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HEPARINA SODICA BOVINA

Definicién - Heparina Sodica Bovina es
Heparina sédica no fraccionada de origen
bovino. Es una preparacién que contiene la sal
sédica de glicosaminoglicanos (GAGs)
sulfatados presentes en los tejidos de mamiferos
de dicha especie. La heparina se define como
una familia de especies de polisaciridos, cuyas
cadenas estin compuestas por residuos
alternados, unidos por enlaces 1—4, de un
acido urénico y de D-glucosamina, con
diversos grados de sulfatacion. Los residuos
de acido urénico pueden ser acido L-idurdnico
0 4cido D-glucuroénico, y los residuos de
glucosamina pueden estar N-sulfatados o N-
acetilados. Tras su hidrdlisis acida completa se
libera D-glucosamina, acido D-glucurdnico,
4cido L-idurdnico, acido acético y acido
sulftirico. Las unidades de a-D-glucosamina
presentan un estandar de sulfatacion
heterogéneo con una alta proporcién de
unidades de a-glucosamina no sulfatadas en la
posicion 6.

Su peso molecular es de aproximadamente
12.000 a 19.000 Daltons. La identidad de
especie se verifica durante la produccion; y
sefiales caracteristicas de estructura y de
origen en el espectro de RMN-H1.

La Heparina S6dica Bovina presenta la
propiedad de retrasar la coagulacion
sanguinea potenciando, con afinidad
moderada, la accion de la antitrombina III
sobre los factores de la coagulaciéon como la
trombina (factor I1a) y el factor Xa. La
actividad de la Heparina Sédica Bovina
destinada a la administracién parenteral debe
ser mayor o igual a 150 Ul por miligramo,
calculada sobre la sustancia seca 'y
determinada por método coagulométrico. La
actividad de la Heparina Sédica Bovina no
destinada a la administracion parenteral debe
ser mayor o igual a 120 Ul por miligramo,
calculada sobre la sustancia seca determinada
por el mismo método. La potencia calculada
sobre base seca no debe ser menor al 90,0 por
ciento ni mayor al 111,0 por ciento de la
potencia declarada. Heparina Sédica Bovina
debe cumplir con las siguientes
especificaciones.
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PRODUCCION

La Heparina Sédica Bovina se
obtiene a partir de mucosa intestinal de
animales de dicha especie que cumplen
con los requerimientos de animales
sanos apropiados para el consumo
humano, deben tener la autorizacion de
la Autoridad Sanitaria competente,
Certificacion Sanitaria y la declaracién
del estatus de libre de Encefalopatia
Espongiforme Bovina (BSE) del pais de
origen. El proceso de manufactura debe
estar validado para demostrar la
apropiada inactivacion o remocion de
cualquier contaminacioén por virus u
otro agente infeccioso como para
minimizar o eliminar la contaminacién
microbiana. Los solventes utilizados
durante el proceso de fabricacién
deben ser mayoritariamente
eliminados o identificados y evaluado
su impacto.

La identidad de la especie de origen
y la ausencia de material de posibles
especies contaminantes, como
porcinos, ovinos y caprinos, se
verifican mediante controles
adecuados durante la produccidn. El
método utilizado para confirmar la
identidad de la especie de origen y su
punto de aplicacién en el proceso debe
estar validado. La identificacién de
especies contaminantes mediante
técnicas basadas en la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), que
permiten la amplificacién de
secuencias de ADN especificas de cada
especie, ha demostrado ser una
alternativa adecuada. Esta metodologia
también se emplea para la deteccién de
ADN bovino y comprobar su presencia
en un nivel constante, acorde con el
proceso de fabricacién utilizado. Este
método se aplica sobre material en el
cual auin hay cantidades detectables de
ADN (heparina cruda).

Caracteres generales - Polvo
higroscépico blanco o casi blanco.
Facilmente soluble en agua
obteniéndose una solucion clara.
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Practicamente insoluble en solventes
organicos como etanol, acetona, cloroformo,
entre otros.

Sustancias de referencia - Heparina
Sédica Bovina SR-FA; Heparina para analisis
fisicoquimico SR-FA.; Dermatan Sulfatoy
Condroitin Sulfato Polisulfatado SR-FA.

CONSERVACION

En envases herméticos de cierre
inviolable, a temperatura ambiente, proteger
de la humedad.

ENSAYOS

Identificacion

A - Debe cumplir con los requerimientos
descritos en Valoracion.

B - Analizar por Espectrometria de
resonancia magnética nuclear (H-RMN) (ver
473. Espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear).

Solucién A - Preparar una solucion en
6xido de deuterio que contiene 20 ug/mL de
trimetilsililpropionato de sodio deuterado
(TSP-d4) o trimetilsililpropanosulfonato de
sodio deuterado (DSS-d6) y si la sefal a 5,22
ppm es inferior al 80% de la sefial a 5,42 ppm,
adicionar 12 pg por mL de edetato disddico.
[NOTA: El almacenamiento de soluciones de
6xido de deuterio (con o sin TSP-d4) debe
realizarse en envases de vidrio. En caso de
almacenar las soluciones que contengan EDTA
las mismas deben mantenerse en botellas de
polietileno natural de alta densidad.]

Solucién muestra - Disolver 20 mg de
Heparina Sédica Bovina en 0,7 mL de Solucién
A.

Solucién estandar - Disolver 20 mg de
Heparina Sédica Bovina SR-FA en 0,7 mL de
Solucién A.

Aparato - Emplear un espectrémetro de
RMN por pulsos operando a un minimo de 300
MHz.

Adquisicién de espectros de 'H-RMN
[NOTA: la Solucién muestra y la Solucién
estandar deben medirse el mismo dia].

- Namero de transientes: minimo 16; se
ajusta hasta que la relacion sefial-ruido sea de

146
147

148
149
150
151

152
153

154
155
156
157

158
159

160
161

162

163
164
165

166

167
168

169
170
171

172

173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184

185
186
187
188
189
190
191
192

ANMAT-MED-FPA
185-00

al menos 1000:1 para la sefial del
metilo de la heparina a 2,04 ppm;

- Temperatura: alrededor de 25°C
[NOTA: los espectros de la Solucién
muestra y la Solucién estandar deben
obtenerse a la misma temperatura];

- Tiempo de adquisicion: minimo 2
segundos;

- Tiempo de repeticion (tiempo de
adquisiciéon mas retardo): minimo 4 a
10 segundos dependiendo del ancho de
pulso;

- Ancho espectral: 10 - 12 ppm,
centrado en alrededor de 4,5 ppm;

- Ancho de pulso: para dar un
angulo de volteo entre 30°y 90°.

Procesamiento -

- Ensanchamiento de linea con
funcion de ventana
exponencial: maximo 0,3 Hz;

- Transformacion de Fourier;

- Correccion de fase y linea de
base;

- Seifial de referencia de
trimetilsililpropionato
establecida en 0,00 ppm.

Resultados -

- Las senales principales de la
heparina sédica bovina deben
estar presentes: 2,04 ppm,
3,27 ppm (doblete
parcialmente resuelto), 4,34
ppm, 5,22 ppm, 5,30 ppmy
5,42 ppm, todas dentro de *
0,03 ppm. La sefial a 5,22 ppm
puede resolverse en dos
seflales a 5,22y 5,24 ppm en
espectrometros de campo alto
(*H a 500 MHz o mayor).

- Elespectro 'H-RMN obtenido
con la Solucién muestra y la
Solucién estandar se comparan
cualitativamente luego de que
los dos espectros hayan sido
normalizados para tener
similar intensidad; se puede
observar el dermatan sulfato
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con una sefial metilo a 2,08 + 0,02
ppm; no deben estar presentes
sefiales no identificadas superiores al
4 % comparadas con la altura de la
sefial de heparina a 5,42 ppm en los
rangos 0,10 - 2,00 ppm, 2,10 - 3,10
ppmy 5,70 - 8,00 ppm; sefiales de
solventes y otras sustancias
relacionadas al proceso pueden estar
presentes debiendo estar
identificadas para ser aceptadas.
Pueden ocurrir variaciones de la
intensidad en algunas regiones de
sefiales del espectro de heparina: las
regiones de intensidad variable son
entre 3,35 - 4,55 ppm, donde el
patrén de sefiales se mantiene
aproximadamente pero la intensidad
varia.

- Ausencia de condroitin sulfato
sobresulfatado: no se debe encontrar
ninguna caracteristica relacionada
con condroitin sulfato sobresulfatado
entre 2,12y 3,00 ppm.

C - Proceder segun se describe en
Sustancias Relacionadas realizando las
siguientes modificaciones:

Solucién muestra para identificacion -
Pesar exactamente 50 mg de Heparina Sédica
Bovina y disolver en 5,0 mL de agua. Mezclar
empleando mezclador vértex hasta disolucion
completa

Cromatografiar las Soluciones estandar C
segun se indica en Procedimiento: el tiempo
de retencién del pico de heparina es
aproximadamente 26 minutos; los tiempos de
retencion relativos al pico de heparina son de
aproximadamente 0,9 para el dermatan
sulfato y condroitin sulfato; y 1,3 para el
condroitin sulfato polisulfatado; la relaciéon
pico/valle, determinada por la relacién entre
la altura por encima de la linea de base del
pico correspondiente a dermatan sulfato y
condroitin sulfato Hp y la altura por encima
de lalinea de base del punto mas bajo de la
curva que separa este pico del pico
correspondiente a la heparina Hv, no debe ser
menor de 1,3.

Procedimiento - Inyectar por separado
volimenes iguales (20 uL) de la Solucién
estandar C y la Solucién muestra para
identificacién. Registrar los cromatogramas y
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medir las respuestas de los picos
principales. El tiempo de retencion del
pico principal en el cromatograma
obtenido a partir de la Solucién
muestra para identificacién se debe
corresponder con el tiempo de
retencion del pico principal obtenido
con la Solucidn estandar C.

D - Debe cumplir con el ensayo
descrito en Sodio

Apariencia de la solucidon <22>

Disolver una cantidad equivalente a
50.000 UI de Heparina Sédica Bovina
en aguay diluir a 10,0 mL con el mismo
solvente. Emplear tubos de ensayo
idénticos de vidrio incoloro,
transparente y neutro, con un didmetro
interno de entre 15y 25 mm. Comparar
observando verticalmente los tubos
sobre un fondo blanco con luz natural
difusa. Se debe obtener una solucién
clara cuando se compara con el agua
purificada.

Determinacion del pH <250>

Entre 5,5 y 8,0. Disolver 0,1 g de
Heparina Sédica Bovina en agua libre
de diéxido de carbono y diluir a 10,0
mL con el mismo solvente.

Impurezas nucleotidicas

Disolver 40 mg de Heparina Sédica
Bovina en agua, transferir a un matraz
aforado de 10 mL, completar a volumen
con el mismo solvente y mezclar. La
absorbancia de esta solucién (ver 470.
Espectrofotometria ultravioleta y
visible), determinada a 260 nm, no
debe ser mayor de 0,15.

Proteinas

Solucién A - Mezclar 2 volumenes
de una solucién 10 g por litro de
hidréxido de sodio y 2 volimenes de
una solucién 50 g por litro de
carbonato de sodio, y diluir hasta 5
voliimenes con agua.

Solucion B - Mezclar 2 volumenes
de una solucién 12,5 g por litro de
sulfato de cobre pentahidratado y 2
volimenes de una solucién 29,8 g por
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litro de tartrato de sodio y diluir hasta 5
volumenes con agua.

Solucién C - Solucién Ay Solucion B (50:1).

Solucién D - Diluir 1 volumen de Folin -
Ciocalteu para fenoles (SR) en 2 volimenes de
agua, de manera tal que al ser agregado a la
Solucién muestra y a las Soluciones estandar
luego de la adicion de la Solucién C, el pH final
se encuentre entre 10,25 + 0,25.

Solucién muestra - Disolver la Heparina
Sédica Bovina en agua para obtener una
solucién de aproximadamente 5 mg por mL.

Soluciones estandar - Disolver albimina
bovina (contiene aproximadamente un 96 %
de proteina) en agua para obtener una

solucién de aproximadamente 100 mg por mL.

Preparar diluciones de esta solucién en agua
para obtener al menos cinco soluciones de
referencia con concentraciones de proteina
uniformemente distribuidas en un intervalo
adecuado de entre 5 pg por mLy 100 pg por
mL.

Blanco - Agua.

Procedimiento - A 1,0 mL de cada Solucién
estandar, de la Solucién muestra y del Blanco,
agregar 5,0 mL de Solucién C. Dejar reposar
durante 10 minutos y agregar 0,5 mL de
Solucién D, mezclar y dejar reposar a
temperatura ambiente durante 30 minutos.
Filtrar a través de un filtro de membrana de
0,45 pm. Determinar las absorbancias a 750
nm (ver 470. Espectrofotometria ultravioleta
y visible) de todas las soluciones, empleando
la solucién preparada a partir del Blanco para
llevar a cero el equipo. Obtener por regresion
lineal la curva estandar a partir del grafico de
absorbancia de las Soluciones estdndar en
funcién de concentracién de proteina.
Determinar la concentracién de proteina en la
Solucién muestra. No debe contener mas de
0,5 % calculado sobre la sustancia seca.

Sustancias relacionadas

Sistema cromatografico - Emplear un
equipo para cromatografia de liquidos con un
detector ultravioleta ajustado a 202 nm, una
precolumna de 5 cm x 2 mm con fase
estacionaria constituida por resina de
intercambio aniénico fuertemente basica de
tamaiio de particulas de 13 pm y una columna
de 25 cm x 2 mm con fase estacionaria
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constituida por resina de intercambio
anidnico fuertemente basica (resina
aglomerada con latex funcionalizado
con amonio cuaternario, reticulado con
etilvinilbenceno-divinilbenceno) de
particulas de 9 um. La temperatura de
la columna debe ser de
aproximadamente 40 °C. El caudal debe
ser aproximadamente 0,22 mL por
minuto. Programar el cromatégrafo del

siguiente modo:
Tiempo  Solucion A  Solucién B Etapa
(minutos) (%) (%)
0-10 75 25 [socratico
10-35 75—0 25—-100 Gradiente
lineal
35-40 0 100 Isocratico
40-45 0-75 100-25 Gradiente
lineal
45-60 75 25 Re-equilibrio
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Solucién A - Disolver 0,40 g de
fosfato dihidrégeno de sodio en 1 litro
de agua. Ajustar a pH 3,0 con acido
fosforico diluido. Filtrar y desgasificar.

Solucién B - Disolver 0,40 g de fosfato
dihidrégeno de sodio en 1 litro de agua.
Agregar 140 g de perclorato de sodio y
ajustar a pH 3,0 con 4cido fosférico
diluido. Filtrar y desgasificar.

Fase mévil - Emplear mezclas
variables de Solucion A y Solucién B,
segun se indica en Sistema
cromatografico.

Solucién muestra - Pesar
exactamente 0,1 g de Heparina Sédica
Bovina y disolver en 1,0 mL de agua.
Mezclar empleando mezclador vértex
hasta disolucién completa. Mezclar 500
uL de-esta solucion y 250 pL de acido
clorhidrico 1 M, luego agregar 50 pL de
una solucion de nitrito de sodio de
aproximadamente 250 mg por mL.
Mezclar suavemente y dejar reposar a
temperatura ambiente durante 40
minutos. Transcurrido este tiempo,
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agregar 200 pL de hidréxido de sodio 1 M para
detener la reaccion.

[NOTA: Las Soluciones estandar son
estables a temperatura ambiente durante 24
horas].

Solucién estandar A - Disolver 250 mg de
Heparina para analisis fisicoquimico SR-FA.
en agua y diluir a 2,0 mL en el mismo solvente.
Mezclar con vértex hasta disoluciéon completa.

Solucién estandar B - Agregar 1.200 pL de
Solucién estandar A a 300 uL. de Dermatan
Sulfato y Condroitin Sulfato Polisulfatado SR-
FA. Mezclar con vortex para homogeneizar.

Solucién estandar C - Agregar 100 pL de
Solucién estandar B a 900 pL de agua. Mezclar
con vortex para homogeneizar.

Solucién estandar D - Agregar 400 pL de
Solucién estandar A a 100 pL de aguay
mezclar con vortex para homogeneizar.
Agregar 250 pL de &cido clorhidrico 1M, a
continuacion agregar 50 pL de una solucién de
nitrito de sodio de aproximadamente 250 mg
por mL. Mezclar suavemente y dejar reposar a
temperatura ambiente durante 40 minutos.
Transcurrido este tiempo, agregar 200 pL de
hidréxido de sodio 1 M para detener la
reaccion.

Solucidén estandar E - A 500 pL de Solucién
estandar B, agregar 250 pL de acido
clorhidrico 1M, a continuacion agregar 50 pL
de una solucién de nitrito de sodio de
aproximadamente 250 mg por mL. Mezclar
suavemente y dejar reposar a temperatura
ambiente durante 40 minutos. Transcurrido
este tiempo, agregar 200 pL de hidréxido de
sodio 1 M para detener la reaccion.

Aptitud del sistema (ver 100.
Cromatografia) - Cromatografiar las
Soluciones estandar D y E seglin se indica en
Procedimiento: el cromatograma obtenido con
la Solucién estandar D no debe presentar
ningln pico al tiempo de retencién de
heparina. En el cromatograma obtenido a
partir de la Solucién estandar E, la resolucion
R entre el pico de dermatan sulfato y
condroitin sulfato, y el pico de condroitin
sulfato polisulfatado no debe ser menor de
3,0.

Procedimiento - Inyectar por separado en
el cromatégrafo volimenes iguales
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(aproximadamente 20 pL) de la
Solucién E y la Solucién muestra,
registrar los cromatogramas y medir
las respuestas de todos los picos. La
respuesta del pico correspondiente a la
suma de dermatan sulfato y condroitin
sulfato en el cromatograma obtenido a
partir de la Solucién muestra, no debe
ser mayor a la respuesta del pico
correspondiente a la suma de dermatan
sulfato y condroitin sulfato en el
cromatograma obtenido con la
Soluci6n estandar E (2,0 %); la
respuesta de ningun otro pico en el
cromatograma obtenido a partir de la
Solucién muestra debe ser mayor a
0,01 veces la respuesta del pico
correspondiente a dermatdn sulfatoy
condroitin sulfato en el cromatograma
obtenido con la Solucién estandar E
(0,02 %). Descartar los picos que
aparecen durante la etapa isocratica
inicial.

Determinacion de Nitrogeno
Método semi-micro

Solucién mixta de rojo de metilo -
Disolver 0,1 g de rojo de metilo y 50 mg
de azul de metileno en 100 mL de
etanol (96 %), (cambio de color: pH 5,2
(rojo-violeta) a pH 5,6 (verde)).

Procedimiento - Transferir una
cantidad de la sustancia en ensayo,
exactamente pesada, que contenga
aproximadamente 2 mg de nitrégeno,
al bal6n de digestion; anadir 4 g de una
mezcla en polvo de 100 g de sulfato
dipotasico, 5 g de sulfato de cobre
pentahidratado y 2,5 g de selenio, y tres
perlas de vidrio. Lavar cualquier
particula adherida del cuello del balén
con 5 mL de 4cido sulftrico, dejandolo
escurrir por las paredes del balén, y
mezclar el contenido por rotacién.
Cerrar la boca del baldn sin apretar,
por ejemplo, con una pera de vidrio de
vastago corto, para evitar una pérdida
excesiva de 4cido sulfdrico. Calentar
gradualmente al principio y luego
aumentar la temperatura hasta que se
produzca una ebullicién vigorosa con
condensacioén de acido sulfurico en el
cuello del baldn. [NOTA: se deben
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tomar precauciones para evitar que la parte
superior del balon se sobrecaliente].
Continuar el calentamiento durante 30
minutos, a menos que se indique lo contrario.
Enfriar, disolver el material s6lido agregando
con cuidado a la mezcla 25 mL de agua, enfriar
nuevamente y colocar en un aparato de
destilacion por vapor. Agregar 30 mL de
hidréxido de sodio al 40% y destilar
inmediatamente haciendo pasar vapor a
través de la mezcla. Recolectar alrededor de
40 mL de destilado en 20,0 mL de 4cido
clorhidrico 0,01 M y suficiente agua para
cubrir la punta del condensador. Hacia el final
de la destilacion, bajar el receptor de modo
que la punta del condensador esté por encima
de la superficie del &cido. [NOTA: tomar
precauciones para evitar que el agua en la
superficie exterior del condensador alcance el
contenido del receptor.] Valorar el destilado
con hidréxido de sodio 0,01 M, empleando
Solucién mixta de rojo de metilo como
indicador. Registrar el volumen consumido de
hidroéxido de sodio 0,01 M en mL como ni.
Repetir el ensayo utilizando
aproximadamente 50 mg de glucosa en lugar
de la sustancia a examinar. Registrar el
volumen consumido de hidréxido de sodio
0,01 M en mL como nz2. Determinar el
contenido de nitrégeno en la porcidn de la
sustancia en ensayo, por la férmula siguiente:

0,01401 (n2-n1) %
m

en la cual m es la cantidad en mg de Heparina
Sédica Bovina en ensayo y los otros términos
son los descritos anteriormente. Debe
contener entre 1,5y 2,5 %, con respecto a la
sustancia seca; determinado sobre 100 mg.

Sodio

Determinar por espectrofotometria de
absorcion atémica (ver Método I en 440.
Espectrofotometria de absorcién y emision
atoémica).

Solucién madre del estandar - Transferir
una cantidad de cloruro de sodio que
corresponda a 0,509 g de cloruro de sodio a
un matraz aforado de 100 mL, disolver y
completar a volumen con agua.

Solucién madre del estandar diluida (200
ppm Na) - Inmediatamente antes de su
empleo, transferir 1,0 mL de Solucién madre
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del estandar a un matraz aforado de 10
mL, completar a volumen con agua y
mezclar.

Diluyente - Preparar una solucién
en acido clorhidrico 0,1 M que
contenga 1,27 mg de cloruro de cesio
por mL.

Soluciones estandar - Preparar
soluciones de aproximadamente 25, 50
y 75 ppm de sodio, a partir de la
Solucién madre del estandar diluida
(200 ppm Na) en Diluyente.

Solucién muestra - Pesar
exactamente 50 mg de Heparina Sédica
Bovina, disolver Diluyente y diluir a
100 mL con el mismo solvente.

Procedimiento - Determinar
concomitantemente las absorbancias
de las Soluciones estandar y la Soluciéon
muestra, a 330,3 nm, con un
espectrofotometro de absorcion
atémica, equipado con una ldampara de
sodio de catodo hueco como fuente de
radiacion y una llama de aire-acetileno
de composicién adecuada
(aproximadamente 11 litros de aire y 2
litros de acetileno por minuto). Debe
contener entre 10,5 y 13,5 % de sodio,
con respecto a la sustancia seca.

Pérdida por secado <680>

Secar 1,0 g de Heparina Sédica
Bovina en estudio a 60°C sobre
pentoxido de fésforo a una presion que
no exceda los 670 Pa durante 3 horas:
no debe perder mas de 8,0 % de su
peso.

Ensayo de endotoxinas
bacterianas <330>

Cuando Heparina Sédica Bovina
esté destinada para preparaciones
parenterales que no se sometan a un
tratamiento posterior de eliminacién
de endotoxinas bacterianas, no debe
contener mas de 0,01 Unidades de
Endotoxina (UE) por Ul de Heparina.

Solventes residuales <715>

Debe cumplir con los requisitos.
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VALORACION

La actividad anticoagulante se determina
in vitro mediante un método coagulométrico,
por comparacion de su capacidad, en las
condiciones del ensayo, de retrasar la
coagulacién de plasma sustrato citratado y
recalcificado, con respecto a la Heparina
Sodica Bovina SR-FR.

[NOTA: durante la realizacion del ensayo
conservar la Solucién de cloruro de calcio
dihidrato 3,7 g por litro (0,025 M) a 37°C.]

Solucién de cloruro de calcio dihidrato 3,7
g por litro (0,025 M) - Pesar la cantidad
necesaria de cloruro de calcio dihidrato y
diluir con agua para obtener una solucién de
aproximadamente de 0,2 M. Valorar con EDTA
0,05 M (SV). [NOTA: esta solucién puede
conservarse entre 2 y 8 °C durante 6 meses
desde su preparacidn.].Diluir en agua para
obtener la Solucién de cloruro de calcio
dihidrato 0,025 M segtn el volumen necesario
para la realizacién del ensayo. [NOTA: la
Solucioén de cloruro de calcio dihidrato (0,025
M) puede ser conservada entre 2 y 8°C
durante 1 semana a partir de su preparacion.]

Plasma sustrato - Emplear un reactivo
comercial de plasma humano normal o plasma
ovino desplaquetado apto para ensayo de
Heparina y/o Tiempo de tromboplastina
parcial activado (APTT) in vitro. En las
condiciones del ensayo el Plasma sustrato
debe permitir obtener un tiempo de
coagulacién adecuado al método de deteccién
que se emplea y proporcionar curvas de
logaritmo (Log10) de la dosis en funcién del
logaritmo (Log10) de la respuesta
reproducibles y con pendiente significativa.
[NOTA: en caso de ser necesario utilizar en el
ensayo mas de un vial de plasma, realizar un
pool y homogeneizar por inversién.]

Para reactivos liofilizados: de no estar
especificado por el fabricante, se recomienda
atemperar a temperatura ambiente previo a
su reconstitucién. Luego, reconstituir y dejar
reposar entre 15 a 20 minutos para permitir la
completa hidratacién del liofilizado.
Homogeneizar suavemente mediante
movimientos circulares, no agitar. Utilizar
inmediatamente. Conservar en frio durante
todo el ensayo. Descartar el reactivo sobrante
luego de su uso.
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Para reactivos liquidos congelados:
de no estar especificado por el
fabricante, se recomienda descongelar
dejando correr agua a temperatura
ambiente sobre las paredes del frasco
evitando la formacioén de fibrina,
agregados o lisis. Cuando el plasma se
haya descongelado completamente
homogeneizar suavemente por
inversion, no agitar. Utilizar
inmediatamente. Conservar en bafio de
hielo (en contacto con el hielo) durante
todo el ensayo. Descartar el reactivo
sobrante luego de su uso.

Reactivo de cefaloplastina activada -
Emplear un reactivo APTT (Tiempo de
tromboplastina parcial activado)
comercial apropiado que contiene
cefalina (extracto obtenido de cerebro
de conejo) con activador de la
coagulacion (por ejemplo acido elagico;
caolin; silice), con soluciones
reguladoras, estabilizadores y
conservantes. Apto para ensayo de
Heparina y/o Tiempo de
tromboplastina parcial activado
(APTT) in vitro. Puede contener
también fosfatidos (fosfolipidos
complejos obtenidos de soja u otros).
Conservar segun indicacién del
fabricante. Durante el ensayo, el
volumen a utilizar se debe mantener a
temperatura ambiente. Mezclar por
inversion antes de cada uso.

Blanco de reaccién - Determinar un
blanco de reaccién utilizando Solucién
fisiolégica (SR) en lugar de la
Preparacién de estandar y la
Preparacién muestra. Su resultado
indica el tiempo de coagulacién del
plasma en presencia de los activadores
de la coagulacion (cefalina, fosfolipidos
y cloruro de calcio) en las condiciones
del Procedimiento. Debe ensayarse al
inicio y al final tanto en la curva de
calibracién como en cada ensayo. Los
valores de los dos blancos deben ser
menores a 60 segundos cuando se
utilizan los voliimenes de reactivos
definidos en el Procedimiento y no
diferir significativamente entre si
(menor aun 10 %). [NOTA: en caso de
obtenerse tiempos mayores a 60
segundos, repetir el ensayo realizando
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incrementos progresivos del Reactivo de
cefaloplastina activada (25ul) hasta cumplir
con esa condicion. El volumen de reactivo
seleccionado debe ser el mas bajo posible y no
debe superar los 125 pL.]

Preparacion estandar - Rotular 6 tubos y
preparar 2 series independientes de 3
diluciones cada una (dosis) de Heparina
Sédica Bovina SR-FA (E1, Ez, E3;E'1,E"2, E'3) en
Solucion fisioldgica (SR). Mezclar por
inversion. Las dosis se establecen segtin se
indica en Curva de Calibracion.

Preparacién muestra - Rotular 6 tubos y
preparar 2 series independientes de 3
diluciones cada una (dosis) de Heparina
Sédica Bovina (M1, M2y M3, M"1,M"2 y M3) con
Solucion fisiolégica (SR). Mezclar por
inversidn. Las dosis se establecen segiin se
indica en Curva de Calibracion.

[NOTA: las dosis de la Preparacion
estandar y la Preparacion muestra deben
equipotentes]

Curva de calibracion - Se realiza para
determinar las dosis a utilizar en el ensayo.
Diluir Heparina Sédica Bovina SR-FA con
Solucion fisiolégica (SR) de modo que
contenga un nimero exactamente conocido de
Unidades Internacionales por mililitro.
Preparar una serie de diluciones (dosis) en
progresiéon geométrica utilizando como
diluyente Solucion fisiolégica (SR) de modo
que, en las condiciones descritas en
Procedimiento, el tiempo de coagulaciéon
obtenido con la dosis méas baja sea mayor a 1,5
veces el tiempo de coagulacién del blanco y las
dosis mas altas no superen los 180 segundos
para evitar coagulos laxos. Seleccionar 3 dosis
que, cuando los resultados obtenidos se
grafican como logaritmo (Log10) de la dosis
en funcién del logaritmo (Log10) de la
respuesta; cumplan con el parametro de
regresion y desvio de la linealidad segun se
especifica en el método estadistico utilizado
para el Calculo de actividad.

[NOTA: ante el no cumplimiento de
pardmetros estadisticos en los ensayos, se
puede realizar nuevamente una curva de
calibracion para su re-ajuste de dosis; se
sugiere su realizacion ante el cambio de lote
de reactivos].
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Procedimiento - La determinacion
se realiza en cubetas plasticas
utilizando un equipo incubador seco
(37°C) que permita medir el tiempo
(segundos) que demora la coagulaciéon
del Plasma sustrato por un mecanismo
de deteccién del punto final mecanico
(deteccién del cambio en la fluidez
mediante la detencién del movimiento
de una bolita de acero adecuada para el
ensayo o mecanismo apropiado) o por
el registro espectrofotométrico de la
variacion de absorbancia a una
longitud de onda de 600 nm
aproximadamente.

[NOTA: Los volimenes citados en el
texto se dan a titulo indicativo y
pueden ser adaptados siempre que se
respeten las proporciones indicadas. El
agregado del Plasma sustrato,
Preparacion estandar, Preparacion
muestra y otros reactivos empleados
en este ensayo debe realizarse de
manera precisa utilizando
micropipetas automaticas y/o
multipette evitando que quede material
en las paredes de las cubetas y la
generacion de burbujas. Teniendo en
cuenta el bajo volumen que se utiliza
en el ensayo no es necesario mezclar
ante cada incorporacion de reactivos.
La medicidn de los tiempos de reacciéon
debe ser iniciada, de manera inmediata,
a partir del agregado de un
determinado reactivo al pocillo de la
cubeta de reaccion.]

Colocar la cubeta en el equipo
incubador a 37°Cy, en caso de utilizar
el método mecanico de deteccion de
punto final, incorporar una bolita
magnética a cada pocillo de la cubeta
de reaccidn en esta instancia o en
cualquier momento previo a la
incorporacién de la Solucidn de cloruro
de calcio dihidrato 3,7 g por litro
(0,025 M).

Agregar a cada pocillo 50 pL de
Plasma sustrato. Luego agregar a cada
pocillo 50 pL. del Blanco de reaccién o
de la dilucién apropiada de la
Preparacién estandar o Preparacién
muestra segiin corresponda siguiendo
el orden establecido para el ensayo en
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la puesta a punto (A modo de ejemplo: Blanco,
E1,Ez2, E3; M1, M2, M3, M"1,M"2, M3 E'1,E"2, E’3,
Blanco; u otro). Incubar por 300 segundos.
[NOTA: también puede colocarse el Plasma
sustrato luego del agregado en el pocillo del
Blanco de reaccion/Preparacion estandar/
Preparacién muestra, sin que esto afecte la
reaccion.]

Agregar a cada pocillo 50 pL de Reactivo
de cefaloplastina activada y después de 120
segundos agregar 50 pL de la Solucién de
cloruro de calcio dihidrato 3,7 g por litro
(0,025 M). Registrar como tiempo de
coagulacidn el intervalo, en segundos, entre la
ultima adicién de reactivo y el momento de la
coagulacién, medido segin el método elegido.
Continuar con el ensayo de la totalidad de las
dosis y el blanco. [NOTA: los tiempos de
incubacién pueden ajustarse en la verificacién
de la metodologia siempre que se cumpla con
los requerimientos para el Blanco de reacciéon
y la Curva de Calibracion.]

Medicién de la respuesta -

- Método de deteccion mecanico: 60
segundos antes del agregado de la
Solucidn de cloruro de calcio dihidrato
3,7 g por litro (0,025 M), transferir la
cubeta a la posiciéon de medicién. En caso
de utilizarse bolita de acero para la
deteccién del punto final; transferir la
cubeta a la posicién de agitaciéon
magnética para dar inicio con el
movimiento de la misma. El tiempo de
coagulacidn se determina al momento de
la detencién del movimiento de la bolita
metalica.

- Método de deteccion
espectrofotométrico: el tiempo de
coagulacidn se determina por la variaciéon
de absorbancia que se detecta
espectrofotometria a 600 nm.

[NOTA: en caso de observarse una
diferencia mayor al 10 % entre duplicados
podra incorporarse la repeticion de la dosis
ensayada. El resultado obtenido debe ser
incorporado como dato adicional para dicha
dosis.]

Calculo de la actividad - Calcular los
resultados a partir del andlisis del logaritmo
de la dosis (Log 10) en funcién del logaritmo
de los tiempos de coagulacién en segundos
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(Log 10) segtin métodos estadisticos
para ensayo de lineas paralelas (ver
3.2 Modelo de lineas paralelas en10.
Analisis estadistico de resultados de
ensayos bioldgicos). Efectuar no menos
de tres valoraciones independientes.
Para cada una de ellas preparar
diluciones nuevas de la Preparacion
estandar y la Preparacion muestra.

Calcular la potencia de la Heparina
Sédica Bovina en ensayo en Unidades
Internacionales por mililitro a partir de
la combinacion de los resultados de los
tres ensayos independientes realizados
segun los métodos estadisticos
habituales (ver Combinacién
ponderada de resultados de ensayos en
10. Andlisis estadistico de resultados
de ensayos bioldgicos) y referencia a
Unidades Internacionales por
miligramo para evaluar el
cumplimiento del criterio de
aceptacidn establecido. La potencia
estimada no debe ser menor que 90,0
% ni mayor a 111,0 % de la potencia
declarada. Los limites de confianza de
la potencia estimada (P=0,95) no deben
ser menores a 80,0 % ni mayores a
125,0 % de la potencia declarada.

ROTULADO

Indicar en el rétulo el nimero de
Unidades Internacionales por
miligramo y la especie animal de la cual
fue obtenida.



