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HEPARINA DE BAIXO PESO MOLECULAR
Heparinum massae molecularis minoris

As heparinas de baixo peso molecular sdo preparagdes que contém uma mistura de cadeias
polissacaridicas de peso molecular variado. Por definicdo, as heparinas de baixo peso molecular
devem apresentar peso molecular médio menor que 8000 Da e, para isso, é necessario que no minimo
60% da massa total apresente peso molecular menor que 8000 Da. Sdo obtidas através do
fracionamento ou despolimerizacdo da heparina suina. As heparinas de baixo peso molecular
apresentam diferencas estruturais quimicas nos terminais redutores ou ndo redutores da cadeia
polissacaridica decorrentes do método de fracionamento utilizado. A atividade anticoagulante decorre
da inibicdo de diversos fatores da cascata de coagulacéo, prolongando o tempo de coagulagdo do
sangue. 1sso ocorre principalmente através da potencializacdo da inativacdo do fator Xa. A poténcia
anticoagulante é, no minimo, 80 e, no maximo, 125 unidades de atividade antifator Xa por miligrama,
em relacdo a substancia dessecada. A razdo da atividade antifator Xa pela atividade antifator lla deve
ser, no minimo, 1,5. Os animais dos quais a heparina é derivada devem preencher 0s requisitos
sanitarios para a espécie em questéo e o processo de producdo deve garantir a remocao ou inativacéo
de agentes infecciosos.

IDENTIFICACAO

A. Cumpre as exigéncias descritas em Doseamento, segundo 0s métodos de Atividade antifator Xa e
de Atividade antifator lla.

B. Utilizar a técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear unidimensional de proton.
Preparar as solucdes conforme descrito a seguir.

Solucgéo padréo: preparar solugcdo em concentracao de, no minimo, 20 mg/mL da heparina de baixo
peso molecular utilizada como padréo interno em 6xido de deutério 99,9% com 0,02% (p/v) de &cido
trimetilsililpropi6nico de sddio.

Solugdo amostra: preparar solucdo em concentracdo de, no minimo, 20 mg/mL da amostra em éxido
de deutério 99,9% com 0,02% (p/v) de acido trimetilsililpropidnico de sodio.

Procedimento: na analise das amostras deve-se utilizar um espectrometro de ressonancia magnética
nuclear de, no minimo, 500 MHz operando o pulso (Transformada de Fourier) para aquisi¢cdo de :H
sob decaimento livre utilizando 16 scans em pulso de 90°. O ensaio deve ser realizado sob a
temperatura constante de 25 °C e um programa de supressao de agua. A janela espectral dever ser no
minimo de 10 a -2 ppm. Para todas as amostras, o grupo metila do composto trimetilsililpropidnico
deve ser referenciado em 0,00 ppm. Os espectros obtidos devem ser similares ao da heparina de baixo
peso molecular especifica de referéncia.

O espectro da amostra deve ser semelhante ao do padrdo. N&o deve ser observado o deslocamento
quimico entre 2,13 e 2,16 ppm, correspondente as regides N-acetil.
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Figura 1 - Espectros de RMN 1D de *H de quatro tipos
diferentes de heparina de baixo peso molecular.

Painel A — enoxaparina; Painel B — tinzaparina; Painel C — dalteparina; Painel D — nadroparina. Os sinais designados
como Al e A2 correspondem ao Hl e H2 das unidades de a-glucosamina 6- e N-disulfatadas; Os sinais 11 e 15
correspondem ao H1 e H5 do acido a-idurénico 2- sulfatado; [1U1 e [1U4 correspondem ao H1 e H4 do acido urénico
4.5 insaturado e 2- sulfatado. Os sinais referentes aos aclcares ciclicos (N-sulfatada, 1,6 anidro p-glucosamina ou -
manosamina) também estdo indicados nos painéis. HOD — &gua deuterada.

C. Utilizar a técnica de cromatografia de filtracdo em gel para determinacédo da distribuicdo de peso
molecular dos oligossacarideos presentes na solucdo de heparina de baixo peso molecular. Utilizar
cromatografia liquida de alta eficiéncia provida com detector de indice de refracdo e leitor ultravioleta
a 234 nm; uma pré-coluna de 6,0 mm de diametro x 4,0 cm de altura, empacotada com matriz de
silica de 7 um de didmetro e duas colunas analiticas em série, de 7,5 mm de didmetro x 30 cm de
altura, empacotadas com matriz de silica de 5 um ou 10 um que fraciona proteinas na faixa de
aproximadamente 10 000 a 500 000 Da. Minimo de 20 000 pratos tedricos por metro. Fluxo da fase
mavel de 0,3 mL/minuto.

Preparar as solucdes conforme descrito a seguir.

Fase movel: solucdo de acetato de aménio 0,1 M, pH 6,0.

Solucgéo padréao de calibragao de peso molecular para heparinas de baixo peso molecular: solubilizar
a amostra de heparina de baixo peso molecular padrdo para calibracdo de peso molecular na

concentracdo de 10 mg/mL na fase movel no momento de realizar o ensaio.

Solucé@o amostra: solubilizar a amostra-teste na concentragdo de 10 mg/mL na fase movel.
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Procedimento: injetar 20 uL da Solucéo padréo para determinacgdo do perfil de eluicéo do padréo de
calibragéo e, posteriormente, injetar 20 puL da amostra-teste para comparagdo com o perfil de eluicéo
da Solugéo padréo.

Calibracdo: para a deteccédo, usar um detector de indice de refracdo conectado em série a um leitor
de ultravioleta a 234 nm. E necesséario medir o tempo decorrido entre a deteccio dos dois leitores
cuidadosamente, para que ambos os cromatogramas estejam alinhados corretamente. O tempo de
retencdo utilizado para os célculos de calibracdo deve ser o tempo do detector de indice de refracdo

(RI).

Deve-se calcular um fator de normalizacdo para determinar a massa molecular relativa proveniente
da razdo RI/UV da seguinte maneira: calcule a area total sob a curva de UV234 (XUV234) € sob a curva
de RI (ZRI) através de integragdo numérica da area de interesse (excluindo picos de sal e solventes
no final do cromatograma). Calcular a razéo r utilizando a seguinte expressao:

2RI
YE o
Z 'UVEE&;
Calcular o fator f usando a expresséo a seguir:
M?‘!E
f =
T

Em que

Mna = massa molecular relativa média do padrdo de heparina de baixo peso molecular para calibracéo
CRS determinado pelo fabricante.

Certificar que as respostas de UV234 e RI estdo alinhadas e calcular a massa molecular relativa (M)
de cada ponto usando a seguinte expressao:

RI
UVazy

M=f

A tabela resultante de tempos de retencdo e massa molecular relativa de cada ponto deve ser utilizada
para derivar uma calibracdo para o sistema de cromatografia criando uma relacdo matematica para 0s
valores tabelados. Recomenda-se tracar uma curva polinomial de 3° grau. Extrapolar os valores desta
curva de calibracdo tracada para valores de massas moleculares mais elevados nao é valido.

Injetar 20 uL da Solugcdo amostra e registrar o cromatograma pelo periodo de tempo necessario para
a completa eluicdo da amostra e dos picos de solventes.

A massa molecular relativa média é definida pela férmula:

Y (RLM;)

5 R

em que

RIi = massa da substancia que elui na fracéo i;
Mi = massa molecular relativa correspondente a fracéo i.
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Os valores de massa molecular relativa média devem ser, no maximo, 8000 e pelo menos 60% da
massa total deve ter uma massa molecular relativa menor que 8000. Além disso, 0s parametros de
massa molecular (massa molecular relativa média e porcentagem das cadeias compreendidas dentro
de valores especificos) devem corresponder a preparagdo referéncia.

Comparar o tempo de retencdo dos picos da amostra-teste com os picos oriundos da amostra padréo.
O critério de validacdo ocorre caso 0s picos da amostra-teste correspondam aos picos da amostra
padréo.
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Figura 2 — Perfil de eluigio das diferentes heparinas de
baixo peso molecular pelo método de cromatografia de gel filtragéo.

Andlise da distribuicdo de pesos moleculares dos oligossacarideos encontrados em diferentes preparacdes de LMWH.
Preparacfes de enoxaparina (A), tinzaparina (B), dalteparina (C), nadroparina (D) e padrdo de calibracdo de peso
molecular (E). Os numeros representam as unidades dissacaridicas (2— dissacarideo, 4— tetrassacarideo, 6-
hexassacarideo, 8- octassacarideo, 10- decassacarideo, 12- dodecassacarideo).

CARACTERISTICAS
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Caracteristicas fisicas. P6 branco ou quase branco, higroscopico.

Solubilidade. Soluvel em &gua.

ENSAIOS DE PUREZA
pH (5.2.19). 5,5 a 8,0. Determinar em solugéo aquosa a 1% (p/v).

Proteinas. Adicionar cinco gotas de acido tricloroacético a 20% (p/v) em 1 mL de solucdo aquosa da
amostra a 1% (p/v). Nao deve haver formagéo de precipitado ou turbidez.

Impurezas nucleotidicas. Dissolver 40 mg do material em 10 mL de 4gua. A absorvancia medida a
260 nm e 280 nm deve ser, no méaximo, 0,20 e 0,15, respectivamente.

Nitrogénio (5.3.3.2). Utilizar o Método I, macrodeterminag&o. No minimo 1,5% e, no maximo, 2,5%
de nitrogénio, calculado em relagdo a substancia dessecada.

Sodio. Entre 10,5% e 13,5% de sodio determinado conforme descrito em Espectrofotometria de
absorcéo atbémica (5.2.13.1).

Metais pesados (5.3.2.3). Utilizar o Ensaio de identificacdo C. Preparar a solucdo de referéncia
utilizando 1,5 mL de solucéo padréo de chumbo (10 ppm de Pb). 0,5 g em conformidade com o teste
de C. No méximo 30 ppm.

Perda por dessecacdo (5.2.9.1). No maximo 10%, determinado a partir de 1000 g em estufa a vacuo
a 60 °C, por trés horas, em pressao que nao exceda 0,67 kPa.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 0,01 UE por Ul de atividade anti-Xa de heparina de
baixo peso molecular.

DOSEAMENTO
Atividade antifator Xa

Tampdao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4: dissolver quantidades de tris (hidroximetil)
aminometano para obter concentracdo de 20 mM, cloreto de sddio para 150 mM e cloreto de calcio
para 10 mM em agua destilada contendo polietilenoglicol 8000 a 0,1%. Se necessario, ajustar o pH
para 7,4 com solucdo diluida de acido cloridrico ou hidroxido de sodio.

Solucdo de antitrombina humana: reconstituir o contetdo da ampola de antitrombina humana
conforme recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir com Tampao tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de modo a obter solugédo a 0,02 UlI/mL (equivalente a 40 nM) de antitrombina
humana.
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Solucdo de fator Xa humano: reconstituir o contelldo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solugdo obtida em Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de modo a
obter solucdo a 1,0 UI/mL (equivalente a 20 nM) de fator Xa humano.

Solugéo de substrato cromogénico para fator Xa: dissolver quantidade de N-a-benziloxicarbonil-D-
arginil-L-glicil-L-arginina-p-nitroanilina diidrocloridratado em agua destilada estéril obtendo
solugdo 2 mM. Antes do uso, diluir em Tampé&o tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a
obter a solugdo 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz direta.

Solucéo de parada: preparar uma solugdo a 50% (v/v) de &cido acético em agua.

Solucgéo padréo: utilizar solucéo padrdo de heparina de baixo peso molecular. Pode ser utilizada outra
preparacdo, cuja poténcia tenha sido determinada em relagdo ao padrdo. Reconstituir o contetdo da
ampola de heparina de baixo peso molecular conforme recomendado pelo fabricante e misturar
levemente até completa dissolucdo. A partir da solucdo reconstituida, preparar diluicbes em solucdo
tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos cinco solugdes com
concentracédo variando entre 0,2 e 0,005 Ul/mL de atividade anti-Xa.

Solugdo amostra: dissolver quantidade da amostra em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH
7,4 de modo a obter solugdes com atividades aproximadamente iguais as da Solucédo padréo.

Procedimento: dois diferentes tipos de medigdes podem ser realizados, a Medigdo cinética e a
Medi¢do “endpoint”.

Medicao cinética: os volumes descritos podem ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo constante a relacdo entre os volumes. Executar o teste em microplacas e
realizar a leitura espectrofotométrica a 405 nm em um leitor de microplacas a 37 °C. O ensaio deve
ser realizado com cada Solucdo padrdo e Solucdo amostra em duplicata. Em cada poco da
microplaca, adicionar 40 puL de Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 ou da Solucéo
amostra, 25 pL da Solucéo de antitrombina humana e 10 pL da Solugéo de fator Xa humano. Apos
dois minutos de incubacéo a 37°C, adicionar 25 uL da Solucdo de substrato cromogénico para fator
Xa. Registrar a absorvancia medida em 405 nm contra o branco durante cinco minutos. O branco é o
teste realizado na auséncia da adicdo de heparina de baixo peso molecular, utilizando 40 pL de
Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4.

Medigdo “‘enpoint”: proceder como descrito na Medicdo cinética. Apds a adicdo do substrato
cromogénico, esperar quatro minutos e parar a reagdo com a adicdo de 50 pL de Solucéo de parada.

Os modelos estatisticos para analise da relacdo entre inclinacao das retas ou sobre paralelismo podem
ser usados dependendo do melhor modelo que descreva a correlacéo entre a concentragdo e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a regressdo da absorvancia ou mudanca de
absorvancia por minuto contra as concentra¢fes em logaritmo das Solu¢Ges amostra e das SolucGes
padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de linhas
paralelas. Expressar a poténcia da heparina de baixo peso molecular em Ul/mg.

Relacdo entre inclinacdo das retas: para cada série, calcular a regresséo da absorvancia em logaritmo
ou o logaritmo das alteragfes na absorcdo por minuto contra as concentracdes das Solugdes amostra
e das Solugdes padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios
de relacdo entre inclinacdo das retas. Expressar a poténcia da heparina de baixo peso molecular em
Ul/mg, de base seca.
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Critérios de aceitacdo: a poténcia das heparinas de baixo peso molecular deve apresentar, no minimo,
80 e, no maximo, 125 da atividade antifator Xa por mg.

Atividade antifator lla

Proceder conforme descrito em Atividade antifator Xa, com excegéo da Solucéo de fator Xa humano
que deve ser trocada por Solugéo de fator lla humano e da Solugédo de substrato cromogénico N-a-
benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-p-nitroanilina  diidrocloridratado que deve ser
trocada pela Solucdo de substrato cromogénico H-D-fenilalanina-L-arginina-p-nitroanilina
diidrocloridrato. O tamp&o a ser utilizado nesse ensaio é tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4,
porém sem adicdo de cloreto de célcio. Preparar a Solucdo de fator lla humano e a Solugdo de
substrato cromogénico para fator 1la como descrito a seguir.

Solucdo de fator lla humano: reconstituir o contetdo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solugcdo obtida em Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 sem adicao
de cloreto de calcio, de modo a obter solucdo a 2,0 UI/mL (equivalente a 20 nM) de fator 11a humano.
Solugdo de substrato cromogénico para fator lla: dissolver quantidade de H-D-fenilalanina-L-
arginina-p-nitroanilina diidrocloridrato em agua destilada esteril obtendo solu¢cdo 2 mM. Antes do
uso, diluir em Tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter a solucdo 0,4 mM.
Proceder ao abrigo de luz direta.

Proceder com as analises estatisticas e calculos indicados em Atividade antifator Xa.

Critérios de aceitacdo: a razdo da atividade antifator Xa/antifator lla deve ser, no minimo, 1,5.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislacédo vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Anticoagulante.



