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Introduccién

Durante afios, la heparina no fraccionada o
simplemente heparina (HNF) se ha utilizado
para el tratamiento de la trombosis. Las HNF
tienen un efecto anticoagulante y propiedades
farmacolégicas variables segun el tamafio de
las moléculas. La HNF es un
glicosaminoglicano que se obtiene de mucosa
intestinal de cerdo o de pulmén bovino y tiene
una masa molecular heterogénea (media de
15.000 daltons). La heparina ejerce su efecto
anticoagulante uniéndose a la antitrombina Il
(ATII) para inactivar a los factores lla
(trombina) y Xa y tiene un cociente de actividad
anti-factor Xa / anti-factor lla de 1:1. Su unién a
las proteinas plasmaticas, plaquetas,
macrofagos y células endoteliales, limita su
biodisponibilidad y explica la alta variabilidad de
la respuesta anticoagulante. Como alternativa
superadora se desarrollaron las heparinas de
baja masa molecular (HBPM), que constituyen
un grupo heterogéneo de sustancias derivadas
de la heparina clasica por despolimerizacion de
sus cadenas mediante distintos métodos
quimicos o enzimaticos (Tabla 1). Se obtienen
asi fragmentos con una masa molecular media
de 5000 Daltons (Da).

HBPM Mw (*) anti_-XaI Depol!r’neri-
(Da) anti-lla zacion
B-
Enoxaparina 4500 3.3-5.3 | eliminacién
alcalina
. Oxido
Dalteparina 6000 1.9-3.2 njtroso
Nadroparina 4300 | 25-40 Oxido
nitroso
Tinzaparina 6500 15-25 heparinasa
HNF 15000 1 -

(*) Masa molecular relativa promedio en masa.
Tabla 1: Caracteristicas de las principales HBPM

Las HBPM poseen una mayor capacidad de
inhibicién de la funcién anti-Xa que de la anti-
lla, con un cociente de actividad antiXa/anti-lla
>1 (aproximadamente entre 5:1 y 2:1, segun su
masa molecular).

Hay que destacar que las HBPM son farmacos
distintos y no intercambiables y que, cada
HBPM tiene una distribucion de masas
moleculares especifica que determina su
actividad anticoagulante, su riesgo hemorragico

y la duraciéon de la accion, presentando una
serie de ventajas respecto a la HNF. En el
mercado local se realiza la elaboracion de
HBPM tanto para exportacion como la
comercializacion del medicamento en mercado
interno. Existen algunos establecimientos que
carecen del instrumental analitico para el
control de calidad del producto, y requieren los
servicios del INTI.

Objetivo

Caracterizar muestras de  enoxaparina
mediante la determinacion de la distribucion de
masas moleculares (MM) haciendo uso de la
Cromatografia de Exclusion por Tamario (SEC)
segun lo establecido por la Farmacopea
Europea (Ph. Eur.) para verificar el
cumplimiento de dichos requisitos.

Descripcion

El instrumental utilizado consistié en un sistema
para cromatografia liquida marca Waters
Alliance 2695 provisto con un detector de
arreglo de diodos Waters PDA 996 (UV) en
serie con un detector de indice de refraccion
Waters RID 2410 (IR) y wuna columna
cromatografica de 300 x 80 mm rellena con
silica porosa (5 ym) marca Bischoff ProntoSIL
60-5-Si 5.0 ym.

Como referencia se empled el estandar de
referencia de la Ph. Eur. “Heparin Low-
Molecular-Mass for calibration CRS” (LMM
CRS Iot N° 1C y 1E, Mn 3700). El origen de las
muestras analizadas provenia del proceso de
obtencion de la HBPM y de muestras
comerciales. Se siguieron los lineamientos de
la Ph. Eur. correspondientes a la monografia
para Heparins, Low-Molecular-Mass,
identification C.

Para el célculo se determina la relaciéon entre
las areas de los picos obtenidos con el detector
IR y las areas obtenidas con el detector UV
para el estandar de referencia de Mn 3700. Se
grafican los tiempos de retencion para cada
pico del cromatograma IR con su
correspondiente masa molecular (Mi) y se
ajusta con una funcion polinomial
preferentemente de 3¢ grado. De Ia
interpolacién se obtienen los valores de Mw
caracteristicos de la muestra.



Resultados

Se debe cumplir ademas de lo establecido para
HBPM lo indicado para cada producto en
particular (ver Tabla 2).

2000 Da <
% Masa % Masa 5
Mw(Pa) | <go00Da | <2000Da | _TeNas2
4825 87.2 16.8 705

Caracterizacion de HBPM

Masa molecular relativa promedio =
en masa (Mw) S ez

Al menos 60 % de la masa total < 8000 Da

Caracterizacion de Enoxaparina

Masa molecular relativa promedio

en masa (Mw) 3800 — 5000 Da

% Masa < 2000 Da 12.0 - 20.0

2000 Da < % Masa < 8000 Da 68.0 - 82.0

Tabla 2: especificaciones segun Ph. Eur.

En base al analisis de las areas obtenidas con
el LMM CRS vy las distintas muestras se puede
analizar el cumplimiento o no de las
especificaciones de la monografia. En las
Figuras 1 y 2 se observan los perfiles
cromatograficos tipicos del testigo.
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Figura 1: Cromatograma UV del LMM CRS
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Figura 2: Cromatograma IR del LMM CRS

Un ejemplo de una Enoxaparina se muestra en
la Fig. 3y su Tabla 3
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Figura 3: Cromatograma IR de una muestra de
enoxaparina comercial
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En la Fig. 4 y su Tabla 4 se muestra un lote de
producciéon que no alcanzé la especificacion
para Enoxaparina.

Tabla 3: valores calculados segun Ph. Eur.
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Figura 4: Cromatograma IRMI“&Ee un lote de produccion
fuera de especificacion

Mw (Da) % Masa % Masa 230&5:;
<8000 Da | <2000 Da < ;000 Da
6290 68.2 9.8 58.4

Tabla 4: valores calculados segun Ph. Eur.

La polinomial de ajuste de 3° grado
recomendada en Ph Eur presentd un
coeficiente de correlacion (R) superior a 0.998.

Conclusiones

A partir de la implementacién del estudio de la
distribucion de masas moleculares en estos
glicosaminoglicanos se puede establecer si una
muestra cumple o no las especificaciones
correspondientes a la Ph. Eur. Esto permite a
los laboratorios farmacéuticos y empresas
farmoquimicas  elaboradoras de  estos
mucopolisacaridos asegurar la calidad de su
produccion, tanto para la comercializacion en el
pais como para el comercio exterior. Esta
determinacion se debe complementar con los
demas requerimientos analiticos descriptos en
la monografia y en una segunda etapa se
espera evaluar la repetibilidad del método y
reproducibilidad interna del laboratorio.
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