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HEPARINA CALCICA
PORCINA

Definicién - Heparina Cilcica Porcina es
Heparina célcica no fraccionada de origen
porcino. Es una preparaciéon que contiene la sal
cilcica de  glicosaminoglicanos  (GAGs)
sulfatados presentes en tejidos de mamiferos de
dicha especie. La heparina se define como una
familia de especies de polisacaridos, cuyas
cadenas estin compuestas por residuos
alternados, unidos por enlaces 14, de un 4cido
urénico y de D-glucosamina, con diversos
grados de sulfatacién. Los residuos de édcido
urénico pueden ser dcido L-idurénico o icido
D-glucurénico, y los residuos de glucosamina
pueden estar N-sulfatados o N-acetilados. Tras
su hidrolisis 4cida completa se libera D-
glucosamina, dcido D-glucurénico, icido L-
idurénico, dcido acético y 4cido sulfarico.

Su peso molecular es de aproximadamente
15000 a 19000 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 Calcica Porcina presenta la
propiedad de retrasar la coagulacién
sanguinea potenciando, con alta afinidad, la
accion de la antitrombina 111 sobre los factores
de la coagulacién como la trombina (factor 11a)
y el factor Xa. La actividad de la Heparina
Célcica Porcina destinada a la administraciéon
parenteral debe ser mayor o igual a 180 UI por
miligramo, calculada sobre la sustancia seca y
determinada por el ensayo de Actividad anti-
factor Ila, seglin se describe en Valoracion. La
actividad de la Heparina Calcica Porcina no
destinada a la administracién parenteral debe
ser mayor o igual a 120 UI 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 Calcica Porcina debe cumplir con
los requisitos establecidos para Apariencia de
la solucién; Determinacién de pH; Impurezas
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nucleétidicas; Proteinas; Sustancias
relacionadas; Determinacion de
Nitr6geno; Pérdida por secado y
Solventes residuales en Heparina
Sédica Porcina teniendo en cuenta las
siguientes consideraciones y
especificaciones.

PRODUCCION

La Heparina Calcica Porcina 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, y debe contar con Ila
autorizacion de la Autoridad Sanitaria
competente y Certificaciéon sanitaria
del pais de origen. El proceso de
manufactura debe estar validado para
demostrar la apropiada inactivaciéon o
remocion de cualquier contaminacion
por virus u otro agente infeccioso como
para minimizar o eliminar Ia

contaminacién microbiana. Los
solventes utilizados durante el proceso
de fabricacion deben ser
mayoritariamente eliminados 0

identificados y evaluado su impacto.

La identidad de la especie de origen
y la ausencia de material de posibles
especies contaminantes, como bovinos,
ovinos y caprinos, se verifican
mediante controles adecuados durante
la produccién. El método utilizado para
confirmar la identidad de la especie de
origen y su punto de aplicacién en el
proceso debe estar validado. La
identificacion 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 deteccibn de ADN
porcino y comprobar su presencia en
un nivel constante, acorde con el
proceso de fabricacién utilizado. Este
método se aplica sobre material en el
cual aun hay cantidades detectables de
ADN (heparina cruda).
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Caracteres generales - Polvo higroscépico
blanco o casi blanco. Facilmente soluble en agua
obteniéndose una solucion clara.
Practicamente  insoluble en  solventes
organicos como etanol, acetona, cloroformo,
entre otros.

Sustancias de referencia - Heparina
calcica porcina para identificaciéon por RMN-H
SR-FA; Heparina Porcina SR-FA, Heparina para
analisis fisicoquimico SR-FA; Dermatan sulfato
y condroitin sulfato polisulfatado SR-FA.

CONSERVACION

En envase hermético de cierre inviolable, a
temperatura ambiente, proteger de la
humedad.

ENSAYOS

Identificacion

A - Debe cumplir con los requerimientos
descritos en Valoracion.

B - Proceder segin se indica en
Identificacion B en Heparina Sodica Porcina. La
relacién de actividad anti-factor Xa y anti-
factor Ila debe estar comprendida entre 0,9 -
1,1.

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

Solucién A - Preparar una solucién en 6xido
de deuterio que contenga 20 pg por mL de
trimetilsilil propionato de sodio deuterado
(TSP-d4) o trimetilsilil propano sulfonato de
sodio deuterado (DSS-d6). [NOTA: El
almacenamiento de soluciones de 6xido de
deuterio (con o sin TSP-d4) debe realizarse en
envases de vidrio.

Soluciéon muestra - Disolver 20 mg de
Heparina Calcica Porcina en 0,7 mL de Solucién
A.

Solucién estdndar - Disolver 20 mg de
Heparina Calcica Porcina para identificaciéon
por RMN SR-FA en 0,7 mL de Solucién A.

Aparato - Emplear un espectrometro de
RMN por pulsos operando a un minimo de 300
MHz.
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Adquisicion de espectros de 1H-
RMN: [NOTA: la Soluciéon muestra y la
Solucién estdndar deben medirse el
mismo dia].

- Numero de transientes: minimo
16; se ajusta hasta que la relacién
sefial-ruido sea de al menos 1000:1
para la sefial del metilo de la heparina a
2,05 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 repeticidn (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;

- Transformaciéon de Fourier;

- Correccién de fase y linea de
base.

- Sefial de referencia de
trimetilsilil propionato o trimetilsilil
propanosulfonato establecida en 0,00

Resultados -

- Las sefiales principales de la
heparina cdlcica porcina deben estar
presentes: 2,05 ppm, 3,29 ppm
(doblete), 4,37 ppm, 5,35 ppm y 5,43
ppm, todas dentro de + 0,03 ppm.

- La heparina calcica presenta en el
espectro de 1H-RMN, corrimiento a
campos bajos de la sefial de H1 de 4cido
idurdnico-2-sulfato (5,43 ppm) y un
ligero corrimiento a campos altos de la
sefial de H-1 de glucosamina-N,6-
disulfato (5,35 ppm) asi como cambios
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en el perfil de sefiales en la region 4,0 - 4,5
ppm, respecto del espectro descrito en la
monografia de Heparina sddica porcina.

- Los espectros H-RMN obtenido con la
Soluciéon muestra y la Solucién estandar se
comparan cualitativamente luego que los dos
espectros hayan sido normalizados para tener
similar intensidad; se puede observar el
dermatan sulfato 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 5,43 ppm en
los rangos 0,10 - 2,00 ppm, 2,10 - 3,10 ppm y
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 sefales
del espectro de heparina: las regiones de
intensidad variable son entre 3,35 - 4,55 ppm,
donde el patréon 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 2,12 y 3,00 ppm.

D - Proceder segin se describe en
Identificacion D en Heparina Sédica Porcina,
empleando Heparina Calcica Porcina en lugar de
Heparina Sédica Porcina. El tiempo de
retencién y la forma del pico principal en el
cromatograma obtenido a partir de la Solucién
muestra para identificacibn se debe
corresponder con el pico principal obtenido
con la Solucién estandar C.

E - Debe cumplir con el ensayo descrito en
Calcio.

Calcio

Pesar exactamente alrededor de 200 mg de
Heparina Calcica Porcina, transferir a un
erlenmeyer de 500 mL y agregar 300 mL de
agua. Agregar 6 mL de solucién de hidréxido de
sodioal 42 %y 15 mg de una mezcla de cloruro
de sodio y acido calcona carboxilico (99:1).
Titular con edetato disédico 0,1 M (SV) hasta
que el color cambie de violeta a azul nitido (ver
780. Volumetria). Cada mL de edetato disédico
0,1 M equivale a 4,008 mg de Calcio (Ca). No
debe contener menos de 9,5 ni mas de 11,5 por
ciento de Calcio, calculado sobre la sustancia
seca.
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Ensayo de endotoxinas
bacterianas <330>

Cuando Heparina Calcica Porcina
esté destinada para preparaciones
parenterales que no se sometan a un
tratamiento posterior de eliminacidn
de endotoxinas bacterianas, no debe
contener mas de 0,01 Unidades de
Endotoxina (UE) por UI de Heparina. El
agregado de cationes divalentes puede
ser necesario para cumplir con el
criterio de validacién del ensayo.

VALORACION

Proceder segin se indica en
Valoracién en Heparina Sddica Porcina.

ROTULADO

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



