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RESUMO 

  

A heparina é um polissacarídeo sulfatado usado como droga 
anticoagulante com diferentes preparações comerciais disponíveis no mercado 
brasileiro.  Em fevereiro de 2008, seu uso foi relacionado a uma centena de 
mortes nos Estados Unidos onde foi detectada a contaminação de alguns lotes 
por sulfato de condroitina.  Este fato fez crescer mundialmente a busca por 
ensaios laboratoriais que garantam sua segurança e eficácia.   

Neste trabalho foram avaliados comparativamente, cinco lotes 
procedentes de diferentes produtores de heparinas não-fracionadas, de origem 
suína ou bovina.  Estas amostras foram testadas contra o 5o Padrão 
Internacional de Heparina de Mucosa Intestinal Suína, provenientes de coletas 
efetuadas pelas autoridades sanitárias para análise quanto à pureza e 
potência anticoagulante, pelos dois métodos farmacopéicos: a Inibição da 
Coagulação do Plasma Ovino (ICPO) e o Tempo de Tromboplastina Parcial 
Ativada (TTPA), no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde 
(INCQS), laboratório nacional de controle. 

Os resultados obtidos (potências médias de 104,71% e 106,17%, 
respectivamente) apontaram boa concordância entre os métodos, além de 
comprovar que o TTPA apresenta metodologia mais simples e rápida devido à 
utilização do coagulômetro para a medição do tempo de formação de 
coágulos, em detrimento da leitura subjetiva com observação visual dos graus 
de coagulação adotado pelo ICPO. 

A implantação e a execução do TTPA, em paralelo à utilização do ICPO, 
permitirá uma melhoria na avaliação da segurança e eficácia de heparinas 
não-fracionadas. 
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ABSTRACT    

 

Heparin is a sulfated polysaccharide used as anticoagulant having 
several commercial preparations in use in Brazil. In February 2008, hundreds 
of deaths, in the United States, were associated with its use due to a 
contamination with chondroitin sulfate. This fact started a worldwide search for 
laboratory tests that could ensure safety and effectiveness of the compound. 

On this study were comparatively evaluated five lots from different 
producers of non-fractionated heparins from porcine or bovine origin.  These 
samples were tested against the 5th International Standard for heparin from 
swine intestinal mucosa, collected by Sanitary Authorities aiming to evaluate 
their purity and anticoagulant potency by two Pharmacopoeic methods: Sheep 
Plasma Coagulation Inhibition (SPCIA) and Partial Thromboplastin Activated 
Time (APTT) at the National Institute of Quality Control in Health (INCQS), the 
National Control Laboratory. 

The obtained results (mean potencies of 104,71% and 106,17% 
respectively) indicated excellent correlation between the methods, supporting 
the use of the APTT method, since it is easier and faster to perform due to the 
use of coagulometer for the measurement of clot-forming time, instead of the 
subjective visual observation of the degree of coagulation adopted by the 
SPCIA.  

The standardization and routine use of the APTT in parallel to the use of 
the SPCIA, will allow an increase in the assurance of the safety and the 
efficacy of non-fractionated heparins, during their quality control.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Considerações Gerais 

 

Devido às mudanças no estilo de vida e hábitos alimentares da 

população, atualmente os casos de doenças crônico-degenerativas vêm 

aumentando, sendo as cardiovasculares as principais causas de morte em 

vários países, além de influenciar aposentadorias por invalidez e afastamentos 

do trabalho em todo mundo (SOUZA, 1999; MEIRA, 2004). 

Pesquisas relacionadas ao tratamento anticoagulante do 

tromboembolismo venoso profundo (TVP) iniciadas na década de 1940 

verificaram que grupos específicos de medicamentos (a heparina e os 

derivados cumarínicos) eram capazes de impedir o crescimento de trombos e 

que em alguns era essencial que a coagulação fosse inibida, fazendo com que 

o sangue permanecesse líquido mesmo não estando em contato com as 

superfícies internas do coração e dos vasos sangüíneos (GOMES, SABÁ & 

BUFFOLO, 2005).  Desta forma, pela sua diversidade, a heparina é utilizada 

na terapia anticoagulante sendo apontada como um dos principais avanços 

terapêuticos que almejam a redução da mortalidade e incapacidade física, pois 

sua utilização visa minimizar os efeitos adversos decorrentes das doenças 

cerebrovasculares (hemorragia, lesões cutâneas e tombocitopenia) e 

conseqüentemente reduzir sua morbi-mortalidade (SILVA et al., 2008). 

Os inibidores da coagulação sangüínea atuam na prevenção ou 

impedimento do crescimento de coágulos, além de proporcionar um aumento 

da expectativa e qualidade de vida em indivíduos com alterações 

hematológicas que predispõem ao tromboembolismo pulmonar e à trombose 

venosa profunda, entre outras cardiopatias (HAMERSCHLAK & ROSENFELD, 

1996).   

Os anticoagulantes dividem-se em dois grupos caracterizados por sua 

forma de ação: os anticoagulantes de ação direta que por si só, inibem a 

formação da trombina na cascata proteolítica (p. ex. a hirudina) e os 

anticoagulantes de ação indireta, que agem através da sua interação com 

outras proteínas (p. ex. a heparina não-fracionada e a heparina de baixo peso 

molecular) (TREJO, 2004). 
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2. A HEPARINA 

 

2.1.  Características 

 

Substância natural encontrada abundantemente nas vísceras de suínos 

e bovinos, utilizada amplamente pelo homem desde a década de 1930 na 

indução do retardamento da coagulação, em patologias com ocorrência de 

coagulação sanguínea excessiva, na diálise renal e no tratamento da síndrome 

coronariana aguda (CATANI et al., 2001). 

É um polissacarídeo complexo e altamente ativo composto de unidades 

dissacarídicas formadas pelo ácido glucurônico e pela glucosamina (figura 1).  

Sua ação anticoagulante está relacionada aos grupamentos químicos 

sulfatados que decorrem de grupos aniônicos que interagem com os fatores de 

coagulação (GUERRINI et al., 2008).   

  

Figura 1.  A Molécula de Heparina 

 

 

 

 

Fonte:  CATANI et al., 2001. 
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A heparina (ácido heparínico) é um anticoagulante presente no 

organismo humano, sendo definido como um mucopolissacarídeo com alto 

teor de enxofre (figura 2) — que se assemelha estruturalmente ao ácido 

hialurônico e ao sulfato de condroitina, substâncias utilizadas no tratamento de 

osteoartrite — tendo seu papel fisiológico ligado à liberação e ativação de  

lipoproteínas  e  lipases hepáticas onde, ao requerer a antitrombina como um 

cofator, exerce indiretamente seu efeito anticoagulante, além de promover 

efeitos variáveis na função plaquetária e na fibrinólise (COHEN et al., 2000; 

MUELLER, 2004). 

Os mucopolissacarídeos — grupo de fármacos que se diferenciam pela 

sua natureza química e efeito biológico — são constituídos de moléculas de 

alto peso molecular, dispostas em longas cadeias que se fixam nas 

mucoproteínas, o que explica a sua alta eficácia fisiológica (WALLENTIN et al., 

2003). 

  

Figura 2.  Os Mucopolissarcarídeos  

 

 

 

Fonte:  FRANCO, 2001. 
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2.2.    Ação no Organismo 

 

A heparina prolonga o tempo de coagulação, favorece a fibronólise, 

dissolve trombos localizados, evita a formação de novos coágulos e normaliza 

a consistência de tecidos endurecidos.  Além disto, acelera a absorção de 

coágulos sanguíneos e estimula a regeneração do tecido conjuntivo. 

Finalmente, produz vasodilatação e melhora a circulação sangüínea, 

combatendo manifestações de estase (JIN et al., 1997). 

Os efeitos adversos relacionados ao uso da heparina são: hemorragias, 

osteoporose, reações cutâneas, alopecia e alteração dos testes de função 

hepática, entretanto, o maior é a trombocitopenia (CROWTHER et al., 2000).   

A trombocitopenia induzida por heparina (TIH) — mais relacionada ao 

uso da heparina de origem bovina — está ligada a eventos trombóticos com 

potencial risco de vida.  Tais efeitos colaterais estão relacionados à 

intolerância dos pacientes ao medicamento e a qualidade da matéria-prima 

(LONGHI, LAKS & KALIL, 2001; FRANCIS et al., 2003). 

 

2.3. A Importância 

   

A heparina destaca-se pela diversidade de uso na medicina atual, pois 

apresenta uma série de propriedades farmacológicas que a credenciam como 

um dos fatores responsáveis por importantes avanços no desenvolvimento de 

procedimentos cirúrgicos que utilizam medicamentos anticoagulantes, 

especialmente devido ao desenvolvimento de poucos efeitos colaterais, boa 

tolerância pelo organismo (podendo ser usada sem inconvenientes por longos 

períodos) e início de ação imediatamente após sua administração venosa, o 

que evita a progressão da trombose em procedimentos cirúrgicos 

cardiovasculares com a utilização da técnica de circulação extracorpórea 

(CEC) (ORTEL et al., 1992;  WALENGA & BICK, 1998).  

Estudos clínicos ratificaram o uso da heparina, devido à sua ação 

farmacológica anti-trombínica, anti-protrombínica e inibidora da aglutinação 

plaquetária no tratamento do TVP, além do infarto agudo do miocárdio, angina 

instável e em certos casos de prejuízo circulatório cerebral isquêmico e na 

prevenção da coagulação na passagem do sangue através de circuitos 
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extracorpóreos durante procedimentos de diálise ou em transfusões 

sangüíneas (CATANI et al., 2001). 

O resultado final de suas ações bioquímicas é a inibição da formação e 

síntese dos fatores ativados da coagulação que exercem funções críticas na 

formação do coágulo sangüíneo.  Além disso, a meia vida curta e dependente 

da dose, bem como a disponibilidade de um antídoto específico (o sulfato de 

protamina) conferem-lhe propriedades adicionais de grande relevância 

(BARROSO et al., 2002).  Estas características a tornam o segundo agente 

terapêutico natural mais utilizado no mundo, superado apenas pela insulina 

(HARVEY & CHAMPE, 1998). 

     

2.4.   Mecanismo de Ação 

 

O mecanismo de ação anticoagulante da heparina — comprovada na 

modulação de respostas imunológicas e inflamatórias — consiste em inibir o 

fator da coagulação FII (protrombina), além de ativar a enzima sanguínea 

antitrombina III e mais significativamente a trombina, que forma o trombo de 

fibrina (figura 3), atuando na ocorrência da lesão de um vaso sanguíneo que 

resulta na formação de um coágulo (GARCES, VICTORINO & VERONESE, 

2007).      
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Figura 3.  Inibição Farmacológica da Coagulação pel a Ação da Heparina   

 

 
Fonte:  RITT et al., 2008 

 

2.5.    Classificação  

 

  A heparina é encontrada em duas apresentações clínicas: as Heparinas 

Não-Fracionadas (HNF) — polissacarídeos que durante o isolamento dos 

tecidos animais, tornam-se levemente degradados produzindo uma mistura 

heterogênea de fragmentos com massa molecular entre 3.000 e 30.000 

Daltons e as Heparinas de Baixo Peso Molecular (HBPM) — obtidas através 

da despolimerização controlada da HNF, obtendo-se produtos com massas 
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moleculares entre 4000 e 6000 Daltons (MAURO et al., 2004).  As HBPM 

(quadro 1) — descobertas na década de 1970, desenvolvidas e lançadas no 

mercado em 1993 — são formadas por fragmentos, que possuem as mesmas 

funções das HNF e são consideradas clinicamente mais seguras, tendo efeitos 

adversos minimizados e conseqüentemente, baixa incidência de eventos 

hemorrágicos associados ao seu uso (BONEU, 2000).  Estas características 

elevaram o consumo anual deste medicamento em cerca de 10% a 20% ao 

ano (LONGHI, LAKS & KALIL, 2001). 

 

Quadro 1.  Heparinas Comerciais de Baixo Peso Molec ular    

                                                                                                                              

 

Fonte:  Adaptado de BONEU, 2000. 

 

HBPM Peso Molecular (Da) 

Daltoparina 6000 

Nadroparina 4300 

Reviparina 4000 

Tinzaparina 6000 

Enoxaparina 4500 

Ardeparina 5300 

Certoparina 4000 
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2.6.     Avaliação Comparativa das Terapias Heparín icas 

 

O efeito anticoagulante das HNF decorre de sua alta afinidade pela 

antitrombina III. Por possuir uma meia-vida curta, sugerem sua administração 

contínua e devido ao seu metabolismo de primeira passagem, exigem a 

infusão parenteral.  Em contrapartida, as HBPM apresentam menor ação 

agonista da antitrombina III, com uma maior capacidade de inibição do fator 

FXa, possuindo melhor absorção após a injeção subcutânea devido a sua 

meia-vida mais prolongada e farmacocinética mais previsível, requerendo 

menor controle laboratorial (quadro 2) (WAINSTEIN & RIBEIRO, 2003). 

 

Quadro 2. Comparação entre as Terapias Heparínicas 

 

 
Heparinas  

Não- Fracionadas (HNF) 

Heparinas de Baixo 

Peso Molecular 

(HBPM) 

Ação 
Anti-XIIa, XIa, IXa, 

VIIa, Antitrombina 
Principalmente anti-Xa 

Via de 

Administração 
Subcutânea e Intravenosa Subcutânea 

Absorção por Via 

Subcutânea 
Lenta Rápida 

Ligação Protéica Intensa Reduzida 

Biodisponibilidade  

SUBCUTÂNEA: 

10% -30%(em baixas doses) 

90% (em doses maiores) 

INTRAVENOSA: 100% 

> 90% 

Meia-vida Efetiva 
SUBCUTÂNEA: 1,5 h 

INTRAVENOSA: 30 min 
4 h 

Variação do Efeito  Intensa Mínima 

Eliminação Hepática e Renal Renal 

 

Fonte:  Adaptado de WAINSTEIN & RIBEIRO, 2003. 
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3.  O CONTROLE DA QUALIDADE 

 

3.1.  Avaliação da Atividade Biológica da Heparina 

 

O ICPO e o TTPA são ferramentas de triagem de fundamental 

importância nos parâmetros clínicos para a detecção de distúrbios da 

coagulação.  São ensaios biológicos utilizados na avaliação da potência de 

heparinas não-fracionadas em produtos farmacêuticos, tendo como base a 

ativação e aceleração “in vitro” de etapas da cascata proteolítica (CARLOS &  

FREITAS, 2007).  

As leituras da reação final destes ensaios se estabelecem em tempos 

ou em graus de coagulação, relacionados ao 5o Padrão Internacional de 

heparina de mucosa intestinal suína (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2003; 

VACCARI et al., 2003; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2009).   

O ensaio ICPO, preconizado pela Farmacopéia Brasileira, tem sido 

amplamente adotado para a avaliação de potência das HNF (VACCARI et al., 

2003).  

O TTPA (também preconizado pela Farmacopéia Brasileira), é o teste 

mais comumente empregado para a avaliação das vias intrínseca e comum da 

cascata proteolítica, além da monitoração do uso de heparinas clássicas (não-

fracionadas) em pacientes em tratamento anticoagulante (VACCARI et al., 

2003).  Sensível às deficiências de desordens hereditárias de coagulação e de 

doenças hepáticas, o TTPA apresenta também a vantagem de permitir uma 

triagem, de modo que testes específicos possam ser adequadamente 

efetuados no diagnóstico das alterações da coagulação sangüínea, tornando-

se um parâmetro sensível a deficiências de fatores do sistema intrínseco da 

coagulação, antes da etapa de conversão da protrombina em trombina e 

geralmente, é escolhido para o diagnóstico de hemofilias (CARLOS & 

FREITAS, 2007). 

No entanto, dos dois métodos preconizados para avaliação da potência 

das heparinas convencionais (não-fracionadas) — métodos ICPO e TTPA — 

apenas o primeiro está implantado, sendo realizado rotineiramente pelo 

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS).  Desta forma, 

é através da avaliação comparativa dos ensaios farmacopéicos de 
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determinação da atividade biológica de heparinas não-fracionadas que 

fundamentamos este estudo. 

 

3.2. Avaliações Analítico-Laboratoriais 

 

As coagulopatias podem originar-se de diversos componentes do 

sistema hemostático (plaquetas, vasos sangüíneos ou mecanismo de 

coagulação), envolvidos isoladamente ou em conjunto. São várias as 

possibilidades de distúrbios no processo de coagulação (fatores de coagulação 

deficiente, ausente ou presente em uma forma defeituosa ou inativa), sendo de 

origem genética ou adquirida, levando os especialistas a utilizarem-se de 

vários métodos para diagnosticar as causas das alterações que ocorrem no 

processo da coagulação sangüínea.  Além da presença de inibidores da 

coagulação, tais fatos podem ser decorrentes de alterações quantitativas e 

qualitativas dos fatores da coagulação, que são reveladas através de 

investigações laboratoriais que desta forma, indicam a suspeita de algum tipo 

de alteração no mecanismo da coagulação sangüínea, ou ainda servem como 

parâmetro pré-operatório (DUBOSCQ & KORDICH, 2005). 

As provas pré-operatórias habitualmente empregadas são o Tempo de 

Coagulação e Sangria, o Tempo de Protrombina (TP), a Contagem Global das 

Plaquetas, além dos ensaios para determinação do Índice de Coagulação do 

Plasma Ovino (ICPO) e do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA), 

(WIINBERG et al., 2007; MELO, 2008).  
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3.3. O Episódio Heparina x Sulfato de Condroitina 

   

Atualmente, diferentes preparações comerciais de heparina estão 

disponíveis em todo o mundo e grande parte de seu princípio ativo é produzido 

na China, pela grande criação de suínos e pela política de diminuição dos 

custos de sua produção (CAVALHEIRO FILHO et al., 2008; ANDREO FILHO, 

2009).   

Segundo a Câmara de Comércio da China, durante o primeiro trimestre 

de 2009, a exportação da matéria-prima heparina sódica foi de 30 toneladas, 

com um aumento de 100% em relação a 2008, ano da divulgação de 

problemas associados a heparinas contaminadas (KISHIMOTO et al., 2008). 

Recentemente a demanda por avaliações de natureza fiscal aumentou, 

devido à contaminação em seu processo de produção pelo sulfato de 

condroitina hipersulfatado, que causou cerca de uma centena de mortes nos 

Estados Unidos (CAVALHEIRO FILHO, 2008; WHO, 2008).  Este fato levou o 

Food and Drug Administration (FDA) e o Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC) — órgãos americanos responsáveis pela fiscalização de 

alimentos e medicamentos — a fazer um informe mundial, em fevereiro de 

2008, quanto aos cuidados e instruções no uso de HNF (CDC, 2008; FDA, 

2008).   

De acordo com as investigações, o sulfato de condroitina — 

medicamento indicado como suplemento alimentar para o tratamento e 

prevenção da osteoartrite — é comercializado a um vigésimo do preço da 

heparina (cerca de US$ 20/kg versus US$ 2.000/kg).  Assim, há especulações 

que o contaminante foi adicionado, deliberadamente, para aumentar o lucro 

dos fabricantes, já que apresenta estrutura química análoga a heparina, 

entretanto não possuindo atividade anticoagulante, mas quando quimicamente 

modificado por meio de supersulfatação, adquire atividade anticoagulante 

(figura 4), transformando-se em seu mimético (não detectável por metodologia 

analítica convencional, mas somente por técnicas de alta resolução ortogonal: 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN), Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE) e Eletroforese Capilar por Zonas (ECZ) (GUERRINI et al., 

2008; NOTHENBERG, 2008; SBCCV, 2008). 
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Figura 4.  Moléculas de Heparina e Sulfato de Condr oitina   

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:  NOTHENBERG, 2008. 

 

4. O INCQS  

 

4.1.    O INCQS e o Sistema Nacional de Vigilância Sanitária  

 

 Devido à maior incidência das doenças trombóticas, as heparinas 

passaram a produzir grande impacto para a saúde pública e também para a 

área sócio-econômica, causando um aumento exponencial em sua produção e 

consumo com repercussões econômicas globais, com uma estimativa de que 

aproximadamente 20 milhões de pacientes usem as heparinas para tratamento 

ou profilaxia de possíveis danos ao organismo.  Este fato promoveu um 

aumento das políticas globais de vigilância sanitária com a elaboração de 

ações de controle da qualidade desde sua etapa de produção (WHO, 2005; 

WHO, 2008; WU, 2009).   

Em âmbito nacional o INCQS — unidade da Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ) e órgão de referência para as questões normativas e analítico-

laboratoriais relativas ao controle da qualidade de insumos, produtos, 
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ambientes e serviços vinculados à vigilância sanitária — atua de forma 

participativa na integração das atividades fiscais e analíticas, organizando uma 

estrutura que permita identificar, avaliar e gerenciar riscos à saúde humana, 

em conexão com o desenvolvimento e implantação de novas metodologias.  

 

4.2. Modalidades de Análises  

 

A qualidade na coleta, acondicionamento e transporte, além das 

análises laboratoriais, fazem parte do conjunto de ações que irão confirmar ou 

dirimir dúvidas quanto à sua qualidade e subsidiarão as ações de fiscalização 

em amostras suspeitas de apresentar riscos à saúde pública.  A coleta de 

amostras das heparinas disponíveis no mercado é de responsabilidade dos 

órgãos de vigilância sanitária e as análises laboratoriais, de responsabilidade 

do INCQS.  A amostragem consiste na colheita representativa do estoque 

existente, realizada em triplicata (do mesmo lote e em quantidades iguais), 

onde uma das partes é entregue ao responsável pelo local onde ocorreu a 

coleta —  amostra de contraprova — e as duas outras imediatamente 

encaminhadas ao INCQS, sendo uma para a realização das análises e outra 

como amostra-testemunho (BRASIL, 1977; BRASIL, 1998).   

Após a fase de coleta de amostras pelo órgão sanitário competente, o 

controle analítico é realizado através das diferentes modalidades analíticas 

previstas na legislação.  A modalidade de análise prévia será efetuada para 

avaliar se o produto pode ser objeto de registro. A modalidade de análise de 

controle será efetuada após a distribuição do produto para o consumo, além de 

destinar-se a comprovação da sua conformidade com a fórmula que deu 

origem ao registro e a modalidade de análise fiscal será realizada com a 

finalidade de fornecer subsídios às ações pertinentes quanto à apreensão de 

produtos para apuração de infração ou verificação de ocorrência fortuita ou 

eventual (ROZENFELD, 2000).   
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4.3. Validação de Metodologias Analíticas 

 

A validação — processo de avaliação da confiabilidade de resultados 

metodológicos — deve garantir, através de estudos experimentais, que 

determinado ensaio analítico atende a critérios (precisão, exatidão, linearidade, 

sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e estabilidade) adequados à 

determinada metodologia analítica (NIEHS, 1997).  

Não há níveis de reprodutibilidade ótimos ou mínimos ou associados ao 

evento de interesse que deverão ser alcançados para uma validação de 

sucesso.  Os níveis de confiabilidade e relevância necessários dependerão 

das condições sob as quais o teste será usado e o propósito ao qual seus 

resultados serão aplicados (ROBINSON, 2003).  De acordo com estes 

critérios, o analista, além de ser qualificado e adequadamente treinado, deve 

utilizar equipamentos e materiais devidamente calibrados e substâncias 

químicas de referência e/ou padrões biológicos farmacopéicos (FRAZIER, 

1990; BALLS et al., 1999). 

De acordo com a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) é 

fundamental que os laboratórios validem suas metodologias, para que seus 

resultados sejam confiáveis e adequados à qualidade pretendida, ressaltando 

a importância da qualidade analítica como um dos instrumentos fundamentais 

para a proteção e promoção da saúde da população (BRASIL, 2002). 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo Geral 

 

• Avaliar a atividade biológica de heparinas não-fracionadas em 

produtos farmacêuticos coletados pelos órgãos de Vigilância 

Sanitária, através dos dois métodos preconizados pela 

Farmacopéia Brasileira: o Índice de Coagulação do Plasma Ovino 

(ICPO) e o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA). 

 

 

 

5.2. Objetivos Específicos 

  

• Avaliar comparativamente os resultados analíticos pelos métodos 

ICPO e TTPA; 

 

• Avaliar a confiabilidade dos dois métodos analíticos para nortear 

cientificamente a opção de uso no laboratório; 

 

• Validar o ensaio de avaliação da potência de heparinas não-

fracionadas pelo método TTPA no INCQS. 
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6. MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1. Reagentes e Produtos Farmacêuticos 

 

• 5º Padrão Internacional de Heparina de mucosa intestinal suína 

(WHO 97/578), contendo 2.031 UI/ampola; 

 

• Plasma ovino citratado (produzido por Bionutrientes do Brasil 

Ltda); 

 

• Plasma humano citratado liofilizado (produzido por Trinity Biotech 

Product  —  AMAX lote A1926); 

 

• Cefalina ativada (produzida por Diagnóstica Stago — lote 

101567); 

 

• CaCl2 mM (produzido por Diagnóstica Stago  —  lote 041605); 

 

• Cinco amostras heparinas não-fracionadas (contendo 5.000 

UI/mL ou 5000 UI/ 0,25 UI/mL), de diferentes fabricantes — 

identificadas com números de 1 a 5 — originárias de coletas 

efetuadas por órgãos de vigilância sanitária para avaliações 

quanto à potência anticoagulante pelo INCQS. 

 

 

6.2. Equipamentos e Instrumentos 

 

• Coagulômetro STAGO modelo ST 4 ART;  

 

• Banho-maria Marconi ultratermostatizado modelo MA 095; 

 

• Cronômetro digital Mondaine modelo EX 0628. 
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6.3. Avaliação dos Métodos 

 

Foram analisadas em quadruplicata pelos métodos do ICPO e TTPA, 

sem o conhecimento prévio de suas características (estudo cego), cinco 

amostras de heparinas não-fracionadas, de diferentes fabricantes, 

provenientes de coletas realizadas por órgãos de vigilância sanitária e suas 

potências foram determinadas em relação ao 5o Padrão Internacional de 

Heparina - WHO 97/578. 

Para ambos os ensaios, suas metodologias foram avaliadas 

comparando-se os resultados estatísticos da exatidão (determinada pela % de 

recuperação de uma diluição conhecida do 5o Padrão Internacional de 

Heparina em relação a ele mesmo) e pela repetibilidade ou precisão intra-

ensaios (expressa pela variação nos resultados sob as mesmas condições de 

operação em um curto intervalo de tempo), sendo estes valores obtidos 

dividindo-se o desvio-padrão pela média, em relação às potências relativas 

das quatro repetições realizadas, em cada amostra, para ambos os métodos, 

através da determinação de seu coeficiente de variação (% CV).  

Apenas para o ensaio TTPA, avaliamos a linearidade (determinada a 

cada ensaio, sendo um dos critérios para sua validação), sendo a amostra 

considerada satisfatória quando apresentou uma potência estimada em 

relação ao padrão, de no mínimo 90 % e no máximo 110 % da potência 

declarada — de acordo com os parâmetros estabelecidos para a solução de 

heparina no 5º fascículo da farmacopéia brasileira, 4ª edição e pela OMS em 

relação ao critério de validação de metodologias (WHO, 1997; FARMACOPÉIA 

BRASILEIRA, 2003). 
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6.3.1.  Método da Inibição da Coagulação do Plasma Ovino (ICPO) 

 

O ensaio foi realizado de acordo com o POP INCQS no 65.3320.005 e a 

monografia descrita na Farmacopéia Brasileira, 4o edição, parte 2, fascículo 5, 

2003. 

A potência da heparina foi calculada através de um ensaio biológico 

(ICPO) que compara o volume de uma solução amostra necessário para inibir 

a coagulação do plasma citratado de ovelha, recalcificado, com o volume da 

solução padrão de heparina necessário para produzir o mesmo efeito (com 

soluções padrão e amostra diluídas a mesma potência teórica). 

 Determina-se na prática, o volume do padrão e da amostra — na 

presença de 1 mL de plasma ovino citratado e 0,2 mL de cloreto de cálcio 1% 

(P/V), em tubos de ensaio 13 x 100 mm, após 1 hora de incubação a 37 ºC em 

banho-maria — concedendo-se três graus (0,25; 0,5; 0,75) entre zero e a 

coagulação total (1,00), que permitem o grau de coagulação 0,5 procedendo-

se o registro dos resultados no protocolo de resposta (tabela 1).  Observando-

se que, se a série das preparações não apresentar dois tubos com graduação 

acima de 0,50 e dois tubos com graduação abaixo de 0,50 — o ensaio será 

repetido, usando-se soluções padrão e amostra com potência teórica ajustada. 
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Tabela 1 — Protocolo de Respostas do ICPO 

 

Graus de coagulação ( Y ) 

Padrão Amostra 
Tubo Nº 

Vol. Heparina 

(mL) 

Vol.Salina 

(mL) 

Log. vol x 10 

X 

Resposta de 

média pareada 

Xi 

Y Yi Y Yi 

1 0,8 0 0,9031 --     

2 0,78 0,02 0,8921 0,892     

3 0,76 0,04 0,8808 0,8807     

4 0,74 0,06 0,8692 0,8691     

5 0,72 0,08 0,8573 0,8572     

6 0,7 0,1 0,8451 0,845     

7 0,68 0,12 0,8325 0,8324     

8 0,66 0,14 0,8195 0,8194     

9 0,64 0,16 0,8062 0,806     

10 0,62 0,18 0,7924 0,7922     

 

Fonte: Adaptado do POP/INCQS no 65.3320.005 

 

No ensaio biológico da heparina pelo método ICPO (figura 5), o intervalo 

entre o volume que permite a coagulação e aquele que a inibe é tão pequeno, 

que a curva dose-resposta não pode ser determinada diretamente. Utiliza-se 

neste caso, a interpolação do logaritmo do volume (x) correspondente a 50% 

da coagulação, tanto para o padrão quanto para a amostra.  Sendo empregada 

para a análise dos resultados experimentais, determinação da potência e 

limites de confiança, análise estatística para o modelo de delineamento         

de médias móveis (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2003).                            



 20

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Esquema do Ensaio ICPO  



 21 

6.3.2.  Método do Tempo de Tromboplastina Parcial A tivada (TTPA) 

 

O ensaio foi realizado de acordo com a monografia descrita na 

Farmacopéia Brasileira, 4o edição, parte 2, fascículo 5, 2003 — com exceção 

da utilização do plasma ovino citratado, que não apresentou resultados 

satisfatórios, sendo portanto, substituído por plasma humano padrão (MELO et 

al., 2008). 

Com base na região linear da curva dose-resposta elaborada com o 5º 

Padrão Internacional de Heparina (gráfico 1), selecionaram-se as 

concentrações:  2,0, 2,6 e 3,0 UI/mL.  

 

Gráfico 1 — Curva Dose-Resposta de Heparina pelo Mé todo TTPA 
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Foram incubados em 6 tubos de ensaio 13 x 100 mm por 15 minutos, a 

37 ºC, 120 µL de plasma humano citratado liofilizado e 120 µL das respectivas 

soluções de heparina padrão e amostra (A1, A2, A3; P1, P2, P3).  O plasma 

humano citratado liofilizado foi reconstituído com 1000 µL de água deionizada, 

seguindo as instruções do fabricante. 

Foram transferidas duas alíquotas de 100 µL de cada tubo de ensaio 

(duplicatas) para as cubetas de polietileno do coagulômetro (com manutenção 

da temperatura a 37 ºC) e adicionados 50 µL de cefalina ativada.  Após exatos 

120 segundos foram acrescentados 50µL da solução de CaCl2  25 mM e o 

tempo de coagulação registrado. Todo o procedimento anterior foi repetido 

usando novas soluções padrão e amostra, outra alíquota de plasma, com 

incubação e ativação em ordem inversa a anterior (P1, P2, P3; A1, A2, A3).   

Para a análise dos resultados experimentais e a determinação da 

potência das amostras — para o método de análise de linhas paralelas em 

questão (ensaio 3 + 3 doses) foi realizada análise de variância. A validade de 

cada ensaio foi testada e a potência de cada amostra estimada através de 

análise estatística para o modelo de delineamento totalmente ao acaso.  

As condições de validade foram avaliadas através da análise dos 

resultados de regressão; desvio de paralelismo e de desvio de linearidade 

(análise de curvatura quadrática e diferença de curvatura quadrática).  

Toda a análise estatística foi realizada pelo Programa CombiStats® 

versão 4.0 da European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare 

(EDQM) (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008). 

 

 

 



 23

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6 – Esquema do Ensaio TTPA  
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7.1.  Critérios de Comparação Analítica 
 

O TTPA teve seus critérios de repetibilidade e precisão comparados 

analiticamente em relação ao ICPO para a determinação da potência biológica 

de heparinas não-fracionadas, conforme demonstrados nas tabelas 2 a 8 e no 

gráfico 1. 

5º Padrão Internacional de Heparina (WHO 97/578) – Heparina de Origem Suína  

ICPO 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

(%) 

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

 

 

100,00 

 

100,00 

 

100,00 

 

100,00 

 

0,0 % 

20,31 UI/ mL 

 

100,00 % 

(90,00 a 110,00 %) 

 

 

 

 

20,31UI/mL 

100 % 

Potência: 

90 a 110 % 

 

IC (80 a 120 %) 

 

P = 0,05 

 

SATISFATÓRIA 

TTPA 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

(%)  

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

1 

 

 

 

2 

 

 

3 

 

 

4 

 

 

97,90 

(80,40 a 118,80 %) 

 

101,00 

(84,50 a 121,60 %) 

 

97,70 

(86,10 a 110,30 %) 

 

101,10 

(83,70 a 122,40 %) 

1,9 % 

20,23  UI/mL 

 

99,60 % 

(92,10 a 107,60 %) 

 

20,31UI/mL 

100 % 

Potência: 

90 a 110 % 

 

IC (80 a 125 %) 

 

P = 0,05 

 

SATISFATÓRIA 

Teste de Mann-Whitney :  p-valor  (bilateral-nível de significância 0,05)  =  0,5000 

CV = Coeficiente de Variação = Média Aritmética IC = Intervalo de Confiança P = Probabilidade 

Tabela 2.  Resultados ICPO x TTPA – Padrão ( Potência Conhecida) Resultados  x 
TTPA – Padrão ( Potência Conhecida)  

7.     RESULTADOS 
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Tabela 3.  Resultados ICPO x TTPA - Produtor 1 (Amo stra de Referência) 

  

 

– Heparina de Origem Suína – 

 

ICPO 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

     (%) 

 

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

 

100,00 

 

104,54 

 

103,70 

 

103,70 

 

2,0 % 

5148,67 

UI/ 0,25 mL 

 

102,97 % 

(99,71 a 106,35 %) 

 

5000 UI/ 0,25 mL 

100 % 

Potência:  

90 a 110 % 

 

IC (80 a 120 %) 

 

P = 0,95 

 

SATISFATÓRIA 

TTPA 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

(%) 

 

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

1 

 

 

 

2 

 

 

3 

 

 

4 

 

 

101,53 

(89,39 a 115,45 %) 

 

105,97 

(93,11 a 121,54 %) 

 

107,67 

(92,40 a 126,50 %) 

 

105,75 

(84,16 a 136,18 %) 

 

2,5 % 

5192,31 

UI/ 0,25 mL 

 

103,85 % 

(88,22 a 123,10 %) 

 

5000 UI/ 0,25 mL 

100 % 

Potência: 90 a 110 % 

 

IC (80 a 125 %) 

 

P = 0,95 

 

SATISFATÓRIA 

Teste de Mann-Whitney :  p-valor  (bilateral-nível de significância 0,05)  =  0,0745 

CV = Coeficiente de Variação = Média Aritmética IC = Intervalo de Confiança P = Probabilidade 

Obs.: Foi utilizado como medicamento de referência a heparina Liquemine® do Laboratório Roche. 
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Tabela 4 .  Resultados ICPO x TTPA - Produtor 2 

 

 

 

 

– Heparina de Origem Suína – 

ICPO 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

(%) 

 

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

 

107,40 

 

103,70 

 

103,85 

 

103,56 

 

1,8 % 

5230,82 

UI /0,25 mL 

 

104,62 % 

(101,77 a 107,58 %) 

 

5000 UI/ 0,25 mL 

100 % 

Potência: 

 90 a 110 % 

 

IC (80 a 120 %) 

 

P = 0,95 

 

SATISFATÓRIA 

TTPA 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

(%) 

 

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

 

97,70 

(80,20 a 118,70 %) 

 

100,90 

(84,40 a 121,50 %) 

 

98,30 

(86,50 a 111,20 %) 

 

101,40 

(83,90 a 122,80 %) 

1,8% 

4994,08 

UI/ 0,25 mL 

 

99,88 % 

(92,44 a 10792 %) 

 

5000 UI/ 0,25 mL 

100 % 

Potência: 90 a 110 % 

 

IC (80 a 125 %) 

 

P = 0,95 

 

 

SATISFATÓRIA 

Teste de Mann-Whitney :  p-valor  (bilateral-nível de significância 0,05)  =  0,0105 

CV = Coeficiente de Variação = Média Aritmética IC = Intervalo de Confiança P = Probabilidade 
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Tabela 5.  Resultados ICPO x TTPA - Produtor 3 

 

 

 

Teste de Mann-Whitney :  p-valor  (bilateral-nível de significância 0,05)  =  0,1241 

CV = Coeficiente de Variação = Média Aritmética IC = Intervalo de Confiança P = Probabilidade 

– Heparina de Origem Bovina – 

 

ICPO 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

(%) 

 

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

 

107,40 

 

108,01 

 

107,40 

 

108,01 

 

0,35 % 

5385,43 

UI/ mL 

 

107,71 % 

(106,52 a 108,9 %) 

 

5000 UI/ mL 

100 % 

Potência: 90 a 110 % 

 

IC (80 a 120 %) 

 

P = 0,95 

 

SATISFATÓRIA 

TTPA 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

(%) 

 

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

 

112,00 

(106,00 a 124,20 %)  

 

107,20 

(103,30 a 112,90 %) 

 

104,00 

(98,50 a 112,00 %) 

 

105,70 

(102,00 a 110,80 %) 

 

3,2 % 

5349,33 

UI/ mL 

 

107,00  % 

(104,30 a 110,40 %) 

 

5000 UI/ mL 

100 % 

Potência:  

90 a 110 % 

 

IC (80 a 125 %) 

 

P = 0,95 

 

 

SATISFATÓRIA 
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Tabela 6.  Resultados ICPO x TTPA - Produtor 4 

 

– Heparina de Origem Suína – 

 

ICPO 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

(%) 

 

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

 

105,46 

 

107,70 

 

105,68 

 

107,70 

 

1,2 % 

5331,45 

UI/ 0,25 mL 

 

106,63 % 

(104,69 a 108,6 %) 

 

5000 UI/ 0,25 mL 

100 % 

Potência:  

90 a 110 % 

 

IC (80 a 120 %) 

 

P = 0,95 

 

SATISFATÓRIA 

TTPA 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

(%) 

 

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

 

105,50 

(101,30 a 111,60 %) 

 

112,30 

(108,20 a 118,60 %) 

 

107,40 

(96,00 a 213,00 %) 

 

110,30 

(103,10 a 128,70 %) 

 

2,7 % 

5445,61 

UI/ 0,25 mL 

 

108,90 % 

(105,10 a 114,60 %) 

 

5000 UI/ 0,25 mL 

100 % 

Potência:  

90 a 110 % 

 

IC (80 a 125 %) 

 

P = 0,95 

 

 

SATISFATÓRIA 

Teste de Mann-Whitney :  p-valor  (bilateral-nível de significância 0,05)  =  0,1932 

CV = Coeficiente de Variação = Média Aritmética IC = Intervalo de Confiança P = Probabilidade 
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Tabela 7 .  Resultados ICPO x TTPA - Produtor 5 

– Heparina de Origem Bovina –  

 

ICPO 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

(%) 

 

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

 

106,26 

 

106,68 

 

106,26 

 

106,26 

 

0,1 % 

5318,57 

UI/ mL 

 

106,37 % 

(105,71 a 107,04 %) 

 

5000 UI/ mL 

100 % 

Potência: 90 a 110 % 

 

IC (80 a 120 %) 

 

P = 0,95 

 

SATISFATÓRIA 

TTPA 

 

ENSAIO 

 

 

RESULTADOS 

(%) 

 

 

CV 

 

 

POTÊNCIA 

 

 

REFERÊNCIA 

 

CONCLUSÃO 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

 

123,90 

(115,70 a 141,60 %) 

 

116,90 

(108,30 a 143,00 %) 

 

111,00 

(105,50 a 121,10 %) 

 

122,60 

(115,40 a 136,80 %) 

 

4,98 % 

5883,41 

UI/ mL 

 

117,70 % 

(112,40 a 126,50 %) 

 

5000 UI/ mL 

100 % 

Potência:  

90 a 110 % 

 

IC (80 a 125 %) 

 

P = 0,95 

 

INSATISFATÓRIA 

Teste de Mann-Whitney :  p-valor  (bilateral-nível de significância 0,05)  =  0,0105 

CV = Coeficiente de Variação = Média Aritmética IC = Intervalo de Confiança P = Probabilidade 
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0,00%

100,00%

% POTÊNCIA

AMOSTRAS

Avaliação Comparativa ICPO x TTPA

ICPO 100,00% 102,97% 104,62% 107,71% 106,63% 106,37%

TTPA 99,60% 103,80% 99,88% 107,00% 108,90% 117,70%

1 2 3 4 5 6

Gráfico 2.  Resultados ICPO x TTPA 

 ICPO  = 104,71 % 
 TTPA = 106,17 % 

Amostras: Padrão, 1, 2 e 4 (Origem Suína) 
Amostras: 3 e 5 (Origem Bovina) 

 

   Padrão     |  Produtor 1  |  Produtor 2  |  Produtor 3  |  Produtor 4  | Produtor 5 
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7.2. Avaliação Estatística 

 

Em uma amostragem estatística, o simples fato de um experimento poder 

apresentar variáveis contínuas ou discretas, constitui um fator de seleção para a 

indicação de diferentes grupos de testes.  Neste trabalho optamos por aplicar os 

testes de hipótese paramétricos F da análise de variância (ANOVA) e t de 

Student, além do teste de hipótese não paramétrico de Mann-Whitney, já que o 

ensaio ICPO — por caracterizar-se pela leitura visual (qualitativa) dos graus de 

coagulação (0, 25, 50, 75 e 100%) — apresenta uma variável discreta, enquanto 

que o ensaio TTPA apresenta uma variável contínua, caracterizada pela leitura 

quantitativa de seus resultados (em segundos) obtidos no coagulômetro (SIEGEL 

& CASTELLAN, 2006).   

 

7.2.1.  Precisão dos Métodos 

 

Através da repetição dos ensaios analíticos que expressaram a variação 

nos resultados sob as mesmas condições de operação, observamos que o 

método ICPO apresentou precisão superior (CV entre 0,0 % e 2,0 %) em relação 

ao método TTPA (CV entre 1,80 % e 4,98 %), mas mesmo assim podemos 

considerar o TTPA preciso, pois seus valores de CV foram baixos (DALMORA et 

al, 2005; MOURA, 2008; DALMORA et al, 2009; MOURA, 2009). 

 

7.2.2.  Exatidão 

 

Ambas as metodologias foram comparadas com o 5º Padrão Internacional 

de Heparina em relação a ele mesmo e os resultados (100 % ICPO e 99,60 % 

TTPA) apontaram como capazes de descrever com exatidão o valor da potência 

biológica de heparina (DALMORA et al, 2005; MOURA, 2008; DALMORA et al, 

2009; MOURA, 2009). 
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7.2.3.  Validação da Metodologia TTPA 

 

A análise do coeficiente de correlação de Pearson, entre as metodologias 

ICPO e TTPA (valor 0,65) indica uma correlação moderada entre os ensaios 

(gráfico 3), provavelmente devido à técnica de leitura subjetiva do ensaio ICPO, 

comparado a uma leitura automatizada do ensaio TTPA, que apresenta uma 

gama maior de possibilidades de resultados e provavelmente alcançará valores 

maiores se, a partir dos dados deste trabalho, um número maior de comparações 

for feito (SANTOS, 2007). 

Com base no coeficiente de correlação de Pearson, nos valores de % de 

recuperação, do CV e dos cálculos estatísticos ANOVA, Teste de Grubs, Teste t e 

Teste de Mann-Whitney, além do medicamento de referência apresentar resultado 

100 %, o ensaio TTPA apresentou uma variação satisfatória de acordo com os 

padrões adotados pela farmacopéia brasileira e pela OMS, podendo ser 

considerado validado (WHO, 1997; FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2003; 

DALMORA et al, 2005; MOURA, 2008; DALMORA et al, 2009; MOURA, 2009). 
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Gráfico 3.  Correlação dos Resultados ICPO x TTPA 

 

 

Coeficiente de Correlação de Pearson

y = 1,5372x - 54,829
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  P valor = 0,65 
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8. DISCUSSÃO 

 

Atualmente o mercado mundial de heparinas apresenta um quadro 

extremamente complexo.  A necessidade de um rigor crescente na análise das 

preparações de HNF (sobretudo nos EUA e na Europa) pode estimular produtores 

de países orientais a enviarem preparações de baixa qualidade para países 

pouco rigorosos em relação ao controle da qualidade destes produtos e fatos 

recentes no cenário mundial relacionados aos efeitos adversos referentes à 

utilização de heparina, foram atribuídos à contaminação de suas preparações 

pelo sulfato de condroitina (CAVALHEIRO FILHO, 2008; WHO, 2008; 

KISHIMOTO et al., 2008). 

A necessidade da implantação do TTPA para a avaliação da potência de 

heparinas apresenta uma série de justificativas. Uma delas é que, além de ser 

farmacopéico, este ensaio apresenta a vantagem de ser quantitativo, ou seja, 

pode ser realizado em um único dia, pois a medida do tempo para a formação de 

coágulos é realizada em coagulômetro, enquanto que o ICPO é qualitativo e leva 

em média cinco dias para sua conclusão, por adotar a observação visual e 

subjetiva da formação de coágulos. 

Outro fator importante é que o TTPA é prescrito pela área médica na 

determinação da dosagem de heparinas a serem utilizadas nos pacientes e a 

maioria dos laboratórios produtores no Brasil realiza sua avaliação da potência 

através deste método e não pelo ICPO (possivelmente pelos motivos 

anteriormente citados), o que certamente tem levado a divergências técnicas e 

conseqüentemente variações nos resultados encontrados nos órgãos de 

vigilância sanitária — que utilizam apenas o ICPO como parâmetro analítico —

sobretudo em situações de amostra única ou em casos de análise de contra-

prova.   

Os pesquisadores afirmam que as heparinas são comprovadamente 

seguras para uso clínico, porém especialistas da área médica relatam reações 

adversas relacionadas à sua origem.  De acordo com DRYJSKI & DRYJSKI, 

1996 e GOMES & BRAILE, 2009 a heparina de origem bovina é mais reatogênica 
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que a suína, evidenciando clara diferença em relação a seus efeitos adversos, 

havendo também a necessidade de reajuste de dose e monitoração mais 

acurada quando da mudança do produto.  Apesar de nossos resultados analíticos 

não apresentarem diferenças inter-ensaios significativas, estudos de ROBINSON 

& LEWIS, 1999; FRANCIS et al, 2003 sugerem que as heparinas fabricadas a 

partir de vísceras de suínos devem ser a escolha ideal para utilização em 

cirurgias com circulação extra-corpórea (CEC), por serem mais toleradas pelos 

pacientes devido à qualidade da matéria-prima.  Tal conclusão 

conseqüentemente evitará problemas futuros em relação aos eventos adversos 

diretamente associados às dosagens das heparinas. 

Como parâmetro de comparação numérica dos resultados finais dos 

ensaios ICPO e TTPA, aplicamos os testes t de Student e F da análise de 

variância (ANOVA) (p = 0,27 e p = 0,23, respectivamente), não utilizando as 

prerrogativas estatísticas habituais pois, como mencionado anteriormente, suas 

metodologias não são paramétricas.  Mesmo assim, ao encontrarmos os valores 

de p > α (0,05), demonstramos que os resultados obtidos em cada metodologia 

não são estatisticamente diferentes. 

O teste de hipótese não paramétrico de Mann-Whitney — aplicado em 

cada um dos sistemas ICPO e TTPA — demonstrou que o 5º Padrão 

Internacional de Heparina, a amostra de referência, o produtor 3 e o produtor 4 

(tabelas 2, 3, 5 e 6, nas páginas 31 a 35, respectivamente) apresentaram um p 

valor maior que 0,05 demonstrando que os ensaios não são estatisticamente 

diferentes. 

As amostras dos produtores 2 e 5 (tabelas 4 e 7, nas páginas 33 e 36, 

respectivamente), apesar de satisfazerem os critérios de validação dos ensaios, 

apresentaram um p valor menor que 0,05, demonstrando que os referidos 

sistemas são estatisticamente diferentes.  Este fato pode ser explicado pela 

variação de pesos moleculares das amostras estudadas (originárias de 

produtores diferentes), como descrito por MELO et al., em 2008.  Estes autores 

afirmam que o peso molecular das preparações de heparina influencia 

diretamente no TTPA e que frações de peso molecular menores são menos 
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sensíveis a este ensaio. Estas observações constituem alerta aos profissionais da 

área clínica para alterações nas doses deste fármaco, em relação aos seus 

efeitos colaterais. 

  Em relação aos ensaios analíticos, VACCARI et al. em 2003, relataram 

que o ICPO fornece resultados de potência significativamente superiores (média 

de 10%) quando comparados ao TTPA.  Nossos resultados não reproduziram a 

conclusão deste estudo já que ao analisarmos os resultados inter-ensaios, 

observamos que os mesmos não apresentaram diferença significativa, pois ao 

considerarmos todos os seis ensaios (  104,72 % e  106,15 %, 

respectivamente), o TTPA apresentou 1,43 % a mais que o ICPO e quando 

consideramos apenas os quatro ensaios estatisticamente iguais (  104,39 % e  

103,90 %, respectivamente),  o TTPA apresentou 0,5 % a mais que o ICPO, com 

a precisão do TTPA apresentando um coeficiente de variação entre 1,8 % a 4,98 

%, bem maior que o ICPO (0,1 % a 2,0 %), possivelmente devido a escala de 

leitura do ICPO ser menor (graus de coagulação) que o TTPA (tempos de 

coagulação). 
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9. CONCLUSÕES 

 

Em relação aos resultados analíticos, o ICPO mostra-se exato e preciso, 

podendo continuar a ser utilizado normalmente pelos laboratórios de controle da 

qualidade das HNF. 

O TTPA é um ensaio mais sensível que o ICPO e também deve ser 

adotado — conforme preconiza a farmacopéia brasileira — pelos laboratórios de 

controle, para ser utilizado paralelamente como parâmetro analítico. 

Quanto à avaliação da metodologia TTPA, o ensaio apresentou uma 

variação satisfatória de acordo com os padrões adotados pela WHO e pode ser 

considerado validado. 

Reforçados pela confiança na análise laboratorial – ferramenta essencial 

para a detecção de alterações da qualidade – relacionadas à avaliação 

comparativa proposta neste trabalho e através da utilização de parâmetros 

estatísticos, demonstramos claramente que o TTPA é a metodologia mais segura 

para uso nos laboratórios de controle da qualidade.   

Consideramos que as HNF com matéria-prima de qualidade, pureza 

química garantida e isenção de contaminantes, reproduzem resultados 

equivalentes pelas duas metodologias. 

Entendemos que os resultados deste estudo fortalecerão o 

estabelecimento de uma regulamentação específica para a análise de 

preparações de heparina por métodos mais modernos e apropriados. 

Observamos a importância da padronização dos procedimentos de 

desenvolvimento de novas metodologias e de harmonização que assegurarão a 

qualidade e eficácia clínica das HNF. 

Por fim, consideramos que deve ser estimulada aos produtores, a melhoria 

no controle da qualidade da produção das heparinas disponibilizadas no mercado, 

incentivando, paralelamente, a avaliação clínica por meio de critérios quantitativos 

das heparinas utilizadas na rede hospitalar e principalmente através das ações de 

Vigilância Sanitária, com a implementação de um sistema de notificação, tanto na 

rede pública, como na rede privada do Brasil. 
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