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RESUMEN

El propdsito de una medicion es determinar el valor de una
magnitud, llamada el mensurando. La imperfeccion natural
de las mediciones, hace imposible conocer con certeza ab-
soluta el valor verdadero de una magnitud, ya que toda me-
dicién lleva implicita una incertidumbre, el cual es un para-
metro no negativo que caracteriza la dispersion de los
valores atribuidos a un mensurando. En la presente investi-
gacion se empleo una estrategia diferente al procedimiento
“bottom-up” propuesto por la ISO, el cual nos permitié esti-
mar de forma global la incertidumbre, mediante la agrupa-
cion de valores determinados durante la verificacion del
método analitico. El valor obtenido en nuestro estudio fue
de 3.46 Ul/mL con un 90% de confianza. Observandose co-
mo fuente de mayor contribucion al calculo, el efecto de la
matriz del medicamento, dependiente del tipo de insulina
presente, ademas de la precision y trazabilidad del patron
de referencia, los cuales contribuyen en la incertidumbre fi-
nal de forma similar. En este sentido, nuestros esfuerzos
deben dirigirse a la optimizacion de los procesos de homo-
geneizacion, adquisicion del patrén de referencia tipo pri-
mario, con la finalidad de garantizar a lo largo del tiempo,
resultados reproducibles, trazables y confiables.

Palabras clave: Productos biotecnoldgicos, insulina, for-
mulacién, especificacion, cromatografia liquida de alta reso-
lucion (HPLC), rango de aceptacion, material de referencia
certificado (MRC), variabilidad, incertidumbre, trazabilidad.
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Laboratorio de Control de Recombinantes y Terapéuticos.
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ABSTRACT

The purpose of measurement is to determine the value of a
quantity, called the measurand. The natural imperfection of
determining measurements, makes impossible to know with
absolute certainty the true value of a magnitude, since all
measurement implies an uncertainty, which is a non-negati-
ve parameter that characterize the dispersion of the values
attributed to a measurand. In this research, we employed a
different strategy to the “bottom-up” procedure, proposed by
the ISO, which allowed us to calculate globally the uncer-
tainty, by grouping values, determined during the verification
of the analytical method. The obtained value in our study
was 3.46 IU/mL with 90% confidence. The matrix effect of
the drug, depending on the insulin type present inside, was
observed as the bigger contribution source to the calcula-
tion, as well as the accuracy and traceability of the reference
pattern, which contribute in the final uncertainty similarly.
Thus, our efforts should be directed to the optimization of the
homogenization processes and the acquisition of the pri-
mary type reference pattern, in order to ensure over time,
reproducible, traceable and reliable results.

Key words: biotechnological products, insulin, formulation,
specification, acceptance range, high resolution liquid chro-
matography, certified reference material, variability, uncer-
tainty, traceability.
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INTRODUCCION

La calidad y seguridad de un producto de uso y con-
sumo humano se puede evidenciar cuando el producto
es capaz de mantener sus valores determinados de po-
tencia, concentracion, pH, esterilidad, entre otros; den-
tro de los limites especificados. Estos valores no solo
son importantes para el fabricante, en el conocimiento
de la trazabilidad de los pasos individuales durante la
manufactura, sino que también permite reducir la varia-
bilidad del anélisis y la trazabilidad extendida hasta el
producto cuando son analizados por el Laboratorio de
Control de Recombinantes y Terapéuticos (CRT) de la
Divisién de Control Nacional de Productos Biolégicos,
del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

La mayoria de los productos biotecnoldgicos deriva-
dos a través de la tecnologia de ADN recombinante,
poseen metodologias analiticas desarrolladas por el
fabricante los cuales requeriran de procesos de imple-
mentacién y validacion por parte del laboratorio CRT,
mientras que para aquellos productos como la insulina
gue ya poseen monografias oficiales, lo apropiado es
realizar una verificacion del método.

Es importante destacar que las condiciones existen-
tes en el laboratorio relacionadas al personal, reactivos,
equipos son diferentes y cualquier factor como la pureza
de los solventes, el analista, las condiciones de almace-
namiento del producto durante su distribucion, pueden o
no incidir en los resultados analiticos.

Estas incidencias pueden ser determinadas a través
de la estimacion de la incertidumbre de una respuesta
analitica. Para el caso del ensayo de potencia de la insu-
lina, es necesario identificar todas las fuentes de incerti-
dumbre de los términos de la expresion utilizada para
calcularla. En concreto, las fuentes de incertidumbre in-
cluyen todos aquellos procesos que involucren a la
muestra, al patrén de referencia y al analisis cromatogra-
fico. Considerando, desde la incertidumbre del volumen
del inyectable analizado, el cual dependera de la toleran-
cia y de la precision del material volumétrico empleado.
La incertidumbre de la recuperacion del proceso de ex-
traccién dependiente del andlisis cromatogréfico, de los
pre-tratamientos realizados para extraer a la insulina en
forma monomérica bien sea de las muestras enriqueci-
das o no, a través de la adicion del patron de trabajo. Por
ultimo, la incertidumbre debida a los procesos de homo-

geneizacion de la muestra (formacion de una solucion a
partir de una suspension), la cual aplica cuando la insuli-
na esta presente en forma de cristales en presencia de
ligandos fendlicos y zinc como un complejo hexaédrico;
de la misma manera que lo hace con pequefios agre-
gados de protamina(.

Existen muchas contribuciones a la incertidumbre
del resultado final y el célculo individual de cada una de
ellas siguiendo el procedimiento “bottom-up” propuesto
por la ISO resultaria ciertamente complejo. Sin embargo,
es posible agrupar términos y calcular la incertidumbre
de forma global, bajo la siguiente expresion (ecuacion 1),
donde se estima la incertidumbre expandida, a través del
producto del factor de cobertura K por la raiz de la incer-
tidumbre combinada, la cual se obtiene a partir de la
sumatoria de las incertidumbres estandar de cada proce-
so determinado durante la verificacion del método®):

U= lq/v2 precision + v’trazabilidad + vheterogeneidad + v otros

Ecuacién 1. Estimacién de la incertidumbre de manera global.

Considerando la experiencia citada por el grupo de
Rikke Brix y col. (2002)®); quienes describen la impor-
tancia del efecto de la variabilidad de los pasos indivi-
duales durante la verificacion o validacion de un méto-
do, en la trazabilidad extendida al resultado obtenido
durante la evaluacion del producto.

Esto permitié identificar los pasos esencialmente
importantes, donde es posible especificar limites en
relacion: variacion del analisis, variabilidad en la produc-
cion del andlisis (ej. Composicion final de la fase movil),
pureza de los reactivos o incertidumbre del material de
referencia.

Sin embargo, también es necesario considerar la
contribucion de los excipientes que estan presentes en
las diferentes formulaciones que existen en el mercado
venezolano, que hacen posible obtener diferentes tipos
de insulina segun su accion, como son: insulina de ra-
pida accion (regular), accion intermedia (NPH y lenta) y
de larga accion (ultralenta). Para la insulina regular el
vehiculo es una solucion buffer de pH neutro (7-7.8)
clara e incolora, a la cual se agrega m-cresol como pre-
servativo, glicerol y cloruro de zinc como estabilizador.
La forma hexaédrica es estabilizada por iones de zinc,
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siendo la estructura cuaternaria predominante, ademas
de otras estructuras que incluye a dimeros y tetrameros.
La molécula tiende a agregarse en el vial; el hexamero
necesita dividirse para la absorcion desde el sitio de in-
yeccion subcutaneo. Por esta razén, la insulina regular
entra en la circulacion alrededor de unos treinta minutos
después de la inyeccion.

La absorcion de NPH es retrasada por la protamina,
una proteina extraida del nucleo de la esperma de pes-
cado. En el cristal de insulina, la protamina regula la in-
teraccion entre dimero y hexameros. El vehiculo es un
buffer de pH 6.9-7.5. Fenol y m-cresol son afiadidos co-
mo preservativos. Los cristales de insulina son insolu-
bles y tienden a precipitar en el fondo del vial. La insulina
de larga accién (ultralenta) es una suspension acuosa de
cristales de zinc a pH neutro, de apariencia lechoza;
tiene un tiempo de accién después de cuatro horas de
aplicacion @),

El propdsito de nuestra investigacion, es obtener
los valores de incertidumbre estandar correspondientes
a la precisién intermedia, a la verificacion de la trazabi-
lidad del material de referencia, a la heterogeneidad de
la muestra y a el efecto que puede dar la matriz que
compone al producto durante la valoracion de insulina,
para finalmente calcular la incertidumbre global con un
factor de cobertura de un 90% de confianza (k=1.645)
(Ecuacion. 1).

MATERIALES Y METODOS
¢ Reactivos

Para el ensayo de potencia HPLC se emplea como
muestras insulina de accién rapida, insulina NPH e insu-
lina humana iséfona bifasica, obtenidas por tecnologia
ADN recombinante; agua calidad Milli-Q, sulfato de so-
dio anhidro (min 99%) para analisis, acido fosforico al
85%, acetonitrilo grado HPLC, etanolamina al 99% y
acido clorhidrico 9,6 N grado reactivo.

¢ Instrumental

Cromatoégrafo Liquido de Alta Resolucién: equipo
HPLC Agilent serie 1100 acoplada a una computadora
Hewlett- Packard HP PC x 86 Family 6 model 8 Step-
pieng 10 AT/AT compatible con sistema Microsoft Win-
dows 2000 126.520 KB de RAM. Columna: Zorbax
300SB-C18 5 um 4.6 x 150 mm; deteccion UV (214 nm)

Ensayo: USP 34 NF29 2011

Fase movil: Disolver 28.4 g de sulfato de sodio
anhidro en 1.000 mL de agua MilliQ, medir con la ayuda
de una pipeta 2.7 mL de acido fosférico, transferir a la
solucion, y si fuera necesario ajustar con etanolamina a
un pH= 2.3. Preparar una mezcla de la solucién ante-
riormente mencionada y acetonitrilo (74:26). Entibiar el
acetonitrilo a una temperatura de 20° o mas para evitar
precipitacién en la solucion.

* Preparacion del estandar

En el ensayo se empled un material de referencia
secundario (98.8 IU/mL correspondiente a 3.4284 mg
puros de insulina humana/mL) Intervalo 99.7%-100.3%
con un 95% de confianza. Se diluyé hasta obtener una
concentracion final de ~1,5 mg/mL en acido clorhidrico
0,01 N.

* Preparacion de la solucién de aptitud del sistema

Diluir el material de referencia secundario hasta ob-
tener una concentracion de aproximadamente 1,5 mg
de insulina en 1,0 mL de acido clorhidrico 0,01 N. Dejar
en reposo a temperatura ambiente, durante no menos
de tres dias para obtener una solucién que contenga no
menos de 5% de desamido insulina A-21.

¢ Preparacion de la muestras

Se realizé un pool con las muestra segun el tipo de
insulina a analizar; luego se agrego 2.5 uL de acido
clorhidrico 9.6 N por cada mililitro de un volumen exac-
tamente medido. Para finalmente medir 2 mL de la solu-
cién resultante, y transferir a un matraz aforado de 5 mL,
diluir y enrazar con acido clorhidrico 0.01 N en 5 mL.

¢ Calculo de potencia

En unidades USP de insulina humana por mL de In-
yeccion, a través de la formula:

ol
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Donde:

C: esla concentracion, en unidades USP de insulina
humana por mL, del material de referencia Insulina Hu-
mana USP en la preparacion de la solucién estandar.

D: es el factor de dilucion.

> ru: sumatoria de las areas de los picos de insuli-
nay de insulina desamido A-21 obtenidas de los cro-
matogramas de la muestra.

> rs: sumatoria de las areas de los picos de insulina
y de insulina desamido A-21 obtenidas de los cromato-
gramas de la solucién estandar.

* Método

El propdsito de la presente investigacion es determi-
nar la incertidumbre de la respuesta analitica del ensayo
de potencia por HPLC-PR, de acuerdo a lo establecido
en las monografias de insulina humana ADN recombi-
nante, insulina humana is6fona ADN recombinante e
insulina humana is6fona bifasica ADN recombinante de
la Farmacopea de los Estados Unidos de América
USP34 NF29 2011, A través del parametro de preci-
sién empleado durante la verificacion del método. Es
importante destacar que los analistas poseen la expe-
riencia con el analisis de HPLC y con la interpretacion
de los requerimientos de la Farmacopea de los Estados
Unidos de América USP34 NF29 2011.

RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar, debe verificarse la trazabilidad y
exactitud de la potencia de insulina expresada en el
Material de Referencia Certificado (MRC). En este caso
se utilizé un MRC, cuya potencia declarada de insulina
humana ADN recombinante es de 98,8 + 0,3 IU/mL
(correspondiente a 3,4284 mg puros de insulina huma-
na/mL) con un 95% de confianza; lo que indica que la in-
certidumbre se habia calculado utilizando un factor de
cobertura de k= 1,96.

ElI MRC se analizé diez veces en el laboratorio CRT
en condiciones intermedias siguiendo el protocolo del
método analitico. Los resultados obtenidos (expresados
en Ul/mL de Insulina) se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1
Resultados de andlisis del MRC

Analisis Resultado

1 98,8000

2 99,2670

3 99,3704

4 98,9076

5 99,0323

6 99,6343

7 99,6100

8 99,5151

9 99,7060

10 99,7543

Promedio 99,3597

s (desviacién estandar) 0,35

RSD (desviacién estandar relativa) 0,35

Para verificar la probabilidad de que los dos prome-
dios (calculado vs declarado en el certificado) pertenez-
can a un mismo conjunto de datos, se realizé un test -
Student:

método

_ ‘}MRC -X _ |98,8 - 99,36| _208

tcal -

(UMRC )2 . ( s, )2 (0,30)2 . (0,35)2
k \n 1,96) (410

Donde el X,z s la concentracion certificada de
insulina humana ADN recombinante, Uy, €s la incerti-
dumbre asociada a dicha concentracion y n es el nume-
ro de veces que se analizé el MRC con el método anali-
tico (en este caso, n=10). El valor de t calculado, fcal,
debe compararse con el valor de t tabulado de dos colas

para 9 grados de libertad y un nivel de significacion a
(en este ejemplo a = 10%).

El valor de t tabulado es 3,25 mayor al f calculado, lo
que indica que no existe diferencias significativas, que
pertenecen a un mismo conjunto de datos y por lo tanto,
los resultados proporcionados por el método son traza-
bles al valor certificado del MRC.

Una vez verificada la trazabilidad del MRC, se pue-
de trasladar dicha trazabilidad a los resultados obteni-




JHOLEISA C HERRERA C, TATIANA L PATO L, DUNIAM PEREZ M, MARIA T IBARZ H. Estimacion de la incertidumbre para el andlisis de potencia de Insulina
Humana Isofana ADN Recombinante por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién Fase Reversa segun USP34 NF29 2011.
Rev. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2013; 44 (2): 29-35

dos al analizar las muestras de rutina de insulina huma-
na ADN recombinante. Para ello, es necesario que las
muestras analizadas en la rutina sean similares al MRC
empleado, en términos de concentracion y de matriz.

En este sentido, es conveniente que el método esté
bajo condiciones controladas de aseguramiento de la
calidad para poder garantizar a lo largo del tiempo que
los resultados siguen siendo trazables. Debido a que es
primera vez que nos encontramos verificando la meto-
dologia con el empleo de un material de referencia, tipo
patron secundario, en forma de suspension, se trabajo
con un rango del 90% de confianza.

Calculo de los diferentes componentes
de incertidumbre

Cada uno de los diferentes términos de incertidum-
bre de la ecuacion 1 propuesta, se pueden obtener a
partir de la informacién suministrada durante la verifica-
cion del método.

1. Incertidumbre debida a la precisién

La incertidumbre debida a la precision corresponde
a la precision intermedia del método analitico, determi-
nada entre condiciones de repetibilidad y reproducibili-
dad, por tanto, un parametro muy importante ya que nos
da una idea de la variabilidad que pueden tener los re-
sultados dentro de un laboratorio.

La precision intermedia del método puede obtener-
se a partir del analisis del MRC.

S 035 0 3sun/mL

u_ ..=—=
precision W ’\/I

Donde S; es la desviacion estandar de los 10 resul-
tados obtenidos al analizar el MRC y N es el nUmero de
veces que se analiza la muestra de rutina en condicio-
nes intermedias (normalmente, N=1).

2. Incertidumbre debida al proceso
de verificacion de la trazabilidad

Se calcula tomando en cuenta la incertidumbre de la
referencia y la precision intermedia del método.

UMRC)2 SV (03) (035)
= || ZMRE L Tl = + =0,19UI/mL
Uyrazabitidad \/ ( X N 1.96 N m

El primer término de la expresién corresponde al cua-
drado de la incertidumbre estandar del MRC dividida por
el factor de cobertura k igual a 1,96, ya que se describe
en el certificado del material de referencia, que la incer-
tidumbre fue calculada con un 95% de confianzay el
segundo término corresponde a la incertidumbre asocia-
da al valor medio obtenido al analizar 10 veces el MRC.

3. Incertidumbre debida a la heterogeneidad
de la muestra

Para calcular la incertidumbre de la heterogeneidad,
se realiz6 la homogeneizacion de 6 alicuotas de 2 mL,
extraidas del pool de una muestra en suspension (Insu-
lina humana is6fona ADN recombinante NPH) con acido
clorhidrico HCL 9,6 N. Luego cada alicuota se llevé has-
ta volumen 5 mL con HCL 0,01 N y se analizaron como
indica el procedimiento analitico.

Cada una de las 6 determinaciones se analizé en

condiciones de repetibilidad. Obteniéndose los siguien-
tes resultados (tabla 2):

Tabla 2
Resultados de las 6 determinaciones de Insulina
Humana Is6fona ADN recombinante
Homogeneizadas

Determinacion Resultado
1 100,67
2 101,43
3 100,99
4 102,06
5 101,67
6 101,66
Promedio 101,41
s (desviacién estandar) 0,49
RSD (desviacion estandar relativa) 0,49

La incertidumbre de la heterogeneidad corresponde
a la desviacion estandar de los resultados obtenidos al
analizar las 6 determinaciones de la muestra:

= '\/Szdetermin aciones = O,49UI/mL

uheterogeneidad
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4. Incertidumbre debida a otros términos

En este caso se evalud la posible interferencia de la
matriz en los resultados finales, ya que segun sea el tipo
de accién de la insulina, esta tendra agregados que per-
mitan el efecto y la liberacion de la insulina en el tiempo,
por tanto nosotros consideramos de gran utilidad anali-
zar bajo el mismo método a la insulina humana ADN
recombinante (insulina regular) y a la Insulina humana
is6fona bifasica ADN recombinante (insulina 70/30);
considerandose a los excipientes un término mas de in-
certidumbre.

La incertidumbre debido a otros términos, es el re-
sultado de la estimacion de la incertidumbre estandar
para una muestra seleccionada al azar de insulinaR e
insulina 70/30, en condiciones de repetibilidad. Para el
caso de efecto de la protamina en el tiempo la misma
muestra anteriormente analizada de insulina 70/30 se
analizé al transcurrir 6 horas después de acidificar a las
muestras en el proceso de homogeneizacién (Tabla 3).

Tabla 3

Resultados de la estimacion de la incertidumbre
segun la matriz de la muestra

Incertidumbre
(Ul/mL)
Muestras Insulina R 0,11
Muestra Insulina 70/30 0,23
Muestra Insulina 70/30 efecto
de la protamina en el tiempo 1,99

5. Calculo de la incertidumbre final

La incertidumbre final de los resultados se obtiene a
través del producto del factor de cobertura K por la raiz
de la incertidumbre combinada, tal como lo muestra la
ecuacion 1. La incertidumbre final, se ha calculado em-
pleando un factor de cobertura k = 1,645. Por tanto, hay
aproximadamente un 90% de confianza de que la poten-
cia verdadera de la insulina humana ADN recombinante,
esté contenida dentro del intervalo de la potencia resul-
tante de la muestra mas o menos la incertidumbre aso-
ciada, U. Por tanto el valor de Incertidumbre global es:

U =1,645(0.35F + (0,19F +(0.49F +(0.11F +(0,23F + (1L99) =3.46U1 /mL

La Fig. 1 muestra como contribuye cada uno de los
componentes de incertidumbre a la incertidumbre total.
Se observa que la incertidumbre debida al efecto de li-
beracion de los mondmeros de insulina por parte de la
interaccion con la protamina, en muestras de insulina
humana iséfona bifasica, genera mayor contribucion a
medida que pasa el tiempo durante la homogeneidad de
la muestra hasta el momento de analizar en el HPLC, se-
guido a la asociada con la heterogeneidad de la muestra,
ambas depende del efecto de la matriz de las muestras.

Total

Otros Insulina 70/30 efecto tiempo
Otros Insulina 70/30

Otros Insulina R

Heterogeneidad

Trazabilidad

Precision

0 0,5 1 15 2 25

W Incertidumbre estandar

Figura 1. Contribucion de los componentes de incertidumbre
a la incertidumbre total. Todos los términos de incertidumbre
estan expresados como incertidumbre estandar, u.

Por otra parte, se puede observar que las incertidum-
bres asociadas a la precision y a la trazabilidad contri-
buyen a la incertidumbre final en menor intensidad, debi-
do a que son estimadas a partir del MRC empleado en el
estudio.

En este sentido, debemos optimizar el proceso de
homogeneizacion de la muestra, debido a que los pépti-
dos de protamina agregados en la formulacion, prote-
gen a la insulina de la co-precipitacion a pH neutro, for-
mando un precipitado blanco amorfo, producto de la
interaccion entre las cargas negativas de la insulina 'y
los cationes de la protamina, los cuales gradualmente
se van transformando en cristales tetragonales; que
prolongan la accién de la insulina.

Durante el analisis cuando son acidificadas las
muestras el complejo insulina-protamina es disociado y
disuelto. Pero a medida que pasa el tiempo, durante la
permanencia de las muestras a 25 °C en el carrusel del
automuestreador del HPLC, se van formando productos
tales cuales: insulina unida la protamina y dimeros de
insulina unidos de forma covalente, los cuales pueden
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afectar los resultados de la potencia de la insulina®). Por
lo que debemos considerar el tiempo que transcurre una
vez homogeneizada las muestras y el resultado de inte-
gracion del pico cromatografico obtenido durante el ana-
lisis, ya que el tiempo no solo incide en lo anteriormente
expuesto, sino que también contribuye a la formacion
del principal producto de degradacion (insulina desa-
mido A-21).

Otra posibilidad para disminuir la incertidumbre final
segun la precision y trazabilidad de los resultados, es
hacer uso del material de referencia primario.

CONCLUSION

En la presente investigacion, se describié como rea-
lizamos el calculo de incertidumbre en un analisis cro-
matografico; identificando en primer lugar las numero-
sas fuentes de incertidumbre(”8), que estan presentes
en el proceso para la determinacién de la potencia de
insulina humana ADN recombinante. Posteriormente se
calculd globalmente la incertidumbre, agrupando las
fuentes de incertidumbre en cuatro componentes princi-
pales. La ventaja de dicha estrategia es que el calculo
se hace mas sencillo, debido a que se aprovecha la in-
formacion obtenida durante el proceso de verificacion
del método, segun la monografia oficial de insulina hu-
mana ADN recombinante de la Farmacopea de los
Estados Unidos de Américas USP34 NF29 2011.

El valor obtenido en nuestro estudio fue de 3.46
Ul/mL con un 90% de confianza. Observandose como
fuente de mayor contribucién al calculo, el efecto de la
matriz del medicamento, dependiente del tipo de insuli-
na presente y la heterogeneidad de la muestra. Mientras

que en menor grado, se encuentran la precisién del
método y la trazabilidad del patrén de referencia. Por lo
tanto, nuestros esfuerzos deben dirigirse a la optimiza-
cion de los procesos de homogeneizacion, adquisicion
del patrén de referencia tipo primario, con la finalidad de
garantizar a lo largo del tiempo, resultados reproduci-
bles, trazables y confiables.
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