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RESUMO

Introducio: A heparina ¢ um firmaco que possui atividade anticoagulante, usada ha mais de
90 anos. Nao possuem atividade anticoagulante intrinseca, mas se ligam a antitrombina e
aceleram a taxa de inibicdo de varias proteases envolvidas no processo de coagulacdo. Sua
ligacdo com a antitrombina se dd por meio de uma sequéncia pentassacaridica especifica que
induz uma mudanga conformacional na antitrombina tornando seu local reativo mais acessivel
para a protease alvo. Entre 2007 e 2008, o mercado mundial enfrentou um periodo conturbado
em relagdo a confiabilidade das heparinas, apds a notificacdo de reacdes alérgicas e Obitos
causados pelo seu uso. Devido a adulteragao da heparina com condroitina sulfatada, houve uma
diminui¢ao da confiabilidade deste fArmaco, tornando-se necessario um controle mais rigoroso.
Em 2012, a ANVISA e o INCQS firmaram um termo de cooperagao para analise de amostras
de heparina, nas formas de insumo e produto acabado, no qual o Laboratério de Fisiologia
(INCQS) ficou responsavel por realizar o ensaio de poténcia. Objetivo: Realizar o controle de
qualidade das heparinas sodicas ndo fracionadas, comercializadas no Brasil, e de matéria prima
em base seca, de origem suina e bovina, através de ensaios de poténcia. Materiais e Métodos:
Foram analisadas 64 amostras de heparina sddica ndo fracionada, sendo 39 da marca A, e 25 da
marca B, além de 4 amostras de matéria-prima, de origem suina e bovina, através dos ensaios
de atividade anti-Fator Xa e anti-Fator Ila, conforme disposto na 39* edi¢do da United States
Pharmacopeia, e através ensaio de coagulacdo, disposto na 5% edi¢cdo da Farmacopeia
Brasileira. Resultados e Discussido: 40 amostras de heparina ndo fracionada foram aprovadas
nos trés ensaios de poténcia, 24 foram consideradas insatisfatorias, sendo 23 damarcaAe 1 da
marca B. Dentre as 24 amostras insatisfatorias, 8 foram reprovadas nos trés ensaios, 4 foram
reprovadas no ensaio anti-FIla e no ensaio de coagulagdo, 1 foi reprovada somente nos ensaios
cromogénicos, 2 foram reprovadas somente no ensaio de atividade anti-FIla e 8 foram
reprovadas apenas no ensaio de coagulagdo, todas com poténcia superior a 110%. 1 amostra foi
reprovada somente no ensaio de anti-FIla com poténcia inferior a 90%. As trés amostras de
matérias-primas de origem suina foram consideradas satisfatorias, as outras trés de origem
bovina, demonstrou ter menor poténcia do que as de origem suina. Conclusdo: As amostras
insatisfatorias que apresentaram poténcia superior a 110% podem representar risco de
sangramento para os pacientes. Dessa forma, torna-se necessario o monitoramento continuo das
heparinas, a fim de diminuir os riscos inerentes ao seu uso salvaguardando a saude publica.

Palavras-Chave: Heparina. Controle de qualidade. Ensaio de poténcia



ABSTRACT

Introduction: Heparin is a drug that has anticoagulant activity, used for more than 90
years. They do not possess intrinsic anticoagulant activity, but bind to antithrombin and
accelerate the rate of inhibition of several proteases involved in the coagulation process. Its
binding to antithrombin occurs through a specific pentasaccharide sequence that induces a
conformational change in antithrombin making its reactive site more accessible to the target
protease. Between 2007 and 2008, the world market faced a troubled period in relation to the
reliability of heparins, after reporting allergic reactions and deaths caused by their use. Due to
the adulteration of heparin with sulfated chondroitin, there was a decrease in the reliability of
this drug, requiring a more rigorous control. In 2012, the ANVISA and INCQS signed a
cooperation agreement for analysis of heparin samples, in the forms of input
and product finished, in which the Physiology Laboratory (INCQS) was responsible for
conducting the potency assays. Objective: Perform quality control of sodic unfractionated
heparins, commercialized in Brazil, and raw material on a dry basis, of porcine and bovine
origin, through potency assays. Materials and Methods: A total of 64 samples of
unfractionated sodium heparin were analyzed, 39 of brand A and 25 of brand B, in addition to
4 samples of raw material of porcine and bovine origin, through anti-Factor Xa and anti-Factor
Ila, according to the 39th edition of the United States Pharmacopeia, and through coagulation
assay, arranged in the 5th edition of the Brazilian Pharmacopoeia. Results and Discussion: 40
samples unfractionated heparin were aproved in three potency assays, 24 were found
unsatisfactory, being 23 o brand A and of brand B. Of the 24 unsatisfactory samples, 8 were
reproved in the three tests, 4 were reproved in the anti-Flla assay and in the coagulation assay,
1 was reproved only in the chromogenic assays, 2 were reproved only in the anti-Flla activity
assay and 8 were reproved only in the coagulation assay, all with potency greater than 110%. 1
sample was reproved only in the anti-Flla assay with potency less than 90%. The three samples
of raw materials of suine origin were considered satisfactory, the other three samples of bovine
origin, was shown to have lower potency than those of suine
origin. Conclusion: Unsatisfactory samples with potency more than 110% may represent
bleeding risk for patients. Thus, is necessary continuous monitoring of heparins, in order to
reduce the risks inherent to their use, safeguarding public health.

Keywords: Heparin. Quality control. Potency assays
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1 INTRODUCAO

A heparina ¢ um farmaco que possui atividade anticoagulante, usada ha muito anos, com
grande importancia na clinica e presente na lista de medicamentos essenciais da Organizacgao
Mundial da Saude. Estruturalmente sdo glicosaminoglicanos sulfatados de peso molecular
variavel, compostos de unidades de glicosamina e acido hexurdnico, que se alternam unidas por
ligagcdes glicosidicas. O polimero apresenta grande heterogeneidade estrutural devido a
sulfatagdo e acetilacdo varidveis, bem como a distribui¢do das unidades de acido hexurdnico

(Figura 1) (MULLOY et al., 2016. VACCARI et al., 2003).

Figura 1- Estrutura da heparina
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fonte: MULLOQY, et al, 2016

A primeira descri¢ao da heparina como um anticoagulante foi registado numa série de
publicacdes por Maurice Doyon em 1910-1911, de forma acidental. Em 1918, William Howell
aprimorou o método de purificacdo, mas somente na década de 1920 o potencial clinico da
heparina foi reconhecido (MULLOY et al., 2016).

Na década de 1930 iniciaram-se os estudos in vivo em animais, € logo apos, em torno
de 1935, as preparagdes terapéuticas ja estavam disponiveis para testes clinicos e para o
desenvolvimento comercial, liderado por Charles Best com o laboratorio Connaught no Canada
e Erik Jorpes com a empresa Vitrum na Suécia. A passagem de experimentos com animais para

os primeiros estudos clinicos foi notavelmente rapida pelos padrdes de hoje, especialmente
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considerando que a caracteristicas quimica e estrutural, e grau de purificacdo da heparina
disponivel ainda eram incertos. Uma das razGes para a rapida aceitacdo da heparina na clinica
foi devido a ser uma substancia de origem bioldgica (LEVER et al., 2012).

Em 1976, Johnson e colaboradores confirmaram a natureza polidispersa da heparina e
encontraram uma ampla faixa de variacdo no peso molecular. Ainda no mesmo ano,
descobriram que fragdes de alto e baixo peso molecular da heparina possuiam tempos de meia-
vida diferentes. As fragdes de baixo peso molecular possuem uma meia-vida mais longa do que
as fragdes de heparina de alto peso molecular e da heparina ndo fracionada, demonstrado por
ensaio anti-FXa. Este marco no estudo da heparina levou ao desenvolvimento de heparina de
baixo peso molecular para uso clinico no final de 1970 (MULLOY et al., 2016).

Os farmacos disponiveis comercialmente sdo isolados e extraidos em grande parte da
mucosa intestinal de suinos e secundariamente do tecido pulmonar bovino, principalmente
devido ao risco de contaminagdo por prions causadores da encefalopatia espongiforme de
bovinos (FILHO et al., 2008). O método de extracdo envolve a hidrélise de uma mistura aquosa
de mucosa com enzimas proteoliticas sob aquecimento, seguida pela adsorcao dos polianions
sulfatados para uma resina de troca ibnica, sendo estes posteriormente recuperados. Este
processo de isolamento e extragdo leva a degradacao parcial das cadeias de glicosaminoglicanos
que a compdem, produzindo um farmaco formado por fragmentos de pesos moleculares
heterogéneos, variando de 3.000 a 30.0000 Da, conhecido como heparina nao fracionada,
heparina convencional ou simplesmente heparina (FILHO, 2009, JUNQUEIRA et al, 2011). J&
as heparinas de baixo peso molecular sdo fragdes da heparina ndo fracionada produzidas a partir
da despolimerizagdo controlada de suas cadeias de polissacarideos, seja quimicamente ou por
uma reagao enzimatica. Neste processo seu peso molecular € reduzido a média de 4.000 a 6.000
Da (FILHO, 2009).

Devido as diferentes poténcias de acdo anticoagulante apresentada pelas diferentes
fragcdes com pesos moleculares distintos, e também devido a ligacdo da heparina a células e
proteinas plasmadticas, as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas da heparina
apresentam grande heterogeneidade (JUNQUEIRA et al., 2011).

As vantagens da heparina de baixo peso molecular sobre a heparina nao fracionada sao
a maior biodisponibilidade, vida média menor apos a aplicagdo, absor¢ao completa por via
subcutanea e menor incidéncia de trombocitopenia. A limitacdo das heparinas de baixo peso
molecular ¢ sua inadequada neutralizagdo pelo sulfato de protamina em casos de sangramento
(STAICO et al., 2004, TOMAI et al., 2013).

Estima-se que no mundo aproximadamente 20 milhdes de pacientes recebam o farmaco



15

para tratamento ou profilaxia de tromboses venosas ou arteriais (FILHO et al., 2008).

1.2 FISIOLOGIA DA COAGULACAO SANGUINEA

O processo fisioldgico da hemostasia tem como objetivo principal a manutencao da
integridade vascular e da fluidez do sangue apo6s uma lesao vascular, permitindo assim, o
equilibrio do sistema circulatdrio. Nesse processo estdo inseridas interagdes complexas entre
0s vasos sanguineos, plaquetas, proteinas da coagulagdo e componentes do sistema fibrinolitico,
levando a formacao do coagulo sanguineo e posterior dissolucdo do mesmo apos o reparo da
injaria vascular.

A hemostasia primaria representa a primeira fase da formagao do trombo, podendo ser
dividida em: vasoconstri¢ao, adesdo, ativacdo e agregacdo plaquetaria. A vasoconstricao se
inicia como um evento inicial passageiro, com o objetivo de retardar a perda sanguinea
extravascular e diminuir o fluxo sanguineo local. A adesdo da plaqueta ao vaso lesado ocorre
pela interagdo ao receptor de plaqueta e, por fim, leva a formagdo de uma fina camada de
plaquetas na regido da lesdao vascular. Durante a agregagao plaquetaria ocorre a formacao do
tampao hemostatico primario no local da lesao vascular. O tampao hemostatico primario ¢ um
evento passageiro, que inibe momentaneamente o sangramento e fornece uma superficie pro-
coagulante para os passos seguintes da cascata da coagulagao.

Durante a hemostasia secundaria ocorre a ativacao de uma série de reagdes enzimaticas
envolvendo as proteinas pro-coagulantes presentes no plasma que levam a formagao do coagulo
sanguineo. Nesse processo estdo compreendidas trés fases distintas: inicia¢do, amplificacdo e
propagacdo (RODRIGUES et al., 2012).

A fase de iniciacdo ocorre nas cé€lulas que expressam Fator Tecidual (FT) em sua
superficie, tais como as células endoteliais, mondcitos, fibroblasto, entre outras. O Fator
Tecidual € exposto na circulagdo quando ocorre de uma injuria vascular ou ativacao das células
endoteliais, monoécitos, ou microparticulas oriundas de varios tipos de células, levando a
formagdo de um complexo entre o Fator Tecidual e pequenas quantidades de Fator VIla. Esse
complexo formado FT/FVIla inicia a coagulagdo por ativar o Fator X e Fator IX. O Fator Xa
ativa o Fator V. Apos a ativagdo, o Fator Va associa-se ao Fator Xa e forma o complexo
protrombinase, FXa/FVa. Esse complexo é capaz de converter a protrombina (Fator II) em

tragos de trombina (Fator Ila). Além disso, o Fator [Xa gerado pode se deslocar para outra célula
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ou para a superficie das plaquetas tornando-as ativas e assim iniciar a fase de amplificacdo da
coagulagio (HOFFMAN, MONROE, 2001; MONROE; HOFFMAN; ROBERTS, 2002,
RODRIGUES et al., 2012).

A fase da amplificacdo ocorre na superficie das plaquetas. A pequena quantidade de
trombina gerada na fase de iniciacdo desempenha algumas reacdes, tais como: ativar as
plaquetas; ativar o Fator V na superficie das plaquetas; dissociar o complexo FVIIIL:Fator de
von Willebrand e ativar o Fator XI na superficie das plaquetas. O Fator de von Willebrand livre
participa da adesao e agregacao plaquetaria no local da lesdo vascular. Ap6s os fatores serem
ativados na superficie das plaquetas, inicia-se a fase de propagacdo (HOFFMAN, MONROE,
2001; MONROE; HOFFMAN; ROBERTS, 2002 RODRIGUES et al., 2012).

A fase de propagagdo também ocorre na superficie das plaquetas. O Fator IX ativado na
fase de iniciagdo associa-se ao Fator VIlla liberado na fase de amplificacdo formando o
complexo tenase, FIXa/FVIIla. O complexo tenase, por sua vez, ativa o Fator X. O Fator Xa
associa-se ao seu cofator Fator Va e forma o complexo protrombinase FXa/FVa. Nessa fase,
grandes quantidades de plaquetas sdo recrutadas para o local da lesdo e sdo formados inimeros
complexos tenase (FIXa/FVIIla) e protrombinase (FXa/FVa) na superficie das mesmas.
Consequentemente, grandes quantidades de protrombina sdo convertidas em trombina que
resulta na clivagem de fibrinogénio em mondmeros de fibrina. A fibrina se polimeriza e resulta
na formacdo de coagulo estavel de fibrina (Figura 2) (HOFFMAN, MONROE, 2001;
MONROE; HOFFMAN; ROBERTS, 2002, RODRIGUES et al., 2012).

Normalmente ndo ocorre ativagdo das plaquetas e nem da coagula¢do sanguinea nos
vasos que estdo intactos. Quando ha um endotélio vascular saudavel, varios meios reguladores
sintetizados pelas células endoteliais sdo liberados no sangue, como por exemplo, o 6xido
nitrico e prostaciclinas; eles induzem a vasodilatacdo, inibem a ativagdo plaquetaria e
subsequentemente a agregagdo. Outra forma de regulagdo ¢ através do sistema regulatorio que
envolve a proteina C e a proteina S, que séo proteinas dependentes da vitamina K, responsaveis
por diminuir a velocidade da cascata de coagulacdo por meio da inativacdo dos fatores da
coagulagdo Va e Vllla. A proteina C e a proteina S fazem parte de um mecanismo de controle
por retroalimentacdo, em que a geracdo excessiva de trombina leva a ativacdo da proteina C,
que, por sua vez, ajuda a impedir a oclusdo do lumen vascular pelo codgulo de fibrina em
crescimento (GOODMAN, GILMAN, 2012. KATZUNG, 2014).

Além disso, ha também a antitrombina, um anticoagulante endogeno, que age inibindo
diretamente a trombina, e aumentando a degradacdo da fibrina, através da transformagéo de

plasminogénio em plasmina, que por sua vez, agird na fibrina clivando-a e consequentemente
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destrdi o codgulo. A antitrombina, que ¢ sintetizada no figado e nas células endoteliais, tem uma
importancia particular, por sua capacidade de bloquear a acdo da trombina, do FIXa, FXa e
FXIla. Esta inativa¢ao nao ¢ rapida, permitindo que a trombina produza fibrina antes de ser
inativada através da formacao do complexo enzima-antitrombina. Por outro lado, a grande
concentragdo de antitrombina no sangue ¢ capaz de impedir que a trombina se espalhe para
regides fora da lesdo (GOLAN et al.,2014. GOODMAN, GILMAN, 2012. LEVY, MEIS, 2006.
KATZUNG, 2014).

Figura 2 — Modelo da Cascata de Coagulacdo Sanguinea: fases de iniciagdo, amplificagdo e propagagdo. Na fase
de iniciagdo: células ou microparticulas expdem o FT que se associa ao FVIIa formando o complexo FT/VIla. A
seguir, o complexo TF/VIIa ativa o FX. O FXa ativa o FV. Esse se associa ao FXa e converte FII em trombina.
Além disso, o complexo FT/VIla ativa o FIX. Na fase de amplificacdo, o trago de trombina gerado ativa a plaqueta.
Na superficie da plaqueta ativada sdo ativados os fatores: Va, XIa e VIIla. Esse tltimo ¢ ativado apds dissociar-se
do complexo FvW/FVIIIa. Com esses fatores ativados na superficie da plaqueta ativada, inicia-se a fase de
propagac¢do. Nessa fase sdo formadas grandes quantidades dos complexos: tenase (FIXa/FVIlla) e protrombinase
(FXa/FVa). Esses complexos ativam a protrombina formando trombina. Esta ultima converte fibrinogénio em
fibrina, a qual apds a polimerizacio forma o coagulo de fibrina.

Fase Iniciagao Fase Amplificagao
X I
Trombina

X a v
Vna;\@\ﬁ"{,‘,‘aﬁ'"a v (" )\ >&
@ AR \\>{ j ( @ b

»
o Va FvW/| Vilia Plaquets
IX Ativada
& %
— C
Vila FyW
IXa

Fase Propagacao

D x
IX \
—
@lla ( 7 %
4? {
IXa & §° ~te Complexo
~— Plaqueta protrombinase
/ Ativada 4

Complexo [}
tenase — {

Trombina
¥ (lla)

Fribrinogénio

Fibrina

fonte: (RODRIGUES et al., 2012)



18

1.2 MECANISMO DE ACAO DAS HEPARINAS

As heparinas ndo possuem atividade anticoagulante intrinseca, elas se ligam a
antitrombina e aceleram a taxa na qual ela inibe véarias proteases da coagulagdo. A ligagdo da
heparina a antitrombina se d4 por meio de uma sequéncia pentassacaridica especifica, que
conttm um residuo de glicosamina 3-O-sulfatado; essa ligagdo induz uma mudanca
conformacional na antitrombina tornando seu local reativo mais acessivel para a protease-alvo
(Figura 3). A taxa de inibi¢do do Fator Xa ¢ acelerada pela mudanga conformacional da
antitrombina em, pelo menos, duas ordens de magnitude, no entanto, ndo ha efeito na taxa de
inibi¢do da trombina. Com o objetivo de aumentar a taxa de inibicdo da trombina pela
antitrombina, a heparina ndo fracionada age como um modelo catalitico, no qual o inibidor e a
protease se ligam, ou seja, para que a trombina seja inibida, a heparina se liga simultaneamente
a antitrombina e a trombina (GOODMAN, GILMAN, 2012).

Somente moléculas de heparina composta de 18 unidades ou mais de monossacarideos
(peso molecular > 5.400 Da) possuem comprimento suficiente para unir a antitrombina e a
trombina, sendo assim, a maioria das cadeias ¢ longa o suficiente para esta fun¢ao, uma vez que
a média das cadeias tem em torno de 15.000 Da. Dessa maneira, a heparina ¢ capaz de catalisar
as taxas de Fator Xa e da trombina em uma extensao semelhante, expresso por uma propor¢ao
de anti-Fator Xa para anti-Fator Ila (trombina) de 1:1. Ja as heparinas de baixo peso molecular,
com peso molecular médio de 5000 Da e aproximadamente 17 unidades de sacarideo, sdo
pequenas demais para realizar a ligacdo simultanea da heparina a antitrombina e a trombina,
dessa forma quase nao possuem efeito na taxa de inibicdo da trombina. No entanto, também
sdo capazes de induzir a mudanca conformacional na antitrombina, acelerando a taxa de
inibicao do Fator Xa. (GOODMAN, GILMAN, 2012).

A principal limitagdo do uso da heparina ndo fracionada ¢ sua propensdo de se ligar a
proteinas e superficies carregadas positivamente. As limitagdes farmacocinéticas sdo causadas
pela ligacdo da heparina as proteinas do plasma, proteinas derivadas de plaquetas e células
endoteliais, independentemente da antitrombina, resultando em uma resposta anticoagulante
variavel devido a inativacdo de parte da heparina circulante. Outras limitagdes incluem: a
incapacidade da heparina inativar o Fator Xa no complexo protrombinase ou inativar a trombina
ligada a fibrina ou na superficie subendotelial (HIRSH et al, 2001. STAICO et al., 2004).

As heparinas de baixo peso molecular se ligam menos as proteinas plasmaticas e as

células endoteliais e, por isso possuem uma taxa de eliminagdo, resposta a dose e bioatividade



19

mais previsiveis. Possuem também uma meia-vida plasmatica duas a quatro vezes maiores do
que as heparinas nao fracionadas, além de maior absor¢do subcutanea, o que permite a aplicacao
de doses mais espagadas. Também possui menor interagdo com as plaquetas, Fator de Von
Willebrand, endotélio e atuam menos intensamente sobre a permeabilidade vascular, o que
teoricamente proporcionaria menos hemorragias do que as heparinas ndo fracionadas. Outra
vantagem importante das heparinas de baixo peso molecular diz respeito ao monitoramento
laboratorial, ja que esta ¢ desnecessaria na maioria dos pacientes, consequéncia da consisténcia

da sua relagao dose-efeito (HIRSH et al, 2001. STAICO et al., 2004).

Figura 3 — Estrutura pentassacaridica de ligacao da heparina a antitrombina. Os grupos sulfatos necessarios para a
ligagdo a antitrombina estdo destacados
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fonte: (GOODMAN, GILMAN, 2012).

1.3 COMPLICACOES DO USO DA HEPARINA

O uso da heparina na pratica clinica € indicado para o tratamento e profilaxia de eventos
tromboembdlicos venosos (trombose venosa profunda e embolismo pulmonar) e arteriais
(fibrilacdo atrial, angina instavel, infarto do miocérdio e embolia arterial periférica), no
tratamento da coagulacdo intravascular disseminada e em periodos de interrupgdo temporaria
de terapia anticoagulante oral. Também sdo usadas como anticoagulante em procedimentos
dialiticos, transfusdes sanguineas, circulacdo extracorpdrea e em cirurgias arteriais e cardiacas
(ISMP- Brasil, 2013).

A resposta terapéutica a heparina varia de individuo para individuo. Dessa forma, é
importante 0 monitoramento de sua efetividade e seguranca por meio da analise de exames

laboratoriais, como o de Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa), que € um teste
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utilizado para avaliar todos os fatores de coagulagcdo, exceto plaquetas, por meio da
determinag¢do do tempo necessario a formacdo de um trombo de fibrina a uma amostra de
plasma, para pacientes submetidos a cirurgias cardiacas e arteriais ou que demandem altas doses
de heparina (HAMERSCHLAK, ROSENFELD, 1996. ISMP- Brasil, 2013).

De acordo com o Institute for Healthcare Improvement, Instituto norte americano que
oferece cursos educacionais de qualidade e seguranca a profissionais da satde, a heparina ndo
fracionada pertence a uma das dez categorias de medicamentos considerados de alto risco ou
medicamentos potencialmente perigosos, que sido aqueles que apresentam risco aumentado de
provocar danos significativos aos pacientes em decorréncia de falha no processo de utilizagao.
Esses medicamentos estdo relacionados com a maioria dos eventos adversos no contexto
hospitalar. Estima-se que a heparina sodica e outros anticoagulantes aparecam como um dos
grupos medicamentosos mais comumente envolvidos em eventos adversos, variando de 3 a
5,7% do total de eventos adversos com medicamentos (CAMERINI, SILVA, 2014).

O uso terapéutico da heparina pode aumentar o risco de desenvolvimento de sequelas
tromboembdlicas, incluindo trombose venosa, trombose arterial periférica, infarto do miocéardio
e choque, além da trombocitopenia, que é a complicacdo ndo hemorragica mais frequente do
uso de heparina (CAMERINI, SILVA, 2014).

A trombocitopenia induzida por heparina (TIH) ¢ uma sindrome imuno-hematoldgica
que culmina em ativagdo plaquetaria na presenca de heparina, induzindo a sua agregacao e
podendo provocar graves complicagdes tromboticas. A TIH apresenta duas formas: a TIH tipo
I, menos severa, que ocorre em cerca de 20 a 25% dos pacientes tratados com heparina, e a TIH
tipo II, mais severa, que ocorre em 2 a 5% dos pacientes que recebem heparina (LONGI, LAKS,
KALIL, 2001. PIMENTA et al., 2016).

A TIH tipo I é caracterizada por uma trombocitopenia leve que geralmente inicia
precocemente apds o uso da heparina, mas que pode ocorrer mais tardiamente. Nao hé eventos
clinicos associados a TIH tipo I, que provavelmente ¢ causada pelo efeito direto da heparina
nas plaquetas, resultando na sua agregacao. Caracteriza-se por uma supressao nao imunoldgica,
benigna, transitéria e moderada, da producdo e do nimero de plaquetas. O diagnostico clinico
e laboratorial ¢ definido nos dois primeiros dias apds o inicio da terapia com heparina, quando
ocorre uma moderada trombocitopenia, raramente a contagem plaquetaria ¢ inferior a
100.000/mm? (LONGI, LAKS, KALIL, 2001. PIMENTA et al., 2016).

A TIH tipo II € uma sindrome imuno-hematolégica mediada por um anticorpo que causa
ativagdo plaquetdria na presenca de heparina e induz a agregacao plaquetaria. Apds a primeira

exposicao a heparina, entre o quinto e o décimo quarto dia de terapia, a contagem plaquetaria
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pode sofrer redugdo igual ou superior a 50% em relacdo a contagem plaquetaria antes do inicio
do uso da heparina (geralmente inferior a 100.000/mm?) e pode estar associada a graves
complicagdes tromboticas, com chance de levar a morte (LONGI, LAKS, KALIL, 2001.
PIMENTA et al., 2016).

Outras reagOes adversas, como hipersensibilidade, tremores, cefaleia, hiperpotassemia
e priaprismo, podem ocorrer em decorréncia do uso de heparina. Entretanto, hemorragias
configuram o principal evento adverso associado ao uso da heparina, e o risco de sua incidéncia
aumenta conforme a dose utilizada, uso concomitante de outros agentes anticoagulantes e/ou
presenca de fatores predisponentes ao sangramento (CAMERINI, SILVA, 2014).

Estima-se que de 5 a 10% dos pacientes que usam heparina ndo fracionada apresentem
algum tipo de sangramento, como hematuria, hemorragia digestiva alta, hemoptise, epistaxe,
equimose, melenas e hematomas. Os eventos hemorragicos, como complica¢Ges do uso da
infusdo continua de heparina sodica, preocupam, pois em funcéo do local ou 6rgdo afetado e
do volume de sangue comprometido pode-se potencializar a instabilidade hemodinamica, a
ventilatoria, aumentar a mortalidade, o tempo de internacdo, além de requerer medidas de
intervencdo (CAMERINI, SILVA, 2014).

A frequéncia de fendbmenos hemorrégicos aparentemente, ndo se relacionam a alteragoes
dos niveis de TTPa e sim a fatores de risco individuais. A observacao de condi¢fes que possam
impedir a terapéutica constitui a principal forma de prevencédo de fendmenos hemorragicos. Os
principais grupos com maior risco de complicagdes hemorragicas sdo pacientes idosos, devido
a alta sensibilidade, pois tém menor absorcao de ferro decorrente da idade e apresentam menor
quantidade de liquido corporal; presenca de hipertensdo arterial, pois a pressao exercida nos
vasos relacionada a utilizacdo de anticoagulante pode aumentar de forma consideravel a
ocorréncia de sangramento; e insuficiéncia renal, pois pode prolongar o efeito anticoagulante
da heparina, ja que essa tem eliminacdo renal. (CAMERINI, SILVA, 2014. HAMERSCHLAK,
ROSENFELD, 1996. JUNQUEIRA et al., 2011).

A acdo anticoagulante excessiva da heparina é tratada com a interrupcao do farmaco.
Em geral, o sangramento leve pode ser controlado sem a administracdo de um antagonista. Em
casos de hemorragia potencialmente fatal, o efeito da heparina pode ser rapidamente revertido
pela infuséo intravenosa de sulfato de protamina.

A protamina é um peptideo altamente basico, de carga positiva, que se liga firmemente
a heparina, de carga negativa, como par iénico, formando um complexo estavel desprovido de

atividade anticoagulante. A protamina também interage com plaquetas, com o fibrinogénio e



22

com outas proteinas plasmaticas e pode causar um efeito anticoagulante proprio. Dessa forma,
deve-se administrar a quantidade minima de protamina necessaria para neutralizar a heparina
presente no plasma. Para cada 100 unidades de heparina remanescente no paciente, administra-
se 1mg de sulfato de protamina por via intravenosa; a velocidade da infusdo ndo deve
ultrapassar 50 mg em um periodo de 10 minutos. A protamina se liga apenas a moléculas longas
de heparina. Portanto, ela reverte apenas parte da atividade anticoagulante das heparinas de
baixo peso molecular. Como as moléculas longas de heparina sdo responsaveis pela atividade
anti-Fator lla da heparina de baixo peso molecular, a protamina reverte completamente esta
atividade. No entanto, a protamina reverte apenas uma parte da atividade anti-Fator Xa da
heparina de baixo peso molecular, que é mediada pelas moléculas menores de heparina
(GOODMAN, GILMAN, 2012. KATZUNG, 2014).

1.4 A HEPARINA NO CENARIO MUNDIAL

Em 2008, o mercado mundial enfrentou um periodo critico em relagdo a confiabilidade
da heparina. Nesse periodo foi notificado ao Centro de Controle e Preveng¢des de Doengas
(CDC), nos Estados Unidos, um conjunto de reagdes alérgicas em pacientes submetidos a
hemodialise em um hospital pediatrico. Os sintomas ocorreram dentro de minutos apds o inicio
de uma sessdo de didlise, e incluiam edema fécil, taquicardia, hipotensdo, urticéria e nduseas.
Foi ainda apurado pelo CDC que outros estados também identificaram reagdes semelhantes
entre pacientes em tratamento de doencas cardiacas.

Uma caracteristica comum que precedeu muitas das reagdes foi o recebimento e uso de
heparina produzida pela Baxter Healthcare. No mesmo ano, a Baxter recolheu voluntariamente
nove lotes de heparina (BLOSSON, 2008).

Ainda em 2008, a Food and Drug Administration (FDA) (6rgao governamental dos
Estados Unidos que faz o controle dos alimentos, suplementos alimentares, medicamentos,
cosméticos, equipamentos médicos, materiais biologicos e produtos derivados do sangue
humano), anunciou que havia identificado um contaminante na heparina fabricada pela Baxter.
A matéria-prima utilizada pela Baxter de origem chinesa, estava contaminada com sulfato de
condroitina supersulfatada. Este também ¢ um farmaco, porém ndo possui atividade
anticoagulante. No entanto, quando quimicamente modificado por meio de supersulfatagao,

adquire caracteristica anticoagulante, transformando-se em um mimético da heparina, ndo
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sendo detectavel por metodologia analitica convencional (ANJOS et al, 2012).

Foi veiculado que esta contaminacdo teria sido deliberada e que teria tido inicio em
2006, na provincia de Guangdong, China, regido industrializada, onde porcos, criados para a
producao de heparina, teriam sido acometidos por uma gripe porcina com grande mortalidade,
com consequente queda da producado e elevagdo dos precos do produto (FILHO et al., 2008).

Ja no inicio de 2009, a United States Pharmacopeia (USP), Farmacopeia dos Estados
Unidos, publicou um informativo relatando a ocorréncia de duzentas mortes em todo o mundo
em virtude da adulteracao da heparina com sulfato de condroitina supersulfatada, e indicando
as providéncias tomadas, através da proposicao de metodologias de controle de qualidade para
avaliagdo de poténcia, identidade e pureza (FILHO, 2009).

Outro problema mundial que teve importante reflexo no Brasil foi a retirada repentina
da heparina Liquemine® de uso endovenoso do laboratério Roche; neste mesmo periodo a
Sociedade Brasileira de Cirurgia Cardiovascular (SBCCV) comegou a receber notificacdes
oriundas de varios centros, relatando o aparecimento de complicagdes com a utilizagdo de
outras marcas de heparina disponiveis no mercado nacional, como a elevagdo das taxas de
reoperagdes por sangramento apos cirurgias cardiacas. A heparina Liquemine®, produzida a
partir da mucosa intestinal de suinos, era utilizada por quase todos os Servigos de Cirurgia
Cardiovascular do Brasil e apresentava grande confiabilidade (FILHO et al, 2008.
JUNQUEIRA et al., 2011).

A crise provocada pela adulteragdo da heparina culminou em diversas mudangas nas
acdes clinicas e na producdo do farmaco. Em dmbito mundial, a monografia da heparina foi
revisada pela Farmacopeia dos Estados Unidos e pela Organizagdo Mundial de Saude com o
proposito de introduzir ensaios de qualidade capazes de detectar contaminantes. Testes de
identidade utilizando eletroforese capilar e ressonancia magnética nuclear protonica capazes de
detectar contaminastes, foram adicionados, além disso, testes adicionais e de impurezas tiveram
seus limites diminuidos a fim de controlar a polidispersividade de heparina por analise de peso
molecular (FILHO et al, 2008).

As mudancgas na USP ocorreram em duas fases: na primeira, os fabricantes deveriam
realizar testes de qualidade para detec¢do de possiveis contaminagdes, € na segunda fase foi
incluido um novo ensaio de poténcia para heparina, o teste cromogénio de atividade anti-Fator
I1a, que oferece maior especificidade e seguranca adicional contra potenciais adulterantes que
mimetizem a atividade da heparina. Além disso, um novo padrao de referéncia de poténcia foi

adotado, a unidade de poténcia da heparina utilizada pela farmacopeia americana foi
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harmonizada com a Unidade Internacional (Ul) utilizada pela Organiza¢do Mundial de Salde.
(JUNQUEIRA et al., 2011. SMYTHE, 2010).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) iniciou um projeto de
revisdo das monografias da heparina calcica e sodica contidas na Farmacopeia Brasileira. As
monografias foram revisadas pelo Comité Técnico Tematico de Produtos Bioldgicos da
Farmacopeia Brasileira, sendo publicada uma proposta de monografia em consulta publica. Os
laboratorios que produziam heparina sodica injetavel no Brasil tiveram seus produtos
analisados, e segundo anadlise, as heparinas ndo mostraram evidéncia de contaminagao por
sulfato de condroitina supersulfatada, no entanto, foi observada a presenca de contaminagao
com dermatan sulfato, amostras degradadas quimicamente e com significativa alteracao do peso
molecular. Além disso, foi demonstrado que havia clara diferenga de poténcia de agdo entre as
heparinas ndo fracionadas de origem bovina e as de origem suina; as heparinas suinas possuiam
maior poténcia que as bovinas (GOMES, BRAILE 2009).

De fato, a heparina bovina e a heparina suina ndo sdo farmacos equivalentes. As
heparinas bovina e suina possuem diferente grau de sulfatacdo de seus compostos, e isso
determina efeitos distintos na coagulacédo, trombose e sangramento. A heparina bovina também
difere em sua afinidade pela protamina, substancia utilizada na inibic&o do efeito anticoagulante
do farmaco. Todas essas questdes podem evidenciar a auséncia de intercambialidade de doses
entre as heparinas de origem bovina e suina, reforcando a necessidade de monitoramento do
tratamento, e necessidade de reajuste de dose quando havia mudanga do produto (JUNQUEIRA
etal. 2011).

Embora as heparinas fabricadas a partir de intestino bovino sejam seguras, nao sio a
melhor escolha para a cirurgia cardiovascular, sendo assim, com o apoio da SBCCV e da
ANVISA, foi acordado que as companhias farmacéuticas passariam a desenvolver somente
heparina derivada de mucosa intestinal de suinos (MELO et al., 2008). Atualmente, as duas
marcas disponiveis no mercado brasileiro de heparina sodica ndo fracionada, em apresentagao

de solugdo injetavel, sao de origem suina (ANVISA 2016).

1.5 CONTROLE DE QUALIDADE

A producdo de medicamentos seguros e eficazes envolve a realizacdo de anélises de

controle de qualidade de matérias-primas e do produto acabado como etapa preliminar para
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atingir um padrdo minimo de qualidade necessario a um medicamento. No caso de produtos de
interesse para a saude ela é um requisito que deve ser obrigatoriamente atendido, pois de é
exigéncia legal (AMORIM, REDIGUIERI, REDIGUIERI, 2013).

Os requisitos minimos de qualidade para farmacos, insumos, drogas vegetais,
medicamentos e produtos para a satde sao de competéncia legal, e exclusiva, das Farmacopeias.
A Farmacopeia é o Cddigo Oficial Farmacéutico e tem por finalidade promover a salde da
populacdo, estabelecendo requisitos de qualidade e seguranca dos insumos para a saude,
especialmente dos medicamentos, apoiando as acdes de regulacdo sanitaria e induzindo ao
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico nacional (FARMACOPEIA, 2010).

Cada forma farmacéutica deve possuir especificacbes capazes de caracteriza-la e
assegurar a qualidade e a seguranca do produto acabado. No que diz respeito a produtos
acabados, 0s ensaios de controle de qualidade sdo variados, e a relevancia de cada ensaio esta
relacionada a estabilidade, a uniformidade, a seguranca e a biodisponibilidade do medicamento
(AMORIM, REDIGUIERI, REDIGUIERI, 2013)

O Controle de Qualidade faz parte das Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos
(BPFM), o qual possui atividades envolvidas em amostragem, especificacdes, ensaios,
procedimentos de organizacdo, documentacdo e liberacdo que asseguram que 0S ensaios
necessarios e relevantes sejam executados e que os materiais ndo sejam liberados para uso, nem
para venda ou fornecimento, até que a qualidade dos mesmos seja julgada satisfatoria (VIEIRA,
KLIER, AGELIS, 2013).

A ANVISA regulamenta as Boas Praticas de Controle de Qualidade na Industria
Farmacéutica através da Resolucdo RDC n°17, de 16 de abril de 2010. Esta resolucéo estabelece
requisitos minimos a serem seguidos na fabricacdo de medicamentos, para padronizar a
verificacdo do cumprimento das Boas Préaticas de Fabricacdo de Medicamentos durante as
inspecdes sanitarias. As matérias-primas para uso na industria farmacéutica, tanto principios
ativos quanto excipientes, estdo sujeitos a requisitos de qualidade farmacéutica descritos nas
BPFM (AMORIM, REDIGUIERI, REDIGUIERI, 2013. FARMACOPEIA, 2010).

1.5.1 Normatizagéo da heparina

Um dos primeiros padrbes da heparina de sal de bario, ndo foi considerado muito

estavel, além disso, era altamente acido quando em solugéo, ndo sendo, portanto, o ideal para
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um padrédo. Posteriormente outro padrdo foi produzido, um sal sédico, e enviado a Divisao de
Normas Bioldgicas no Instituto Nacional de Medicina Research, no Reino Unido. Por causa da
Segunda Guerra Mundial, ndo foi possivel organizar um estudo colaborativo, e este material foi
adotado de maneira provisoria como um Padrdo Internacional em 1942 pela Liga das Nacdes,
a antecessora da Organizacdo Mundial da Sadde. Apo6s a Guerra, em 1947, este padrdo foi
oficialmente estabelecido pela OMS como o primeiro Padrdo Internacional para a heparina com
a poténcia de 130Ul/mg (LEVER, MULLOY, PAGE, 2013).

No final dos anos 1950, um estudo colaborativo foi organizado para calibrar a
substituicdo do primeiro Padrdo. O material para o segundo é era da mesma origem que 0
primeiro, pulmao bovino, e oito laboratérios participaram dessa calibracdo. Foram utilizados
diversos métodos, predominando o método da USP (4 Laboratorios); com a excecdo de um
laboratdrio, os resultados eram muito semelhantes, e a poténcia média geral revelou-se 130
Ul/mg, ou seja, idéntico ao do primeiro padrdo. Dois conjuntos de dados de um laboratério,
cujos resultados foram discrepantes, partiram de métodos que envolviam plasma humano,
obtendo poténcias mais baixas do que os métodos que utilizam plasma animal (LEVER,
MULLOY, PAGE, 2013).

Por mais de 30 anos, os dois primeiros padrdes serviram para harmonizar a medigéo
global da heparina, e foram utilizados para calibrar os padrées de referéncia das farmacopeias,
utilizados para a rotulagem da poténcia de produtos terapéuticos.

Os métodos desenvolvidos pelas farmacopeias norte-americana e britanica continuaram
a ser usados sem alteracBes substanciais por parte dos fabricantes até meados da década de
1980, quando o ensaio da Farmacopeia Europeia substituiu 0 método da Farmacopeia Britanica.
O ensaio utilizado pela a Farmacopeia Britanica, era realizado com o mesmo substrato utilizado
no ensaio da USP, ou seja, plasma de ovelha ndo coagulado, em um método onde era medido o
tempo de coagulacdo apés a adicdo de um acelerador, semelhante ao ensaio clinico TTPa em
plasma humano (LEVER, MULLOY, PAGE, 2013).

Os métodos baseados em coagulos utilizam a formac&o de fibrina como ponto final e,
portanto, podem ser facilmente influenciados pela qualidade do sangue ou plasma, impurezas
e contaminantes. Plasmas ovinos de diferentes produtores tém quantidades variaveis de Fator
Plaquetario 4, que pode neutralizar a atividade anticoagulante de preparacdes de heparina.

Um desenvolvimento importante na década de 1970 foi a introdugdo do método anti-
Fator Xa, que mede a extensdo em que o Fator Xa exdgeno € inibido pelo complexo formado
entre as heparinas e a antitrombina; o Fator Xa residual é inversamente proporcional a

concentracdo de heparina na amostra. Inicialmente, este FXa residual era medido por um
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método de coagulagdo, mas posteriormente foi desenvolvida uma versdo cromogénica, no qual
0 FXa residual cliva um substrato especifico, resultando em cor. Até a década de 1980, o
substrato cromogénico especificos para a trombina também se tornou disponivel, no entanto,
somente a partir de 2009 as farmacopeias comecaram a adotar esse método para determinacgéo
da poténcia (GEHRIE, LAPOSATA, 2012. LEVER, MULLOY, PAGE, 2013).

Em 1960 houve uma transi¢do gradual da fonte da heparina, de pulmédo bovino para
mucosa intestinal suina, e estudos colaborativos comecaram a encontrar importantes diferencas
entre as amostras.

O terceiro Padrao foi produzido a partir de mucosa intestinal suina, e estabelecido pela
OMS em 1973. Todos os outros trés Padrdes produzidos desde 1973 sdo obtidos através de
mucosa suina, o Ultimo, foi estabelecido em 2013 (LEVER, MULLOY, PAGE, 2013.
MULLOY etal., 2016).

Os padrdes internacionais para produtos biolégicos sdo preparados de acordo com as
recomendacdes da OMS. Essas recomendagdes sao baseadas em principios no qual o padrdo
de referéncia deve ser atribuido um valor arbitrario em vez de unidades absolutas, mas pode
haver excecdes, quando justificado. A unidade deve ser definida por um padréo de referéncia
com uma existéncia fisica, alem disso, no estabelecimento deve ser utilizada uma variedade de
métodos. O comportamento do padréo de referéncia deve assemelhar, tanto quanto possivel, o
comportamento das amostras de ensaio (LEVER, MULLOY, PAGE, 2013).

1.5.2 Normatizagéao da heparina no Brasil

No Brasil, as monografias das heparinas calcica e sodica entraram na Farmacopeia
Brasileira na 42 edicéo, publicada em 2004. Esta edi¢cdo contava com alguns testes, como o
ensaio de pirogénio, endotoxina, esterilidade bacteriana, e determinagdo de poténcia através do
ensaio de atividade anti-Fator Xa para matéria-prima e solucéo injetavel. No escopo do projeto
de revisdo deste compéndio, iniciado em 2008 pela ANVISA, estas monografias foram
revisadas pelo Comité Técnico Tematico de Produtos Bioldgicos da Farmacopeia Brasileira
(CTT Produtos Bioldgicos), sendo publicada uma proposta de monografia em consulta publica
em 2013.

Durante todo o processo de revisdo destas monografias, especial atencdo foi dada por

parte do CTT Produtos Bioldgicos, considerando os fatos que ocorreram nos Estados Unidos e



28

Europa, causados pela contaminagéo da heparina de origem chinesa com sulfato de condroitina
supersulfatada. Este caso alertou para o fato de que os métodos de analise existentes nas
principais farmacopeias do mundo ndo conseguiam detectar a presenca destes contaminantes.

Na 5° edicdo da Farmacopeia Brasileira, 0 ensaio de identificacdo utilizando a técnica
de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, capaz de identificar contaminantes como
o sulfato de dermatan, foi adicionado as monografias das matérias-primas das heparinas célcica
e sodica. Além disso, também foram adicionados os ensaios de atividade anti-Fator Ila e 0
ensaio de atividade anticoagulante, para a determinacao da poténcia.

Em 2016 foi aprovado o Primeiro Suplemento da Farmacopeia Brasileira da 52 edicéo.
Entre as mudancas ocorridas neste Suplemento, destaca-se que os insumos farmacéuticos, 0s
medicamentos e outros produtos sujeitos a vigilancia sanitaria devem atender as normas e
especificacOes estabelecidas na Farmacopeia Brasileira. Neste suplemento foram novamente
incluidos a monografia da solucéo injetavel da heparina sédica e célcica, que haviam sido
retiradas na 5° edicdo, além disso, as monografias das heparinas de baixo peso molecular,
matéria-prima e solucdo injetavel foram adicionadas. Em relacdo ao doseamento, apenas o
ensaio de atividade anti-Flla foi mantido na monografia da heparina sodica, ja para as heparinas
de baixo peso molecular, os ensaios previstos sdo o de atividade anti-FXa e atividade anti-Flla,
com valores especificos para os diferentes tipos de heparina de baixo peso molecular:
enoxaparina, tinzaparina, dalteparina e nadroparina. Os testes de identificacdo encontram-se
somente na monografia da matéria-prima da heparina de baixo peso molecular.

Em relacdo a heparina de origem bovina, ndo existe, até o presente momento,
monografia especifica na Farmacopeia brasileira.

De acordo com a ANVISA, na auséncia de monografia oficial de matéria-prima, formas
farmacéuticas, correlatos e métodos gerais na Farmacopeia Brasileira, 5 edicdo, e seu
suplemento, para o controle de insumos e produtos farmacéuticos, poderd ser adotada
monografia oficial, em sua Gltima edi¢do, de compéndios internacionais (FARMACOPEIA,
2004, FARMACORPEIA, 2010, FARMACOPEIA 2016).

1.5.3 Papel do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde no controle de qualidade

Segundo a Lei 8080 de 1990, que dispde sobre as condigdes para a promoc¢ao, protecao

e recuperacdo da saude, a organizagdo e o funcionamento dos servigos correspondentes, é
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incluida no campo de atuacdo do Sistema Unico de Saude (SUS) a Vigilancia Sanitaria.
Entende-se por vigilancia sanitaria um conjunto de acGes capaz de eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da
producdo e circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de interesse da saude, abrangendo: o
controle de bens de consumo que, direta ou indiretamente, se relacionem com a saude,
compreendidas todas as etapas e processos, da producdo ao consumo; e o controle da prestacao
de servicos que se relacionam direta ou indiretamente com a saude.

Uma das unidades da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), o Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), possui atuacdo direta em vigilancia sanitaria por
ser referéncia nacional para as questdes analitico-laboratoriais relativas ao controle da
qualidade de alimentos, medicamentos, cosméticos, artigos e insumos para dialise e de salde,
reagentes e insumos diagnosticos, saneantes domissanitarios, sangue e hemoderivados, salde
ambiental e medicamentos biolégicos. Além disso, age em estreita cooperagdo com a ANVISA,
com Secretarias estaduais e municipais de Salde, entre outros parceiros (SETA, PEPE,
OLIVEIRA, 2008).

A ANVISA tem por finalidade institucional promover a protecdo da saide da populacéo,
por intermédio do controle sanitario da producdo e da comercializacdo de produtos e servigos
submetidos a vigilancia sanitéria, inclusive dos ambientes, dos processos, dos insumos e das
tecnologias a eles relacionados, bem como o controle de portos, aeroportos e de fronteiras. A
ANVISA foi instituida pela Lei 9782/99, Lei que também define o Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria.

O Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) compreende o conjunto de a¢des
de vigilancia sanitaria executado por instituicbes da Administracdo Publica direta e indireta da
Unido, dos Estados, do Distrito Federal e dos Municipios, que exercam atividades de regulacao,
normatizacdo, controle e fiscalizacdo na area de vigilancia sanitaria (COSTA, 2009).

Para o cumprimento de seu papel no @&mbito do Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria, o INCQS realiza as andlises laboratoriais previstas na legislacdo sanitaria, somente
para o poder publico, seja por denlincia ou por programas em parceria com institui¢cbes do
SNVS.

As modalidades de anélises realizadas pelo INCQS incluem: andlise prévia, analise
fiscal e anélise de controle. Para os medicamentos, drogas, insumos farmacéuticos e correlatos,
cosméticos e saneantes, a analise prévia é efetuada sob o regime de Vigilancia Sanitaria, a fim
de ser verificado se 0s mesmos podem ser objeto de registro. Para alimentos, a analise prévia

encontra-se contemplada no registro de aditivos intencionais, de embalagens, equipamentos e
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utensilios elaborados e/ou revestidos internamente de substancias resinosas e poliméricas e de
coadjuvante da tecnologia da fabricacdo que tenha sido declarada obrigatdria, sera sempre
precedido de analise prévia.

A andlise fiscal de alimentos é efetuada sobre o alimento apreendido pela autoridade
fiscalizadora competente e que servira para verificar a sua conformidade. Para drogas,
medicamentos, insumos farmacéuticos, cosméticos, produtos de higiene, produtos para salde,
perfumes, saneantes domissanitarios, a analise fiscal € efetuada sobre os produtos, em carater
de rotina, para apuracao de infracdo ou verificacdo de ocorréncia de desvio quanto a qualidade,
seguranca e eficacia dos produtos ou matérias-primas.

A andlise de controle é efetuada em produtos sob o regime de Vigilancia Sanitaria, apos
sua entrega ao consumo e destinada a comprovar a conformidade do produto com a férmula
que deu origem ao registro.

Em 2012, a ANVISA e o INCQS firmaram um termo de cooperacdo para anélise de
amostras de heparina, nas formas de insumo farmacéutico ativo e produto acabado. O
monitoramento desse produto se deve principalmente a ocorréncia dos relatos nacionais e
internacionais sobre sua inefetividade. O INCQS foi considerado apto pela ANVISA para
realizar todas as analises pertinentes a esse produto, e esta ficara ainda responsavel pelo
acompanhamento das atividades previstas pelo termo de cooperacdo. Um dos ensaios previsto
nesse termo € o ensaio de poténcia, realizado através dos ensaios de atividade anti-Fator Xa e
de atividade anti-Fator lla, e o ensaio de coagulacao; que devera ser realizado pelo laboratério

de Fisiologia, localizada no departamento de Farmacologia e Toxicologia/INCQS.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o controle de qualidade das heparinas sodicas ndo fracionadas de origem suina,
comercializadas no Brasil, e de matéria prima em base seca, de origem suina e bovina, através
dos ensaios cromogénicos de poténcia conforme disposto na trigésima nona edicdo da
Farmacopeia Americana (United States Pharmacopeia - USP), e comparéa-lo ao ensaio de
coagulacdo, disposto na quinta edicdo da Farmacopeia Brasileira, utilizando como referéncia,

0 6° Padréo Internacional de Heparina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1—Realizar o ensaio cromogénico de atividade anti-Fator Xa, no qual se determinada a poténcia
estimada da amostra de heparina em relagcdo ao Padréo, através da capacidade da heparina em

potencializar a antitrombina, inibindo o Fator Xa.

2 — Realizar o ensaio cromogénico de atividade anti-Fator Ila, no qual se determina a poténcia
estimada da amostra de heparina em relacdo ao Padréo, através da capacidade da heparina em

potencializar a antitrombina, inibindo o Fator Ila (trombina).

3 — Realizar o ensaio de coagulagdo, no qual se determina a poténcia estimada da amostra de
heparina, através da atividade anticoagulante, ao se comparar sua habilidade em condigdes
especificas para retardar a coagulagdo de um plasma ovino de referéncia, citratado e

recalcificado com a mesma capacidade do Padré&o.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM

As 70 amostras utilizadas neste trabalho foram recebidas pelo laboratério de Fisiologia,
do Departamento de Farmacologia e Toxicologia, INCQS/Fiocruz, no periodo de 13 de
fevereiro de 2014 a 23 de margo de 2016, sendo 64 amostras na forma farmacéutica de solucao
injetavel em apresentagdo de frasco-ampola de 5.000 Ul/ml e ampola de 5.000 UL/0,25ml,

pertencentes a duas marcas nacionais, ¢ 6 amostras de matéria-prima em base seca.

3.2 ENSAIOS CROMOGENICOS DE ATIVIDADE ANTI-FXA E ATIVIDADE ANTI-FIIA

3.2.1 Preparo da amostra

3.2.1.1 Produto acabado

As amostras foram diluidas com tampao-TRIS pH 8,4 (0,050M Tris, 0,0075M EDTA,
0,175M NacCl, PEG 6000 1%) a fim de obter uma concentracdo de 20UI/ml, posteriormente

diluidas para a concentragdo de 2UI/ml e por fim, para as concentragdes utilizadas nos ensaios.

3.2.1.2 Matéria-prima

Aproximadamente 1mg da matéria-prima foi pesado em balanga digital de precisdo,
com cinco casas decimais, e em seguida reconstituido em 1 ml dgua deionizada, estimando
como concentragao 180UI/mg. As amostras foram diluidas com tampao-TRIS pH 8.4 (0,050M
Tris, 0,0075M EDTA, 0,175M NaCl, PEG 6000 1%) a fim de obter uma concentracao de
20Ul/ml, posteriormente diluidas para a concentragdo de 2UI/ml e por fim, para as

concentragdes utilizadas nos ensaios.
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3.2.2 Preparo do Padrao

Foi utilizado o 6° Padrdo Internacional de Heparina ndo fracionada, contendo
aliquotas de heparina liofilizada preparado a partir de mucosa de suinos, codificado por 07/328.
Esta preparacdo foi estabelecida pelo perito da Comissdo de Normalizacdo Bioldgica da
Organizacdo Mundial da Saude em 2009, com poténcia de 2.145 Ul /ampola.

Para o preparo do padrdo, uma ampola foi resconstituida em 100 ml de agua
deionizada, e aliquotadas em eppendorfs com 1 ml, com concentracdo final de 21,45 Ul/ml.
Para a realizacdo do ensaio, as aliquotas foram diluidas em tamp&o-TRIS pH 8,4 (0,050M Tris,
0,0075M EDTA, 0,175M NaCl, PEG 6000 1%) para a concentracdo de 2Ul/ml e porteriormente

para as concentragdes utilizadas nos ensaios.

3.2.3 Ensaio de atividade anti-FXa

O ensaio de atividade anti-FXa foi realizado adicionando em microplaca de 96 pogos,
previamente aquecida a 37 ° C por 15 minutos em incubadora de microplaca (Thermo Shaker —
Agimaxx), 30ul de quatro concentragdes do 6° padrao Internacional de Heparina (0,02; 0,04;
0,07 e 0,1 Ul/ml, selecionadas com base na regido linear) e 30ul da amostra nas mesmas
concentragdes, em duplicata, com o objetivo de estabelecer uma curva dose-resposta. Padrao e
amostra foram incubados e agitados por 2 minutos a 37° C com 30ul de antitrombina 1 Ul/ml
(Anti-thrombin IIT 1,5 mg — HYPHEN BioMed), para que ocorresse a ligacdo da heparina a
antitrombina. Apds incubagdo, foi adicionado 60ul de FXa 10 nKat (Bovine Factor Xa -
HYPHEN BioMed), incubado e agitado por mais 2 minutos. Por fim, 60ul do substrato
cromogénico 1,30 mM (S-2222 25 mg — Chromogenix), especifico para o FXa foi adicionado,
incubado e agitado por mais 5 minutos. A reacao foi interrompida com 30 pl de 4cido acético

20%. A absorbancia foi lida em leitor de microplaca (BioTek-Epoch) em endpoint a 405 nm.
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3.2.4 Ensaio de atividade anti-Flla

O ensaio de atividade anti-FIla foi realizado adicionando em microplaca de 96 pogos,
previamente aquecida a 37 ° C por 15 minutos em incubadora de microplaca (Thermo Shaker —
Agimaxx), 50ul de quatro concentragdes do 6° padrao Internacional de Heparina (0,003; 0,005;
0,01 e 0,02 Ul/ml, selecionadas com base na regido linear) e 50ul da amostra nas mesmas
concentragdes, em duplicata, com o objetivo de estabelecer uma curva dose-resposta. Amostra
e Padrao foram incubados e agitados por 2 minutos a 37° C com 100ul de antitrombina 0,125
Ul/ml (Anti-thrombin IIT 1,5 mg— HYPHEN BioMed), para que ocorresse a ligacao da heparina
a antitrombina. Apos incubagao, foi adicionado 25ul de trombina 5Ul/ml (Thrombin — Sigma
Aldrich), incubado e agitado por mais 2 minutos. Por fim, 50ul do substrato cromogénico 1,25
mM (5-2238 25mg — Chromogenix), especifico para a trombina foi adicionado, incubado e
agitado por mais 5 minutos. A rea¢do foi interrompida com Sul de 4cido acético 20%. A

absorbancia foi lida em leitor de microplaca (BioTek-Epoch) em endpoint a 405 nm.

3.2.5 Analise estatistica

Foram utilizados para andlise, os modelos estatisticos Slope ratio (inclinagdo das retas)
ou Linhas paralelas, dependendo do melhor modelo que descrevesse a correlagdo entre a
concentracdo e a resposta. O laboratorio de Fisiologia utiliza um pacote estatistico validado, o
Combistats™ para a realizagdo dos calculos. Foram analisadas a linearidade, o paralelismo - no
caso do modelo de Linhas Paralelas - , e a regressdo. Os ensaios foram considerados validos
quando Linearidade e Paralelismo apresentaram p > 0,05, e a regressao p < 0,05.

A poténcia estimada para produtos acabados em cada ensaio deve ser de ndo menos de
90% e ndo mais de 110% da poténcia declarada. A poténcia para matéria-prima deve ser nao
menos de 180 Ul/mg em cada ensaio. Os limites de confianca da poténcia estimada devem ser
nao inferiores a 80% e nao superiores a 125% da poténcia declarada (P=0,95).

O critério de aceitagdo para as amostras € que a razao da atividade anti-Fator Xa pela

atividade anti-Fator Ila deve estar compreendida entre 0,9 e 1,1.
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3.3 ENSAIO DE COAGULACAO

3.3.1 Preparo da amostra

3.3.1.1 Produto acabado

As amostras foram diluidas em solugdo salina (0,9% NaCl) a fim de obter uma
concentragdo de 20UI/ml, e posteriormente diluidas nas concentracfes de 0,8, 0,92 e 1,05

Ul/ml, selecionadas com base na regido linear.

3.3.1.2 Matéria-prima

Aproximadamente Img da matéria-prima foi pesado em balanga digital de precisao,
com cinco casas decimais, e em seguida reconstituido em 1 ml dgua deionizada, estimando
como concentracao 180UIl/mg. As amostras foram diluidas com em solucdo salina (0,9% NaCl)
a fim de obter uma concentragdo de 20UI/ml, e posteriormente nas concentracdes de 0,8, 0,92
e 1,05 Ul/ml.

3.3.2 Preparo do Padrao

Foi utilizado o 6° Padréo Internacional de Heparina ndo fracionada, contendo
aliquotas de heparina liofilizada preparado a partir de mucosa de suinos, codificado por 07/328.
Para a realizacdo do ensaio, as aliquotas (21,45 Ul/ml) foram diluidas em solug¢ao salina (0,9%
NaCl) para as concentracédo de 0,8, 0,92 e 1,05 Ul/ml.



36

3.3.3 Procedimento do ensaio de coagulacdo

O método utilizado foi 0 Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada (TTPa),
utilizando coagulometro (Stago START) para incubagdo a 37°C e contagem do tempo. Para
cada ensaio foram adicionados 50ul de plasma ovino e 50ul de heparina, padrao ou amostra,
agitados cuidadosamente e incubados por 800 segundos, em seguida foi adicionado 50 ul de
cefalina (C.K. PREST® - Stago) e incubado por mais 2 minutos, por fim 50ul de cloreto de
calcio 0,025M (Stago) foi adicionado, € o tempo necessario para a coagulacdo monitorado. O
tempo de recalcificagdo do branco foi feito no inicio e final do procedimento, adicionando
solugdo salina (0,9% NaCl) no lugar das dilui¢cdes de heparina. Foram realizados trés ensaios

independentes, sendo cada um em duplicata.

3.3.4 Analise estatistica

Os trés ensaios realizados para cada amostra foram calculados separadamente,
utilizando o modelo estatistico de Linhas Paralelas e depois combinados, utilizando o pacote
estatistico validado Combistats™. Foram analisadas a linearidade e a regressdo. Os ensaios
foram considerados validos quando Linearidade e Paralelismo apresentaram p > 0,05, e a
regressao p < 0,05.

A poténcia estimada para produtos acabados em cada ensaio deve ser de ndo menos de
90% e ndo mais de 110% da poténcia declarada. A poténcia para matéria-prima deve ser nao
menos de 180 Ul/mg. Os limites de confianga da poténcia estimada devem ser nao inferiores a

80% e nao superiores a 125% da poténcia declarada (P=0,95).
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4 RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DA POTENCIA DAS AMOSTRAS DE HEPARINA SODICA NAO
FRACIONADA

4.1.1 Ensaios cromogénicos de atividade anti-FXa e anti-Flla

A determinacdo da poténcia, através dos ensaios cromogénicos de atividade anti-Flla e
atividade anti-FXa, para as 64 amostras de heparina sodica nao fracionada, demonstrou que 48
amostras foram consideradas satisfatorias, ou seja, foram aprovadas individualmente em cada
um dos ensaios, com limite de poténcia entre 90 a 110%, e apresentaram razao entre atividade
anti-FXa/anti-FII entre 0,9 e 1,1. Outras 16 amostras foram consideradas insatisfatérias por
terem pelo menos um dos ensaios reprovados (Gréfico 1).

A média da poténcia estimada das amostras aprovadas no ensaio de atividade anti-FXa
foi de 102,48% e de 101,94% para o ensaio de atividade anti-FIIa. No ensaio de atividade anti-
FXa, 66,67 % dessas amostras obtiveram mais de 100% de poténcia, e 58,34% obtiveram mais
de 100% de poténcia no ensaio de atividade anti-FIla, quando comparadas ao padrdo. A média
das amostras reprovadas no ensaio de atividade anti-FXa foi de 117,92% e de 127,34% no
ensaio anti-FIla.

Das amostras insatisfatorias, nove foram reprovadas nos dois ensaios, com poténcia
superior a 110%; seis com poténcia superior a 110 % no ensaio de atividade anti-FIla e apenas

uma com poténcia inferior a 90% no ensaio de atividade anti-FIIa.

Gréfico 1: Total de amostras (64) de heparina sodica ndo fracionada, analisadas por ensaio de atividade anti-FXa e atividade
anti-Flla

m Satisfatéria Insatisfatdria
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Quando comparamos as amostras por marca, aqui chamadas de marca A e marca B,
observamos uma superioridade de qualidade de uma frente a outra. Das 64 amostras analisadas,
39 pertencem a marca A, sendo 24 satisfatorias e 15 insatisfatorias, 25 amostras pertencem a

marca B, sendo 24 satisfatorias e 1 insatisfatoria (Grafico 2).

Grafico 2: Amostras de heparina soédica ndo fracionada, analisadas por ensaio de atividade anti-FXa e atividade anti-Flla,
separadas por marca A (total de 39 amostras) e marca B (total de 25 amostras).

Marca A Marca B

m Satisfatodria Insatisfatoria W Satisfatodria Insatisfatoria

4.1.2 Ensaio de coagulacao

A determinacdo da poténcia através do ensaio de coagulagdo demonstrou que, das 64
amostras analisadas anteriormente pelos ensaios cromogénicos, 44 foram consideradas
satisfatorias, ou seja, apresentaram poténcia entre 90 e 110%, as outras 20 amostras foram
consideradas insatisfatorias (Grafico 3).

A média das amostras satisfatorias foi de 104,8% e das insatisfatérias de 114,9%. Das
amostras satisfatérias, 90,9% apresentaram poténcia superior a 100%, e dentre as

insatisfatdrias, todas foram reprovadas por apresentarem poténcia superior a 110%.
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Grafico 3: Total de amostras (64) de heparina sodica ndo fracionada, analisadas por ensaio de coagulago

m Satisfatéria = Insatisfatéria

Quando comparamos as marcas A ¢ B, observamos que neste ensaio, a Marca A teve 20,
das 39 amostras insatisfatérias, enquanto que a Marca B teve todas as 25 amostras satisfatorias

(Gréfico 4).

Grafico 4: Amostras de heparina sddica ndo fracionada, analisadas por ensaio de coagulacdo e separadas por marca A (total de
39 amostras) e marca B (total de 25 amostras).

Marca A Marca B

m Satisfatoria ™ Insatisfatoria m Satisfatoria

Dentre as 20 amostras insatisfatorias no ensaio de coagulacdo, oito também foram
reprovadas nos dois ensaios cromogénicos de atividade anti-FXa e anti-FIla, quatro também
foram reprovadas no ensaio de atividade anti-FIla e oito foram reprovadas apenas no ensaio de
coagulagao.

Além dessas 20 amostras, 1 outra amostra foi reprovada somente nos dois ensaios
cromogénicos, e outras trés foram reprovadas somente no ensaio de atividade anti-FIla, sendo
assim, 24 das 64 amostras analisadas tiveram pelo menos um dos ensaios (atividade anti-FXa,

atividade anti-FIIa ou ensaio de coagulagdo) reprovados (Tabela 1).




Tabela 1: Total de amostras insatisfatorias (24) divididas por ensaio

Amostras insatisfatorias

Ensaios
8 4 8 1 3
Atividade anti- X X
Atividade anti- X X X X
Coagulagao X X X

4.2 DETERMINACAO DA POTENCIA DAS AMOSTRAS DE MATERIAS-PRIMAS

4.2.1 Ensaios cromogénicos de atividade anti-FXa e anti-Flla
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Foram analisadas seis amostras de matéria-prima, sendo trés de origem de intestino

suino e trés de origem de intestino bovino. Todas as trés amostras de origem suina apresentaram

no minimo 180 Ul/mg em ambos os ensaios, e razdo entre atividade anti-FXa/anti-FIla entre

0,9 e 1,1, sendo consideradas satisfatorias. As amostras de origem bovina apresentaram

poténcia inferior a 180 Ul/mg nos dois ensaios, no entanto, ndo podem ser consideradas

insatisfatorias uma vez que ainda ndo apresentam monografia propria, ndo havendo, portanto,

limite de poténcia, e além disso, o ensaio foi realizado utilizando padrao de Heparina de origem

suina e ndo bovina (Tabela 2).

Tabela 2: Resultado dos ensaios de atividade anti-FXa e anti-FIla para matéria-prima

Atividade Atividade Razdo atividade

Matéria-prima anti-FXa anti-Flla anti-FXa/ anti-
(Ul/mg) (Ul/mg) Flla
] 1 193,157 193,651 0,997
Osﬂ?::‘ 2 181,886 182,325 0,098
3 184,043 191,201 0,963
] 1 107,795 169,427 0,636
Origem 2 85,32 81,088 1,052

bovina

3 140,488 137,928 1,018
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4.2.2 Ensaio de coagulacao

As trés amostras de matéria-prima de origem suina também apresentaram poténcia de
no minimo 180 Ul/mg nos ensaios de coagulacdo. As matérias-primas de origem bovina

apresentaram poténcia entre 119 e 169 Ul/mg (Tabela 3).

Tabela 3: Resultado dos ensaios de coagulagdo para matéria-prima

Matéria-prima Poténcia

P (Ul/mg)

, 1 197,538

Orlgem > 156,908
suina

3 204,701

: 1 169,66

Orlg_em > 119755
bovina

3 165,186
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5 DISCUSSAO

5.1 Poténcias obtidas nas amostras de heparina sodica ndo fracionada

Nosso trabalho demonstrou que 24 das 64 amostras analisadas de heparina sédica ndo
fracionada, tiveram pelo menos um dos ensaios reprovados, totalizando 37,5% de amostras
insatisfatorias. Sendo assim, consideravel parte das amostras ndo esta conforme a monografia
da heparina sodica ndo fracionada da 39? edi¢ao da USP, para os ensaios cromogénicos, ¢ da 4°
edi¢do da Farmacopeia brasileira, para o ensaio de coagulacdo, representando um risco
potencial aos pacientes que fazem uso deste medicamento.

Em relagdo as duas marcas, observamos uma superioridade de qualidade da marca B em
relacdo a marca A uma vez que, apenas uma das 25 amostras da marca B foi reprovada. Além
disso, essa reprovagdo se deu somente no ensaio de atividade anti-FIla, com poténcia de 113,8%
da poténcia declarada, os demais ensaios, atividade anti-FXa e coagulacdo, obtiveram 100,0 e
108,5% de poténcia, respectivamente. Sendo assim, tal reprova¢do pode ter ocorrido por
eventual falha técnica, levando em consideracdo os resultados satisfatorios dessa mesma
amostra nos outros ensaios, € das demais amostras dessa marca em todos os trés ensaios. Pode
também ter ocorrido falha em outras trés amostras da Marca A, que tiveram somente o ensaio
de atividade anti-FIIa reprovados.

Notamos também que quase todas as amostras insatisfatorias, com exce¢ao de uma, que
obteve menos de 90% de poténcia no ensaio de atividade anti-FIIa, obtiveram mais de 110% de
poténcia, em pelo menos um dos ensaios, tanto os cromogénicos, quanto o de coagulacao.

Estima-se que 5 a 10% dos pacientes que usam heparina ndo fracionada apresentam
algum tipo de sangramento, como hematuria, hemorragia digestiva alta, hemoptise, epistaxe,
equimose, melenas e hematomas. Eventos hemorragicos, como complicag¢6es do uso da infusdo
continua de heparina sodica sdo preocupantes, pois em funcdo do local ou 6rgao afetado e do
volume de sangue comprometido pode aumentar a instabilidade hemodinamica, a ventilatoria,
aumentar a mortalidade, o tempo de internacdo, além de requerer medidas de intervencédo
(CAMERINI, SILVA, 2014). Sendo assim, heparinas que apresentem poténcia superior ao
permitido podem potencializar esses efeitos, principalmente quando se trata dos grupos de risco,

que incluem idosos, pacientes que apresentam de hipertensédo arterial ou insuficiéncia renal.

A heparina, que ja € um medicamento potencialmente perigoso, e que apresenta risco

aumentado de provocar danos significativos aos pacientes em decorréncia de falha no processo
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de utilizacdo, deve ser utilizada com muito cuidado e atencao pelos profissionais de saide. O
monitoramento laboratorial através do ensaio de TTPa, que ja é utilizado na prética clinica,
torna-se indispensavel para avaliar a resposta terapéutica a heparina, que varia de individuo
para individuo, e além disso, pode ajudar na deteccdo de alteracGes causadas por eventuais

falhas de qualidade, garantindo sua efetividade e seguranca.

5.2 Poténcias obtidas nas amostras de matérias-primas

A analise das matérias-primas demonstrou que todas as amostras de heparina nao
fracionada de origem suina, apresentam-se satisfatorias, ou seja, obtiveram no minimo 180
Ul/mg medido em base seca. Além disso, os resultados obtidos nos trés ensaios foram em pelo
menos duas amostras, bem consistentes.

Em rela¢do as de origem bovina, podemos observar que de fato, apresentam menor
poténcia do que a de origem suina, como demonstrado na literatura (GOMES, BRAILE, 2009.
JUNQUEIRA, et al., 2011), no entanto, a poténcia obtida pode ndo corresponder ao valor real,
uma vez que, para a realizacao dos ensaios, o padrao utilizado foi o 6° Padrao Internacional da
heparina ndo fracionada, de origem suina. Além disso, ainda nao existe monografia especifica
para as heparinas de origem de intestino bovino, dessa forma, ndo podemos classifica-las como
satisfatoria ou insatisfatoria.

As heparinas de intestino bovino apesar de terem fragdes muito semelhantes com as de
intestino suino, diferem na propor¢ao destas, sendo, portanto, significativamente diferentes em
sua composicao, além disso, apresentam grande heterogeneidade estrutural. Sendo assim,
apresentam diferengas na atividade anticoagulante, trombose e sangramento e, além disso,
também difere em sua afinidade pela protamina, substancia utilizada na inibi¢do do efeito
anticoagulante do farmaco (ANJOS et al., 2012, GOMES, BRAILE, 2009, JUNQUEIRA, et
al., 2011. TOVAR et al., 2012).

Dessa forma, o fato de atualmente s6 existir heparina injetavel de origem suina, aumenta
a garantia de um melhor uso deste medicamento, uma vez que, ndo existe problemas na troca
de um produto pelo outro, pois ndo existe intercambialidade entre elas, sdo também mais
toleraveis e possuem melhor qualidade de matéria-prima, sem o risco de contaminacdo por

prions causadores da encefalopatia espongiforme.
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5.3 Ensaios cromogénicos versus ensaio de coagulagao

Os métodos de ensaio para a determinagao da poténcia, em amostras de heparina, devem
ser precisos ¢ devem refletir o modo da sua acdo anticoagulante e ndo serem facilmente
influenciados pela presenca de impurezas ou contaminantes.

O ensaio de coagulacao utiliza a formacao de fibrina como ponto final e, portanto, pode
ser facilmente influenciado pela qualidade do sangue ou plasma, impurezas e contaminantes,
como no caso da contamina¢do com sulfato de condroitina supersulfatada, que leva a um
aumento da atividade anticoagulante da heparina.

Além disso, plasmas ovinos de diferentes produtores tém quantidades variaveis de Fator
Plaquetario 4 (FP4), uma proteina encontrada nos granulos alfa das plaquetas, que pode
neutralizar a atividade anticoagulante de preparacdes de heparina. Sabe-se também, que a
neutralizagdo da heparina por FP4, ¢ dependente do peso molecular e que amostras de maior
peso molecular sao mais facilmente neutralizaveis do que as fragdes de baixo peso molecular.
Assim, se a amostra de teste de heparina tiver um perfil de peso molecular significativamente
diferente do padrio de referéncia, a poténcia obtida utilizando os métodos de coagulaciao pode
ser sub ou superestimada (LEVER, MULLOY, PAGE, 2013. LEVINE et al., 1984).

Os ensaios cromogénicos utilizam proteinas e reagentes purificados, com auséncia de
FP4 e outras proteinas plasmaticas interferentes. Ambos os ensaios cromogénicos sdo altamente
especificos para as heparinas, uma vez que se baseiam no principio de que apenas as
preparagdes de heparina tém a sequéncia pentassacaridica especifica, pré-requisito para a
ligacdo da heparina a antitrombina, e consequentemente inibi¢do da trombina e do FXa
(LEVER, MULLOY, PAGE, 2013).

Sendo assim, a substituicdo gradativa do teste de coagulagdo pelos ensaios
cromogénicos em virtude do surto registrado entre 2008 e 2009, causado pela contaminacao da
matéria-prima de origem chinesa por sulfato de condroitina supersulfatada, foi de grande
importancia no que diz respeito ao controle de qualidade das heparinas. Os testes cromogénicos
garantem resultados mais precisos e estabelecem a melhor relagdo da poténcia estimada, uma
vez que nao sofrem interferéncias de contaminantes, além disso, apesar de serem mais caros,
sdao também mais rapidos.

Em relagdo aos valores obtidos nos ensaios de poténcia, observamos que oito amostras
de heparina sodica ndo fracionada, foram reprovadas somente no ensaio de coagulagdo,

apresentando valores aproximadamente de 2 a 20% (média de 10,60%) maiores do que os
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obtidos nas mesmas amostras, nos ensaios cromogénicos. Nao se pode afirmar que essas
amostras possuam algum tipo de contaminante, no entanto, tais resultados sugerem que existe
algum tipo de interferente que pode ter contribuido para o aumento da atividade anticoagulante.
Além disso, diferengas nos pesos moleculares das amostras e padrdo também podem ter
contribuido para a reprovagdo das amostras no ensaio de coagulacio e aprovacao das mesmas
nos ensaios cromogénicos.

Estudos vém demonstrando que, preparacdes de heparina ndo fracionada com peso
molecular menor ao padrdo, apresentam diferencas nas poténcias obtidas entre os ensaios de
coagulagdo e o ensaio de atividade anti-FIIa. As poténcias obtidas com o ensaio de coagulacao,
utilizando plasma ovino, foram superiores as poténcias obtidas no ensaio de atividade anti-FIla
(LEVER, MULLOY, PAGE, 2013). Além disso, essas preparacdes com peso molecular menor,
ndo possuem a mesma agdo anticoagulante de preparagdes com peso molecular proximo ao
padrdo, elas apresentam atividade anticoagulante menor, demostrado por ensaio de coagulagdo.
Se as amostras tiverem as mesmas propriedades que o padrao de referéncia, serdo obtidas
estimativas de poténcia semelhantes independentemente dos métodos de ensaio utilizados
(MELO et al., 2008).

Outro ponto a ser discutido foram os diferentes valores obtidos no ensaio de coagulagao
e no ensaio de atividade anti-FXa. A literatura (GREY et al., 1995. THOMAS, CURTIS,
BARROWCLIFFE, 1984. VACCARI et al., 2003) registra diferengas inferiores a 3,5% entre o
ensaio de coagulagdo, utilizando o método do TTPA e o ensaio de atividade anti-FXa. No
entanto, a diferenca entre as poténcias encontradas entre esses dois ensaios foi de 5,44%,
demonstrando que os dados registrados na literatura, ndo foram reprodutiveis neste trabalho.
Diferencas nos pesos moleculares entre amostra e padrdo, poderiam justificar 76,56% das
amostras, uma vez que apresentaram poténcias maiores no ensaio de coagulagdo. Embora os
dados anteriormente apresentados em relacdo ao peso molecular, sejam referentes ao ensaio de
atividade anti-FIla, sabe-se que a proporcao da atividade anti-FXa e anti-FIla ¢ de 1:1, podendo-
se entdo sugerir tal associagao.

Dessa forma, ensaios de identificagdo utilizando como, por exemplo, a técnica de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, capazes de detectar contaminantes € o ensaio
de cromatografia de filtragdo em gel para determinagdo da distribui¢do de peso molecular,
poderiam elucidar o fato das oito amostras terem sido reprovadas somente no ensaio de

coagulac¢do, e as diferencas obtidas entre os ensaios de coagulagdo e os cromogénicos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomas%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6523431
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6 CONCLUSAO

O surto causado entre 2008 e 2009 devido a ma qualidade das preparagdes de heparina
e as mudancas ocorridas em suas monografias em decorréncia deste fato, permitiram um melhor
controle de qualidade deste produto em virtude dos novos métodos de analise. A introducdo dos
métodos cromogénicos em substituicdo ao ensaio de coagulacdo permitiu a obtencao de
resultados mais precisos, uma vez que sdo ensaios mais especificos e, além disso, ndo sofrem
interferéncias de contaminantes.

O monitoramento da qualidade das heparinas ¢ de grande importancia para a vigilancia
sanitaria, além de verificar sua conformidade com as normas vigentes, também podem
direcionar acdes estratégicas da ANVISA em relacdo a este produto.

Neste trabalho pudemos ter um panorama geral da qualidade das heparinas sddicas nao
fracionadas comercializadas no Brasil, através dos ensaios de poténcia. De um modo geral, a
maioria das amostras apresentou-se dentro do exigido pelas Farmacopeias, no entanto, as
amostras insatisfatorias que apresentaram poténcia superior a 110%, podem representar risco
de sangramento para os pacientes, além de potencializar outros riscos, como por exemplo, a
trombocitopenia induzida por heparina. Dessa forma, torna-se necessario o monitoramento
continuo das heparinas, a fim de diminuir os riscos inerentes ao seu uso, salvaguardando a satde

publica.
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