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HEPARINA SODICA BOVINA

A heparina sddica bovina é extraida a partir da mucosa intestinal bovina e contém cadeias
polissacaridicas heterogéneas e de peso molecular variado. E composta em sua maioria por unidades
de a-D-glucosamina N,6 sulfato e &cido idurénico 2-O-sulfato. As unidades de a-D-glucosamina
apresentam padrao mais heterogéneo de sulfatacdo em comparacdo com a heparina suina. Em especial
observamos maior propor¢do de unidades de a-glucosamina ndo sulfatada na posicdo 6. Possui
atividade anticoagulante pela inibicdo de diversos fatores do sistema de coagulacdo, prolongando o
tempo de coagulacdo do sangue. Isso ocorre principalmente por meio da potencializagéo da inativacéo
do fator Xa e da trombina pela antitrombina. Contém, no minimo, 100 unidades de atividade antifator
Ila por mg de heparina, respectivamente, em relacdo a substancia dessecada. A razdo da atividade
antifator Xa pela atividade antifator Ila deve estar entre 0,9 e 1,1. Como critério de aceitacdo para
cada ensaio realizado para a atividade antifator Ila e Xa, a poténcia calculada com base no peso seco
deve estar compreendida entre 90 e 110% da poténcia declarada. Os animais dos quais a heparina é
extraida devem preencher os requisitos sanitarios para a espécie em questao e o processo de producao
deve garantir a remocao ou inativacdo de agentes infecciosos.

IDENTIFICACAO

A. Cumpre as exigéncias descritas em Doseamento, segundo 0s métodos | ou Il de Atividade
antifator Xa e de Atividade antifator Ila.

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

Solucgéo padrao: preparar solugdo em concentragdo de, no minimo, 20 mg/mL de heparina (SQR) em
oxido de deutério 99,9% com 0,02% (p/v) de acido trimetilsililpropidnico de sodio. Pode ser utilizado
um padrao interno de referéncia de heparina de mucosa intestinal bovina.

Solugdo para adequacdo do sistema: preparar solucdo a 1% (p/p) de condroitina sulfato
supersulfatado SQR em Solucéo padréo.

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 trimetilsililpropiénico de sodio.

Procedimento: na analise das amostras deve-se utilizar um espectrometro de ressonancia magnética
nuclear de, no minimo, 500 MHz, tempo de aquisi¢cdo minimo de 2 segundos, tempo de repeticdo
(tempo de espera mais tempo de aquisicdo) minimo de 4 segundos. O ensaio deve ser realizado sob a
temperatura constante de 35 °C com um programa de supressdo de dgua. A janela espectral deve ser,
no minimo, de 10 a -2 ppm. Para todas as amostras, o grupo metila do composto trimetilsililpropidénico
deve ser referenciado em 0,00 ppm. Os espectros obtidos devem ser similares ao da Solu¢éo padréo.

Adequacéo do sistema: os deslocamentos quimicos correspondentes as regides N-acetil da heparina
e do condroitina sulfato supersulfatado na Solucdo para a adequacdo do sistema devem ser
observados entre 2,02 e 2,08 ppm e 2,13 e 2,19 ppm, respectivamente. Os deslocamentos quimicos
dos sinais correspondentes ao H1 e H2 das unidades de a-glucosamina 6- e N-disulfatadas (Al e A2),
ao H1 do acido a-idurénico 2-sulfatado (11), ao H1 das unidades de a-glucosamina N-sulfatada (C1)
e ao grupamento metil da a-glucosamina N-acetilada (CH3) da solugéo padrdo estdo presentes em
5,40; 3,28; 5,22; 5,31 e 2,05 ppm, respectivamente. Os valores de ppm observados para cada sinal
néo devem variar mais do que = 0,03 ppm.
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Critério de aceitacdo das amostras: os deslocamentos quimicos dos sinais Al, C1, 11, A2 e CHs
devem ser observados a 5,40; 5,31; 5,22; 3,28 e 2,05 ppm, respectivamente. Os valores de ppm
observados para cada sinal ndo devem variar mais do que + 0,03 ppm. As integrais dos sinais A1, C1,
11 devem ser obtidos conforme a orientacdo dos painéis da Figura 1. Os espectros de heparina sodica
bovina apresentam dois sinais de 11, mas devem ser integrados em conjunto. Espectrometros de maior
resolugdo mostram a separacéo de Al em dois sinais (como exemplificado no painel B da Figura 1),
mas também devem ser integrados em conjunto. A integral de Al é tomada como referéncia. Proceder
ao célculo de acordo com a formula:

C1x100
=

2 —

1 58

Obrigatoriamente, o valor obtido deve estar entre 42 e 58. Nenhum sinal ndo identificado no espectro,
na regido de 0,10 — 2,00; 2,10 — 3,20 e 5,70 — 8,00 ppm, deve ultrapassar 4% da altura do sinal Al
(5,40 ppm). Néo deve ser observado o deslocamento quimico entre 2,13 e 2,19 ppm, correspondentes
as regides N-acetil do condroitina sulfato supersulfatado.
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Figura 1 - Heparina sodica bovina analisada em espectrometro.

Painel A — 600 MHz; Painel B — 800 MHz. Os sinais designados como Al e A2 correspondem ao H1 e
H2 das unidades de a-glucosamina 6- e N-disulfatadas em 5,40 e 3,28 ppm, respectivamente; o sinal 11
corresponde ao H1 do acido a-idurdnico 2-sulfatado em 5,21 ppm; C1 corresponde ao H1 das unidades
de a-glucosamina N-sulfatada em 5,31 ppm; e metil da glucosamina N-acetilada em 2,05 ppm. Os
valores de ppm observados para cada sinal ndo devem variar além de + 0,03 ppm. Pelos “inserts”
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percebe-se a expansdo das regides entre 5,10 e 5,50 ppm dos mesmos espectros, para orientar a
integracéo dos sinais A1, Cle I1.

C. Utilizar a técnica de cromatografia liquida de troca ibnica para detec¢do e separacao de possiveis
contaminantes da heparina sodica bovina como: dermatam sulfato, condroitina sulfato e condroitina
sulfato supersulfatado. Utilizar cromatdgrafo provido com detector ultravioleta. A leitura pode ser
realizada a 202 nm ou 215 nm, desde que atenda a adequacao do sistema. Utilizar uma pré-coluna de
50,0 mm de comprimento e 2,0 mm de diametro interno empacotada com resina lonpac AG11 HC (9
um); coluna de 250 mm de comprimento e 2,0 mm de didmetro interno, empacotada com lonpac
AS11 HC (9 um), mantida a 40 °C; fluxo da fase movel de 0,5 mL/minuto.

Preparar as solucdes conforme descrito a seguir.
Eluente A: preparar solugdo de TRIS a 20 mM. Ajustar pH para 7,4 com acido cloridrico diluido.

Eluente B: preparar solu¢do de TRIS a 20 mM e NaCl a 2,5 M. Ajustar pH para 7,4 com &cido
cloridrico diluido.

Gradiente da fase movel: adotar sistema de gradiente de 0 a 2,5 M de NaCl, como descrito na tabela
a seguir:

Tempo Eluente A Eluente B Eluicio
(minutos) (%) (%)
0-4 83,4 16,6 isocratica
4-22 83,4 —0 16,6 — 100 gradiente linear
22 - 40 0 100 isocratica

Solucéo de referéncia de heparina sodica bovina: solubilizar heparina de mucosa intestinal bovina
na concentracao de 4,0 mg/mL na fase movel A no momento de realizar o ensaio (Figura 2C).

Solucdo de adequacédo do sistema: solubilizar sulfato de dermatam SQR e condroitina sulfato
supersulfatado SQR na concentracdo de 0,6 mg/mL e 0,4 mg/mL, respectivamente na Solucdo de
referéncia de heparina sddica bovina na concentracdo de escolha, no momento de realizar o ensaio
(Figuras 2B e 2C).

Solucdo amostra: solubilizar a amostra-teste na concentracao de 4,0 mg/mL na fase mével A.

Procedimento: injetar 50 pL de cada uma das trés soluc@es citadas acima para determinacéo do perfil
de eluicdo. O pico obtido no cromatograma com a Solucdo amostra deve ser semelhante em forma e
tempo de retencdo ao pico obtido com a Solucéo de referéncia de heparina bovina (Figura 2A). O
tempo de retencdo da heparina sodica bovina € cerca de 18 minutos.

Adequacdo do sistema: a retencdo relativa com referéncia a heparina sédica bovina (tempo de
retencdo = cerca de 18 minutos) é de 0,9 para o dermatam sulfato e 1,2 para o condroitina sulfato
supersulfatado. Na Solucdo de adequacdo do sistema a relacdo entre a altura do pico do dermatam
sulfato e o vale (linha de base entre os picos de dermatam sulfato e heparina bovina) é de, no minimo,
1,3. A heparina bovina, em contraste com a suina (ver monografia especifica), elui na cromatografia
liquida de troca ibnica como um pico mais largo e menos resolvido em relagdo ao dermatam sulfato.
Isso demanda atencao especial na analise para atender aos critérios de adequacao do sistema.
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Critérios de aceitacao: ndo detectar a presenca de condroitina sulfato supersulfatado e a quantidade
de dermatam sulfato deve ser inferior a 4% dos glicosaminoglicanos totais. Ndo podem existir outros
picos além do pico referente a heparina e ao dermatam sulfato.

A

Intensidade

D3

Intensidade

4 1 —UFHBovina

Intensidade

Intensidade

10 15 20 25

Tem pode Retencdo (min)

Figura 2 — Perfil de eluigio da heparina sodica bovina
na cromatografia liquida em coluna de troca i6nica

Perfil de eluicdo do condroitina sulfato supersulfatado, dermatam sulfato e heparina
bovina em cromatografia de troca idnica. Foram aplicadas 20 ug de CSOS (A), 30 ug de
DS (B), 200 ug de heparina bovina (C) e uma mistura contendo as mesmas quantidades
de cada polissacarideo (D). Os tempos de retencéo sdo iguais para as amostras analisadas
separadamente ou misturadas.
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CARACTERISTICAS
Caracteristicas fisicas. P6 branco ou quase branco, higroscopico.

Solubilidade. Soluvel em agua.

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

A. Adicionar cinco gotas de acido tricloroacético a 20% (p/v) em 1 mL de solucdo aquosa da amostra
a 1% (p/v). Néao deve formar precipitado ou turbidez.

B. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria no ultravioleta, visivel, e infravermelho
(5.2.14).

Solucéo A: misturar dois volumes de hidréxido de sodio 1% com dois volumes de carbonato de sodio
5% e diluir para cinco volumes com agua.

Solugdo B: misturar dois volumes de sulfato de cobre (CuSO4.5H20) 1,25% com dois volumes de
tartarato de sodio (CsHsNa206.2H20) 2,98% e diluir para cinco volumes com agua.

Solugdo C: misturar um volume da Solu¢éo B com 50 volumes da Solucéo A.

Solucéo D: diluir adequadamente o reagente fosfomolibdotungstico em agua de modo que as solucdes
amostra e padrdo tenham o valor de pH entre 10,00 e 10,50 ap6s adicdo das Solugbes C e D.

Solugdo amostra: preparar solugdo da amostra de concentracdo de 5 mg/mL em agua.

Solucdo referéncia: preparar solucdo de albumina bovina R (cerca de 96% de proteina) de
concentracdo de 100 mg/mL em agua. Fazer diluicdes com &dgua de maneira a obter no minimo cinco
solugdes referéncia tendo concentragdes de proteina distribuidas uniformemente na faixa de 5 pg/mL
a 100 pg/mL.

Procedimento: adicionar 5 mL da Solucdo C para cada 1 mL das Solucbes referéncias, Solucéo
amostra e branco (agua), respectivamente. Deixar em repouso por 10 minutos. Adicionar 0,5 mL da
Solucdo D, misturar e deixar em repouso a temperatura ambiente por 30 minutos. Medir as
absorbéncias das solu¢des a 750 nm, utilizando a solugédo branco para ajuste do zero.

Curva de calibracgdo: a relacdo da absorbancia e concentracdo de proteina ndo é linear, contudo, se a
faixa de concentracdo utilizada para tracar a curva padrao for suficientemente pequena, em ultimo
caso se aproximara da linearidade. Construir uma curva padrdo, plotando as absorbéancias das
solucdes referéncia contra suas concentracées, utilizando regressao linear, tracar uma reta linear de
melhor ajuste aos pontos plotados. Determinar a concentracao de proteina na solugdo amostra, atraves
de sua absorbancia e da curva padrdo. No maximo 0,5% em relacdo a substancia dessecada.

Impurezas nucleotidicas. Dissolver 40 mg em 10 mL de agua. A absorbancia € medida a 260 nm e
0 resultado deve ser, no maximo, 0,15.
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Nitrogénio (5.3.3.2). Utilizar o Método |, macrodeterminagdo. No minimo, 1,5% e, no maximo, 2,5%
de nitrogénio, calculado em relagdo a substancia dessecada.

Sédio. Entre 10,5% a 13,5% de sodio determinado conforme descrito em Espectrofotometria de
absorcao atdémica (5.2.13.1).

Metais pesados (5.3.2.3). Utilizar o Método I. No méximo, 0,003% (30 ppm).

Perda por dessecacao (5.2.9.1). Determinar em estufa a vacuo a 60 °C por trés horas. No maximo,
8%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo, 0,03 UE/UI de heparina sodica bovina.

DOSEAMENTO

Empregar um dos métodos descritos a seguir.
A. Método |

Atividade antifator lla

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 em &gua destilada
contendo polietilenoglicol 8000 a 0,1%. Se necessario, ajustar o pH para 7,4 com solucdo diluida de
acido cloridrico ou hidrdoxido de sédio.

Solugdo de antitrombina humana: reconstituir o contetdo da ampola de antitrombina humana
conforme recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir com Tampdao tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de modo a obter solucdo 0,02 UlI/mL (equivalente a 40 nM) de antitrombina
humana.

Solucdo de fator lla humano: reconstituir o conteudo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solucdo obtida em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de modo a
obter solucdo a 2,0 UI/mL (equivalente a 20 nM) de fator lla humano.

Solucéo de substrato cromogénico para fator lla humano: dissolver quantidade de dicloridrato de H-
D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida (H-D-Phe-Pip-Arg-pNA.2HCI) em 4gua destilada
estéril obtendo solucdo 2,0 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.

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

Solugéo padréo: para os ensaios de doseamento utilizar heparina (SQR), ndo importando seu tecido
de origem. Reconstituir o contedo da ampola de heparina SQR conforme recomendado pelo
fabricante e misturar levemente até completa dissolucdo. A partir da solugo reconstituida, preparar
diluicbes em solugdo Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos
dez solugbes com concentracgdo variando entre 0,1 e 0,0001 Ul/mL de atividade anti-lla.
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Solugdo amostra: dissolver quantidade da amostra em Tampé&o tris (hidroximetil) aminometano pH
7,4 de modo a obter solugdes com atividades aproximadamente iguais as da Solucéo padréo.

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

Medicao cinética: os volumes descritos podem ser adaptados para realizagdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo as propor¢des entre as preparagdes de padrdo, amostra em teste e reagentes.
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 solu¢do de heparina SQR e Solucéo
amostra em duplicata. Em cada pogo da microplaca, adicionar 40 pL de Tampao tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4 ou da solugdo amostra, 25 pL da Solugcéo de antitrombina e 10 pL da Solugéo
de fator lla humano. Ap6s dois minutos de incubacdo a 37 °C, adicionar 25 pL da Solucdo de
substrato cromogénico para fator 1la humano. 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,
utilizando 40 pL de Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4.

Medigdo “endpoint”: proceder como descrito na Medicdo cinética. Apos a adicdo da Solucédo de
substrato cromogénico para fator lla humano, esperar quatro minutos e parar a reacdo com a adi¢éo
de 50 pL de Solucéo de parada.

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

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a regressdo da absorbancia ou mudanca de
absorbancia/minuto contra as concentracdes em logaritmo das solucGes de amostra e das solucdes
padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de linhas
paralelas. Expressar a poténcia da heparina sodica bovina em Ul/mg, de base seca.

Relacdo entre inclinacdo das retas: para cada série, calcular a regresséo da absorbancia em logaritmo
ou o logaritmo das alteracdes na absor¢éo por minuto contra as concentragdes das solugdes de amostra
e das solucdes padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios
de relacédo entre inclinacdo das retas. Expressar a poténcia da heparina sddica bovina em Ul/mg, de
base seca.

Critérios de aceitacdo: a poténcia das heparinas sodicas bovinas deve apresentar, no minimo, 100 Ul
da atividade antifator lla por mg.

Atividade antifator Xa

Proceder conforme descrito em Atividade antifator Ila, com exce¢do da Solucéo de fator lla humano
que deve ser trocada por Solucdo de fator Xa humano e da Solucdo de substrato cromogénico
dicloridrato de H-D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida (H-D-Phe-Pip-Arg-pNA.2HCI)
que deve ser trocada pela Solugéo de substrato cromogénico dicloridrato de N-a-benziloxicarbonil-
D-arginil-L-glicil-L-arginina-4-nitroanilida (N-a-Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA.2HCI. O tampdo a ser
utilizado nesse ensaio € tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, porém com adicdo de cloreto de
calcio 10 mM. Preparar a Solucéo de fator Xa humano e a Solucéo de substrato cromogénico para
fator Xa humano como descrito a seguir.

Solucdo de fator Xa humano: reconstituir o contetdo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solucédo obtida em Tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 com adic¢ao
de cloreto de célcio, de modo a obter solugdo a 1,0 UI/mL (equivalente a 20 nM).
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Solugéo de substrato cromogénico para fator Xa humano: dissolver quantidade de dicloridrato de N-
a-benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-4-nitroanilida (N-a-Z-D-Arg-Gly-Arg-
pPNA.2HCI) em 4gua destilada estéril obtendo solucdo 2,0 mM. Antes do uso, diluir em Tampao tris
(hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter a solu¢do 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz
direta.

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

Critérios de aceitacdo: a poténcia da heparina bovina sodica deve apresentar, no minimo, 100 Ul da
atividade antifator Ila por mg. A razdo da atividade antifator Xa/antifator lla deve ser, no minimo,
0,9, e, no méaximo, 1,1.

B. Método 11
Atividade antifator lla

Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4: dissolver 6,10 g de tris (hidroximetil) aminometano,
10,20 g de cloreto de sodio, 2,80 g edetato de sddio e, se necessario, 0 a 10,0 g de polietilenoglicol
6000 e/ou 2,0 g de albumina sérica bovina ou humana em 800 mL de agua destilada. Ajustar o pH
para 8,4 com solucdo diluida de acido cloridrico ou hidréxido de sodio e completar com agua para
1000 mL.

Solucgéo de antitrombina: reconstituir o conteddo da ampola de antitrombina conforme recomendado
pelo fabricante. Homogeneizar e diluir com Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de
modo a obter uma solucdo de antitrombina a 5,0 UI/mL. Diluir com 0 mesmo tampéo para se obter
uma concentracédo de 0,125 Ul/mL.

Solucéo de trombina humana: reconstituir o conteudo da ampola de trombina humana (fator Ila) em
agua destilada para uma concentracdo de 20 Ul/mL e diluir em Tampéao
tris(hidroximetil)aminometano pH 8,4, de modo a obter uma solugéo de trombina a 5,0 Ul/mL.

Solugdo de substrato cromogénico: diluir um substrato cromogénico de trombina para teste
amidolitico em &gua para que se obtenha 1,25 mM.

Solucéo de parada: preparar uma solucdo a 20% (v/v) de acido acético em agua.

Solucéo padrao: reconstituir o conteudo da ampola de heparina sédica padrédo de referéncia primario
ou secundario e misturar levemente até completa dissolucdo. A partir da solucdo reconstituida,
preparar diluicdes em solucdo Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de forma a obter pelo
menos quatro solu¢es com concentracdo variando entre 0,005 e 0,03 Ul/mL.

Solucdo amostra: dissolver quantidade da amostra em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH
8,4 de modo a obter solugbes com atividades aproximadamente iguais as da solucao padrao.

Procedimento: os volumes descritos podem ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo as proporgdes entre as preparagdes de padrdo, amostra em teste e reagentes.
O ensaio deve ser realizado com cada solugéo de heparina e solugdo amostra em duplicata. Os tubos
devem ser identificados de acordo com o numero de replicatas a serem testadas. Distribuir os brancos
nas colunas de forma que representem o comportamento dos reagentes durante o ensaio. O branco €é
0 teste realizado na auséncia da adi¢cdo de heparina, utilizando 50-100uL de Tampdo tris
(hidroximetil) aminometano pH 8,4.
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Todas as solucBes de reagentes, padrdo e amostra em teste devem ser pré-aquecidas a 37 °C por 15
minutos antes de serem adicionadas nos tubos. Transferir para cada um dos tubos plasticos,
separadamente, um volume fixo (por exemplo, 50-100 pL) de cada uma das diferentes diluigcdes de
Solugéo padrao, ou Solugéo amostra ou Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4. Adicionar
em cada um dos tubos um volume dobrado da Solugéo de antitrombina (100-200 ul). Homogeneizar
todos os tubos, suavemente, sem produzir bolhas, e incubar a 37 °C por, no minimo, um minuto.
Adicionar em cada tubo 25-50 uL da Solucéo de trombina humana e incubar a 37 °C por, no minimo,
um minuto. Adicionar 50-100 pL da Solucéo de substrato cromogénico, homogeneizar.

Dois diferentes tipos de medi¢Ges podem ser realizados, a Medicao cinética e a Medi¢do “endpoint”.

Medic¢ao “endpoint”: parar a reagdo apds um minuto com 50-100 uL de solucdo de parada. Registrar
a absorbancia de cada solucdo a 405 nm. O desvio padréo relativo entre as leituras obtidas com o
branco deve ser menor que 10%.

Medicao cinética: registrar a mudanca na absorbancia para cada solu¢do durante um minuto, medida
em 405 nm. Expressar como mudancga na absor¢do por minuto (AOD/minuto) das solugcbes e dos
brancos, os quais devem apresentar valores superiores devido a auséncia de heparina. O desvio padrédo
relativo entre as leituras obtidas com o branco deve ser menor que 10%.

Calculos: 0os modelos estatisticos para analise da relacdo ente inclinacdo das retas ou sobre
paralelismo podem ser usados dependendo do modelo que descreva melhor a correlacdo entre a
concentragao e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, determinar a regressao da absorbancia ou mudanca de
absorbancia/minuto contra o logaritmo das concentracdes das solugdes de amostra e das solucdes de
padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de linhas
paralelas. Expressar a poténcia da heparina sodica bovina em Ul/mg de base seca.

Relacdo entre inclinacdo das retas: para cada série, determinar a regressdo do logaritmo da
absorbancia ou o logaritmo das alteragdes na absor¢do por minuto contra as concentracfes das
solucdes de amostra e das solucBes de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos
estatisticos para ensaios de relacdo entre inclinacao das retas. Expressar a poténcia da heparina bovina
sodica em Ul/mg, de base seca.

Critérios de aceitacdo: a poténcia da heparina sodica bovina deve apresentar, no minimo, 100 Ul da
atividade antifator Ila por mg.

Atividade antifator Xa

Tampdao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4: dissolver quantidades de tris (hidroximetil)
aminometano, acido edético ou edetato de sddio, e cloreto de sodio em agua destilada contendo
polietilenoglicol 6000 a 0,1% para se obter concentragdes de 0,050 M; 0075 M e 0,175 M,
respectivamente. Se necessario, ajustar o pH para 8,4 com solucdo diluida de acido cloridrico ou
hidroxido de sodio.

Solucéo de antitrombina: reconstituir o contetido da ampola de antitrombina conforme recomendado
pelo fabricante. Homogeneizar e diluir com Tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de
modo a obter uma solugéo de antitrombina a 1,0 Ul/mL.
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Solucdo de fator Xa humano: reconstituir o conteldo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solugdo obtida em Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de modo a
obter uma solucéo que resulte em 0,65 a 1,25 de absorbancia a 405 nm quando testada como descrito
abaixo, substituindo os 30 pL de solugdo de amostra por 30 pL de solucdo tampéo pH 8,4.

Solucéo de substrato cromogénico para fator Xa humano: diluir em dgua um substrato cromogénico
para teste amidolitico, especifico para o fator Xa, para que se obtenha uma concentracdo de 1 mM.

Solucéo de parada: preparar uma solugdo a 20% (v/v) de &cido acético em agua.

Solucéo padrao: reconstituir o contetdo da ampola de heparina sédica padréo de referéncia primario
ou secundario e misturar levemente até completa dissolugdo. A partir da solucdo reconstituida,
preparar diluicdes em solucdo Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de forma a obter pelo
menos cinco solugdes com concentragdo variando entre 0,03 e 0,375 Ul/mL de atividade antifator
Xa.

Solucé@o amostra: dissolver quantidade da amostra em Tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH
8,4 de modo a obter solugdes com atividades aproximadamente iguais as da solucdo padrao.

Procedimento: os volumes descritos podem ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo as propor¢des entre as preparagdes de padrdo, amostra em teste e reagentes.
Transferir 120 uL de Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4 para tubos plasticos mantidos
a 37 °C. Em cada tubo, separadamente, adicionar 30 uL das diferentes diluicdes da Solucéo padrdo
ou da Solucéo amostra. Adicionar em cada tubo 150 pL da Solugdo de antitrombina pré-aquecida a
37 °C por 15 minutos, homogeneizar e incubar por dois minutos. Adicionar 300 pL da Solucéo de
fator Xa humano pré-aquecida a 37 °C por 15 minutos, homogeneizar e incubar por dois minutos.
Adicionar 300 pL da Solucéo de substrato cromogénico para fator Xa humano pré-aquecida a 37 °C
por 15 minutos, homogeneizar e, apos incubar por dois minutos, adicionar em cada tubo 150 pL da
Solucdo de parada e misturar. Para zerar o espectrofotdmetro, preparar um branco, adicionando 0s
reagentes em ordem inversa, a partir da Solucdo de parada até a adicéo final de 150 uL do Tampao
tris (hidroximetil) nometano pH 8,4, omitindo a Solucdo padréo e Solugdo amostra. Registrar a
absorbancia medida em 405 nm contra o branco.

Calculos: determinar os valores do logaritmo da absorbancia contra as concentrac@es das solucdes de
amostra e das solucdes padrdes. Calcular a atividade da amostra usando os métodos estatisticos para
0 ensaio de relacdo entre inclinacdo das retas. Calcular a atividade antifator Xa segundo a equacéo:

P = (Sa/Sp)
em que
P = poténcia da heparina sddica bovina em Ul/mg de base seca;
Sa = inclinagdo da reta para a Solu¢do amostra;

Sp = inclinacgdo da reta para a Solugédo padrao;
Expressar a atividade antifator Xa da heparina sddica bovina em Ul/mg, de base seca.

Critérios de aceitacao: calcular a relagdo da atividade do antifator Xa contra a poténcia do antifator
Ila (antifator Xa / antifator I1a), que deve estar compreendida entre 0,9 e 1,1.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
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Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Anticoagulante.



