], sendo a amostra de n°1 a apresentar maior variagao (5,42%)
em relagdo ao valor declarado.
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3. Discussao

3.1. Poténcias obtidas nas amostras de matérias-primas

As amostras de matéria-prima analisadas (Tabelas 1, 2 e 3) estavam em fase de de-
senvolvimento e, portanto, é importante salientar o carater preliminar destas amostras.
Os resultados obtidos suscitam a melhoria dos processos de purificagdo e/ou da obtencao
de heparina crua com maior atividade. Meer e colaboradores (2017) descrevem em seu
trabalho um processo de enriquecimento denominado eluigao fracionada. A afinidade da
ligacdo da molécula de heparina as resinas anidnicas se baseia no fato de a heparina ser
uma molécula carregada negativamente. Tal propriedade se relaciona ao grau de sulfata-
¢do e ao comprimento das cadeias que as moléculas de heparina apresentam, o que reflete
em sua atividade biologica [9,10].

A eluicdo fracionada consiste na aplicagao de uma resina de troca idnica com uma
etapa de lavagem com um agente de forga ionica relativamente baixa, geralmente uma
solucdo de cloreto de sddio a porcentagens baixas (<3,5%), que levam a obtencao de ca-
deias de heparinas com maior atividade [10].

O trabalho supracitado relata a obtencao de fragdes de heparina com atividade au-
mentada em até 2,5 a 5 vezes em relacdo ao material bruto, com a utiliza¢do de uma resina
carregada de celulose funcionalizada com amonio, lavada com solucao de cloreto de soédio
a 2,3% seguida de eluigdo fraciondria com gradiente de 2,3 a 8,2% de cloreto de sédio [10].

A alta variabilidade inerente a um insumo biolégico como a heparina torna oportuna
a determinagao da poténcia por diferentes ensaios, possibilitando um panorama mais as-
sertivo no que tange a escolha de insumo com atividade/massa adequada para a obtenc¢ao
de matéria-prima de grau farmacéutico [16].

A maior diferenca de poténcia obtida entre os ensaios realizados para a mesma amos-
tra corresponde a 3,61%, relativos a amostra n° 1, o que se mostrou dentro do limite esta-
belecido para ensaios bioldgicos [17]. Os resultados obtidos demonstram concordancia
satisfatoria entre os métodos, ainda mais, considerando que os ensaios anti-fator Ila e anti-
fator Xa sao métodos cromogénicos e o ICPO, um método baseado na coagulagao. Tal
resultado esta em concordancia com o trabalho de Dalmora e colaboradores (2009), em
que o ensaio anti-fator Ila apresentou correlagao significativa (P> 0.05) para os ensaios de
anti-fator Xa e ICPO, apresentado diferenca de poténcia de 1,22% e 1,78%, respectiva-
mente.

3.2. Poténcias obtidas nas amostras de produto acabado

A heparina na forma de produto acabado é uma solugao estéril de heparina sodica
diluida em agua para injegao. A especificacao vigente aplicavel as preparagdes injetaveis
de heparina estabelece limite de 90 a 110% de poténcia anticoagulante a partir da poténcia
declarada em rétulo pelo fabricante [13].

Tendo em vista que os produtos analisados estao prontos para comercializacao, cujo
destino final é a administragdo no paciente, é fundamental que estes estejam em obser-
vancia com os requisitos minimos de BPF de medicamentos previstos na RDC 658/2022.
Em seu Artigo 13, a resolucao supracitada determina que os produtos acabados ndo sejam
comercializados nem distribuidos até que a qualidade tenha se mostrado satisfatoria [18].

A heparina é classificada como um Medicamento de Alta Vigilancia (MAV). Tal clas-
sificagdo € atribuida a medicamentos de ampla utilizagdo em institui¢des de satide e que
apresentam alto risco de lesdes ao paciente quando administrados incorretamente [19].
Em alerta emitido pela ANVISA [20], publicado em 28/12/2006, o 6rgao sanitario solicita
os profissionais de satide a notificarem casos suspeitos de trombocitopenia induzida a
heparina (HIT) e de trombocitopenia e trombose induzida por heparina (HITT), reagoes
adversas graves mediadas por anticorpos que podem persistir por semanas mesmo apds
a descontinuacao da droga.
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Nesse sentido, faz-se ténue a relagdo entre o devido cumprimento das especificagoes
farmacopeicas de poténcia e a ocorréncia de eventos adversos, uma vez que abaixo do
limite inferior de poténcia, a atividade anticoagulante nao é assegurada e acima do limite
superior, a seguranga do paciente € comprometida, no que tange a exacerbagao de com-
plicagdes clinicas potencialmente graves como sangramento, rea¢des imunoldgicas como
HIT e HITT, osteopenia e outros [21,22].

A avaliagao comparativa dos valores de poténcia versus a fonte de origem animal em
que a heparina foi obtida é aplicavel apenas ao IFA, de forma que nao se estende a pro-
dutos acabados, por estes estarem suscetiveis a ajuste de atividade apods analise da maté-
ria-prima e/ou sofrerem interferéncia de excipientes da formulacao. No entanto, alguns
aspectos relacionados a fonte de obtengao da heparina merecem ser discutidos. A crise no
mercado de heparinas em decorréncia da contaminagao com OSCS e a redugao da popu-
lacdo de animais pela peste suina africana foram eventos marcantes que levantaram o de-
bate em torno da diversificagao da fonte de obtenc¢ao de heparinas tendo em vista evitar
o desabastecimento da cadeia produtiva [3,4,7].

Diferengas fisico-quimicas, de composi¢ao e farmacoldgicas sao relatadas em relacao
a heparinas obtidas por diferentes fontes [8,9,23]. A atividade anticoagulante das hepari-
nas nao fracionadas de origem suina (~180 Ul/mg) € tipicamente maior, variando de 30 a
50% a mais, em relagao as heparinas obtidas a partir de tecidos bovinos (~130UIl/mg) [7,24,
25].

A menor atividade da heparina bovina esta associada a um menor grau de sulfata-
¢ao de suas cadeias [8,10,26]. Acredita-se que a menor densidade de carga da heparina
bovina resulte em menor afinidade pela trombina [23]. Baig e colaboradores (2019) reali-
zaram a analise das fragdes dissacaridicas utilizando cromatografia de troca anidnica. O
trabalho revelou que a atividade anticoagulante das fragdes dissacaridicas aumentou pro-
porcionalmente ao teor de sulfatacdo e ainda, que a heparina bovina apresenta composi-
¢ao com maior proporcao de fragdes dessulfatadas.

Os resultados encontrados no trabalho realizado por Fu e colaboradores (2019) mos-
traram que é possivel a obtencao de heparina bovina intestinal remodelada com atividade
aumentada semelhante as de heparina de suina intestinal através de tratamento com he-
parinases biossintéticas (6-OST-1, 6-OST-2 e 3-OST-1). A heparina bovina intestinal tra-
tada apenas com 3-OST-1 também apresentou heparina com requisitos de atividade anti-
trombinica e anti-fator Xa equivalentes a heparina suina intestinal.

Jeske e colaboradores (2019) trazem em seu trabalho a utilizacao de sulfotransferases
para aumentar o grau de sulfatagao nas posi¢oes 6-O e/ou 3- a fim de desenvolver prepa-
ragdes de heparina bovina que se assemelham mais a heparina suina. As heparinas modi-
ficadas obtidas evidenciaram um aumento de sitios de ligacao a antitrombina, bem como
aumento de atividades anti-Xa e anti-Ila.

A neutralizacdo a protamina € outro aspecto que varia de acordo com a origem bio-
logica da heparina. A heparina bovina com poténcia ajustada requer maiores quantidades
de protamina para atingir a neutralizacao em comparacao com a suina [7,24].

A utilizagao de heparinas de origem bioldgicas distintas sem levar em conta a dife-
renca de atividade que estas apresentam nao é recomendado, a julgar pela ocorréncia
incomum de sangramento pods-operatério apos a descontinuagao da heparina suina de
referéncia (Liquemine) [23]. Acredita-se que os eventos hemorragicos podem ser atribui-
dos a neutralizagao com protamina inadequada pela administracao de preparagdes de he-
parina bovina, enquanto os protocolos de neutraliza¢ao de protamina se baseavam na he-
parina suina [9].

As diferengas entre as heparinas bovina e a heparina suina limitam a intercambiali-
dade entre estas e levaram a Farmacopéia Brasileira a publicar novas monografias que
consideram a heparina bovina e heparina suina como Insumos Farmacéuticos ativos dis-
tintos. Tal iniciativa pode ser encarada como um passo importante para o uso seguro como
heparinas nao fracionadas intercambiaveis [9].
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4. Materiais e Métodos

4.1. Reagentes e Produtos Farmacéuticos

Padrao secundario de heparina sdédica suina (Fabricante: Octalab, Sao Paulo, Brasil -
Lote: 16037), contendo 50.000 Ul/ampola, padronizado frente ao 6° Padrao Internacional
de heparina nao fracionada (WHO 07/328). Fator Xa de plasma bovino 70 nKAT/Frasco
(Chromogenix, Estados Unidos). Substratos cromogénicos 5-2765 (25 mg/frasco) e 5-2238
(25 mg/frasco) (Chromogenix, Estados Unidos). Antitrombina III humana 10Ul/ampola
(Chromogenix, Estados Unidos). Hidroxido de s6dio P.A. (Neon, Sao Paulo, Brasil). EDTA
dissédico P.A. (Neon, Sdo Paulo, Brasil). Tris (hidroximetil) aminometano P.A. (Neon, Sao
Paulo, Brasil). Albumina bovina 25 mg (Inlab, Sao Paulo, Brasil). Trombina de plasma hu-
mano 1020 NHI (Fator Ila) (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil). Cloreto de sodio PA e clo-
reto de calcio anidro Purex (Alamar técnico cientifico LTDA, Sdo Paulo, Brasil). Acido
acético glacial 99,8% P.A. (Neon, Sdo Paulo, Brasil). Plasma ovino citratado (Bionutrien-
tes, Sao Paulo, Brasil- Lote: 051022-POC). Seis amostras de matéria-prima em processo de
purificagdo contendo poténcia declarada de 180 Ul/mg e uma amostra de heparina crua
com poténcia declarada de 100 Ul/mg. Trés amostras de produtos farmacéuticos comerci-
ais de heparina contendo, 5.000 Ul/mL, provenientes de um tnico laboratério em seu
prazo de validade.

4.2. Ensaio de Inibigdo da Coagulacio do Plasma Ovino

O ensaio foi realizado conforme monografia da heparina descrita na Farmacopéia
Brasileira, 4° edigao. Determinou-se a concentragao do padrao e da amostra, que na pre-
senca de 1 mL de plasma ovino citratado e recalcificado com 0,2 mL de cloreto de calcio a
1%, apds 1h de incubagdo em termostato a 37 °C, permitiu o grau de coagulacao de 50%.
Procedeu-se registro da extensao da coagulagao em cada tubo e realizou-se a analise dos
resultados experimentais pelo método das médias mdveis [6, 20,21].

4.3. Ensaio de Atividade Anti-fator Xa

Para o ensaio de atividade anti-FXa foi utilizada uma microplaca de 96 pocos que foi
incubada a 37 °C por 15 minutos em termostatizador (Logen Scientific) com 25 uL da
solucdo padrao em cinco concentragdes (0,06, 0,12, 0,15, 0,18 e 0,21 Ul/mL, selecionados
com base na regiao linear) e 25 puL. de amostras em duplicata para estabelecer uma curva
dose-resposta. Adicionou-se 30 UL de antitrombina diluida para a concentragao de 0,0375
Ul/mL aos pogos e agitou-se suavemente por 2 minutos a 37 °C. Apds o periodo de
incubagao, foram adicionados 50 pL de FXa diluido para concentracdo de 3,5 nKat e
novamente agitado suavemente a 37 °C por 2 minutos. Por fim, foram adicionados 125 uL
de substrato cromogénico especifico para Fxa diluido para concentragdao de 0,05 mM,
incubados a 37 °C e agitados suavemente por mais 5 minutos. A reagao foi interrompida
com 75 pL de acido acético a 42%. Procedeu-se a leitura da absorbancia em leitor de
microplacas (Multiskanfc, Thermo Scientific) a 405 nm [15,19].

4.4. Ensaio de Atividade Anti-fator Ila

Foi utilizada uma microplaca de 96 pogos, incubada a 37 °C por 15 minutos em
termostatizador (Logen Scientific). 25 uL de cinco concentragdes padrao (0,03, 0,06, 0,12,
0,15 e 0,18 Ul/mL selecionadas com base na regiao linear) e 25 pL da amostra nas mesmas
concentragoes foram duplicados para estabelecer uma curva dose-resposta. Adicionou-se
25 pL de antitrombina diluida para a concentragao de 0,0625 Ul/mL aos pogos e procedeu-
se a incubagao da microplaca a 37 °C, com agitagao suave por 2 minutos. Em seguida,
foram adicionados 60 pL de Fator Ila, com incubagao a 37 °C e agita¢do suave por dois
minutos. Por fim, foram adicionados 125 pL de substrato cromogénico especifico para Flla
diluido para concentragao de 0,05 mM, incubados a 37 °C e agitados suavemente por 5
minutos. A reacao foi interrompida com 50 pL de solugdo de acido acético a 42%. A
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absorbancia foi obtida em leitor de microplacas (Multiskan Fc, Thermo Scientific) a 405
nm [15,19].

5. Conclusoées

O surto causado pela contaminacdo de preparagdes de heparina entre 2007 e 2009
teve severas repercussoes, como revisao das monografias de heparina, recall dos lotes
contaminados e até mesmo adi¢do de novos métodos a fim reforgar o controle de quali-
dade da droga.

Tendo em vista que a heparina é um Medicamento de Alta Vigilancia, com risco po-
tencial associado ao seu uso, dada a gravidade de suas reagdes adversas, torna-se impres-
cindivel a disponibilidade e aplicagao de métodos validados e acurados no controle de
qualidade da matéria-prima e de produtos acabados.

Os resultados obtidos contribuem para a adequagdo dos processos envolvidos na ob-
tencao de heparinas, colaborando para a producdo de matérias-prima em desenvolvi-
mento de melhor qualidade. Ademais, contribuem também para assegurar a qualidade
de produtos acabados que estdao em uso clinico. A determinacao da poténcia por diferen-
tes ensaios torna-se oportuna, visando garantir com precisao a obtencao de matéria-prima
de grau farmacéutico. As preparagdes injetaveis de heparina nao fracionada (HHNF) devem
estar em observancia com as especificagdes farmacopeicas e legislagdes sanitdrias perti-
nentes, de modo a salvaguardar a satide da populacdo. O monitoramento da qualidade
das heparinas além de verificar a conformidade com as normas vigentes podem servir
como suporte para basear tomada de decisao e agOes estratégicas de 6rgaos sanitarios
competentes como a ANVISA.
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