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HEPARINA DE BAIXO PESO MOLECULAR SOLUÇÃO INJETÁVEL 
 

 

As preparações injetáveis de heparina de baixo peso molecular são soluções estéreis de heparina de 

baixo peso molecular diluída em água para injeção. A potência anticoagulante é, no mínimo, 90% e, 

no máximo, 110% da potência anti Xa declarada no rótulo em unidades por mililitro. A razão da 

atividade antifator Xa/antifator IIa deve ser observada de acordo com o tipo de solução de heparina 

de baixo peso molecular analisada. A enoxaparina apresenta uma faixa de variação da razão atividade 

antifator Xa/antifator IIa entre 3,3 e 5,3. Para a tinzaparina a razão varia entre 1,5 e 2,5. A dalteparina 

apresenta razão entre 1,9 e 3,2 e a nadroparina entre 2,5 e 4,0.  

 

 

CARACTERÍSTICAS 

 

Determinação de volume (5.1.2). Cumpre o teste. 

 

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

 

 

TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA 

 

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.  

 

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No máximo 0,01 UE/UI de heparina de baixo peso molecular. 

 

 

DOSEAMENTO 

 

Atividade antifator Xa 

 

Tampão tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4: dissolver quantidades de tris (hidroximetil) 

aminometano para obter concentração de 20 mM, cloreto de sódio para 150 mM e cloreto de cálcio 

para 10 mM em água destilada contendo polietilenoglicol 8000 a 0,1%. Se necessário, ajustar o pH 

para 7,4 com solução diluída de ácido clorídrico ou hidróxido de sódio.  

 

Solução de antitrombina humana: reconstituir o conteúdo da ampola de antitrombina humana 

conforme recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir com Tampão tris (hidroximetil) 

aminometano pH 7,4, de modo a obter solução a 0,02 UI/mL (equivalente a 40 nM) de antitrombina 

humana.  

 

Solução de fator Xa humano: reconstituir o conteúdo do frasco conforme recomendado pelo 

fabricante. Diluir a solução obtida em Tampão tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de modo a 

obter solução a 1,0 UI/mL (equivalente a 20 nM) de fator Xa humano. 

   

Solução de substrato cromogênico para fator Xa: dissolver quantidade de N-α-benziloxicarbonil-D-

arginil-L-glicil-Larginina-p-nitroanilina diidrocloridratado em água destilada estéril obtendo solução 

2 mM. Antes do uso, diluir em Tampão tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter a 

solução 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz direta. 

 

Solução de parada: preparar uma solução a 50% (v/v) de ácido acético em água. 
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Solução padrão: utilizar solução padrão de heparina de baixo peso molecular. Pode ser utilizada outra 

preparação, cuja potência tenha sido determinada em relação ao padrão. Reconstituir o conteúdo da 

ampola de heparina de baixo peso molecular conforme recomendado pelo fabricante e misturar 

levemente até completa dissolução. A partir da solução reconstituída, preparar diluições em solução 

Tampão tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos cinco soluções com 

concentração variando entre 0,2 e 0,005 UI/mL de atividade anti-Xa.  

 

Solução amostra: dissolver quantidade da amostra em Tampão tris (hidroximetil) aminometano pH 

7,4 de modo a obter soluções com atividades aproximadamente iguais às da Solução padrão.  

 

Procedimento: dois diferentes tipos de medições podem ser realizados, a Medição cinética e a 

Medição “endpoint”. 

 

Medição cinética: os volumes descritos podem ser adaptados para realização do ensaio em tubos ou 

microplacas, mantendo constante a relação 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 Solução padrão e Solução amostra em duplicata. Em cada poço da 

microplaca, adicionar 40 µL de Tampão tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 ou da solução 

amostra, 25 µL da Solução de antitrombina humana e 10 µL da Solução de fator Xa humano. Após 

dois minutos de incubação a 37 °C, adicionar 25 µL da Solução de substrato cromogênico para fator 

Xa. Registrar a absorbância medida em 405 nm contra o branco durante cinco minutos. O branco é o 

teste realizado na ausência da adição de heparina de baixo peso molecular, utilizando 40 µL de 

Tampão tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4. 
 

Medição “endpoint”: proceder como descrito na Medição cinética. Após a adição do substrato 

cromogênico, esperar quatro minutos e parar a reação com a adição de 50 µL de Solução de parada. 
 

Os modelos estatísticos para análise da relação ente inclinação das retas ou sobre paralelismo podem 

ser usados dependendo do melhor modelo que descreva a correlação entre a concentração e a resposta.  

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a regressão da absorbância ou mudança de 

absorbância/minuto contra as concentrações em logaritmo das soluções de amostra e das soluções 

padrões e calcular a potência da heparina sódica de referência em UI/mL utilizando métodos 

estatísticos para ensaios de linhas paralelas. Expressar a potência da heparina de baixo peso molecular 

em UI/mL.  

Relação entre inclinação das retas: para cada série, calcular a regressão da absorbância em logaritmo 

ou o logaritmo das alterações na absorção por minuto contra as concentrações das soluções de amostra 

e das soluções padrões e calcular a potência da heparina de baixo peso molecular padrão em UI/mL 

utilizando métodos estatísticos para ensaios de relação entre inclinação das retas. Expressar a potência 

de heparina de baixo peso molecular em UI/mL. 

 

Critérios de aceitação: a potência das preparações injetáveis de heparina de baixo peso molecular 

deve apresentar, no mínimo, 90% e, no máximo, 110% da atividade declarada no rótulo. A potência 

deve ser expressa em UI/mL. 

 

Atividade antifator IIa 

 

Proceder conforme descrito em Atividade antifator Xa, com exceção da Solução de fator Xa humano 

que deve ser trocada por Solução de fator IIa humano e da Solução de substrato cromogênico N-α-

benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-p-nitroanilina diidrocloridratado que deve ser 

trocada pela Solução de substrato cromogênico H-D-fenilalanina-L-arginina-p-nitroanilina 

diidrocloridrato. O tampão a ser utilizado nesse ensaio é tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, 
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porém sem adição de cloreto de cálcio. Preparar a Solução de fator IIa e a Solução de substrato 

cromogênico como descrito a seguir. 

 

Solução de fator IIa humano: reconstituir o conteúdo do frasco conforme recomendado pelo 

fabricante. Diluir a solução obtida em Tampão tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 sem adição 

de cloreto de cálcio, de modo a obter solução a 2,0 UI/mL (equivalente a 20 nM) de fator IIa humano. 

 

Solução de substrato cromogênico para fator IIa: dissolver quantidade de H-D-fenilalanina-L-

arginina-p-nitroanilina diidrocloridrato em água destilada estéril obtendo solução 2 mM. Antes do 

uso, diluir em Tampão tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter a solução 0,4 mM. 

Proceder ao abrigo de luz direta. 

 

Proceder com as análises estatísticas e cálculos indicados em Atividade antifator Xa.  

 

Critérios de aceitação: a potência das preparações injetáveis de heparina de baixo peso molecular 

deve apresentar, no mínimo, 90% e, no máximo, 110% da atividade declarada no rótulo. A potência 

deve ser expressa em UI/mL. A razão da atividade antifator Xa/antifator IIa deve ser observada de 

acordo com o tipo de solução de heparina de baixo peso molecular analisada. A enoxaparina apresenta 

uma faixa de variação da razão atividade antifator Xa/antifator IIa entre 3,3 e 5,3. Para a tinzaparina, 

a razão varia entre 1,5 e 2,5. A dalteparina varia entre 1,9 e 3,2 e a nadroparina entre 2,5 e 4,0. 

 

 

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO 

 

Observar a legislação vigente. 

 

 

ROTULAGEM 

 

Observar a legislação vigente. 

 

 


