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RESUMO

Introducao: A heparina é um farmaco que apresenta atividade anticoagulante, ligando-
se a antitrombina e acelerando a taxa de inibicdo de diversas proteases envolvidas no
processo de coagulacdo. Na década de 2000, o mercado mundial enfrentou um periodo
conturbado em relacdo as heparinas apos relatos de reacdes alérgicas e de mortes
causadas pelo seu uso, o que exigiu um controle de qualidade mais rigoroso. Objetivo:
Realizar o controle de qualidade das heparinas sddicas nao fracionadas de origem suina
comercializadas no Brasil e da matéria-prima heparina em base seca, tanto de origem
suina quanto bovina, por meio de ensaios de poténcia. Método: Foram analisadas 64
amostras do produto final (comercializado), sendo 39 da marca A e 25 da marca B,
e seis amostras de matérias-primas. As amostras foram testadas por antifator Xa e
antifator lia, de acordo com a Farmacopeia dos Estados Unidos (USP), e por teste de
coagulacao, descrito na 5% edicdo da Farmacopeia Brasileira (BP). Resultados: Quarenta
amostras de heparina foram aprovadas em todos os ensaios de poténcia e 24 amostras
nao foram aprovadas, sendo 23 da marca A e uma da marca B. Todas as amostras de
matérias-primas de origem suina foram consideradas aprovadas, enquanto as trés de
origem bovina apresentaram menor poténcia. Conclusées: Quase todas as amostras
ndo aprovadas apresentaram poténcia acima de 110%, o que pode representar risco de
sangramento para os pacientes. Assim, é necessario monitorar o controle de qualidade
das heparinas e avaliar a condicao clinica dos pacientes em uso para identificar e reduzir
os riscos e salvaguardar a saude publica.

PALAVRAS-CHAVE: Heparina; Ensaio Antifator Xa; Ensaio Antifator lia; Controle de
Qualidade; Saide Humana

ABSTRACT

Introduction: Heparin is a drug that has anticoagulant activity, binding to antithrombin
and accelerating the rate of inhibition of several proteases involved in the coagulation
process. In the 2000s, the world market faced a troubled period regarding heparins
after reports of allergic reactions and deaths caused by its use, requiring more rigorous
quality control. Objective: The main goal of this work was to perform quality control of
unfractionated sodium heparins of porcine origin commercialized in Brazil and heparina
raw material on a dry basis, of both porcine and bovine origin, through potency assays.
Methods: Sixty-four samples of the final product (commercialized) were analyzed:
39 of brand A and 25 of brand B, and six samples of raw materials. Samples were assayed
through anti-factor Xa and anti-factor lla, according to United States Pharmacopeia
(USP), and coagulation assay, described in the 5th edition of Brazilian Pharmacopeia (BP).
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Results: In the present study, 40 heparin samples were approved in all potency assays, while 24 samples were non-approved, 23 of
brand A and one of brand B. All samples of porcine-origin raw materials were considered approved, while the three of bovine origin
showed lower potency. Conclusions: Almost all non-approved samples presented potency above 110%, which may represent a bleeding
risk for patients. Thus, it is necessary to monitor the quality control of heparins and assess the clinical condition of patients undergoing

their use to identify and reduce risks and Safeguard public health.

KEYWORDS: Heparin; Anti-factor Xa Assay; Anti-factor lla Assay; Quality Control; Human Health

INTRODUCAO

A heparina é o mais antigo anticoagulante utilizado na pratica
médica, com grande importancia na clinica, e esta presente na
lista de medicamentos essenciais da Organizacdo Mundial da
Salde (OMS). Estruturalmente, sdo glicosaminoglicanos sulfa-
tados de peso molecular variavel, compostos por unidades de
glucosamina e acido hexuroénico, que se alternam por meio de
ligacbes glicosidicas. O polimero tem grande heterogeneidade
estrutural devido a sulfatacao e acetilacao variaveis, bem como
a distribuicao das unidades de acido hialuronico’234,

A principal acdo é a prevencao da coagulacado sanguinea em
varios procedimentos de risco, como enterotomia e trans-
plante de orgaos, trombose venosa profunda ou trombose car-
diaca que se desenvolve como resultado da deterioracdo da
circulacdo sanguinea**¢. Estima-se que cerca de 20 milhdes
de pacientes em todo o mundo a utilizem para tratamento e
profilaxia de trombose venosa ou arterial. A heparina também
tem outras fungdes bioldgicas, como propriedades anti-infla-
matorias, antitrombdticas, anti-hiperlipidémicas e antiarte-
rioscleréticas, além de funcdes anticoagulantes que inibem a
atividade da trombina3*+’.

Essa substancia pode ser encontrada em varios tecidos ani-
mais, como pulmao, figado, sangue e tecidos intestinais de
animais superiores, especialmente nos mastocitos. Para ser
usada como medicamento, a heparina é extraida da mucosa
intestinal suina ou do pulméo bovino como subprodutos do
processo de producao de carne e transformada em sal de cal-
cio ou sodio por meio de tratamento enzimatico e quimico’*°.
A Farmacopeia Brasileira (BP) considera as heparinas prove-
nientes da mucosa suina ou bovina como ingredientes farma-
céuticos ativos (IFAs) distintos>¢®°.

Durante o processo de isolamento e extracao, ocorre a degrada-
cao parcial de suas cadeias de glicosaminoglicanos, produzindo
uma formulacao formada por fragmentos de pesos molecula-
res heterogéneos, variando de 3.000 a 30.0000 Da, conhecidos
como heparina nao fracionada, heparina convencional ou sim-
plesmente heparina*s. As heparinas de baixo peso molecular
sao fracoes de heparina nao fracionada produzidas pela despo-
limerizacao controlada de suas cadeias de polissacarideos, seja
quimicamente ou por uma reacao enzimatica. Nesse processo,
o peso molecular do produto final é reduzido a uma média de
4.000 a 6.000 Da*.

As respostas terapéuticas a heparina sao muito variaveis entre
os individuos. Portanto, é essencial monitorar sua eficacia e
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seguranca para o paciente por meio de ensaios laboratoriais,
como o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (aPTT), usado
para avaliar todos os fatores de coagulacao, exceto as plaquetas,
determinando o tempo necessario para formar um trombo de
fibrina em uma amostra de plasma'.

Devido ao risco de causar danos significativos aos pacientes por
falhas no processo de uso, Niccolai et al."" chamaram a atencao
para a associacao da heparina nao fracionada (HNF) com um
alto indice de problemas relacionados as suas propriedades far-
macoldgicas inerentes ou frequentemente causados por erros
de medicacdo. Eles também alertaram para o fato de que o
Institute for Safe Medication Practices classificou a HNF como
um medicamento de alto risco. Em 2008, o Institute for Heal-
thcare Improvement (IHI) classificou a HNF como uma das dez
categorias de medicamentos de alto risco ou potencialmente
perigosos. O IHI também informou que esses medicamentos
estavam relacionados a maioria dos eventos adversos em um
ambiente hospitalar'.

Bezerra e Silva™® também evidenciaram esse fato em 2008, apos
analisar 100 notificacbes de eventos adversos em um hospital
sentinela na regiao Centro-Oeste do Brasil. Os autores observa-
ram que a heparina sodica e outros anticoagulantes aparecem
como um dos medicamentos mais frequentemente envolvidos em
eventos adversos, variando de 3,0 a 5,7% de todos os eventos
adversos relacionados a medicamentos. Junqueira et al.' obser-
varam em um estudo realizado em 2011 que 5,0 a 10,0% dos
pacientes em uso de HNF apresentam algum sangramento, como
hematuria, sangramento gastrointestinal superior, hemoptise,
epistaxe, hematomas e melenas. A principal preocupacao sao os
eventos hemorragicos causados pelo uso da heparina, que variam
em grau de risco de acordo com o local e o volume de sangue
envolvido, levando a instabilidade hemodinamica, ventilagao,
hospitalizacao e mortalidade™.

A Doenca do Coronavirus 2019 (COVID-19), causada pelo Coro-
navirus 2 da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV-2),
espalhou-se rapidamente pelo mundo em uma alta taxa de trans-
missdo. A COVID-19 grave é marcada por complicacdes trombo-
ticas associadas a faléncia de multiplos 6rgaos e ao aumento
da mortalidade. A aplicacao de heparinas nao fracionadas e de
baixo peso molecular como drogas anticoagulantes reduziu sig-
nificativamente a gravidade da doenca e a mortalidade induzida
pela COVID-19, pois a heparina é um agente multifuncional's.
Esse medicamento é recomendado por consenso de especialistas
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para pacientes com COVID-19 grave. Eles ainda ressaltam que,
embora a heparina possa ser benéfica no tratamento da coagu-
lopatia na COVID-19 (ou seja, efeitos antivirais e anti-inflamato-
rios diretos), o equilibrio entre seus beneficios e riscos deve ser
considerado. O controle de qualidade da poténcia desse medica-
mento é de grande importancia para o sucesso do tratamento e
a preservacao da vida do paciente'® 718,

Outra fonte de preocupacao com relacao a qualidade das hepa-
rinas comerciais é a possibilidade de adulteracao fraudulenta
de sua composicdo com substancias como o sulfato de condroi-
tina supersulfatado. Em 2008, o mercado mundial enfrentou
um periodo conturbado em relacédo a confiabilidade e a quali-
dade da heparina™. Episddios relatados nos Estados Unidos da
América (EUA) e na Europa identificaram lotes de heparina nao
fracionada contaminados com sulfato de condroitina supersul-
fatado, resultando na morte de centenas de pacientes??'. Para
monitorar a qualidade das heparinas comercializadas nos EUA,
a United States Pharmacopeia (USP) publicou em 2019 a meto-
dologia analitica para o controle de qualidade da poténcia,
identificacao e pureza desse medicamento na 42 - NF 37 The
USP and National Formulary?.

Um episddio marcante ocorreu no Brasil apds a interrupgao da
comercializacdo da heparina especifica amplamente utilizada
nos servicos de cirurgia cardiovascular para uso intravenoso do
Laboratério Roche (Liquemine®). As demais marcas disponiveis
no mercado causaram complicacdes e aumentaram as taxas de
reoperacao por sangramento apos cirurgias cardiacas registradas
pela Sociedade Brasileira de Cirurgia Cardiovascular (SBCCV)*'4,

Depois de 2008, as farmacopeias internacionais iniciaram
uma revisdo das monografias de heparina, e métodos analiti-
cos para a deteccao de contaminantes foram introduzidos na
lista de ensaios de controle de qualidade obrigatdrios. Meto-
dologias como a eletroforese capilar e a ressonancia magnética
nuclear foram desenvolvidas para detectar impurezas e espé-
cies contaminantes e foram publicadas nesses documentos. Os
ensaios de impureza tiveram seus limites reduzidos para con-
trolar a polidispersidade da heparina por meio da analise do
peso molecular?"2,

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
conduziu um projeto para revisar as monografias de heparina
calcica e sodica da BP. De acordo com essas novas diretrizes,
os laboratoérios que produziam heparina sodica injetavel no
Brasil analisaram obrigatoriamente seus produtos, e nao foi
detectada nenhuma contaminacao por sulfato de condroitina
supersulfatado. No entanto, também foi observado derma-
tan sulfato, um composto provavelmente sem efeito toxico,
mas que demonstra um controle de qualidade deficiente. As
amostras também estavam quimicamente degradadas e com
uma mudanca significativa no peso molecular. Uma diferenca
nos valores de poténcia entre a HNF de origem bovina e a de
origem suina também foi calculada e mostrou uma atividade
anticoagulante significativamente reduzida. Os autores alerta-
ram que essa diminuicao da atividade anticoagulante pode ser
responsavel pela coagulopatia de consumo durante a circulagao
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extracorporea (CEC) e pode ser erroneamente traduzida por um
quadro clinico de discrasia sanguinea?.

Na 5% edicao da BP, esses ensaios para detectar impurezas e
espécies contaminantes, usando a técnica de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear, capaz de identificar contaminan-
tes como o dermatan sulfato, foram publicados nas monogra-
fias de matérias-primas de heparina de calcio e de sodio. Além
disso, ensaios de atividade antifator lla (anti-Flla) e de atividade
anticoagulante para determinacdo da poténcia também foram
publicados para o controle de qualidade das matérias-primas?.
Em 2016, o Primeiro Suplemento da Farmacopeia Brasileira
5% edicao foi finalmente aprovado. Atualmente, as metodologias
para analises de controle de qualidade de heparina sodica e solu-
coes injetaveis de calcio sdo o ensaio de atividade anti-Flla para
heparina sodica e os ensaios de atividade antifator Xa (anti-FXa)
e atividade anti-Flla para heparinas de baixo peso molecular.
Ambos tém valores especificos para os diferentes tipos de hepa-
rina de baixo peso molecular: enoxaparina, tinzaparina, dalte-
parina e nadroparina?®?’.

O presente estudo teve como principal objetivo analisar, durante
dois anos, de fevereiro de 2014 a marco de 2016, a poténcia de
heparinas sodicas nao fracionadas de origem suina de diferentes
marcas comercializadas no Brasil e de matérias-primas em base
seca de origem suina e bovina, utilizando ensaios cromogénicos
descritos na USP e BP. As amostras de heparina foram coletadas
como parte de um estudo da Anvisa para controle de qualidade
desses medicamentos®?¢. Os resultados foram comparados com
o0 ensaio de coagulacao descrito no PB, usando o 6° Padrao Inter-
nacional de Heparina da OMS como referéncia.

METODO

Amostragem

Durante um periodo de dois anos, entre fevereiro de 2014 e
marco de 2016, o Laboratério de Fisiologia do Departamento de
Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fio-
cruz) recebeu 70 amostras de heparinas: 64 amostras da forma
farmacéutica de solucdo injetavel de heparinas sodicas néo fra-
cionadas de origem suina com frasco de 5.000 Ul/mL ou ampola
de 5.000 UI/0,25 mL de duas marcas nacionais. Trinta e nove per-
tenciam a marca A e 25 amostras pertenciam a marca B. Outras
seis amostras de material de heparina bruta em uma base seca
de material de origem suina e bovina.

Ensaios cromogénicos de atividade anti-FXa e anti-Flla

Preparacdo da amostra

As amostras de produtos acabados foram diluidas com solucao
tampao tris (hidroximetil) aminometano (TRIS) (0,050 M Tris,
0,0075 M acido etilenodiamina tetra-acético (EDTA), 0,175 M
NaCl, 1% polietilenoglicol 6000 [PEG 6000]) em pH 8,4. Foi obtida
uma concentracao de 20 UI/mL. Posteriormente, foi diluida para
uma concentracdo de 2 UI/mL e, em seguida, diluida para as
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concentragoes do ensaio usando uma balanca de precisao digi-
tal (Edutec, EEQ9003F-B, Brasil). Um mg de matéria-prima foi
pesado e, em seguida, reconstituido com 1 mL de agua deio-
nizada, estimando uma concentracdo de 180 Ul/mg, que é a
poténcia minima estabelecida na PB por mg em uma base seca.
Depois disso, foram diluidos para 20 Ul/mL, seguindo o mesmo
procedimento descrito para os produtos acabados.

Preparagdo padréo

O 6° Padrao Internacional da OMS para heparina nao fracio-
nada do National Institute for Biological Standards and Control
(NIBSC), codigo: 07/328 (aqui neste artigo chamado apenas de
“padrao”) foi usado. Essa preparacao tinha uma concentracao
certificada de 2.145 Ul/ampola. Para a preparacao padrao,
uma ampola foi reconstituida em 100 mL de agua deionizada
e aliquotada em tubos com 1 mL em uma concentracao final
de 21,45 Ul/mL. Para o ensaio, as aliquotas foram diluidas em
solucao tampao Tris pH 8,4 (0,050 M Tris, 0,0075 M EDTA, 0,175
M NaCl, 1% PEG 6000) para obter uma concentracao de 2 Ul/mL
e, posteriormente, obter as concentracoes usadas nos ensaios.

Ensaio de atividade anti-FXa

Para o ensaio de atividade anti-FXa, foi usada uma microplaca de
96 pogos, pré-aquecida a 37°C por 15 minutos em uma incubadora
de microplacas (Thermo Shaker, Agimaxx) com 30 pL da solucao
padrao em quatro concentragées (0,02, 0,04, 0,07 e 0,10 Ul/mL,
selecionadas com base na regiao linear) e 30 yL de amostras em
duplicata para estabelecer uma curva de dose-resposta. Foram
adicionados 30 pL de antitrombina 1 Ul/mL (Anti-thrombin Il 1.5
mg, HYPHEN BioMed) e agitados suavemente por 2 minutos a 37°C
para que a heparina e a antitrombina pudessem se ligar. Apds o
periodo de incubagédo, foram adicionados 60 pL de FXa 10 nKat
(Bovine Xa factor, HYPHEN BioMed) e, mais uma vez, agitou-se
suavemente a 37°C por 2 minutos. Por fim, foram adicionados 60 pL
de substrato cromogénico especifico para FXa 1,30 mM (5-2222
25 mg, Chromogenix), incubados a 37 °C e agitados suavemente
por mais 5 minutos. A reacao foi interrompida com 30 pL de solu-
cao de acido acético a 20%. A absorbancia foi obtida em um leitor
de microplacas (BioTek, Epoch) em um ponto final de 405 nm.

Ensaio de atividade anti-Flla

Foi usada uma microplaca de 96 pocos, pré-aquecida a 37°C por
15 minutos em uma incubadora de microplacas (Thermo Shaker,
Agimaxx). Cinquenta pL de quatro concentracoes padrao (0,003,
0,005, 0,010 e 0,020 UI/mL selecionadas com base na regiao
linear) e 50 pL da amostra nas mesmas concentracoes foram
duplicados para estabelecer uma curva de dose-resposta. A
microplaca foi entdo incubada a 37°C e agitada suavemente por
2 minutos com 100 pL de antitrombina 0,125 Ul/mL (Anti-throm-
bin Il 1,5 mg, HYPHEN BioMed) para que a heparina e a antitrom-
bina pudessem se ligar. Em seguida, foram adicionados 25 pL de
trombina 5 Ul/mL (Thrombin, Sigma Aldrich), incubados a 37°C
e agitados suavemente por dois minutos. Por fim, foram adicio-
nados 50 pL de substrato cromogénico especifico para Flla 1,25
mM (5-2238 25 mg, Chromogenix), incubados a 37°C e agitados
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suavemente por 5 minutos. A reacao foi interrompida com 50 pL
de solucao de acido acético a 20%. A absorbancia foi obtida em
um leitor de microplacas (BioTek, Epoch) a 405 nm.

Ensaio de coagulacdo (Tempo de tromboplastina parcialmente
ativada - aPTT)

Preparacdo da amostra

As amostras de produto acabado foram diluidas com solucao
salina (NaCl 0,9%) para obter uma concentracao de 20 Ul/mL,
que foi posteriormente diluida em concentracées de 0,8, 0,92
e 1,05 Ul/mL, selecionadas com base na regiao linear. Para a
matéria-prima, 1 mg foi pesado em uma balanca digital de pre-
cisao (Edutec, EEQ9003F-B, Brasil) e depois reconstituido com 1
mL de agua deionizada, com uma concentracéao estimada de 180
Ul/mg. Depois disso, foram diluidos seguindo o mesmo procedi-
mento descrito para os produtos acabados.

Preparagdo padréo

Foi usado o mesmo padrao descrito anteriormente. Para realizar
o ensaio de coagulacao, as aliquotas com concentracao de 21,45
Ul/mL foram diluidas com solucéo salina (NaCl 0,9%) para con-
centracgoes de 0,8, 0,92 e 1,05 Ul/mL.

Procedimento de ensaio

Para o ensaio de coagulacdo, foi usado um coaguldmetro (Stago,
STart®) para incubacao a 37°C e contagem de tempo de coagu-
lacdo. Foram realizados trés ensaios independentes, cada um
em duplicata. Para cada ensaio, 50 pL de plasma de carneiro
(obtido da Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do
Sul, Brasil) e 50 pL de heparina (padrao ou amostra) foram agi-
tados suavemente e incubados a 37°C por 800 segundos. Depois
disso, 50 pL de cefalina (Stago, CK PREST®) foram adiciona-
dos e incubados a 37°C por mais 2 minutos. Foram adicionados
50 pL de solucao de CaCl2 0,025 M (Stago), e o tempo necessario
para a coagulacao foi monitorado. O tempo de recalcificacao de
controle foi medido no inicio e no final do procedimento, substi-
tuindo as diluicées de heparina por uma solucao salina (NaCl 0,9%).

Analise estatistica

Os ensaios cromogénicos foram analisados usando linhas para-
lelas. Para cada série, a regressao da absorbancia ou a altera-
cdo da absorbancia por minuto foi calculada em relagao as con-
centracoes no logaritmo das solucbes de amostra e padrao, e a
poténcia da amostra foi calculada usando métodos estatisticos
para ensaios de linha paralela. A poténcia da heparina de baixa
massa molecular foi expressa em Ul/mg. Um pacote estatistico
validado, Combistats™ (referéncia EDQM: 0000061710, 2017), foi
usado para realizar os calculos. A linearidade, o paralelismo e a
regressao foram analisados.

Para calcular os resultados, o valor de poténcia estimado do pro-
duto acabado em cada ensaio deve corresponder a 90% a 110%
do valor de poténcia declarado. A poténcia da matéria-prima
nao deve ser inferior a 180 Ul/mg em cada ensaio. Os limites
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de confianca da poténcia estimada nao devem ser inferiores a
80% e nem superiores a 125% do valor declarado (P = 0,95). Um
critério de aceitacdo de amostra é uma relacédo entre a atividade
antifator Xa e a atividade antifator lla entre 0,9 e 1,1. Os ensaios
foram considerados validos quando a linearidade e o paralelismo
apresentaram p > 0,05 e a regressao p < 0,05, respectivamente.

Os trés ensaios de coagulacdo realizados para cada amostra foram
calculados separadamente usando o modelo estatistico Parallel
Lines e combinados usando o pacote estatistico Combistats™ (refe-
réncia EDQM: 0000061710, 2017). A linearidade e a regressao tam-
bém foram analisadas. Os ensaios foram validos quando a lineari-
dade e o paralelismo apresentaram p > 0,05 e a regressao p < 0,05.

RESULTADOS
Determinacédo da poténcia de produtos acabados

Os valores do intervalo e das médias obtidas assim como os
valores de desvio padrao do ensaio de coagulacao (aPTT),
dos ensaios de atividade cromogénica anti-Flla e anti-FXa e da
razdo de atividade anti-FXa/anti-Flla para a determinacao da
poténcia de produtos acabados de origem suina estdao descri-
tos na Tabela 1. Em relacdo aos ensaios cromogénicos de ati-
vidade anti-FXa e anti-Flla, 48 amostras foram aprovadas,
0 que significa que foram aprovadas individualmente em ambos
os ensaios, com um limite de poténcia entre 90 e 110%, e apre-
sentaram uma relacao de atividade anti-FXa/anti-Flla entre 0,9
e 1,1. Um total de 16 amostras nao foram aprovadas porque
foram reprovadas em pelo menos um dos ensaios. O valor médio
de poténcia para amostras nao aprovadas no ensaio de atividade
anti-FXa e nos ensaios anti-Flla foi de 117,92% e 127,34%, respecti-
vamente. Em comparacéo, o valor médio de poténcia obtido para
as amostras aprovadas no ensaio de atividade anti-FXa e no ensaio
de atividade anti-Flla foi de 102,48% e 101,94%, respectivamente.

A distribuicdo da média e do desvio padrao dos valores obtidos
durante a avaliacao foi apresentada nas Figuras 1 e 2, compa-
rando as marcas A e B. Sessenta e seis virgula sessenta e sete por
cento e 58,34% das amostras apresentaram valores superiores a
100% para a poténcia calculada no ensaio de atividade anti-FXa e
anti-Flla, respectivamente, quando comparadas ao padrao.

Considerando as amostras nao aprovadas, nove falharam em
ambos os ensaios, com poténcia superior a 110%; seis amostras
obtiveram valores superiores a 110% apenas no ensaio de ativi-
dade anti-Flla, e apenas uma amostra obteve um valor inferior a
90% no ensaio de atividade anti-Flla.

Comparando as amostras por marca (marca A e marca B), foi possivel
observar a superioridade de qualidade da marca B em relacao a A.
Em um total de 64 amostras analisadas, 39 pertenciam a marca A,
sendo 24 aprovadas (62,00%) e 15 nao aprovadas (38,00%), enquanto
25 amostras pertenciam a marca B, sendo 24 aprovadas (96,00%)
e uma nao aprovada (4,00%), conforme mostrado na Figura 3.

A determinacdo da poténcia estabelecida com um ensaio de
coagulacao (aPTT) demonstrou que, entre as 64 amostras
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previamente analisadas por ensaios cromogénicos, 44 foram
aprovadas, com valores de poténcia entre 90 e 110%. As outras
20 amostras foram consideradas nao aprovadas. Noventa e nove
virgula nove por cento das amostras aprovadas tinham um valor
de poténcia superior a 100%, e todas as amostras nao aprovadas
tinham um valor de poténcia superior a 110%. Os valores médios
de poténcia das amostras aprovadas e nao aprovadas foram
104,80% e 114,90%, respectivamente.

Comparando os resultados nesse ensaio das marcas A e B, foi pos-
sivel observar que 20 amostras da marca A nao foram aprovadas
e 39 amostras foram aprovadas (51,00%), enquanto todas as 25
amostras da marca B foram aprovadas (Figura 4).

Em relacao as 20 amostras consideradas ndo aprovadas no ensaio
de coagulacao (aPTT), oito também nao foram aprovadas nos
dois ensaios cromogénicos, quatro nao foram aprovadas ape-
nas na atividade anti-Flla e oito nao foram aprovadas apenas
no ensaio de coagulacdo. Considerando as amostras de marcas,
Ae B juntas, 24 entre 64 amostras analisadas tiveram pelo menos
um resultado negativo em um dos ensaios realizados (atividade
anti-FXa, atividade anti-Flla ou ensaio de coagulacao [aPTT]).

Determinacao da poténcia da matéria-prima da heparina

Foram analisadas seis amostras de matéria-prima de heparina,
trés de origem suina e trés de origem bovina. Todas as trés amos-
tras de origem suina apresentaram pelo menos 180 Ul/mg em
um ensaio cromogénico, e o valor da razao de atividade anti-
-FXa/anti-Flla ficou entre 0,9 e 1,1; portanto, foram aprovadas.
As trés amostras de origem bovina apresentaram um valor de
poténcia abaixo de 180 Ul/mg em ambos os ensaios cromogéni-
cos. As trés amostras de origem suina também apresentaram um
valor de poténcia entre 186 e 204 Ul/mg nos ensaios de coagu-
lacdo (aPTT). Em contraste, as amostras de origem bovina apre-
sentaram um valor de poténcia entre 119 e 169 Ul/mg (Tabela 2).
Apesar de a razao de atividade anti-FXa/anti-Flla de duas amos-
tras bovinas estar entre 0,9 e 1,1, esse Unico critério é insufi-
ciente para considerar essas amostras aprovadas.

DISCUSSAO

Essa pesquisa demonstrou que 24 das 64 amostras de produtos
acabados analisadas estavam nao aprovadas, pelo menos em um
dos ensaios descritos, totalizando 37,5% de amostras nao aprova-
das. Isso significa que as amostras de heparina ensaiadas nao aten-
dem aos valores descritos nas monografias da HNF sodica presen-
tes na USP (USP 42 - a NF 37) e na 5% edicao da BP para os ensaios
cromogénicos, além do ensaio de coagulacéo (aPTT). Esse ultimo,
descrito nesta pesquisa, foi realizado apenas para fins compara-
tivos, pois, momentos antes da conclusao dos experimentos, foi
retirado de ambas as farmacopeias devido a falta de correlacao
entre o tempo de coagulacao ativado e a heparina plasmatica??.

Como um produto heterogéneo altamente complexo, o comporta-
mento farmacocinético da heparina foi estudado como uma alter-
nativa as suas propriedades farmacodinamicas. Os niveis de anti-
-FXa e anti-Flla no plasma, que expressam a poténcia em termos
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Tabela 1. Valores da média, intervalo e desvio padrao dos ensaios de atividade cromogénica anti-FXa e anti-Flla, razao de atividade anti-FXa/anti-Flla e

ensaio de coagulacao para determinacdo da poténcia* da heparina comercial coletada de 2014 a 2016 no Brasil (Ul/mL).

Ano de coleta das amostras

Ensaio Amostra
2014 2015 2016
Média 5,364.904 5,786.39 5,912.67
Marca A ('iag‘,f) 4605.28 - 6882.04 (567.48) 3938.96 - 6888.10 (884.01) 4961.18 - 8165.92 (1515.09)
Anti-Flla n 14 2 4
(Ul/mL) Média 5,314.21 4990.72 4975.46
Marca B (";ag‘;) 4,909.28 - 5689.97 (321.29) 4,679.76 - 5,443.31 (297.10) 4,604.77 - 5,220.22 (231.47)
n 4 16 5
Média 5,271.097 5,385.84 5,365.09
Marca A (iag‘:) 4,839.66 - 6,556.61 (419.27) 4,769.34 - 6,042.15 (379.82) 5,126.38 - 5,699.65 (252.69)
Anti-FXa N 14 2 4
(U1/mL) Média 5,169.61 5,076.64 4,930.88
Marca B (iaB‘F,a) 5,001.99 - 5,429.78 (183.35) 4,652.73 - 5,461.13 (230.37) 4,959.71 - 5,378.27 (267.54)
n 4 16 5
Média 1 1 1.02
Faixa
Marca A (e DP) 0.912 - 1.064 (0.041) 0.886 - 1.100 (0.06) 0.944 - 1.063 (0.07)
Razao de
atividade n 14 2 4
anti-FXa/ Média 1.01 1.02 0.99
Anti-Flla
Marca B (iag‘;) 0.970 - 1.050 (0.04) 0.945 - 1.100 (0.06) 0.950 - 1.030 (0.04)
n 4 16 5
Média 5,461.75 5,700.31 5,540.96
Marca A (Fj‘B‘;) 4,968.06 - 5,973.09 (336.72) 4,921.67 - 6704.6 (382.66) 5,246.95 - 5855.07 (258.47)
Coagulacao n 14 21 4
(aPTT) )
(UI/mL) Média 5,480.58 5,152.91 5,096.09
Marca B (iag‘lj‘) 5,426.15 - 5,508.82 (38.13) 4,887.56 - 5,479.83 (177.06) 4,933.12 - 5,209.43 (111.44)
n 4 16 5

Fonte: Elaborado pelos autores, 2021.
*0 valor da poténcia da heparina foi calculado a partir dos valores do ensaio de atividade antifator Ila e antifator Xa, do valor do ensaio de coagulacao
(aPTT) e da razao entre os valores do ensaio antifator Xa e antifator lla.

Valores de referéncia da USP: Poténcia da heparina = 5.000 Ul/mL, razao de atividade anti-FXa/Flla = entre 0,9 e 1,1.

n: nimero de amostras analisadas; DP: desvio padrao; aPTT: tempo de tromboplastina parcial ativada.
Fonte: Elaborado pelos autores, 2021.
Valores de referéncia: Poténcia da heparina = 5.000 Ul/mL. Para a marca A, n = 14, 21 e 4 em 2014, 2015 e 2016, respectivamente. Para a marca B,
n=4, 16 e 5em 2014, 2015 e 2016, respectivamente.

de atividades antitrombina, podem quantificar o comportamento
farmacocinético®3. Os resultados descritos representam um risco
potencial para os pacientes submetidos ao uso desse medicamento.

Um dado essencial obtido nesse estudo foi que quase todas as
amostras nao aprovadas obtiveram mais de 110% de poténcia em
pelo menos um dos estudos. Estima-se que 5 a 10% dos pacien-
tes em tratamento com HNF apresentem algum tipo de sangra-
mento, como hematiria, sangramento gastrointestinal superior,
hemoptise, epistaxe, equimose e hematomas. Eventos hemorra-
gicos, como as complicacoes decorrentes do uso de infusao con-
tinua de heparina sddica, sdo preocupantes porque, dependendo
do local ou 6rgao afetado e do volume de sangue envolvido,

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

podem aumentar a instabilidade hemodinamica e a ventilagao,
aumentar a mortalidade, o tempo de internacao hospitalar, além
de exigir medidas de intervencdo®. Assim, heparinas com potén-
cia superior a indicada podem potencializar esses efeitos, espe-
cialmente quando se trata de grupos de risco, incluindo idosos e
pacientes com hipertensao ou insuficiéncia renal®'32.

A pesquisa desenvolvida por Walenga et al.* analisou a eno-
xaparina, uma heparina de baixo peso molecular complexa e
biologicamente derivada, de marca (Lovenox; Sanofi, EUA),
em comparagao com a enoxaparina genérica. A poténcia dos pro-
dutos determinada em sistemas bioquimicamente definidos foi
semelhante no ensaio anti-FXa (valor 1C50: 0,61 + 0,08 vs. 0,67
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Valores de referéncia: Poténcia da heparina = 5.000 Ul/mL. Para a marca A, n = 14, 21 e 4 em 2014, 2015 e 2016, respectivamente. Para a marca B,

n=4,16 e 5 em 2014, 2015 e 2016, respectivamente.

Figura 1. Distribuicdo dos valores de média e desvio padrao obtidos nos ensaios cromogénicos anti-FXa, atividade anti-Flla e ensaios de coagulagao para

heparina comercial coletados de 2014 a 2016 no Brasil.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2021.
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anti-Flla proporcao Marca B

2016

Valores de referéncia: razao de atividade anti-FXa/anti-Flla = entre 0,9 e 1,1. Para a marca A, n = 14, 21 e 4 em 2014, 2015 e 2016, respectivamente.

Para a marca B, n =4, 16 e 5 em 2014, 2015 e 2016, respectivamente.

Figura 2. Distribuicdo das médias da razao de atividade anti-FXa/anti-Flla e valores de desvio padrao obtidos de heparina comercial coletada de 2014 a

2016 no Brasil.

+ 0,11, para produtos de marca e genéricos, respectivamente)
e no ensaio anti-Flla (valor IC50 0,53 + 0,06 para o produto de
marca e 0,62 + 0,10 para o produto genérico). Foi observada uma
diferenca significativa na fibrinocinética durante todo o periodo
de formacao do coagulo no efeito da enoxaparina de marca em
comparacdo com a enoxaparina genérica. Essa diferenca foi
estavel em todas as concentracdes do medicamento e lotes de
produtos testados. A enoxaparina de marca apresentou consis-
tentemente um efeito anticoagulante mais potente, demons-
trado pela formacdo mais lenta do coagulo com uma estrutura
final de coagulo mais fraca.

http://www.visaemdebate.incqgs.fiocruz.br/

Tan e Cui* estudaram concentracdes variaveis de Lovenox ou
Enoxaparina genérica no teste de coagulagao (aPTT). Os resulta-
dos do aPTT indicaram que os tempos de coagulacao para ambas
as enoxaparinas eram dependentes da concentracao; quanto
maior a concentracao, maior o tempo de coagulacao, e indica-
ram que nao havia diferencas estatisticamente significativas.

Em outro estudo realizado em 2020, os ensaios anti-fator Xa e

heparina derivada de baixo peso molecular. Todos os agentes
produziram uma inibicao dependente da concentracao do fator
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Marca B
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Figura 3. Porcentagem de aprovados e nao aprovados em ensaios cromogénicos anti-FXa e anti-Flla de heparina comercial coletada de 2014 a 2016 no

Brasil, separada por marcas.

Marca A
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2021.
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Figura 4. Porcentagem de ensaio de coagulagao (aPTT) aprovado e nao aprovado de heparina comercial coletada de 2014 a 2016 no Brasil, separada

por marcas.

Tabela 2. Valores dos ensaios de atividade cromogénica anti-FXa e anti-Flla e poténcia de coagulacao para matérias-primas de heparina em base seca de

origem suina e bovina coletadas de 2014 a 2016 no Brasil.

X Atividade anti-FXa
Origem

Atividade anti-Flla

Taxa de atividade

anti-FXa/Anti-Flla Poténcia de coagulacao

(U/mg) (Ul/me) relagdo de atividade (Ul/mg)

1 193.157 193.651 0.997 197.538

Suinos 2 181.886 182.325 0.998 186.908
3 184.043 191.201 0.963 204.701

1 107.795 169.427 0.636 169.660

Bovinos 2 85.320 81.088 1.052 119.755
3 140.488 137.928 1.018 165.186

Fonte: Elaborado pelos autores, 2021.

Xa e do fator Ila. O IC50 de todos os medicamentos no anti-Xa
foi de 2,5 mg/mL. O IC50 foi muito maior nos ensaios anti-lla,
nos quais os lotes de Heparinox apresentaram um valor de 9,4
mg/mL e 9,6 mg/mL, enquanto o Lovenox apresentou um valor
de 7,6 mg/mL. As proporcoes de anti-Xa e anti-lla das heparinas
de baixo peso molecular (LMWH) biossimilares e de marca foram
comparaveis e ficaram na faixa de 3,1-3,4. Os resultados de aPTT
das duas marcas analisadas foram semelhantes e dependentes da

http://www.visaemdebate.incqgs.fiocruz.br/

concentracao. A resposta do aPTT estava na faixa de 75-85 segun-
dos na concentracao de 10 mg/mL3.

A andlise das matérias-primas mostrou que todas as amostras de
HNF de origem suina foram aprovadas, de acordo com os limites
da USP e da BP, ou seja, obtiveram pelo menos 180 Ul/mg medidos
em base seca. Além disso, os resultados obtidos nos trés ensaios
foram consistentes em pelo menos duas amostras. Com relacao
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aos de origem bovina, podemos observar que eles tém menor
poténcia do que os de origem suina, conforme demonstrado na
literatura'?. Entretanto, o ensaio foi realizado com heparina
suina padrao de origem nao bovina. Portanto, ndo podemos classi-
fica-las categoricamente como aprovadas ou nao aprovadas.

CONCLUSOES

Neste trabalho, obtivemos uma visdao geral dos valores de
poténcia das heparinas sodicas nao fracionadas comercializa-
das no Brasil usando ensaios de poténcia. Em geral, a maioria
das amostras foi aprovada pelas exigéncias das farmacopéias.
Entretanto, amostras ndo aprovadas que apresentaram potén-
cia superior a 110% podem representar um risco de sangramento
para os pacientes, além de potencializar outros riscos, como
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