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HEPARINA SODICA SOLUCAO INJETAVEL

A preparacdo injetavel de heparina sddica é uma solucédo estéril de heparina sodica diluida em agua
para injecdo. A poténcia anticoagulante é, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% da a poténcia
declarada no rétulo em unidades por mililitro.

CARACTERISTICAS

Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

pH (5.2.19).5,0a 7,5.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o0 teste.

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

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 solucéo diluida de
acido cloridrico ou hidrdoxido de sédio.

Solucdo de antitrombina humana: reconstituir o conteldo 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 Ul/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 Ila 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 solugdo 2 mM. Antes do uso, diluir em tampdo 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.
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Solucéo padrao: utilizar solugdo padrdo de heparina SQR. Reconstituir o contetdo da ampola de
heparina SQR conforme recomendado pelo fabricante e misturar levemente até completa dissolucéo.
A partir da solucdo reconstituida, preparar diluigdes em solucdo tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos dez solu¢Ges com concentragdo variando entre 0,1
e 0,0001 UI/mL. As concentragOes utilizadas devem apresentar, no minimo, cinco pontos dentro de
uma faixa linear. A faixa de concentragdo utilizada pode ser adaptada para contemplar essa
linearidade.

Solugdo amostra: diluir quantidade da amostra em tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4
de modo a obter solugdes com atividades aproximadamente iguais as da solucao de heparina SQR.

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 preparagcdes 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 solugdo de heparina SQR e solucgéo
amostra em duplicata. Em cada pogo da microplaca, adicionar 40 pL de tampé&o tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4 ou da solugdo amostra, 25 puLL da Solucéo de antitrombina humana ¢ 10 uL da
Solucéo de fator lla humano. Apds dois minutos de incubagdo a 37 °C, adicionar 25 pL da Solugdo
de substrato cromogénico para fator Ila humano. Registrar a absorvancia medida em 405 nm contra
0 branco durante cinco minutos. O branco € o teste realizado na auséncia da adicdo de heparina,
utilizando 40 pL de tamp&o tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4.

Medi¢do “endpoint”: proceder como descrito na Medicdo cinética. Apds a adicdo do substrato
cromogénico, esperar quatro minutos e parar a reacdo com a adi¢do de 50 pL de Solucéo de parada.

Os modelos estatisticos para analise da relacao entre inclinagdo das retas ou sobre paralelismo devem
ser usados escolhendo o melhor modelo que descreva a correlacéo entre a concentracao e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a regressdo da absorvancia ou mudanca de
absorvancia por minuto contra as concentragdes em escala logaritmica das solu¢fes de amostra e das
solucgdes de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de
linhas paralelas. Expressar a poténcia da heparina sédica em Ul/mL.

Relacdo entre inclinacdo das retas: para cada série, calcular a regresséo da absorvancia em logaritmo
ou o logaritmo das alterac@es na absor¢éo por minuto contra as concentracdes das solugdes de amostra
e das soluc6es de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios
de relacdo entre inclinacdo das retas. Expressar a poténcia da heparina sddica em UI/mL.

Critérios de aceitacdo: a poténcia das preparacdes injetaveis de heparina sodica deve apresentar, no
minimo, 90% e, no maximo, 110% da atividade declarada pelo rétulo. A poténcia deve ser expressa
em Ul/mL.

B. Método I

Atividade antifator lla

Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4: dissolver 6,10 g de tris (hidroximetil) aminometano,

10,20 g de cloreto de sddio, 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 &gua destilada. Ajustar o pH
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para 8,4 com solucdo diluida de acido cloridrico ou hidréxido de s6dio e completar com agua para 1
000 mL.

Solucéo de antitrombina: reconstituir o conteudo da ampola de antitrombina conforme recomendado
pelo fabricante. Homogeneizar e diluir com Tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de
modo a obter uma solucdo de antitrombina a 5,0 UI/mL. Diluir com 0 mesmo tamp&o para se obter
uma concentracdo de 0,125 Ul/mL.

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

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

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

Solugéo padrao: reconstituir o conteudo da ampola de heparina sédica padréo de referéncia primario
ou secundario e misturar levemente até completa dissolugdo. A partir da solugdo 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.

Solugdo 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 preparaces de padrdo, amostra em teste e reagentes.
O ensaio deve ser realizado com cada solucéo 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 adicdo de heparina, utilizando 50 puL a 100 puL de Tampao tris
(hidroximetil) aminometano pH 8,4.

Todas as solucdes de reagentes, padrdo e amostra em teste devem ser pré-aquecidas a 37 °C por 15
minutos antes de serem transferidas para os tubos. Transferir para cada um dos tubos plasticos,
separadamente, um volume fixo (por exemplo, 50 pL a 100 pL) de cada uma das diferentes dilui¢bes
de Solucdo padrdo, ou Solucdo amostra ou tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4.
Adicionar em cada um dos tubos um volume dobrado da Solugdo de antitrombina (100 a 200 pL).
Homogeneizar todos os tubos, suavemente, sem produzir bolhas, e incubar a 37 °C por, no minimo,
um minuto. Adicionar em cada tubo 25 pL a 50 pL da Solucédo de trombina humana e incubar a 37
°C por, no minimo, um minuto. Adicionar 50 pL a 100 pL da Solugdo de substrato cromogénico,
homogeneizar.

Dois diferentes tipos de medi¢es podem ser realizados, a Medicao cinética e a Medigdo “endpoint”.

Medicdo cinética: registrar a mudanca na absorvancia para cada solucédo durante um minuto, medida
em 405 nm. Expressar como mudanca na absorgao por minuto (AOD/min) das solugdes e dos brancos,
0s quais devem apresentar valores superiores devido a auséncia de heparina. O desvio padrdo relativo
entre as leituras obtidas com o branco deve ser menos que 10%.
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Medic¢ao “endpoint”: parar a reacdo apos um minuto com 50 pL a 100 uL de Solucéo de parada.
Registrar a absorvéncia de cada solu¢do a 405 nm. O desvio padrdo relativo entre as leituras obtidas
com o branco deve ser menor que 10%.

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

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, determinar a regressao da absorvancia ou mudanca de
absorvancia por minuto contra o logaritmo das concentragdes das solu¢des de amostra e das solugdes
de padr@es e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de linhas
paralelas. Expressar a poténcia da heparina sddica em Ul/mL.

Relacdo entre inclinacdo das retas: para cada série, determinar a regressdao do logaritmo da
absorvancia ou o logaritmo das alteragdes na absor¢do por minuto contra as concentracfes das
solucBes de amostra e das solugdes de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos
estatisticos para ensaios de relacdo entre inclinacéo das retas. Expressar a poténcia da heparina sédica
em Ul/mL.

Critérios de aceitacdo: a poténcia das preparacoes injetaveis de heparina sodica deve apresentar, no
minimo, 90% e, no maximo, 110% da atividade declarada pelo rétulo. A poténcia deve ser expressa
em Ul/mL.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislacéo vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Anticoagulante.



