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DESCRIPCION
Evaluacién de preparaciones de heparina para uso farmacéutico.
La invencion se refiere a métodos de analisis de muestras de heparina, y materiales derivados de heparina.
ANTECEDENTES

Se han utilizado polisacaridos complejos como intervenciones farmacéuticas en cierto nimero de procesos de
enfermedad, que incluyen oncologia, enfermedades inflamatorias, y trombosis. Ejemplos de intervenciones
farmacéuticas de esta clase son acido hialurénico, un adyuvante para curacion de las heridas y agente anti-cancer, y
heparina, un agente anticoagulante y antitrombotico potente. Los polisacaridos complejos suscitan su funcion
fundamentalmente por fijacion de moléculas solubles de sefializacién de proteinas, que incluyen factores de
crecimiento, citoquinas y morfégenos presentes en la superficie celular y dentro de las matrices extracelulares entre
las células, asi como sus receptores emparentados presentes en este entorno. Al hacerlo asi, estos polisacaridos
complejos efectian cambios criticos en los caminos de sefalizacion extracelulares e intracelulares importantes para
la funciéon de células y tejidos. Por ejemplo, la heparina se fija al inhibidor de la coagulacién antitrombina I
promoviendo su capacidad para inhibir los factores lla y Xa.

SUMARIO

En un aspecto, la descripcién presenta un método de evaluacion de una preparacion de heparina que incluye:
proporcionar una preparacion de heparina; administrar la preparacion de heparina por SAX-HPLC para determinar la
ausencia o presencia de sulfato de condroitina sobresulfatado (OSCS), en donde el limite de detecciéon del OSCS en
la preparacion de heparina es 0,05% (p/p), el OSCS se resuelve de un valor basal y el OSCS se resuelve de otros
componentes de la preparacion de heparina. La evaluacion puede consistir, v.g., en determinar la idoneidad para
uso como producto farmacéutico o para uso en la fabricaciéon de un producto farmacéutico. EI método puede incluir
la toma de una decision, v.g., para clasificar, seleccionar, aceptar o desechar, liberar o retener, procesar en un
producto farmaco, transportar, desplazar a un lugar diferente, formular, etiquetar, envasar, poner en el comercio,
vender u ofrecer para la venta la preparacion, basandose, al menos en parte, en el analisis.

En una realizacion, OSCS no esta presente o esta presente por debajo del limite de deteccién y la preparacion es
adecuada para ser utilizada como producto farmacéutico o para la preparacién de un producto farmacéutico. En una
realizacion, el método puede incluir proporcionar un registro, v.g., certificado de analisis concerniente al contenido de
OSCS, u otra impresion o registro legible por computadora, para una preparacion determinada como adecuada para
uso como producto farmacéutico o para uso en la fabricacion de un producto farmacéutico. El registro puede incluir
otra informacion, tal como un identificador de agente de test especifico, una fecha, un operador del método, o
informacion acerca de la fuente o estructura. En una realizacién, el método incluye adicionalmente la toma de
decision para seleccionar, aceptar, liberar, procesar en un producto farmaco, transportar, desplazar a un lugar
diferente, formular, etiquetar, envasar, poner en el comercio, o vender u ofrecer para la venta la preparacion.

En una realizacion, el OSCS esta presente en o por encima del limite de deteccioén y la preparacion no es adecuada
para ser utilizada como producto farmacéutico o para la preparacion de un producto farmacéutico. En una
realizacion, el método puede incluir proporcionar un registro, v.g. certificado de analisis concerniente al contenido de
OSCS, u otra impresioén o registro legible por computadora, para una preparacion determinada como no adecuada
para uso como producto farmacéutico o para uso en la fabricacién de un producto farmacéutico. El registro puede
incluir otra informacion, tal como un identificador de agente de test especifico, una fecha, un operador del método, o
informacion acerca de la fuente o estructura. En una realizacién, el método incluye adicionalmente la toma de
decisién en cuanto a desechar o retener la preparacion.

En una realizacion, el método incluye ademas la memorializacion de la decision o paso tomado.

En una realizacion, la preparacion se selecciona del grupo de un material de partida para la produccion de un
farmaco, un compuesto intermedio en la produccién de un farmaco, una sustancia farmaco o un producto farmaco.
En una realizacion, la preparacién de heparina es una preparacion de heparina no fraccionada.

En una realizacion, el método incluye adicionalmente proporcionar una preparacion de heparina que no incluye
OSCS o incluye OSCS por debajo del limite de deteccion y evaluar la capacidad de la preparacion para inducir una
respuesta inmune o reaccionar con un anticuerpo anti-OSCS.

En una realizacion, el método incluye adicionalmente proporcionar una preparacion de heparina que incluye OSCS
en o por encima del limite de deteccion y evaluar la capacidad de la preparacion para inducir una respuesta inmune
0 reaccionar con un anticuerpo anti-OSCS.

En una realizacion, el método incluye adicionalmente calibrar una columna SAX-HPLC con un estandar que incluye
entre 0,05% (p/p) y 1,0% (p/p) de OSCS, v.g., 0,05% (p/p), 0,1% (p/p), 0,5% (p/p), 1,0% (p/p) de OSCS.
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En una realizacion, la preparacion de heparina se analiza utilizando una columna SAX-HPLC que se ha calibrado
con un estandar que incluye entre 0,05% (p/p) y 1,0% (p/p) de OSCS, v.g., 0,05% (p/p), 0,1% (p/p), 0,5% (p/p), 1,0%
(p/p) de OSCS.

En una realizacion, el tiempo de ejecucion para la SAX-HPLC no es superior a 1 hora, 45 minutos, 30 minutos, 20
minutos o 15 minutos. En una realizacion, el tiempo de ejecucion para la SAX-HPLC oscila desde aproximadamente
15 a 45 minutos, 20 a 40 minutos o 30 a 35 minutos.

En un aspecto, la descripcion presenta un método de evaluacion de una preparacion de heparina que incluye: recibir
informacion acerca del contenido de OSCS, en donde la informacién se ha obtenido por un método descrito en esta
memoria, tomar una decision, v.g., clasificar, seleccionar, aceptar o desechar, liberar o retener, procesar en un
producto farmaco, transportar, desplazar a un lugar diferente, formular, etiquetar, envasar, poner en el comercio,
vender u ofrecer para la venta la preparacién, basandose, al menos en parte, en la recepcion de la informacion.

En un aspecto, la descripcién presenta un método de evaluacién de una preparacion de heparina que incluye:
obtener informacién concerniente al contenido de OSCS, en donde la informacién se ha obtenido por un método
descrito en esta memoria, y transmitir la informacion a un tercero que toma una decision, v.g., clasificar, seleccionar,
aceptar o desechar, liberar o retener, procesar en un producto farmaco, transportar, desplazar a un lugar diferente,
formular, etiquetar, envasar, poner en el comercio, vender u ofrecer para la venta la preparacién, basandose, al
menos en parte, en la informacion.

En otro aspecto, la descripcion presenta un método de deteccion de OSCS de una preparacion de heparina. El
método incluye proporcionar una preparacion de heparina y analizar la preparacion de heparina por un método SAX-
HPLC que tiene un limite de deteccion de 0,05% (p/p), resuelve OSCS de un valor basal y resuelve OSCS de otros
componentes de la preparacion de heparina, para detectar con ello OSCS en la preparacién de heparina.

En una realizaciéon, cuando se detecta OSCS, el método incluye adicionalmente tomar una decision, v.g., una
decision descrita en esta memoria. Por ejemplo, cuando se detectar OSCS en la preparacion de heparina, el método
incluye adicionalmente hacer un registro, clasificar, desechar, retener, purificar la preparacion de heparina
basandose, al menos en parte, en el analisis o cuando no se detecta OSCS en la preparacién de heparina, el
método incluye adicionalmente hacer un registro, clasificar, seleccionar, aceptar, procesar en un producto farmaco,
transportar, desplazar a un lugar diferente, formular, etiquetar, envasar, poner en el comercio, vender u ofrecer para
la venta la preparacién de heparina, basandose, al menos en parte, en el analisis.

En una realizacion, la preparacion se selecciona del grupo de un material de partida para la produccion de un
farmaco, un compuesto intermedio en la produccién de un farmaco, una sustancia farmaco o un producto farmaco.
En una realizacion, la preparacion de heparina es una preparacion de heparina no fraccionada.

En una realizacion, el método incluye adicionalmente calibrar una columna SAX-HPLC con un estandar que incluye
entre 0,05% (p/p) y 1,0% (p/p) de OSCS, v.g., 0,05% (p/p), 0,1% (p/p), 0,5% (p/p), 1,0% (p/p) de OSCS.

En una realizacién, la preparacion de heparina se analiza utilizando una columna SAX-HPLC que ha sido calibrada
con un estandar que incluye entre 0,05% (p/p) y 1,0% (p/p) de OSCS, v.g., 0,05% (p/p), 0,1% (p/p), 0,5% (p/p), 1,0%
(p/p) de OSCS.

En una realizacion, el tiempo de ejecucion para la SAX-HPLC no es superior a 1 hora, 45 minutos, 30 minutos, 20
minutos o 15 minutos. En una realizacion, el tiempo de ejecucion para la SAX-HPLC oscila desde aproximadamente
15 a 45 minutos, 20 a 40 minutos o 30 a 35 minutos.

En un aspecto, la descripcion presenta un método de determinacion de la cantidad de OSCS en una preparacion de
heparina. El método incluye proporcionar una preparacion de heparina y analizar la preparacion de heparina por un
método SAX-HPLC que tiene un limite de deteccion de 0,05% (p/p), resuelve OSCS de un valor basal y resuelve
OSCS de otros componentes de la preparacion de heparina, a fin de determinar con ello la cantidad de OSCS en la
preparacion de heparina.

En una realizacién, el método incluye proporcionar un registro, v.g., certificado de analisis concerniente al contenido
de OSCS, u ofra impresion o registro legible por computadora, para una preparacion determinada como adecuada
para uso como producto farmacéutico o para uso en la fabricacién de un producto farmacéutico. El registro puede
incluir otra informacion, tal como un identificador de agente de test especifico, una fecha, un operador del método, o
informacion acerca de la fuente, estructura o cantidad de OSCS.

En una realizacién, cuando se detecta OSCS, el método incluye adicionalmente la toma de una decision, v.g., una
decision descrita en esta memoria.

En una realizacion, la preparacion se selecciona del grupo de un material de partida para la produccion de un
farmaco, un compuesto intermedio en la produccién de un farmaco, una sustancia farmaco o un producto farmaco.
En una realizacion, la preparacién de heparina es una preparacion de heparina no fraccionada.
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En una realizacion, el método incluye adicionalmente calibrar una columna SAX-HPLC con un estandar que incluye
entre 0,05% (p/p) y 1,0% (p/p) de OSCS, v.g., 0,05% (p/p), 0,1% (p/p), 0,5% (p/p), 1,0% (p/p) de OSCS.

En una realizacion, la preparacion de heparina se analiza utilizando una columna SAX-HPLC que ha sido calibrada
con un estandar que incluye entre 0,05% (p/p) y 1,0% (p/p) de OSCS, v.g., 0,05% (p/p), 0,1% (p/p), 0,5% (p/p), 1,0%
(p/p) de OSCS.

En una realizacion, el tiempo de ejecucion para la SAX-HPLC no es superior a 1 hora, 45 minutos, 30 minutos, 20
minutos o 15 minutos. En una realizacion, el tiempo de ejecucion para la SAX-HPLC oscila desde aproximadamente
15 a 45 minutos, 20 a 40 minutos o 30 a 35 minutos.

En un aspecto, la descripcion presenta una preparacion estandar o un conjunto de preparaciones estandar. El
estandar incluye un disolvente y OSCS comprendido entre aproximadamente 0,05% (p/p) y 1,0% (p/p) de OSCS,
v.g., 0,05% (p/p), 0,1% (p/p), 0,5% (p/p), 1,0% (p/p) de OSCS. El conjunto incluye una pluralidad de estandares,
cada uno de los cuales tiene una concentracién diferente de OSCS. En una realizacion, el disolvente puede ser una
preparacion de heparina no fraccionada que no contiene una cantidad detectable de OSCS. El estandar o conjunto
de estandares puede(n) utilizarse para calibrar una columna SAX-HPLC. La columna puede utilizarse en los
métodos descritos en esta memoria.

En otro aspecto, la invencion presenta la fabricacion de una preparacion, v.g., una preparacion estandar de
concentracion conocida, proporcionando OSCS en una cantidad comprendida entre aproximadamente 0,05% (p/p) y
1,0% (p/p) de OSCS, v.g., 0,05% (p/p), 0,1% (p/p), 0,5% (p/p), 1,0% (p/p) de OSCS, y combinando el mismo con un
disolvente, v.g., un disolvente descrito en esta memoria.

Una preparacion de heparina, como se utiliza en esta memoria, es una preparacion que contiene heparina o una
preparacion derivada de la misma, e incluye por tanto UFH, LMWH, ULMWH y analogas.

El término "heparina no fraccionada (UFH)", como se utiliza en esta memoria, es heparina purificada de mucosa
intestinal de porcino que puede utilizarse como farmaco o como material de partida en el proceso para formar una
LMWH.

Los productos farmaco polisacaridos complejos pueden aislarse o derivarse de fuentes naturales y son mezclas
complejas de cadenas de polisacarido. Es importante que UFH, tanto si se utiliza con farmaco o como material de
partida para la preparacion de un farmaco derivado de heparina, v.g., una LMWH, no contiene niveles inaceptables
de OSCS. Los métodos descritos en esta memoria son Utiles, v.g., desde un punto de vista de proceso, v.g., para
monitorizar o asegurar la consistencia o calidad lote a lote y para identificar preparaciones de heparina que pueden
dar o no como resultado una reaccién adversa en un paciente. Una reaccién adversa en un paciente podria ser
irritacion local, dolor, edema, edema periférico; reacciones locales en el sitio de inyeccién (v.g., necrosis en la piel,
nodulos, inflamacion, exudacion), lesiones sistémicas alérgicas (v.g., prurito, urticaria, reacciones anafilactoides),
coma o muerte.

El sulfato de condroitina sobresulfatado (OSCS), como se utiliza en esta memoria, hace referencia a sulfato de
condroitina que tiene la estructura siguiente

en donde Rq es SO3H, R, es SO3H y Rz es H o SO3H.

El término "limite de deteccion" se refiere a la concentracién minima de OSCS que puede diferenciarse de otros
componentes en una preparacion de heparina.

El limite de deteccion puede utilizarse como valor de referencia. Un valor de referencia puede ser un valor
concerniente a la presencia de OSCS en una muestra, v.g., una muestra de referencia. El valor de referencia puede
ser numérico o no numérico. V.g., el mismo puede ser un valor cualitativo, v.g., si 0 no, o presente o no presente a
un nivel de deteccion, o grafico o pictérico preseleccionado. El valor de referencia puede ser también un estandar de
liberacion (un estandar de liberacion es un estandar que deberia cumplirse para permitir la venta comercial de un
producto) o estandar de produccion, v.g., un estandar que viene impuesto, v.g., por un tercero, v.g., la FDA, sobre
una preparacion de heparina.

Los métodos SAX-HPLC descritos en esta memoria resuelven OSCS de un nivel basal. El valor basal es un valor o
punto de partida del cual puede medirse una reaccién. Cuando esta presente OSCS en una preparacién de
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heparina en o por encima del limite de deteccioén, los métodos descritos en esta memoria pueden distinguir OSCS
del valor basal en un cromatograma.

Los métodos descritos en esta memoria permiten también resolver OSCS de otros componentes de la preparacion
de heparina. Los términos "resolver", "resuelto”, "resolucién”, significan interpretar dos cosas como diferentes. Por
ejemplo, los métodos descritos en esta memoria distinguen OSCS de otros componentes de la preparacion de
heparina. Adicionalmente, los métodos descritos en esta memoria distinguen la presencia de OSCS a niveles tan

bajos como 0,05% (p/p) respecto a un valor basal.

Los detalles acerca de una o mas realizaciones de la invencion se exponen en los dibujos que se adjuntan y la
descripcion que sigue. Otras caracteristicas, objetos, y ventajas de la invencion seran evidentes de la descripcion y
los dibujos, y de las reivindicaciones.

DESCRIPCION DETALLADA
Se describe brevemente el dibujo.

La Figura 1 es un cromatograma de heparina sin fraccionar (UFH) impurificada con diversas concentraciones de
sulfato de condroitina sobresulfatado (OSCS), a saber 0,5% (p/p) de OSCS, 1,0% (p/p) OSCS y 2,5% (p/p) OSCS.

SAX-HPLC.

Se cargan preferiblemente en una columna aproximadamente 100 ul a 300 yl de muestra. Sustratos, v.g., resinas o
cuentas, adecuados para SAX-HPLC incluyen aquéllos que poseen grupos anidnicos fuertes tales como grupos
amonio cuaternario. El sustrato puede ser de diversos tamafios de particula, que incluyen 10 ym, 15 ym, 20 ym, 30
pm. Las particulas pueden ser esféricas. En una realizacion, el sustrato es SOURCE™ 15Q o RESOURCE™ 15Q,
de Amersham Biosciences.

Fases moviles utiles incluyen una sal tal como Tris-hidrocloruro, cloruro de sodio, y combinaciones de los mismos.
En algunas realizaciones, la fase movil utiliza un gradiente de una sal. El gradiente puede ser un gradiente lineal o
no lineal. Por ejemplo, el gradiente puede ser multifasico, v.g., bifasico, trifasico, etc. El caudal es con preferencia
aproximadamente 1,0 a 1,4 ml/minuto. La fase mévil puede mantenerse a un pH constante o cuasi-constante, v.g.,
un pH de aproximadamente 7,0, 7,5, 8,0 u 8,5.

La columna puede mantenerse a una temperatura constante a todo lo largo de la separacion, v.g., utilizando un
calentador de columna comercial. En algunas realizaciones, la columna puede mantenerse a una temperatura de
aproximadamente 10°C a aproximadamente 30°C, v.g., aproximadamente 10°C, 15°C, 18°C, 20°C, 22°C, 25°C,
30°C.

El OSCS separado de una preparacién de heparina por los métodos descritos en esta memoria puede detectarse
por numerosos medios que incluyen, v.g., por absorbancia ultravioleta (v.g., a una longitud de onda de
aproximadamente 215 nm).

Adicionalmente, puede utilizarse un estandar en los métodos descritos en esta memoria. Ejemplos de estandares
incluyen OSCS a una concentracién predeterminada y/o una preparacion de heparina sin fraccionar que no tiene un
nivel detectable de OSCS. El estandar de OSCS puede estar en un disolvente. En una realizacién, el estandar de
OSCS puede estar en una preparacion de heparina que no tiene un nivel detectable de OSCS.

Ejemplo

Se utilizé SAX-HPLC para detectar OSCS presente a diversas concentraciones en una preparacion de heparina sin
fraccionar. Se afiadi6 OSCS a cinco muestras de la preparacion de heparina sin fraccionar a las concentraciones
siguientes, 5,0 (p/p), 2,5% (p/p), 1,0% (p/p), 0,5% (p/p) y 0,1% (p/p). Adicionalmente, la muestra de heparina sin
fraccionar y un estandar de OSCS (1,0% (p/p)) se utilizaron como controles. La fase mévil A (Tris-hidrocloruro 10
mM, pH 7,5) se combind con cada una de las muestras en viales HPLC de polipropileno. La fase mévil B era Tris-
hidrocloruro 10 mM, cloruro de sodio 2 M a pH 7,5.

Las condiciones de gradiente eran como sigue:

Gradiente HPLC
Condiciones: % Fase % Fase
Tiempo, minutos Movil A Movil B
0,0 97 3
2,5 97 3
75 90 10
225 0 100
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25,0 0 100
251 97 3
30,0 97 3

Las muestras se mantuvieron a 25°C durante el andlisis y se inyectaron en la columna 100 yl de muestra. Las
muestras se separaron utilizando una columna de anion fuerte Triton SOURCE™ Q15 4,6 x 100 mm (Amersham
Biosciences) a 25°C con un caudal de 1,0 ml/min a lo largo de 30 min de tiempo total de ejecucion. La absorbancia
ultravioleta se detectd a 215 nm. Los resultados se muestran en la Figura 1.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de evaluacion de una preparacion de heparina, que comprende:

proporcionar una preparacion de heparina para determinar su idoneidad para uso como farmaco o en la
preparacion de un farmaco; y

analizar la preparacion de heparina por SAX-HPLC a fin de determinar la ausencia o presencia de sulfato de
condroitina sobresulfatado (OSCS), en donde el limite de deteccion de OSCS en la preparacion de heparina es
0,05% (p/p), el OSCS se resuelve de un valor basal y el OSCS se resuelve de otros componentes de la preparacion
de heparina, para evaluar con ello la preparacion de heparina.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente tomar una decisién acerca de la preparacion
de heparina basada en el andlisis.

3. El método de la reivindicacion 2, en donde OSCS esta presente en o por encima del limite de deteccion y la
decision consiste en clasificar, desechar, o retener la preparacion.

4. El método de la reivindicacion 2, en donde OSCS no esta presente en el limite de deteccion y la decision
consiste en clasificar, seleccionar, aceptar, liberar, procesar en un producto farmacéutico, transportar, desplazar a
un lugar diferente, formular, etiquetar, envasar, poner en el comercio, vender u ofrecer para la venta la preparacion.

5. El método de la reivindicacién 1, en donde la preparaciéon de heparina es una preparacién de heparina no
fraccionada.
6. El método de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente calibrar una columna SAX-HPLC con un

estandar que incluye entre 0,05% (p/p) y 1,0% (p/p) de OSCS.

7. El método de la reivindicaciéon 1, en donde el método SAX-HPLC utiliza una columna SAX-HPLC que ha sido
calibrada con un estandar que incluye entre 0,05% (p/p) y 1,0% (p/p) de OSCS.

8. El método de la reivindicacion 1, en donde el tiempo de ejecucion para la SAX-HPLC no es superior a 45
minutos.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde el tiempo de ejecucion para la SAX-HPLC no es superior a 30
minutos.

10. El método de la reivindicacion 8, en donde el tiempo de ejecucion para la SAX-HPLC oscila desde
aproximadamente 20 y 40 minutos.

11. Un método de evaluaciéon de una preparacion de heparina que comprende:

recibir informacién acerca del contenido de OSCS de una preparacion de heparina, en donde la informacion
se ha obtenido por un método que comprende proporcionar la preparacion de heparina; y analizar la preparacion de
heparina por SAX-HPLC a fin de determinar la ausencia o presencia de sulfato de condroitina sobresulfatado
(OSCS), en donde el limite de deteccion de OSCS en la preparaciéon de heparina es 0,05% (p/p), el OSCS se
resuelve de un valor basal y el OSCS se resuelve de otros componentes de la preparacion de heparina; y

tomar una decision basada en el analisis, para evaluar con ello la preparacion de heparina.

12. El método de la reivindicacién 11, en donde OSCS esta presente en o por encima del limite de deteccién en
la preparacion de heparina y la adhesion consiste en clasificar, desechar, o retener la preparacion.

13. El método de la reivindicacion 11, en donde OSCS no esta presente en el limite de deteccién y la adhesion
consiste en clasificar, seleccionar, aceptar, liberar, procesar en un producto farmaco, transportar, desplazar a un
lugar diferente, formular, etiquetar, envasar, poner en el comercio, vender u ofrecer para la venta la preparacion.

14. El método de la reivindicacion 11, en donde la preparacién de heparina es una preparacién de heparina no
fraccionada.

15. Un método de evaluacion de una preparacion de heparina, que comprende:

determinar informacion acerca del contenido de OSCS de una preparacion de heparina, en donde la
informacion se ha obtenido por un método que comprende proporcionar la preparacion de heparina; y analizar la
preparacion de heparina por SAX-HPLC a fin de determinar la ausencia o presencia de sulfato de condroitina
sobresulfatado (OSCS), en donde el limite de deteccion de OSCS en la preparacion de heparina es 0,05% (p/p), €l
OSCS se resuelve de un valor basal y el OSCS se resuelve de otros componentes de la preparacion de heparina; y
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proporcionar la informacioén a un tercero que toma una decisién acerca de la preparacion de heparina basada
en el analisis, para evaluar con ello la preparacién de heparina.

16. Un método de deteccion de sulfato de condroitina sobresulfatado (OSCS) en una preparaciéon de heparina,
que comprende:

proporcionar una preparacion de heparina;

analizar la preparacién de heparina por un método de cromatografia liquida de alta resolucion con
intercambio de anion fuerte (SAX-HPLC) que tiene un limite de deteccion de OSCS en la preparacion de heparina de
0,05% (p/p), resuelve el OSCS de un valor basal y resuelve el OSCS de otros componentes de la preparacion de
heparina, para detectar con ello un OSCS en la preparaciéon de heparina, a fin de detectar de este modo OSCS.

17. El método de la reivindicacion 16, en donde OSCS se detecta en o por encima del limite de deteccion en la
preparacion de heparina, y el método comprende adicionalmente tomar una decisiéon acerca de la preparacion de
heparina basada en el analisis.

18. El método de la reivindicacién 16, en donde OSCS no se detecta en el limite de deteccidn en la preparacion
de heparina, y el método comprende adicionalmente tomar una decision acerca de la preparacién de heparina
basada en el analisis.

19.  Un método de determinacion de la cantidad de sulfato de condroitina sobresulfatado (OSCS) en una
preparacion de heparina, que comprende:

proporcionar una preparacion de heparina;

analizar la preparacién de heparina por un método de cromatografia liquida de alta resolucion con
intercambio de anion fuerte (SAX-HPLC) que tiene un limite de deteccion de OSCS en la preparacion de heparina de
0,05% (p/p), resuelve el OSCS de un valor basal y resuelve el OSCS de otros componentes de la preparacion de
heparina, a fin de determinar con ello la cantidad de OSCS en la preparacién de heparina.

20. El método de la reivindicacion 19, en donde el método comprende adicionalmente tomar una decisién basada
en la cantidad de OSCS presente en la preparaciéon de heparina.

21. El método de la reivindicacién 19, en donde el método comprende adicionalmente tomar una decisién acerca
de la preparacion de heparina basada en la cantidad de OSCS presente en la preparacién de heparina.
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