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INTRODUCCION

La prueba de valoracion de Gonadotropina Coriénica Humana " HCG ", plantea
serios problemas a los laboratorios de la industria farmacéutica, ya que el Unico
método autorizado para la valoracién de los productos terminados en los que se
utiliza esta hormona, es el biolégico.

Esta hormona es utilizada en numerosos medicamentos, y por lo tanto los
laboratorios deben de valorar un nimero muy elevado de lotes de producto
terminado utilizando precisamente el método de valoracién biolégica, que presenta
miltiples inconvenientes : demasiado tiempo para su realizacion, ya que dura como
minimo 5 dias, el sacrificio de muchos animales, en general unas 40 ratas (en cada
prueba a las que después de administrarles la hormona se les extirpan los ovarios o
la préstata para determinar el aumento de peso producido por la inyeccion del
farmaco), y finalmente un costo también elevado en cada prueba. A pesar de todos
estos inconvenientes la industria farmacéutica no ha desarrollado ain un método
inmunolégico alterno y por lo tanto se ve obligada a continuar utilizando el método
biolagico, tnico permitido por las Farmacopeas .

Los laboratorios farmacéuticos que producen este medicamento deben de someter
tanto cada lote de materia prima empleado en su fabricacién, como de producto
terminado, a un contro! de calidad riguroso a fin de cumplir con las especificaciones
dictadas por la Secretaria de Salud, especificaciones estas que aparecen en las
Farmacopeas editadas por cada pals y que estipulan en este caso en particular que
el titulo de la hormona debe de estar comprendido entre el 80% y el 125% del valor
etiquetado.

Con estos antecedentes, Laboratorio Roussel de México solicitd el desarrollo de un
método de valoracién inmunoldgico, alterno al biolégico, para valorar la hormona en
producto terminado, que pudiera presentarse en su momento a las autoridades de
la Secretarfa de Salud, para su autorizacion.

Es un hecho que las pruebas biolégicas han sido casi totalmente substituidas por
pruebas inmunoldégicas en el drea clinica, donde la dosificacién de la HCG permite
realizar tanto diagndsticos de embarazo, como de eficacia de tratamientos
oncolégicos, sin embargo, la industria farmacéutica alin no ha dado este paso y
sigue utilizando el método blolégico.

Blen se entiende que las propiedades medidas por las valoraciones biolégicas e
inmunolégicas son distintas, por esta razén solamente se pretende sustituir la
valoracién bioldgica en productos terminados, mas no en materia prima. Sin
embargo, debe de considerarse también que los avances obtenidos en los Ultimos
afios en las técnicas inmunoldgicas, asi como en los conocimientos relaclonados
con la estructura, estabilidad, pureza y funcién de la hormona, han sido muy
importantes. En efecto, los resultados de las primeras pruebas, realizadas en los



anos sesentas, que confrontaban las pruebas bioldgicas e inmunoldgicas revelaron
algunas discrepancias entre los dos métodos, sin embargo desde entonces, las
técnicas inmunoldgicas han evolucionado notablemente.

Al considerar la posibilidad de efectuar una valoracién inmunolégica, para la
determinacién de una substancia en un producte terminado, como método alterno
de una valoracién bicldgica, hay que analizar dos puntos principales: Primero,
determinar si existe una buena correlacion entre los dos titulos y segundo,
demostrar que la valoracidén inmunoldgica cumple con los requerimientos de
precisién, exactitud y linealidad de un método analitico aceptable.

Con base en estas consideraciones, el propdsito de este trabajo fue el de
determinar la posibilidad de uso de un ensayo inmunoldgico para valorar
gonadotopina coridnica humana en un medicamento, para lograrlo, se llevé a cabo
una revisién de la bibliografia que sobre el tema existe al dla de hoy, analizandose
igualmente de manera exhaustiva los reactivos que ofrece el mercado naclonal.

La estrategia consistic en analizar todos los tipos de reactivos existentes,
incluyendo las posibilidades que ofrecian las diversas pruebas es decir: RIA,
Inhibicién de Hemaglutinacién, Fluoroinmunoensayo y Ensayo Inmunoenzimatico,
preseleccionando algunos de ellos en base a su capacidad para tener buena
correlacién con la valoracidn bioldgica, para finaimente seleccionar el reactivo que
presenté los mejores resultados, y continuar con su adaptacién y normalizacion
para la cuantificacién de HCG en un medicamento.

Como los reactivos que se analizaron estdn destinados a andlisis clinicos, se
desarrollaron innumerables pruebas que nos permitieron adaptar ese reactivo a las
necesidades de la industria farmacéutica La investigacion preliminar, tanto
bibliogréfica como en el laboratorio, asi como las pruebas subsecuentes realizadas
con el reactivo seleccionado, tendientes a la adaptacién y normalizacién del método
son descritas en este trabajo.



1.1 ANTECEDENTES

La GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA (HCG) conocida comtnmente como
la hormona del embarazo, es producida por la placenta, y se encuentra en el suero
y en la orina de las mujeres embarazadas.

Esta hormona es de gran importancia en el drea farmacéutica, relacionada
directamente con las pruebas de deteccion temprana del embarazo, es utilizada
ademds en diversas terapias relacionadas con disfunciones hormonales tanto de
hombres como de mujeres, encontrandose generalmente dentro de la industria
farmacéutica, bajo la forma de polvo liofilizado para solucién inyectable.

Fue en 1927 cuando Ascheim y Zondek identificaron por primera vez en la orina de
mujeres embarazadas, una substancia con una actividad similar a la Hormona
Luteinizante (LH), demostrando mads tarde que efectivamente se trataba de una
hormona, a la que flamaron GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA (HCG).
Posteriormente, en 1928 se desarrollé un ensayo biolégico para la deteccién y la
medicién de la HCG, e! cual dominé, durante més de tres décadas, el campo de las
pruebas de embarazo, asf como otras pruebas de diagndstico de diversas
patologias.

Sin embargo, Ios inconvenientes inherentes a tales pruebas, fundamentalmente
complejidad, tiempo y costo, frenaron la utilizacién de la hormona para el desarrollo
de métodos diagndsticos. Estas pruebas sacrifican muchos animales, son caras, y
requieren de mucho tiempo, asf como de personal muy capacitado; por otra parte,
todas las pruebas bioldgicas presentan dificultades de interpretacion y diferencias
en las respuestas biologicas de los animales de prueba.

No fue sino hasta 1960, cuando Wide y Gemzell, desarrollaron el primer ensayo
inmunoldgico; 1a simplicidad y el bajo costo de los procedimientas inmunolégicos en
placa o en tubo, permitieron el desarrolic de pruebas para la deteccién del
embarazo. Aunque su sensibilidad era baja hacian posible la deteccion del
embarazo de 3 a 5 semanas después de la concepcidn. Posteriormente, el
desarrollo del radicinmunoensayo permitié que el uso de los métodos de valoracion
de gonadotropina coridnica humana se expandiera a otras &reas de diagndstico
clinico, gracias a su gran sensibilidad, especificidad y a su caracter cuantitativo.

Finalmente, es en 1975 cuando se descubren los anticuerpos monoclonales que por
su estructura homogénea revolucionaron el campo de las pruebas diagnosticas in
vitro,y que sustituyeron poco a poco a los antisueros policlonales utilizados en los
métodos de valoracién radioinmunoldgicos. E! método "sandwich” o inmunometria,
se desarrolla utilizando muy a menudo los anticuerpos monoclonales junte con una
gama de marcadores muy varlada, tanto enziméticos y radioisotdpicos, como
fluorescentes. ’



Paralelamente, y a pesar de que la naturaleza proteica de la hormona presenta una
complejidad que hace dificil su estudio, los estudios quimicos relacionados con la
estructura de la gonadotropina coriGnica humana avanzaron, dando a conocer su
estructura heterodimérica, es decir que la HCG estd constituida por do
subunidades, Alfa y Beta, que separadas no presentan actividad bioldgica.

Como consecuencia y debido a la utilizacién de anticuerpos monoclonales, durant
la dltima década aparecieron muchas pruebas nuevas de diagnéstico clinico, |
principal aportacién consistid en la posibilidad de utilizar antisueros contra |\
subunidad Beta de la hormona, dando a las pruebas una gran especificidad qu:
evita las Interferencias en el resultado por la presencia de hormonas similares,
como es el caso de la LH, FSH, y TSH. También permitié el desarrollo de trabajo!
enfocados a estudiar tumores gracias a la medicién de 1a subunidad beta libre de |
HCG.

Finalmente, un aporte de importancia fue el desarrollo de métodos cuantitativos d
diagndstico que evitan Ios problemas relacionados con la utilizacién . d
radioisétopos, sustituyéndolos por marcadores enziméticos, principalmente e
pruebas de tipo ELISA de 2 sitios que ofrecen precisién y sensibilidad comparable
los radioinmunocensayos.



1.2 ETIV

El objetivo de este trabajo es el de llevar a cabo un estudio que permita encontrar
un método inmunolégico para cuantificar Gonadotropina Coriénica Humana en un
medicamento, utilizando los productos existentes en el mercado nacional, que
pueda satisfacer las exigencias de un [aboratorio de control de calidad de la
industria farmacéutica en cuanto a sencillez de uso y confiabilidad, proporcionando
un método validable que represente un método alterno a la tan laboriosa valoracién
biolégica, que es la Gnica actualmente autorizada por la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos.



CAPITULO Il

2.1 HORMONAS

El término HORMONA (derivado de una palabra griega que significa “estimular")
hace referencia a una entidad quimica especifica segregada en la sangre por un
grupo bien definido de células y transportada por el sistema vascular a un punto
distante de su origen, donde realizara su accidn. (1)

Sobre la base de su estructura quimica se puede realizar una clasificacién en
cuatro grupos principales:

- Glucoprotefnas compuestas por 2 cadenas diferentes( Ej;HCG,LH)
-Aminoacidos o sus derivados, procedentes de la médula suprarrenal y de la
gléndula tiroides (Ej: epinefrina y norepinefrina)

- Esteroides derivados del colesterol, procedentes de las glandutas sexuales y de
la corteza suprarrenal (Ej: testosterona y estrégenos)

-Proteinas, procedentes de la hipdfisis, del pancreas, del hipotdlamo y de la
paratiroides. [ son solubles en el plasma, mientras que las anteriores son poco
solubles por lo que requieren proteinas especificas para su transporte ]

Las acciones de las hormonas se pueden clasificar segin los tres apartados
siguientes:

1.-Morfogénesis, que implica el crecimiento, la diferenciacion y la maduracién del
organismo.

2.-Homedstasis, que mantiene un equilibrio dindmico fluido de los componenles
del medio interno de un animal.

3.-Integracién funcional, mediante la cual el sistema nervioso y el sistema
enddcrino dependen uno del otro, complementandose mutuamente en muchas
de sus funciones.

2.2 GONADOTROPINAS

Definicién: se denomina hormonas gonadotrépicas, gonadotropinas &
gonadotrofinas a las hormonas capaces de estimular las gldndulas sexuales &
génadas, o sea el testiculo y el ovario. Son todas glucoproteinas que se destruyen
por las enzimas proteoliticas. ( 2 }



Las gonadotropinas tienen dos origenes:

a) La hipdfisis anterior o pars distalis de ambos sexos, constituyendo las
gonadotropinas hipofisarias, a saber, las hormonas foliculoestimulante y
luteinizante, existiendo ademés en la orina de las mujeres menopdusicas
una gonadotropina menopéusica humana.

b)en el tejido coridnico o trofoblasto de la placenta, se encuentran las gonado-
tropinas placentarias, que generalmente se obtienen de la orina de la mujer
embarazada constituyendo la gonadotrapina coridnica.

-La hormona foliculoestimulante (FSH), extraida en estado puro y cristalino de la
hipdfisis de oveja y de cerdo, es una glucoproteina, de peso molecular de 33,000,
constituida por dos cadenas polipeptidicas alfa y beta unidas a carbohidratos, pero
cuya estructura no estd completamente dilucidada. La FSH estimula la formacion
del esperma en los testiculos, (células de Sertoli} y la maduracidn del foliculo y el
oocito en el ovario. No se emplea en medicina.

-La hormona luteinizante (LH) estimulante del foliculo en el ovario y de las células
de Leydig en los testiculos, es una glucoproteina de peso molecular aproximado
de 29,000 constituida por dos cadenas polipeptidicas alfa y beta y carbohidratos,
cuya estructura tampoco esta completamente dilucidada. Las cadenas separadas,
como en el caso de las FSH no tienen actividad.No se emplea en medicina.

-La gonadotropina o gonadotrofina hipofisaria humana es una preparacién
también denominada HPG que era extraida anteriormente de hipdfisis de
caddveres, no es completamente pura y posee la actividad de las hormonas
follculoestimutante y luteinizante, fue util en el tratamiento de la esterilidad.

-La gonadotropina menopéusica humana o menotropina o HGM (Pergonal) como
su nombre lo indica, se extrae de la orina de mujeres posmenopéusicas y procede
de la hipdfisis, posee la actividad de las hormonas foficuloestimulante y
luteinizante, es util en el tratamiento de la esterilidad.

-La gonadotropina o gonadotropina coridnica, gonadotropina o gonadotrofina
coriénica humana (HCG) (Endoceridn, Profasi, Gonadotropyl} se extrae de la orina
de mujeres embarazadas, pues se la encuentra en ella y se forma en los cultivos
de células placentarias-trofoblasto. Obtenida en estado puro y cristalizada, es una
glucoproteina de peso molecular de casi 36,700, constituida como las anteriores
por las dos cadenas polipeptidicas alfa( estructura idéntica a las subunidad alfa de
FSH,LH,y TSH) y beta (confiere especificidad, es similar a la LH en los primeros
120 aminoécidos, pero su extremo N-terminal de 30 aminodcidos es Unico). Su
accién es semejante a la LH.



2.3 GONADOTROPINA CORIONICA AN
2.3.1 QRIGEN Y QUIMICA
A) Ori i ipcisn y solubilidad

n: La gonadotropina coriénica humana (HCG) se forma en ias células
placentarias llamadas trofoblastos y se extrae de la orina de mujeres
embarazadas. Su potencia no debe de ser inferior a 2500 Unidades por cada mg.
(24)

Descripeidn: Polvo amorfo blanco o casi blanco, ligeramente amarillo-café, sin
olor, ( 37 )

Solubilidad: Muy soluble en agua y practicamente insoluble en éter.

Almacenamiento: Conservar en refrigeracién, en envases bien cerrados,
preferentemente en vidrio tipo | y protegido de la luz.

. B) ESTRUCTURA QUIMICA

La gonadotropina coridnica humana es una glucoproteina constituida por dos
subunidades polipeptidicas diferentes, alfa y beta, ligadas de manera no covalente
y unidas a cadenas laterales de carbohidratos.

La Hcg es una de las 4 hormonas glucoprotéicas que son estructuralmente y
funcionalmente similares ( ver tabla N° 1 y Figura N° 1 ). Los otros miembros de
este grupo lo forman la LH, FSH y TSH. Cada una de estas hormonas consta de 2
subunidades diferentes , alfa y beta , que se asocian de manera no covalente, La
subunidad alfa de estas hormonas difiere de las otras solamente por su
composicién en carbohidratos. La subunidad beta difiere de manera mas intensa
tanto en la composicion de los aminodcidos como en la composicién de los
carbohidratos, y es responsable de la atribucion de las diferentes actividades
biolégicas a las hormonas (3).

La molécula intacta de HCG tiene un peso molecular de 36700 y contiene un 30 %
de carbohidratos en peso. La conformacidn nativa de la molécula contiene un 60%
de estructura beta y menos de 10 % de la hélice alfa. Esta conformacién se
establliza notablemente por los puentes disulfuro. La disociacién de la molécula
intacta en sus subunidades se acompafia por cambios conformacionales en las
subunidades.



Tabla 1 .- Nimero de aminodacidos de las cadenas aifa y beta de las hormonas
TSH,LH,FSH y HCG humanas (4).

HORMONA CADENA ALFA CADENA BETA
TSH 89 112
LH 89 115
FSH 89 115
HCG 89-92 147

X COOH a

Fig 1.- Representacién esquematica de la estructura de la HCG, FSH,LH y
TSH.Estas glucoprotelnas estén formadas por dos subunidades llamadas alfa y
beta. La subunidad alfa es comtin a las cuatro hormonas y la especificidad de
accién de cada una estriba en las diferencias estructurales de la cadena beta. Las
zonas sombreadas representan globalmente los puentes disulfuro entre las
cadenas. Las zonas engrosadas de las cadenas beta indican de manera arbitraria
las homologias parciales de sus estructuras primarias(4).



Las estructuras primarias de la subunidad alfa de todas las hormonas
glucoprotelcas son sensiblemente iguales y constan de 89 a 92 aminoécidos de
secuencia idéntica, sin embargo, los carbohidratos difieren de manera
significativa. La molécula contiene 5 enlaces disulfuro entre las cistelnas 7 y 31,
10y 32,28y 60,59y 87,y 82y84. ( Fig. 2)

-La subunidad alfa de la HCG consiste en una cadena simple de 92 aminoacidos
con complejos oligosacaridicos N-ligados con ASN-78 y con ASN-52. La molécula
debe su estructura a las dos unidades de carbohidratos y a los enlaces disulfuro
entre las cisteinas 7y 31, 10y 32, 28 y 60, 59 y 87,y 82 y 84.

FSH
{LH —_— t 15
H-Val-GlIx-Asp-Cys-Pro-Gix-Cys-Thr-Leu-GlIx-Glx-Asn~-Pro-Phe-Phe-
HCG  H-Ala-Pro-Asx-Val

16 30
Ser-Gln-Pro-Gly-Ala~Pro-ile-Leu-Gln-Cys-Met-Gly-Cys-Cys-Phe~
3t 45
Ser-Arg-Ala-Tyr-Pro-Thr-Pro-Leu-Arg-Ser-Lys-Lys-Thr-Met-Leu-

46 60
Val-Gln-Lys-Asn-Val-Thr-Ser-GIx-Ser-Thr-Cys-Cys-Val-Ala-Lys~
(CHO)
61 75
Scr—Tyr-Asn-Arg—Vnl-Thr-VnI-Mcl-GIy-GIy‘Phc-Fys-an—Glx-A((s:rH >
(o)

76 89
His-Thr-Ala-Cys-His-Cys-Ser-Thr-Cys-Tyr-Tyr-His-Lys-Ser-OH

Fig 2.- Secuencia de aminodcidos de la subunidad alfa de las
gonadotropinas humanas (5)




La suhunldad beta de la HCG consiste de una cadena sencilla de 145

y6 de oligt idos ( Fig 3 ). La molécula contiene seis

isulfuros entre las 9y90,23y72, 26y 110,34y 88, 38y 57,

93 y 100, las que deben tener implicaciones en la conservacién de estructura

cuaternaria, Los primeros 121 aminodcidos aminoterminales de la beta-HCG

tlenen 80 % de homologla con la beta-LH; el terminal carboxilo de la beta-HCG

una ia de 24 aminodcidos que no existen en la beta-LH. las

secuencias homélogas entre la beta-HCG y las subunidades beta de la FSH y de

I(a T)S(H sor; mucho menores que las que existen entre la beta-HCG y la beta-LH
6,3) (fig. 1),

"
s‘er- Lys +Glu - ProsLau s Arg « Pra « Afg » Cys > ::rg » Pro +lle -- Ala * Thr « Lou~ Ala + Val « Glu -.
Glu <Gy + Cys+Pro+Val «Cyselta + Thr «Val « ::o‘ Ty s Threfle _+Cyse Ala +Gly «Tyr -Pm"T‘nr-
et » Thr + Arg « Val «Leu* Gin »Gly « Val * Lou» Plo <Ala * Leu+ Pra + Gin + Val = val[> Cys+ Asn=Tyr -Ag?]

f&sd- val + Arg « Pho- Glu S} e m@ Cys+ Pro « Arg *Gly » Val + Asn » Pro » Val wval+
Ser {Tyr]+ Ala {Val* Ala + Lou- Ser < Cys Gin » Oys+ Ala - Lou-[Cys - g *Arg - Sor Thr - Thi - Asp ::.;s 3

1

Gl -Gy Pro < Lys s His +Pro - Lo Tor {SETAGH: Asp- ro - PRGSO RSy ST SO S

Sen Lys + Ala - Pro+ Pro » Pra -sur' Lou+Pro« Ser- Pro - sw- f9 « Leu-Pro < Gly «Pro » Sar Asp. Ihr]
[T
[P0+ lla_- Loy« Pro+Gin

Fig 3.- de aminodci e la beta de Jas
gonadotropinas humanas ( 5) (32 )
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e HCG

COOH

Fig 4.- Homologfa de estructura de la LH y de la HCG (4).

Dos de las seis unidades de carbohidratos de la beta-HCG son N-ligadas a la
ASN-13 y ASN-30. Ellas son idénticas a las presentes en la alfa-HCG, excepto
una de ellas que contlene una parte adicional de fucosa. La parte restante de la
unidad de carbohidratos es O-ligada a la SER-121, SER-127, SER-132, y
SER-138.

Las dos subunidades de la molécula se requieren para la actividad biolégica. Esto
se debe a que ninguna subunidad sdla se puede unir al receptor. La subunidad
beta es en gran medida responsable de la determinacién de la especificidad de la
reaccién de unién y de la subsecuente actividad bioldgica de la molécula intacta.

La subunidad alfa también esta involucrada en este proceso, pero en un grado
mucho mas pequefio. Diferentes modelos fueron recientemente propuestos para
describir la unién de la HCG a sus receptores en células luteales de ratén. En
estas, las dos subunidades estén en contacto con el receptor, con casi toda la
subunidad beta escondida entre la subunidad alfa y el sitio de unién, Los residuos
de aminoéacidos que estdn involucrados en la reaccién de unién no han sido
totalmente identificados. Estudios que examinan los efectos de la modificacién o
del retiro de! pentapéptido carboxiterminal de la subunidad alfa sobre la actividad
de unién con el receptor, sugieren que esta region de la molécula estd involucrada
en la reaccién de unidn. El grupo carboxiterminal de la subunidad beta no parece
estar involucrado en la reaccién de unién ya que el antisuero que se une
selectivamente a los lados del péptido carboxiterminal de la beta-HCG, no inhibe



1"

la actividad de unién de la hormona con el receptor. Ademas, el hecho de que la
LH humana se une al mismo receptor que la HCG, alin cuando en la beta-LH falta
la parte de 24 aminodcidos carboxiterminales de la beta-HCG, también sugiere
que el péptido carboxiterminal de la beta-HCG no se requiere para la unién de la
hormona al receptor. En cambio se constata que la tirosina se conserva en todas
las subunidades alfa, lo que sugiere que esta parte es responsable de la unidn
con el receptor (32).

Se obtuvo igualmente,alguna informacién sobre la orientacién de varlos residuos
de aminodcidos en la estructura terciaria de la HCG intacta. Estos estudios
sugieren que la TYR-41 y la TYR-69 de la alfa-HCG y los residuos de aminoécidos
31-38, TYR-61 y TYR-84 de la beta-HCG se encuentran en la region de contacto
de las subunidades (32)

Algunos estudios , examinando el papel de las partes de carbohidratos de la HCG,
demostraron que las cadenas oligosacaridicas no son necesarias para la
conservacién de la conformacién de la molécula. Tampoco parece que los
carbohidratos tengan un papel en la unién con el receptor o el anticuerpo ya que
las moléculas de HCG en las cuales una o las dos subunidades fueron
desglicosializadas, mostraron una unién a varios antisueros de HCG, asl como a
receptores de HCG, en goénadas de roedores y ovarios humanos. Las partes
carbohidratadas parecen sin embargo, estar involucradas en el apareamiento del
complejJo hormona-receptor a la adenilatociclasa. Esto fue propuesto por
numerosos estudios que demostraron que la HCG desglicosializada era menos
efectiva que la HCG nativa en estimular tanto la actividad de la adenilatociclasa,
como la produccién , in vitro, de la AMPc y de los esteroides.

En algunos casos, la HCG desglicosializada inhibe el efecto estimulatorio de la
HCG nativa en estos procesos. Estudios llevados a cabo sobre el mecanismo de
accién de la HCG desglicosializada sobre los ovarios de ratas, sugieren que las
partes carbohidratadas pueden actuar para el acoplamiento de! complejo
hormona-receptor a la proteina G, un componente de la adenilatociclasa.

El mecanismo por el cual esto ocurre no es conocido.

Los residuos del acido sidlico presentes en los azlcares terminales de las
cadenas oligosacaridicas de las dos subunidades de HCG parecen proteger a la
hormona de la degradacion réapida, in vivo; ya que un aumento significativo de la
tasa de desaparicién de la HCG ocurre después de su desializacién.

La répida desaparicién de la circulacion de la HCG desializada fue atribulda a la
exposicién de la galactosa, la cual hace la molécula susceptible a la unidén y
captacion por los receptores hepéticos para las glucoproteinas que contienen
carbohidratos con un residuo terminal galactosa (3).
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2.3.2 GENES DE ESTRUCTURA Y EXPRESION

Un gene codifica para la subunidad alfa de las cuatrohormonas glucoproteicas.La
localizacién del gene de la subunidad alfa es controversial, se ha reportado tanto
sobre el cromosoma 6 como sobre el 18.

Existen ocho genes que codifican para la subunidad beta de la HCG y de la LH.
Siete de estos genes codifican para la beta-HCG. Los ocho genes estan ligados y
se ubican en el cromosoma 19. (11)

2.3.3 SECRECION

La HCG intacta y sus subunidades fueron localizadas por varios métodos
inmunocitoquimicos, en los sincitiotrofoblastos y ocasionalmente en trofoblastos
intermediarios y citotrofoblastos de la placenta.

Los oligosacaridos O-ligados son pegados a la subunidad beta justo antes de la
secrecion de la hormona. La unién probablemente ocurre en el aparato de Golgi.

Se puede considerar que la estructura tridimensionaI] e la HCG bioldgicamente
activa se logra después de varios intermediarios sepaf;dos tanto temporalmente
como espacialmente. Alguna ligera formacién de la estructura terciaria aparece
antes de la desunién del péptido sefal en el reticulo pndoplasmatico, en donde
aparentemente comienza la dimerizacion. Después de gambios conformacionales,
que ocurren durante la siguiente modificacién de |la hormona, aparece la
estructura dimérica estable y biolégicamente activa.

La subunidad alfa se sintetiza en cantidades mayores que la subunidad beta
durante la mayoria de los embarazos. La cantidad limitada de beta-HCG en
relacién con la alfa-HCG se debe mds bien a una tasa de sintesis mas baja de la
beta-HCG, que a una degradacion aumentada de la sybunidad. La diferencia en
las tasas de sintesis entre las subunidades se debe, por lo menos en parte, a
diferencias en las cantidades de mRNAs para las subunidades, ya que los niveles
de mRNAs para la alfa-HCG exceden los mRNAs para beta-HCG en un factor
dos.(11)

Existen diferencias estructurales entre la subunidad alfa libre y la subunida alfa
obtenida de la HCG intacta. Aunque no se explica totaimente esta diferencia
parece que la subunidad alfa libre contiene una caderia adicional de sacaridos
O-ligada, probablemente ligada a la THR-39. Las porciorjes protefnicas de los dos
tipos de subunidad alfa parecen ser idénticas.

Una vez realizada la sintesis de la HCG, la hormona es fiberada répidamente por
la célula. El mecanismo sin embargo, no es conocido y parece ser que su
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liberacién no corresponde al mismo mecanismo que el seguido en la liberacion de
las harmonas glucoprotéicas de origen hipofisario.

2.3.4, NCENTRACIONES SERI Y METABOLISM

La HCG intacta ha sido detectada en la circulacion materna alrededor del décimo
dfa después del pico de LH de mitad de ciclo, lo que coincide con el periodo de
implantacién cuando el trofoblasto entra en contacto por primera vez con la
sangre materna. Después de su aparicidn en la sangre materna, la concentracién
de la HCG intacta crece muy rapidamente hasta las ocho semanas de embarazo.
Entre las semanas 8 y 12, la concentracién de HCG queda casi constante y
después decrece hasta la semana 18 del embarazo. La concentracion de la HCG
en la sangre materna queda casi constante durante todo el resto del embarazo.
(Fig. 5)

La subunidad alfa también es libverada en la circulacién materna y se detecta hacia
la sexta semana de embarazo; su concentracion crece uniformemente hasta la
semana 36, después de la cual queda casi constante. La concentracién de la
subunidad alfa libre en Ia sangre materna siempre es menor al 10 % de la HCG
intacta, su funcidn en la sangre no es conocida. La concentracién de subunidad
beta HCG es de aproximadamente el 0.5% de la HCG. ( 56 )

La HCG también estd presente en la sangre fetal, asi como en el liquido
amniético.

La HCG intacta desaparece muy lentamente de la sangre materna. Su
desaparicién corresponde a una cinética multiexponencial, con una tasa media de
desaparicién de 6 horas para el primer compuesto.Del 20% al 25% de la hormona
se excreta en la orina en su forma intacta, y lo demés parece que es captado y
degradado por diferentes tejidos, principaimente en el higado y los rifiones. La di-
sociacién de la hormona en sus subunidades en la sangre no es un paso inicial de
su desapraricién metabdlica.
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Fig 5.- Concentracién sérica de HCG en un embarazo normal
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24 EARMACOLOGIA DELAHCG
2.4.1 INDICACIONES TERAPEUTICAS
ACEPTADAS

-CRIPTORQUIDIA (tratamiento) La HCG estd indicada para el tratamiento de la
criptorquidia prepuberal no causada por una obstruccidn anatémica.

INFERTILIDAD MASCULINA (tratamiento) la HCG esta indicada sola o junto con
menotropina o clomifeno, para el tratamienta del hipogonadismo masculino debido
a una deficiencia hipofisaria.

INFERTILIDAD FEMENINA (tratamiento) La HCG esta indicada junto con
menotropina, o en algunos casos con clomifeno, para estimular la ovulacién y el
embarazo. En general, el uso de HCG con menotropina no es el tratamiento de
primera eleccién para la induccién de la ovulacién pero se utiliza en pacientes que

- no responden a un tratamiento menos costoso y menos peligroso como es él del
clomifeno.

FERTILIZACION IN VITRO (tratamiento) La HCG esta indicada, en conjunto con
la menotropina, para estimular el desarrollo de muchos oocitos en la paciente
anovulatoria que va a someterse a una fertilizacién in vitro.

NO.ACEPTADO
No se ha comprobado la eficacia de la HCG ni tampoco se le recomienda para
bajar de peso.

242 PRECAUCIQNESACONSIDERARENEL USQ DE
LA HCG (7)
Al NO Y M EN

No se han realizado estudios ni en animales ni en humanos. (7 )

EMBARAZO Y REPRODUCCION

Se han reportado casos de muerte fetal y malformacién congénita en nifios cuyas
madres fueron tratadas con HCG, sin embargo, no se ha podido establecer una
relacién directa de causa-efecto.
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INTER! ENCIAS EN B, N |

Ensayo inmunolégico para HCG: la prueba de embarazo deberla de realizarse por
lo menos 10 dias o mas después de la administracién de HCG para evitar un
resultado positivo falso.

Valores fisiologi T laboratori
.-La excreci6n urinaria de 17-cetoesteroides, 17-hidroxicorticoesteroides, y
algunos otros esteroides puede aumentar.

PROBLE Dl
No se debe de recetar HCG cuando existen los siguientes problemas médicos:

Para todas las indigaciones:
~Hipertrofia de la hipdfisis o tumor (puede crecer la hipdfisis).

Para criptorquidia;
~Pubertad prematura

Para induccién de la ovulagitn;

.-Sangrado vaginal de origen indeterminado

~Tumor fibroide del utero

~Quiste ovérico o crecimiento ovérico (riesgo de un crecimiento posterior)

Para hipogonadismo masculino:

.~Carcinoma prostético u otro neoplasma andrégeno dependiente

Se debe de considerar el binomio riesgo-beneficio cuando existen los siguientes
problemas médicos:

Asmalproblemas cardiacos/epilepsia/migrafias/deterioro de la funcién renal

NTROL DEL PACI
Los siguientes controles del paciente pueden ser de especial interés:
Para la induccién de la ovulacién:
.-Examen pélvico completo para evaluar el tamafio de los ovarios. (se recomienda

a diario después de que la concentracién de estrégenos emplece a subir, y hasta
por lo menos dos semanas después de !a admi i6n de HCG).

.-Toma diaria de la temperatura corporal basal (tomada por {a paciente a fin de
determinar si ocurrld la ovulacién)

.~Observacion del moco cervical (recomendado para ayudar a determinar si
ocurrié la maduracion folicular y la ovulacién)



17

~Determinacion del estradiol sérico (recomendado a diario empezando una
semana (espués del comienzo de cada tratamiento con menotropina, la HCG
deberfa de administrarse solamente después de haberse valorado la produccién
de estrégenos 24 horas antes.

~-Andlisis|de ultrasonido { se recomienda antes de una terapia con HCG para
proporcionar informacién sobre el nimero y tamafio de los foliculos presentes)

Para hipogonadismo masculino:

.-Determinaciones de testosterona sérica (para excluir otras causas y evaluar el
éxito del tratamiento, deberfa de aumentar)

.-Cuenta espérmica y determinacion de la motilidad del esperma (para evaluar el
éxito del tratamiento)

I i n i icular en un r d :
.-Concentraciones séricas de testosterona ( se recomienda antes del tratamiento y
un dia después de é1, deberla de duplicar si los testfculos son normales).

243 E M INE

La farmacpcinética ha sido especialmente estudiada por determinaciones basadas
en radioinmunoensayos.(2)

-ABSORCION: Al igual que las hormonas hipofisarias, la gonadotropina coriénica
humana es una substancia de origen proteinico que se destruye por las enzimas
digestivas|por lo que no actua cuando se administra por via bucal. En camblo se
absorbe actia perfectamente cuando se inyecta por via subcutanea 6
intramuscTIar.

- EX| : Una vez absorbida la HCG, pasa a la sangre.
La HCG e destruye parcialmente en el organismo y el resto se excreta en la
orina; su concentracion en ella tiene un patrén similar al correspondiente en el

plasma. Se detecta tanto en orina como en suero por medio de las pruebas de
embarazo,

La vida media de la HCG es de tipo bifdsica es decir que desaparece de ia
circulacién|en dos perfodos: uno con vida media de 20 a 37 horas, el otro, de 5 a
16 horas. (8) La USP, por su parte, indica valores de vida media de 5.6 y 24
horas. (7




244 FARMACODINAMI A

- MODO_DE ACCION: La accién principal de la HCG es estimular la conversion
del colesterol en pregnenolona, intermediario necesario para la sintesis de los
andrégenos, estrégenos y progesterona.

- MECANISMO DE ACCION: El mecanismo de accién de la HCG es el mismo que
éldelatH.

La HCG y Ja LH se unen a receptores de la membrana celular de los drganos
"blanca" ovario, testiculo para estimular la adenilciclasa, lo que origina un
aumento de la concentracién intracelular de AMP ciclico que, actuando como
segundo mensajero, produce un aumento de la biosintesis de las hormonas
sexuales (esteroidogenesis).(2)

- RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD:
La interaccién entre la hormona y su receptor de membrana especifico provoca
una sefial que se transmite a una enzima de membrana, la adenilciclasa por
medio de protelnas, ellas también de membrana, las proteinas G.

La activacion de la adenilciclasa por las proteinas G se puede resumir de la
manera siguiente: Después de la fijacién de la hormona sobre el receptor, este
ultimo cambia de conformacién, se une a la protefna G que se disocia y libera
la subunidad alfa. Esta subunidad alfa que podemos considerar como una
protelna G “activada" fija una molécula de GTP.E! complejo [subunidad alfa-GTP]
se adhiere a la adenilciclasa, la activa y se produce la sintesis del AMP ciclico.
Pero la proteina alfa es una GTPasa la cual hidroliza rdpidamente el GTP en
GDP, lo que provoca la liberacion de la adenilciclasa del complejofsubunidad
alfa-GDP] y su inactivacién asl como la activacién de la subunidad alfa. La
protelna alfa vuelve a asociarse con las otras dos subunidades beta y gamma
para volver a formar la proteina G inicial. Si una molécula de hormona sigue fijada
al receptor, este puede activar una nueva proteina G. Cada receptor activa varias
moléculas adenilciclasa. Existe por lo tanto un fenémeno de amplificacién de la
sefial, que a partir de un enlace hormona-receptor provoca la sintesis de varias
moléculas de AMP ciclico ( 9/1 ) (32).

El AMP ciclico activa las protelnas-qulnasas Estas enzimas contienen dos tipos de

subunidades: las subunidades y las subunidades reguladoras.En

cuanto el AMP ciclico se haya sintetizado, se fija sobre las subunidades

reguladoras que cambian de conformacién, se separan de las subunidades

enziméticas que se activan y fljan residuos fosfatos sobre algunas enzimas

especificas, lo que provoca su activacién o su inhibicin, llevandose a cabo
Imente la esteroidogénesis. ( Fig 6 ) (52 )




En cuanto a la funcién que desempeiian algunos aminodcidos, estudios revelan
que las tirosinas 69, 30 y 41 asl como las lisinas 67 y 71 de la cadena alfa estan
prabablemente implicadas en la unién con la subunidad beta, mientras que la
tirosina en posicibn 92 presente en todas las glucoprotelnas podria estar

involucrada con la unién_al receptor. { 32)
[ieueedacona al recepl

Primeros

Hormona  Hormona Hormona  Hormona

\ |

Mo?

AMP CiCLICO
(segundo mensajero)

| T~

QUINASA -~ QUINASA QUINASA
Respuesta celular Respuesta celular Respuesta celular
por HCG
PROTEINAS
FOSFOPROTEINAS

ESTEROIDOGENESIS

Fig 8. El esquema representa cuatro hormonas diferentes ( los mensajeros
primeros ), cada una capaz de estimular receptores especificos en la membrana
celular, y se forma AMP ciclico ( el segundo mensajero comtin ). El AMP clclico se
fosforila, con lo cual activa cierto numero de quinasas de proteina ( o sea
quinasas que fosforilan proteina ) y éstas a su vez, llevan a cabo las respuestas
celulares.

24.5 TOXICIDAD
La gonadotropina coridnica humana es capaz de provocar el sindrome de

hiperestimulacién, asf como embarazos multiples, sobre todo si la paciente se
trata antes con gonadotropina menopéusica a dosis elevadas. ( 2 )
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2.4.6. CONTRAINDICACIONES Y EFECTOS ADVERSOS

contraindicaciones;
La administracion de HCG esta contraindicada en casos de: tumor de la hipdfisis o

gdnadas y en mujeres menores de 18 afios. ( 10, 52, 55)

E versos y colaterales;

Los efectos colaterales mas frecuentes, han sido: cefdlea, alteraciones en el
estado de dnimo, edema y dolor en el sitio de inyeccién. En los varones es
probable la aparicion de ginecomastia. Se ha reportado dolor ovédrico y
hemorragia peritoneal. Se debe vigilar a la paciente, previniendo ruptura ovérica.

2.4.7. DOSIS Y VIA DE ADMINISTRACION

Los pacientes que reciben gonadotropina coriénica, deben de estar bajo la
supervisibn de un médico con experiencia en el tratamiento de problemas
ginecoldgicos o endacrinoldgicos.

Dosis usual para adultos { 55) :
(Forma farmacéutica : gonadotropina coridnica para Inyeccién)

.-Hipogonadismo hipogenadotrépico en hombre: Intramuscular, 1000 a 4000
unidades 2 ¢ 3 veces por semana durante varias semanas O meses; puede
administrarse de manera indefinida mientras exista respuesta.

~Induccién de ovulacidn: intramuscular, 5000 a 10,000 unidades, un dfa después
de la Ultima dosis de menotropina o § a 7 dias después de la tltima dosis de
clomifeno.

Dosi: ica

.Criptorquidia prepubertaria: Intramuscular, 1000 a 5000 unidades 2 6 3 veces por
semana durante varias semanas. { §5)

2.4.8. ALMACENAMIENTQ, ESTABILIDAD Y REQUISITOS FARMACOPEICQS

iento: Almacenar a una temperatura inferior a 40°C
(104°F), preferentemente entre 15° y 30°C (59 a 86°F), a menos que exista otra
indicacicn de parte del fabricante.
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Estabilidad: La solucién reconstituida para inyeccién, se debe de usar en un plazo
de 48 horas, ( 53 )

Requisitos: Conservar en frascos para solidos estériles, protegidos de la luz y
almacenados en un lugar cuya temperatura no exceda 20°C. La etiqueta debe de
indicar la fecha de caducidad. Almacenada de esta manera se espera que la
hormona conserve su titulo por lo menos 3 afios. Contiene de -20% hasta +25%
de la cantidad indicada en el marbete, en unidades internacionales de
Gonadotropina Coridnica. Puede contener un agente antimicrobiano. Satisface los
requisitos siguientes: solucién reconstituida, pirégenos, pH(6.0 - 8.0) y actividad
estrogénica asi como la prueba de esterilidad, uniformidad de contenido en
unidades y etiquetado. ( 24 )

2.5 METODOS DE EXTRACCION Y DE PURIFICACION DE HCG
2.5.1_Métodos de exiraccién

A) Métodos de precipitacién

a)Precipitacién _alcohdlica: Numerosos investigadores han usado esta técnica
con algunas madificaciones. En general los resultados son satisfactorios en titulos
altos (eforina de mujeres menopdusicas), sin embargo, en titulos bajos se
obtienen productos bastantes téxicos.

1.- Se toman alicuotas de orina de 500 ml
2.- Se ajusta el pH de la orina a un rango de 4.0 a 6.0
3.- Se inicia la precipitacion agregando 4 volimenes de alcohol al 95%.
4.- Se deja en el cuarto frio (temperatura aproximada a 5°C) durante toda la
noche.
5.- Al dia siguiente se sifona el liquido sobrenadante (procurando no arrastrar
precipitado).
6.- Se centrifuga el residuo.
7.- Se hacen de 3 a 4 lavados, centrifugdndose con éter.
8.- El extracto acido de la HCG se seca al vacio.
9.- Se lava nuevamente, pero ahora 3 veces con agua, centrifugandose la
;uspenslén una y otra vez, reteniéndose el sobrenadante, el cual contiene la
CG.
10.- Se reprecipita otra vez con alcoho! al 95 %, se lava con éter y se seca al
vacfo.

b) Precipitacién por acetona; La técnica es muy similar a la descrita en el método
de precipitacién con alcohol. También da resultados satisfactorios con orinas
de alto titulo en HCG.
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1.- Una muestra de 250 ml de orina de mujeres embarazadas del primer trimestre,
se acidifica a pH 4.5 con &cido acético glacial.

2.- Se enfria la muestra a 40 C y se filtra para desechar el material insoluble.
3.- Se adiciona 1 It de acetona fria bajo agitacién constante durante 15 minutos.
4.- Se filtra con papel Whatman No 4.- y se lava el precipitado con etanol frio.

5.- Cuando el etanol se ha evaporado por completo, el precipitado se resuspende
con 25 mi de una solucién de cloruro de sodio 0.15 M - fosfato de sodio 0.01 M,
pH7.2

6.- Se centrifuga a 2500 r.p.m. durante 5 minutos y se desecha el material
insoluble.

7.- Se liofiliza el extracto para su conservacion. (11)
B) Métodos de adsorcién:
a)Adsorcién con écido benzoico: Un litro de orina previamente refrigerada y

filtrada se acidifica a pH 4.5 y se incuba con 50 ml de una solucién de acetona
saturada con &cido benzoico durante una hora con agitacidon suave.El dcido
benzoico se precipita bajo la forma de cristales finos en los cuales la HCG asl
como otras protelnas se adsorben.Se suspende la agitacion y se deja reposar
toda la noche. Se centrifuga o se filtra, se desecha el sobrenadante y el
precipitado se lava con acetona fria o etanol (13) lo que disuelve el &cido benzdico
y permite la precipitacién de las proteinas y de la HCG. Se lava el precipitado con
acetona o con acetona y éter (13) y se extrae la HCG con agua, se centrifuga y el
sobrenadante se liofiliza.

b) rcion de caolin con precipitacién por a: En 1941 Scott (14) describe
un método para la extraccion de HCG a partir de arina de sefioras embarazadas
en el cual la hormona fue adsorbida sobre caclin a pH de 4.0 y eluida por
hidréxido de sodio 0.1N. Sin embargo, los extractos obtenidos no son
suficientemente concentrados para la estimacién de gonadotropina en orina de
mujeres embarazadas.

Segn el autor, el pH es el factor mas importante que se debe de controlar. Debe
de estar comprendido entre 3.5 y 4.5, de lo contraric puede haber pérdida de un
40% del material adsorbido.

c) ion _con hidréxido de aluminio: Esta técnica es similar en muchos
aspectos al método de caolin-acetona. (15) .
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d) Adsorcién en_columna de permutit:La hormona se puede adsorber a partir de

una orina aclidificada en una columna de Permutit (Silicato de aluminio sintético).
Después de lavar con agua y mezclas de acetato de amonio y etanol, el material
activo se eluye con una mezcla de etanol en acetato de amonio. Después se
precipita aumentando la concentracién de etanol. (13)

252 METODOS DE PURIFICACION

Un estudio muy completo fué descrito por Got y Bourrillon(1960). Ellos
precipitaron varias veces un extracto de dcido benzdico a partir de un buffer de
fosfatos de pH 4.5 y de una solucidn conteniendo cloruro de calcio.- Finalmente se
realizaba su fraccionamiento en una columna de Permutit con una mezcla de
acetato de amonio y etanol (60:40 v/v). El producto contenia 13,000 Ul/mg y se
reporté homogéneo segtin el criterio de 1967. (13)

La purificacién de hormona se complica por el hecho de que existe una
heterogeneidad considerable entre las moleculas de HCG principalmente por las
variaciones en la estructura de los carbohidratos.
El método de purificacion ( 54 ) comimente usado consiste en:

.- Cromatografia en columna CM-Sephadex C-25 a un pH de 5.0.

.- Fraccionamiento final en columna de Sephadex G-100 o G-200.

.- Electroforésis en gel de poliacrilamida.
2.6 PROCE DE FABRICACION DE POLVO LIOFILIZADO DE PARA

L YECTABLE.

La gonadotropina coridnica humana se comercializa para fines terapéuticos bajo
la forma farmacéutica de solucidn inyectable.

Su presentacién es un frasco ampula conteniendo la HCG liofilizada y una
ampolleta con disolvente, generalmente una solucién isoténica de cloruro de
sodio.(18)

La gonadotropina coriénica humana ya extraida y purificada, se presenta bajo la
forma de un polvo blanco a beige segun su potencia. Para liofilizarla, es necesario
solubilizarla en una solucién acuosa a la cual se afiaden diferentes excipientes los
cuales tienen como funcién la de proporcionar: un pH adecuado(ej fosfato disddico
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anhidro y fosfato = monosédico anhidro), un agente antimicrobiano
(ej:paraoxybenzoato de metilo), y un diluente (&j: manitol).(18)

La solucién obtenida se filtra con un filtro Sartorius de 0.22 micras para asegurar
su esterilidad y después de realizar el llenado en frascos ampula se somete al
proceso de liofilizacion.

Este proceso consiste en un ciclo de varias horas durante el cual se pasa por una
fase de congelamiento, una fase de inyeccidn de aire filtrado a través del cual se
extrae la humedad y una fase de sublimacién que permite secar el material a una
temperatura baja gracias a la aplicacion de un vacio. queda solamente el material
no volatil, distribuido en el espacio correspondiente al volumen inicial con una
enorme superficie y faciimente soluble en agua.

Todo el material utilizado en este proceso se esteriliza previamente en autoclave y
el proceso se realiza en una drea estéril en presencia de un supervisor.

El proceso de liofilizacion es muy costoso pero asegura una buena estabilidad a
productos inestables en medio acuosos y termolabiles.
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27 METODOS DE VALORACION DE HCG

Hoy en dia existen principalmente dos tipos de métodos para valorar la
gonadotropina coriénica humana, los métodos inmunoldgicos cuyo nimero y
cuyas posibilidades estdn en pleno desarrollo y los métodos biolégicos que
también han cambiado desde las mediciones de actividad realizadas "in vivo" en
animales.

Conviene aqui subrayar que nuestro interés en este trabajo es valorar la HCG en
materia prima y/o en un producto terminado farmacéutico. Y que por lo tanto los
criterios de calidad de un reactivo comercial destinado a dosificar la hormona por
inmunoensayo, no son necesariamente los del proveedor ya que este adecua su
producto al drea clinica. Por lo tanto en este inciso nos limitaremos a enumerar los
diferentes métodos existentes asi como a exponer los fundamentos.

271 ETODOS BIOLOGICO:!

a) Métodos cualitativos ( en desuso)

- METODO DE KUPPERMAN : Se utiliza como muestra la primera orina de
la mafiana, fa cual se filtra y se afnade un conservador. Unas ratas Wister de 150 g
son inyectadas subcutaneamente con 1.0 mi de la orina y transcurridas 24 horas
de la inyeccidn se observan los ovarios. La prueba se considera positiva si se
aprecia la reaccién de hiperemia la cual debera de mostrar un color rojo brillante.
Es necesario comparar la coloracién que presentan los ovarios con la de los
rifiones y el bazo como testigos negativos.La desventaja del método es que se
necesita practica y criterio para interpretar los resuitados.{19)

- METODO DE _FRIEDMAN: EI método utiliza conejos en los que se induce la
ovulacién por la inyeccién de HCG. El procedimiento se basa en tres principios
fundamentales:

1)Los ovarios de la coneja responden rapidamente a la inyeccion intravenosa de
gonadotropina coridnica con formacién de cuerpos luteos.

2)La presencia de grandes cantidades de la hormona en la orina de mujeres
embarazadas.

3)La coneja no ovula espontaneamente sin la ayuda de una copulacion natural.

La prueba consiste en 6 inyecciones intravenosas de 4 ml de orina por un periodo
de 2 dfas.Transcurridas 48 horas de la Gltima inyeccion, se observan los ovarios.
La prueba se considera positiva, si se aprecian cuerpos hemorrégicos y cuerpos
luteos.La desventaja del método, es la dificultad de realizar las inyecciones
repetidas en la vena marginal y la ventaja, para la época en que se realizaban, es
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decir en los afios sesenta, es que el resultado se ve microscdpicamente en sélo
dos dias. (19) (1).

- PRUEBA DE ASCHEIM Y ZONDEK: La orina estudiada se ionyecta a ratones
inmaduros y el resultado positivo se manifiesta por hipertrofia del utero y aparicion
de manchas hemorrdgicas en el ovario a consecuencia de la rotura de los
foliculos.

A continuacién se presentan en la tabla 2 las diferentes pruebas cualitativas(20)
(1) que se practicaron para determinar la presencia de HCG en orina de mujeres:

b) Métodos cuantitativos
i} INVIVO

Diversos son los métodos (33) utilizados para la valoracion de la gonadotropina
coridnica humana:

1.-Aumento de peso de! ttero o de los ovarios de ratas hembras inmaduras ,
ensayo que se realiza sobre varios lotes y diversas dosis, en comparacién con el
preparado patrén; constituye un método de respuestas graduales.En este ensayo
se mide el aumento de peso debido a la secrecidn secundaria de estrégenos, los
cuales provocan la ovulacién por ruptura del foliculo y la formacién del cuerpo
amarillo. {22, 23,37 )

2.-Aumento de peso de las vesiculas seminales y/o la prostata de ratas machos
inmaduros,este aumento de peso se debe a la secrecidn de andrdgenos por e!
testiculo. Por lo que se mide la actividad estimulante de las células intersticiales.
(24,25)

Ademas de estos métodos principales, podemos citar otro método basado en la
estimulacién de HCG de la actividad de la tiroides. Esta medicidn se realiza en
ratones hembras después de haber suprimido en ellos la produccién endégena de
la tiroides .(21)

En todos los casos, los resultados se expresan en unidades internacionales(Ul).

Ya que las valoraciones biolégicas /N VIVO son los Unicos métodos aceptados por
las autoridades sanitarias para la valoracién de Gonadotropina Coridnica Humana
en la industria farmacéutica, se presenta a continuacién en la Tabla 3 los
diferentes métodos que aparecen en las farmacopeas existentes.(22,23,24,25,37)
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TABLA 3. Valoracion de HCG por bioensayo segtin diferentes Farmacopeas

FARMACOPEA ANIMAL NUMERO ANIMALES SOLVENTE MEDICION TIEMPO

DE DE POR REQUERIDO
PRUEBA GRUPOS GRUPO (DIAS)
ESTADOS ratas 4 10 S1 aumento 6
UNIDOS hembras peso
MEXICANOS ovarios
(5a ED. 1988)
ESTADOS ratas 6 10 82 aumento 4
UNIDOS hembras peso
AMERICANOS utero
(USP XX 1980)
BRITANICA ratas 4 8 83 aumento 5
(BP 1988) machos peso
vesicula
seminal o
préstata
FRANCESA ratas 6 5 S4 aumento 5
(1986} machos peso
vesfcula
* seminal o
préstata
JAPONESA ratas 4 10 S5 aumento 5
(JP Xily peso
ovarlos

Donde: S1= Solucidn salina isoténica

S2= Solucién salina isotonica adicionada de suero de albimina bovina
(1 mg/ml) de pH 6.9 a pH 8.0 ajustado con solucién de hidroxido de
sodio

S3= Buffer fosfato albumina con fenol o timerosal

S4= Solucién salina con albumina sérica bovina y regulada

a pH 7.2 con ortofosfato disédico hidrogenado anhidro, y
adicionada de fenol (0.4% m/v) 6 de timerosal (0.002 % m/v)
S5=8olucidn salina Isoténica con suero de albumina bovina
* Solucién salina isoténica para producto terminado
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Tabla 2. Métodos bioldgicos para valoracion cuantitativa de HCG (1) (13 )

ANIMAL SEXO RESPUESTA PRUEBA DE
Raton Hembra Hiperemia ovarica Ascheim-Zondek
Ratén Hembra Cuerpo amarillo

Rata Hembra Hiperemia ovdrica Kupermann
Conejo Hembra Cuerpo amarilio Friedman
Xenopus laevis Hembra Ovulacién

Rana Macho  Espermiacién

iy INVITRO

Son métodos pesados, dificiles de llevar a cabo en un laboratorio de control de
calidad de la industria farmacéutica.Se utilizan mas bien a nivel de investigacion.

El principio consiste en la medicién de la produccién de esteroides (andrégenos &

estrégenos) por las células blanco de la HCG, es decir las células de Leydig ¢ de
Sertoli del testiculo. La exactitud y la reproducibilidad de estos métodos esta
sometida a las fluctuaciones del material celular, sin embargo, el interés que
representan se ha visto incrementado por los problemas encontrados en los
inmunoensayos. Estos métodos una vez bien estandarizados podrian en el futuro
resultar buenos métodos de arbitraje en situaciones de discordancia entre
resultados obtenidos por pruebas utilizando anticuerpos.{9)

2.7.2 METQDOS INMUNOLOGICOS
2.7.2.1 Prueba de inhibicién de aglutinacién

Fue hasta 1960 que Wide y Gemzell, y Brody y Carlstrom, desarrollaron el primer
‘ensayo inmunolégico con la gonadotropina coriénica humana.Esto se debié a una
suficiente purificacién de la molécula de HCG, lo que permitié la obtencién de un
suero anti-HCG muy potente a partir de conejos. Los primeros inmunoensayos
estaban basados en la inhibicion de ta hemaglutinacién{HlI), en los cuales la HCG
esta unida a glébulos rojos. El mismo principio se aplica a las pruebas de
inhibicién de aglutinacién con latex, en los cuales la HCG esta unida a particulas
de latex. En estos ensayos, la orina de mujeres en las cuales se sospecha un
embarazo se mezcla con los anticuerpos antl-HCG, y a la mezcla se afiade la
solucién de gldbulos rojos o particulas de latex recubiertas con HCG. Si la mujer
no esta embarazada, o sea en ausencia de HCG, los anticuerpos anti-HCg no
reaccionan con la orina y por lo tanto se combinaran con la HCG que recubre los
glébulos rojos o las particulas de tatex, provacando aglutinacion. Si la mujer esta
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embarazada, 1a HCG presente en la orina se unira a los anticuerpos anti-HCG de
tal manera que cuando se anade la solucién de glébulos rojos recubiertos con
HCG, no existen anticuerpos libres para unirse y por lo tanto no existe
aglutinacion, de aqui los términos de ‘“inhibicién de la hemaglutinacion® o
inhibicién de aglutinacidn con tatex". {Fig 7)

Esta metodologla es la base de las pruebas en tubo y en placa para la deteccion
del embarazo, que se han utilizado durante las tres Ultimas décadas.

Estas pruebas son faciles de realizar, no tan caras y faciles de conseguir. Sin
embargo, si se comparan con algunas de las nuevas pruebas, los ensayos en
tubo y en placa son mucho menos sensibles para la deteccién de HCG, ademas
presentan problemas de reaccidn cruzada con la LH. Por esta razén las pruebas
que utilizan anticuerpos no muy especificos, han sido fabricadas con una
sensibilidad menor para evitar que reaccionen con concentraciones altas de LH,
las cuales pueden presentarse en mujeres menopausicas o en la mitad del ciclo
en las mujeres que ovulan.

La sensibilidad de las pruebas en placa varia de 1.5 hasta 2.0 Ul HCG/ ml de
orina. Las pruebas en tubo detectan generalmente 0.5 hasta 1.0 Ul HCG/ mi de
orina. La exactitud de estas pruebas alcanza 98% solo hasta por lo menos 42 dfas
después de las ultimas menstruaciones. Son productos estables. ( 7 a 18 meses)

Los resultados en la prueba de inhibicion de hemaglutinacién en tubo se leen de la
manera siguiente ( ver Fig.8.-):

1.- La aglutinacion positiva esta indicada por un sedimento amarillento, granular y
difuso en el fondo del tubo.(ausencia de HCG)

2.- La falta de aglutinacién ( inhibicién de aglutinacion ) esta indicada por la
formacién de un boton rojo en el fondo del tubo de ensayo, que se desliza cuando
se inclina { presencia de aitas cantidades de HGC ).

3.- La aglutinacién parcial esta indicada por un aspecto intermedio entre el
revestimiento difuso del fondo del tubo y el botén rojo. Este toma la forma de un
anillo con el centro vaclo.(presencia de bajas cantidades de HCG, o sea cuya
concentracién es muy cercana a la sensibilidad del reactivo).
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Fig.8.-Patrones de hemaglutinacién positiva, parcial y negativa. (26)

2.7.2.2. ENSAYOS CON RADIORRECE RE

La purificaciéon de receptores para la HCG localizados en el cuerpo amarillo ha
permitido el desarrollo de los ensayes con radiorreceptores, que son métodos que
funcionan con un principio de inhibicion competitiva,

En este método una cantidad conocida de HCG radiomarcada se mezcla con la
muestra a analizar y posteriormente se adiciona a receptores purificados de HCG.
En ausencia de HCG, fa radioactividad correspondiente a los receptores sera alta,
mientras que en presencia de HCG, la radioactividad correspondiente a los
receptores seré baja.

HCG
~—HeG . X
Cuerpa luteo «—125LHCG -

bovino 125LHCG

CONTEO DE RADIOACTIVIDAD

Fig.9.- Principio del ensayo con radiorreceptores.
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Este tipo de ensayo es mas sensible que é! de inhibicidn de la aglutinacién, sin
embargo,cantidades altas de LH interfieren en la prueba ya que la LH se une a los
mismos receptores que la HCG.Tomando en cuenta esta limitacion de
especificidad se han desarrollado ensayos comerciales con una sensibilidad
limitada a 200 mU!l de HCG/m.

2.7.2.3. LOS RADIOINMUNOENSAYOS

a).-Los radioinmunoensayos(RIA) convencionales estdn basados en el mismo
principio general que los ensayos con radiorreceptores.

El receptor para la HCG se sustituye por un anticuerpo que se une con la HCG.
Una cantidad conocida de HCG radiomarcada compite con la HCG no marcada de
la muestra a analizar, En ausencia de HCG en la muestra, la radioactividad
asociada es alta; si la concentracion de HCG en la muestra es alta, la
radioactividad asociada sera baja.{fig.10)

El coeficiente final de antigeno marcado para el anticuerpo especifico depende de
la proporci6n de antigeno no marcado, presente en el sistema,

Con el fin de contar la cantidad de antigeno no marcado en el sistema, sera
necesario algiin medio para separar la radioactividad residual libre de aquella que
estd formando complejos con los anticuerpos, tales técnicas de separacion
incluyen a los métodos de adsorcién (con silicatos ,carbén vegetal), o
precipitacion fraccionada.(26) y precipitacion inmunitaria de la fraccion enlazada
con un segundo anticuerpo, dirigido contra los determinantes antigénicos de 1gG
del primer anticuerpo.

Si el antigeno que se ensaya en la prugba ha reaccionado con el anticuerpo, el
antigeno radioactivo indicador no podria reaccionar con el anticuerpo, En esle
caso, la radioactividad en el precipitado seria muy baja. Sin embargo, si el
antigeno que se ensaya no reacciona con el anticuerpo, la radioactividad del
precipitado sera elevada. La cantidad del antigeno no marcado se deduce a partir
de una curva de calibracién estandar (26 y 38).

Los radioinmunoensayos que utilizan anticuerpos contra la molécula de HCG
intacta, han mostrado tener reaccidn cruzada con la LH. Para remediar este
problema se han creado radioinmunoensayos mas especificos, estos son los RIA
de subunidad beta, que utilizan un anticuerpo contra la subunidad beta purificada.
Con este ensayo se puede detectar cantidades de HCG de 5mUl/iml en el suero
con una reaccién cruzada minima con la LH.Este ensayo descrito inicialmente en
1972, constituye la base de un sinndmero de pruebas tanto cualitativas como
cuantitativas para la deteccién de la HCG.E| uso de ia prueba de RIA DE
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SUBUNIDAD BETA ha permitido la obtencion de informaciones de utilidad clinica
en evaluaciones de problemas relacionados con el embarazo y los tumores
trofoblasticos y no trofoblasticos.

b) Otro método de radioinmunoanalisis es el andlisis inmunorradiométrico (IRMA)
de fase sdlida en dos sitios, que implica la adsorcién de anticuerpo en una matriz
insoluble (ver 2.7.2.5.) a la que se afiade la muestra que contiene el antigeno, que
es medido mediante una segunda reaccion, ahora con anticuerpo marcado con
radioactividad. La cantidad de radioactividad que permanece sobre la matriz
insoluble; después de un lavado, es proporcional a la concentracién del antigeno
ligado por la reaccldn inicial.

HCG . . HCG-anti-HCG
125.HCG T aMEHCG = va5 1o G anti-HCG

ADICION DE ANTI-IgG
AGITACION
CONTEO DE RADIOACTIVIDAD

Fig. 10.- Principio del radicinmunoensayo (RIA)
2.7.24. LOS INMUNOENSAYOS ENZIMATICQOS

Los inmunoensayos enziméticos (EIA) evitan el uso de radioisétopos y por o tante
utilizan enzimas unidas a los anticuerpos anti-HCG. La cantidad de enzima ligada
al anticuerpo o al antigeno se mide gracias a una reaccién colorimétrica. Comao lo
mencionamos anteriormente con el RIA, también ocurren reacciones cruzadas con
la LH en inmunoensayos enziméticos que utilizan anticuerpos contra la molécula
de HCG intacta. La especificidad por lo tanto se consigue utilizando anticuerpos
contra la subunidad beta de la HCG.
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2.7.2.5 LOS ENSAYQOS INMUNOMETRICOS

Avances cientificos en tres areas han permitido el desarrollo de las pruebas de
embarazo mas recientes basadas en métodos inmunométricos. Estos son:

1.-Tecnologia de unidn en fase solida

La unién a una superficie sélida (perlas, tubos o microplacas de fondo plano de
poliestireno o polivinilo) ha sido posible gracias a los avances conseguidos en la
tecnologia de union a una fase sdlida.

Cuando hay presencia de HCG en una muestra, esta se une selectivamente a un
anticuerpo en la superficie del soporte sélido. La adicién de un segundo
anticuerpo apropiadamente marcado da como resultado la unién del anticuerpo
marcado a la HCG capturada por la fase sélida y permite asf su identificacion.
Este tipo de ensayo se conoce como ensayo inmunométrico de dos sitios o como
ensayo sandwich, ya que la HCG esta atrapada entre dos anticuerpos.

2.- Conjugacidn quimica de las enzimas

Aungue también se podria utilizar un marcador radioactivo para el segundo
anticuerpo, los avances en la conjugacién quimica de enzimas han permitido el
desarrollo de un método de identificacion conveniente. Las enzimas como la
fosfatasa alcalina o la peroxidasa se pueden conjugar a anticuerpos en forma
covalente, sin que el conjugado resultante(antigeno-enzima o anticuerpo-enzima)
pierda sus caracteristicas de reactividad inmunolégica o enzimatica.La
caracteristica de las enzimas para catalizar la conversién de un gran numero de
moléculas de substrato, proporciona la base para amplificar y detectar
indirectamente una reaccién Ag-Ac. Asimismo, en este sistema la accién de la
enzima sobre los substratos genera productos coloridos, lo que permite la
realizacién de pruebas cualitativas, interpretadas por la intensidad en el color
desarrollado y de pruebas cuantitativas utilizando un colorimetro o
espectrofotdmetro.

3.- Tecnologia de anticuerpos monoclonales

Utilizando una tecnologia de anticuerpos monoclonales se han desarrollado
anticuerpos altamente especificos para regiones antigénicas especiales de la
malécula (epflopes). Se han generado diferentes anticuerpos contra diferentes
regiones de la molécula de HCG que han Hevado a la obtencién de métodos muy
especificos para la valoracién de la molécula de HCG. Este tipo de ensayos es
altamente especffico porque no detecta la LH, FSH o la TSH.
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Fig 11a. Técnica de ELISA (49)

Fig 11b. Ensayo Inmunoflucrométrico
de 2 sitios en fase sélida.(50)
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En Ila figura 11 se presentan los procedimientos de 2 ensayos inmunométricos; la
técnica de ELISA que utiliza un marcador enzimatico y un ENSAYO
INMUNOFLUOROMETRICO de dos sitios en fase sélida, En esta técnica la
muestra de HCG reacciona en primer lugar con los anticuerpos monoclonales,
dirigldos contra la subunidad beta, que estan inmovilizadas en la placa. En
segundo lugar los anticuerpos marcados con Europio y dirigidos a la subunidad
alfa, reaccionan con la HCG intacta que se encuentra unida al anticuerpo de la
fase sdlida. Se aifiade una solucidn intensificadora que forma unos quelatos
fluorescentes con el Europio. la fluorescencia es proporcional a la cantidad de
HCG. (53)

2.7.3. QTROS METODOS DE VALORACION DE HCG

En la década de los cincuentas se hablan propuesto diferentes métodos para
valorar la HCG por métodos quimicos. Estos métodos ya no se usan ya que no
son especificos para la HCG. Sin embargo, se presentan a continuacién de
manera resumida.

-Capacidad de la HCG de consumir una cantidad determinada de yodos,
probablemente porque tiene doble ligaduras(Fleury and Lange 1955).

-Determinacion de los grupos aldehidos formados después de oxidar la HCG con
yodo. La determinacion se hace por colorimetria con el reactivo de Schiff. El
método requiere una purificacién previa (electroforética o cromatografica) de la
HCG.

2.8. IMPORTANCIA CLINICA Y USO DE LA HCG
2.8.1 Pruebas de diagnéstico

A) Prugba de embarazo

- Embarazg normal: En un ciclo menstrual en el cual ocurre una concepeidn, la
HCG se puede detectar en el suero 9 a 11 dias después de la ovulacién. Las
niveles de HCG aumentan rapidamente y alcanzan un pico de 8 a 10 semanas
después de la Ultima menstruacién; posteriormente baja el nivel y se queda
estable a partir de la semana 18 hasta el final de la gestacion. El nivel maximo
alcanzado es de unos 50,000mUI/ml hasta 150,000 mUI/ml. ( Fig 5)

-Embarazo ectépico: Aproximadamente el 1% al 2% de los embarazos son
extrauterinos, y 95 % de estos se localizan en los trompas de Falopio. En la
mayorfa de los casos , los embarazos ectdpicos no se detectan sino hasta que se
rompen las trompas. Sin embargo un andlisis por ultrasonido combinado con la
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medicion de la HCG permite diagnosticar el embarazo ectépico antes de la ruptura
de jas trompas en su caso.

En el pasado, la sensibilidad de las pruebas de embarazo era tal que no se podian
detectar los embarazos ectdpicos. Las pacientes con embarazo ectépico tienen
concentraciones de HCG del orden de 25 mUl/m} o superiores en el suero y de 50
mUl/ml o superiores en la orina, es decir concentraciones inferiores a las que
existen en un embarazo normal. Por lo tanto se requieren de pruebas mucho muy
sensibles para poder detectar la presencia de la HCG en estos casos.

-Abortos_espontdneps: Se han constatado niveles de HCG inferiores a los
normales en las mujeres que posteriormente presentan un aborto espontaneo. En
las mujeres que presentan sangrado durante el primer trimestre de embarazo, la
determinacién de! nivel de HCG ha sido de gran importancia para determinar
cuales de ellas llegaran a término y cuales no . El hallazgo de un tiempo de
duplicacion de la tasa de HCG muy largo representa la mejor ayuda en este tipo
de situacion. Si la tasa de HCG baja con el tiempo, excluyendo la baja que ocurre
entre la semana 8 y 12 después de la concepcion, hay seguridad de un embarazo
anormal.

El uso de los métodos especificos y sensibles para la deteccion de HCG, ha
llevado a la definicion de abortos esponténecs, también conocidos como
embarazos ocultos. Estos padecimientos ocurren en 5% de los embarazos y muy
a menudo se manifiestan por menstruaciones mds pesadas que de costumbre o
por un ligero atraso de ellas. Ni la paciente , ni el médico son conscientes de ello.
La frecuencia de estos problemas es méas grande en poblaciones de mujeres con
problemas de infertilidad o sometidas a la fertilizacin "in vitro".

B) Prueba de diagnéstico y monitoreo de tumores,

-Enfermedades_trofoblasticas_gestacionates: Generalmente en estos casos, se
observan concentraciones de HCG de 5,000 a 6,000,000 mUlmI. Las

concentraciones de HCG mds altas se han visto en mujeres con mola hidatiforme.
La concentracion puede llegar a millones de mUi/ml. (39)

El nivel de HCG en pacientes con embarazo molar es mucho mayor al que
presentan fas pacientes con coriocarcinoma. En los dos casos, mediciones
seriadas de HCG por inmunoensayos cuantitativos permiten al médico monitorear
los efectos de la terapia. La desaparicién de HCG es muy répida después de la
extirpacion de ta mola (t1/2 = 24 a 36 horas). Si la concentracién de HCG vuelve a
subir de manera significativa, se debe de sospechar una enfermedad trofobléstica
residual y dar la terapia adecuada. Los resultados de quimioterapia para
coriocarcinoma también se pueden monitorear haciendo una medicién seriada de
HCG.
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Finalmente se puede utilizar la medicion de HCG para diagnosticar metdstasis
intracraneal a partir de enfermedades trofoblasticas gestacionales. Los pacientes
con este padecimiento tienen valores de HCG en el liquido cefalorraquideo de 60
mul/mi o menos. { 39, 51)

-Tumores testiculares: Los tumores de las células germinales del testiculo
corresponden al 95% de todos los tumores testiculares.

La mayorfa de los pacientes presentando estos tumores tienen HCG
inmunorreactiva en la circulacién. Aunque estas concentraciones son demasiado
bajas para ser detectadas por pruebas de embarazo en tubo o en placa, si
pueden ser detectadas por inmunoensayos o radioinmunoensayos mucho mas
sensibles.

El monitoreo de las mediciones de HCG permite determinar si un tratamiento ha
sido efectivo o no.También se recomienda hacer la medicién simultdnea de la alfa
fetoproteina que también es un marcador tumoral. ( 39,51 )

-Tumores no_trofoblasticos; Muchos reportes indican que 10% a 16% de los
pacientes con tumores malignos no trofoblasticos tienen HCG inmunoreactiva en
el suero , mientras que 50 % de estos pacientes tienen HCG en la orina. Otros
estudios también localizaron HCG en mas de la mitad de los tumores tisulares.

{ Carcinoma de higado, pancreas, estdmago, pulmén, pecho, rifién.) (39).

C) USO DE G COMO METODO DE CONTRACEPCION

La Organizacién Mundial de la Salud, ha sido involucrada desde 1974 en el
desarrolio de una vacuna anti-HCG para la regulacion de la fertitidad. El
mecanismo exacto de su efecto sobre la fertilidad no es conocido, el mecanismo
principal es la estimulacién de anticuerpos que neutralizan el efecto luteotrépico
de la HCG. Esto tiene como consecuencia una regresion del cuerpo amarillo y una
ruptura en implantacién. Otra accién posible podria ser un ataque inmune a las
células productoras de HCG. ( 34 )

Se han conseguido inmunizar animales y bloquear su fertilidad (1976} .Al principio
de los estudios se utilizé una antisuero contra la HCG intacta, enseguida un
antisuero contra la subunidad Beta de la HCG y ultimamente, a fin de evitar una
reaccién cruzada autoinmune Iinvolucrando a la LH, el antigeno utilizado en la
vacuna es un oligopéptido sintético que corresponde a la secuencia 109-145 de
aminodcidos de la parte carboxiterminal de la beta-HCG.

Para conseguir la produccién de anticuerpos, el antigeno sintetizado se conjuga
con el toxoide diftérico o el toxoide del tétanos para formar de esta manera un
complejo inmunogénico.
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Pruebas clinicas de Fase | han sido realizadas en 1986 y 1987 , aprobadas
previamente por la FDA de Los Estados Unidos de America y por el Departarnento
de Salud de Australia.

Los aspectos éticos relacionados con este tipo de vacuna son de importancia
también.Los principios éticos que deben de guiar las investigaciones biomédicas
que involucran sujetos humanos aparecen en " The Declaracién of Helsinki of the
World Medical Association" y en "the Proposed Internacional Guideliness for
Biomedical Research Involving Human Subjects". Estas exigen que toda prueba
clinica, con el protdcolo correspondiente, sea revisada por un comité ético
independiente.

En Australia hubo una reaccién enérgica por parte de la comunidad en relacién
con el desarrofio y uso de esta vacuna a tal punto que un senador federal en
nombre de las organizaciones que piden el "Derecho a la Vida" adoptd las
medidas siguientes: 1) una campafia ptblica acusando a los investigadores de
"experimentar con embriones humanos " 2) un intento de bloquear las
contribuciones del gobierno australiano a la OMS, y 3) Exigir un reporte para la
divulgacidn del nuevo farmaco investigado y los documentos de las pruebas. Este
Gltimo requerimiento fue particularmente costoso { en tiempo y dinero) e involucrd
tanto a la OMS, y a las compairiias farmacéuticas que financian el proyecto como a
los investigadores.(34,35)

En Mexico hubo también reacciones por parte de grupos de mujeres que
cuestionaban los efectos secundarios y adversos de esta vacuna opinando que no
deberfa de usarse ya que se desconoce la magnitud de esos efectos, sobre todo a
largo plazo.

Finalmente, diremos que esta vacuna antifertilidad suscita mucha polémica en los
medios que tienen conocimiento de su existencia y desarrollo. Sin embargo las
investigaciones que se han desarrollado han sido apoyadas y financiadas desde
hace casi 20 afios por organismos preocupados por la expansién demogréfica
particularmente en los paises en desarrollo { 90% del crecimiento global). Segun
sus prondsticos, durante los 20 Uitimos aiios de este siglo la poblacién del mundo
aumentara la mitad de la poblacién que se ha acumulado desde el origen del
hombre hasta el afio de 1980, o sea que en 20 afios pasaria de 4 mil millones de
hombres a mas de 6 mil millones.Seguin estos organismos no habria suficiente
comida ni suficiente trabajo para toda esta poblacion, de aquf la justificacién del
desarrollo de esta vacuna anticonceptiva(34).
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2.9 ESTANDARIZACION DE LA VALORACION DE HCG

Es en 1938 que fa Organizacién Mundial de la Salud establece el Primer Estédndar
Internacional para 1a HCG. Se utilizé una substancia impura a la que se le asigné
un valor unitario en base a su actividad bioldgica.

En 1964 , cuando el estdndar anterior se termind , se utilizd6 una hormona de una
pureza de aproximadamente 20% para realizar el siguiente estdndar llamado
Segundo Esténdar Internacionat de HCG ( Second International Standard for HCG
"2nd IS" ), este estandar contenia 5,200 Ul/mg de HCG y se utilizé para calibrar
hormona tanto por ensayos biol6gicos como por ensayos inmunoldgicos. Este
estdndar sin embargo contenia subunidades libres de HCG, ademas de la
molécula intacta. Por lo tanto, diferentes anticuerpos con diferentes
especificidades a la HCG y a sus subunidades llevaron a la obtencion de
fesultados disparejos en la medicion de HCG en muestras donde existian
simultaneamente HCG intacta y sus subunidades.

Como respuesta a la necesidad de un estandar para inmunoensayos, la OMS
permitié la realizacidn del First Internacional Reference Preparacion for HCG en
1975 (1st IRP). Esta sustancia de referencia no contenia subunidades libres , sin
embargo su potencia fue determinada en base a un ensayo bioldgico que tomé
como referencia el Second Internacional Standard for HCG . (42) ( 51)

La comparacién de resultados basados en el Second internacional Standard y en
el "1st IRP” podrian ser obtenidos sélo bajo condiciones ideales. La situacion ideal
serfa un inmunoensayo tipo ( mismos anticuerpos, mismo buffer, mismo pH ), el
cual determina "la HCG-beta total". Si estas condiciones ideales se cumplieran,

1 mUl/m! de HCG medido contra el Second Internacional Standar de HCG seria
equivalente aproximadamente a 1.5 a 2.2 mUl/ml de HCG medido contra el First
Internacional Reference Preparation. Por lo tanto, si una materia prima de HCG
contiene 5000 Ul/mg en un ensayo calibrado contra el 2nd IS, contendria 9250
Ui/mg con el mismo inmunoensayo calibrado contra el 1st IRP ( tomando una
equivalencia promedio de 1.85 mUl/mi). (40} 8 55)

Es muy dificil contar con estas condiciones de trabajo en cada laboratorio. Existen
variaclones entre los anticuerpos, el disefio del ensayo y las condiciones de
reaccién en los diferentes ensayos que uno quisiera comparar. Por estas
diferencias, la cantidad de HCG determinada en un ensayo con un estandar
determinado no puede ser convertida de manera exacta a otra cantidad obtenida
por otro ensayo con otro estandar.

En 1981 fabricantes de estuches para pruebas de diagndstico del embarazo,
habfan encontrado en el empleo de la preparacion de gonadotropina coribnica
humana para valoracién inmunoldgica, dificultades para la calibracién de esos
estuches, por lo tanto, el comité de la OMS, convino que los fabricantes podian
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continuar calibrando esos estuches en funcién de la unidad definida por el
Segundo Patrdn Internacional de HCG, para valoracidn bioldgica. (43)

En 1986 al agotarse practicamente las existencias del 2nd 1S de HCG establecido
en 1964, la OMS determind que las existencias de la Preparacion Internacional
de Referencia de HCG, 1st IRP, constituirfan el Tercer Patrén Internacional de
HCG, (3rd IS 1986) y defini6 la actividad de! contenido de cada ampolleta, como
650 Unidades internacionales de HCG. (43)

Por otra parte,la Convencidon Farmacopeica de los Estados Unidos de America
comercializa una substancia de referencia de HCG, el USP-HCG Reference
Standard, cuyo titulo se expresa en unidades USP, las que difieren de las
Unidades Internacionales, ademas de que no existe factor de conversién para
expresar las Ul en unidades de USP. ( Anexo 1)

2.10 PROCESO DE VALIDACION EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

A) CONCEPTO GENERAL DE VALIDACION

Uno de los problemas mas comunes dentro de la industria Farmacéutica es el
desarrollo y validacién de métodos analiticos confiables y reproducibles que
permitan asegurar la calidad de las diversas formas farmacéuticas mediante el
andlisis de los principios activos en el intervalo de concentracién esperado, sin
alteraciones debidas al sistema de medicion, al método empleado, al analista o a
las alteraciones del medio ambiente, que de manera aleatoria se presentan
durante el andlisis.

A la comprobacién y verificacion de la efectividad y reproducibilidad de una
técnica, una operacién o un proceso se le ha llamado "validacién".

Los requisitos minimos para validar un sistema son:

-Tener un sistema de buenas practicas de manufactura en operacion

-Tener un conocimiento lo mas amplio posible del farmaco considerado.

-Tener un equipo humano interdisciplinario preparado, capaz de determinar tanto

las alternativas de validacién como de preparar los protocolos a seguir en cada
caso particular.



42

B) VALIDACION DE UN METODO ANALITICO

Un método analitico va a estar siempre sujeto a error, el error lo podemos dividir
en: Error controlable o determinado, que es todo aquel debido a una falta de
control de calidad de la técnica analitica, por ejemplo, uso de reactivos poco
estadandarizados o impuras, interferencias, errores instrumentales o de operacién
(error de pesado, daltonismo, error de calculos) o a error incontrolable o
indeterminado, que es aquel error que permanece alin cuando se han hecho
todos los esfuerzos por eliminar el error determinado.

El error determinado puede disiminuirse a su minimo valor con un control de
calidad adecuado; el error indeterminado del método analitico debe "validarse”.

La validacion de un método analitico entonces se refiere a la evaluacién
cuantitativa del error indeterminado. A pesar de que en todos los métodos es
necesaria dicha validacién, la metodologia exacta depende de cada técnica, las
que nunca varian son las bases estadisticas a través de las cuales podemos
definir el error.

La validacién de un método analitico puede definirse como el proceso por el cual
queda establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad det método
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad se
expresa en este caso, en términos de parametros analiticos. La confiabilidad de
los resultados se determina con métodos estadisticos. Los pardametros tipicos que
se deberfan de considerar en la validacion de diferentes tipos de ensayos, se
especifican en la tabla 4. Ya que existen diferentes opiniones acerca de la
terminologia y del uso, cada pardmetro se define a continuacion. (23)

Tabla 4. Parametros analiticos tipicos utilizados en pruebas de validacion.

Precision

Exactitud

Limite de deteccién
Lfmite de cuantificacion
Especificidad

Rango

Linealidad

PRECISION: DEFINICION- La precisién de un método analitico es el grado de
concordancia entre los resultados individuales de una prueba cuando el
procedimiento se aplica de manera repetida a muestras muaitiples de una muestra
homogénea. La precisién de un método analitico se expresa normalmente como
la desviacion esténdar o desviacidn estandar relativa (coeficiente de variacién). La
precisién es una medida del grado de reproducibilidad de un método analitico bajo
circunstancias normales de operacion.
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DETERMINACION- La precisidn de un método analitico se determina analizando
una cantidad suficiente de alicuotas de una muestra homogénea, a fin de poder
calcular estadisticamente estimaciones vélidas de la desviacién estdndar o del
coeficiente de variacién. En este caso los ensayos son analisis independientes de
muestas que fueron sometidas al procedimiento analitico completo desde la
preparacion de la muestra hasta el resultado final.

EXACTITUD: DEFINICION- La exactitud de un método analitico es la cercania de
los resultados obtenidos por el método hacia los valores verdaderos. Se puede a
menudo expresar la exactitud como el porcentaje de recuperacién mediante el
analisis de una cantidad conocida de substancia a analizar (principio activo).

DETERMINACION- La exactitud de un método analitico se puede determinar
aplicando este método a muestras o mezclas de excipientes a las cuales se
adicionaron cantidades conocidas del principio activo, en los dos casos tanto por
encima como por debajo del nivel normal esperado de las muestras. La exactitud
se calcula a partir de los resultados obtenidos como el porciento de recuperacién
de la substancia analizada.

LIMITE DE DETECCION: DEFINICION- E! limite de deteccién es un parametro del
limite de la prueba. Es la concentracidn mas pequeiia de una substancia(PA) en ia
muestra que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificada, bajo las
condiciones experimentales establecidas. Asi es que los limites de la prueba
indican basicamente si la concentracidn analizada se encuentra por encima o por
debajo de un cierto nivel. El limite de deteccién se expresa normalmente como la
concentracién de la substancia en la muestra ( ¢j: porcentaje).

DETERMINACION- La determinacidn del limite de deteccion de un método
analitico varfa dependiendo de si se trata o no de un procedimiento instrumental.
Para procedimientos instrumentales, se puede usar diferentes técnicas. Algunos
investigadores determinan la seiial al nivel de ruido , comparando los resultados
con muestras de concentracion de la substancia conacida con los de muestras de
blanco y se establece el nivel minimo al cual la substancia se puede detectar. Un
cociente con el nivel de ruido de 2:1 ¢ 3:1 es generalmente aceptable. Otros
investigadores miden fa magnitud del ruido de fondo de la respuesta analizando
un nimero de blancos y calculando la desviacidn estandar de estos resultados. La
desviacién estandar multiplicada por un factor, generalmente 2 6 3, proporciona
una estimacién del limite de deteccién. Posteriormente, el limite se valida
mediante el andlisis de una cantidad adecuada de muestras conocidas
preparadas con una concentracion cercana al limite de deteccion.

Para los métodos no instrumentales, el limite de deteccién se determina
generalmente mediante el andlisis de muestras con concentraciones conocidas de



44

substancia y estableciendo la cantidad minima a la que se puede detectar
experimentalmente la substancia.

1 : DEFINICION- La especificidad de un método analitico es su
habilidad para medir exactamente y especificamente la substancia en presencia
de otros componentes que podrian estar presentes en la muestra a analizar. La
prueba de especificidad compara los resultados obtenidos por muestras
conteniendo impurezas, productos de degradacién, compuestos quimicos
relacionados o ipientes, con resultados obtenidos a partir de muestras a las
cuales no fueron adicionadas ningunas substancias. La especificidad es la
medida del grado de interferencia ( o su ausencia ) en el andlisis de muestras
complejas de mezclas.

DETERMINACION-La especificidad de un método analitico se determina
comparando los resultados del andlisis de muestras conteniendo impurezas,
praductos de degradacién o excipientes con los resultados obtenidos a partir de
un anélisis de muestras puras.

Cuando las impurezas o los productos de degradacién no fueron identificadas o
no es posible conseguirlas, la especificidad puede demostrarse mediante un
anélisls de muestras que contienen impurezas o productos de degradacién y
comparando los resultados con los obtenidos por pruebas adicionales de pureza
(ej: ensayos cromatogréficos, solubilidad). El grado de concordancia de los
resultados es la medida de la especificidad.

LINEALIDAD Y RANGO: DEFINICION DE LINEALIDAD- La linealidad de un
método analitico, es su habilidad para proporcionar resultados que son
directamente, o por una transformacién matematica definida, proporcionales a la
concentracion de la substancia en las muestras dentro de un rango determinado.
La linealidad generalmente se expresa en términos de varianza alrededor de la
pendiente de la regresion lineal calculada de acuerdo a una relacién matemética
establecida a partir de los resuitados obtenidos por el andlisis de muestras con
concentraciones diferentes de la substancia.

DEFINICION DE RANGO- El rango de un método analitico es el intervalo entre los
niveles superiores ¢ inferiores( incluyendo estos niveles) de la substancia que ha
demostrado ser determinado con precisién, exactitud y linealidad, utilizando el
método descrito. El rango se expresa normaimente en las mismas unidades que
los resultados {ej, porcentaje) obtenidos por el método analitico.

DETERMINACION DE LA LINEALIDAD Y DEL RANGO- La linealidad de
un método analitico se determina mediante un tratamiento matemético de los
resultados obtenidos en el andlisis de muestras con concentraciones de la
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substancia a analizar de tal manera que cubren el rango de! método que se
pretende validar. El tratamiento es normalmente un célculo de regresién linea! por
el método de los minimos cuadrados de los resultados contra la concentracion de
la substancia. En algunos casos, para obtener una proporcionalidad entre las
mueslras y las concentraciones de las muestras, los datos de la prueba pueden
someterse a una transformacion matematica antes de llevar a cabo el analisis de
regresion. La pendiente de Ia regresion lineal y su varianza proporcionan una
medida matematica de la linearidad.  Graficar los resultados de la prueba en
funcidn de la concentracion de la substancia , también puede representar una
alternativa aceptable al calculo de la regresion lineal.

£l rango del método se valida verificando que el método analitico proporcione una
precisién, exactitud y linearidad aceptable cuando se aplica a muestras que
contienen una cantidad de substancia que corresponda tanto a los valores
externos del rango como a los valores internos.

REPRODUCIBILIDAD: DEFINICION- El grado de reproducibilidad de un método
analitico se determina analizando las mismas muestras bajo una variedad de
condiciones normales de prueba, tales como diferentes laboratorios, diferentes
analistas, diferentes instrumentos, diferentes lotes de reactivos, diferentes
temperaturas de ensayo, diferentes dias, etc. La reproducibilidad se expresa
normalmente como la ausencia de influencia sobre los resultados de parte de
variables operacionales y ambientales del método analitico.La medida de la
reproducibilidad de los resultados de prueba considera condiciones de operacion
normales o esperadas de un laboratorio a otro o de un analista a ofro.

DETERMINACION- La reproducibilidad de un método analitico se determina
analizando alicuotas de lotes homogéneos en diferentes laboratorios, por
diferentes analistas, utilizando condiciones operativas y ambientales que pueden
diferir pero que estan dentro de los parametros especificados de la prueba.

El grado de reproducibilidad de los resuitados se determina como una funcién de
las variables de la prueba. Esta reproducibilidad se puede comparar a la precision
de la prueba en condiciones normales a fin de obtener una medida de la
reproducibilidad del método analitico.

LIMITE DE CUANTIFICACION: DEFINICION- El limite de cuantificacion es un
parédmetro de los andlisis cuantitativos para cantidades bajas de substancia en las
muestras, como son las impurezas en materia prima y los productos de
degradacion en los productos farmacéuticos terminados. Representa por lo tanto
la cantidad mas baja de la substancia que puede ser determinada con una
precisién y una exactitud aceptable bajo las condiciones experimentales
establecidas. El limite de cuantificacion se expresa como la concentracién de
substancia en la muestra.
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DETERMINACION- La determinacién del limite de cuantificacién de un método
analitico puede variar dependiendo de si se frata de un método instrumental o no.
Para procedimientos instrumentales, comunmente se mide la magnitud det ruido
de fondo analizando un cierto numero de blancos y calculando la desviacién
estandar multiplicada por un factor, que normalmente es 10, esto proporciona una
estimacion del limite de cuantificacion. Este limite se valida posteriormente
mediante el anélisis de una cantidad adecuada de muestras cuya concentracién
conocida o preparada este cerca de! limite de cuantificacion.

Para procedimientos no instrumentales, el limite de cuantificaciéon se determina
generalmente analizando muestras con concentraciones conocidas de substancia
y estableciendo el nivel minimo al cual la substancia se puede detectar con una
precisién y una exactitud aceptable.

C) ELEMENTOS REQUERIDOS EN LA PRUEBA DE VALIDACION

Los elementos requeridos para una prueba de validacion de un método analitico
para valoracién cuantitativa de principio activo son : precisién, exactitud,
especificidad, rango, linealidad y reproducibilidad. La validacidén de un método
analitico para valoracion de impurezas o compuestos de degradacidn, requiere
ademas una prueba de limite de deteccion .

Para métodos farmacopéicos, no es necesario un andlisis estadistico a partir de
materia prima, pero si es importante el andlisis sobre producto terminado. Para
los métodos no farmacopéicos , sin embargo, es necesario realizar los dos tipos
de andlisis estadisticos.

D) ITERIOS DE ACEPTABILIDAD

Ni la Secretarfa de Salud, ni el Colegio Naciona! de Quimicos Farmacéuticos
Bidlogos de México han publicado los criterios de aceptabilidad para los diferentes
parametros a analizar en un estudio de validacién de un método analitico con
fundamento inmunoquimico. Ante esta situacién se pueden tomar en cuenta como
punto de comparacién los criterios establecidos para las pruebas
microbiolégicas(30) y algunos criterios que prevalecen en las determinaciones
inmunolégicas de las @reas clinicas{31). ( tabta 5)
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TABLA 5. MM@M@MMMAQL@JEM

[o] rmin eficiente de variacién

TIPO DE PRUEBA

PARAMETRO Quimica  Microbiolégica (Inmunoldgica*)
Precisidn sistema <1.5% <3%
Exactitud y ]
repetibilidad <3% <5% 2%-8% (apolipoproteina)
Reproducibilidad <3% <5% 5%-15%(bilirrubina)

5%-10%(apolipoproteina)

* Nota:Coeficientes de variacion observados en métodos inmunoldgicos
(RIA, ELISA) en valoraciones de protelnas y hormonas. (31) (44) (45).

Hay que mencionar finalmente que las pruebas inmunogquimicas presentan una
variabilidad mucho mayor a las pruebas microbioldgicas, particularmente cuando
se trata del andlisis de hormonas y de la gonadotropina coriénica humana, Como
ejemplo citaremos un control de calidad interhospitalario en Francia donde los
coeficientes de variacion tenfan, sin considerar la HCG, como limite inferior 13.7%
de CV para la ferritina y 46.1% para la progesterona. En este estudio la HCG se
distinguié con un coeficiente de variacién de 77.9%.(9/3)
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CAPITULO IHi

3.1 SELE! N DE TRES INMUNOENSAYOS COMERCIALIZADOS EN
(0] EPTIBLES DE
FARMACEUTICA PARA LA MEDICION DE HCG

3.1.1 Criterios para la seleccion de tres inmunoensayos para la valoracién de hcg
en la industria farmacéuti

Un laboratorio de control de calidad de la industria farmacéutica no puede
depender de un solo proveedor para sus reactivos, atn menos cuando €l reactivo
en cuestién es importado y estd sujeto a una legislacion de importacién cuyos
cambios aparecen repentinamente sin aviso alguno. Los andlisis deben de seguir
haciéndose y con una técnica validada que no puede improvisarse segun las
fluctuaciones de los reactivos existentes en e! mercado nacional. Por tal motivo,
en la fase inicial de este trabajo, se pretende investigar las caracteristicas de
todos los reactivos comercializados en México, destinados a las dreas clinicas
para la valoracién de la gonadotropina coriénica humana.

De los reactivos existentes se van a seleccionar tres de ellos como posibles
candidatos para la valoracién cuantitativa de HCG en Ia industria farmacéutica,
dos de ellos representarfan una alternativa para esta valoracién en el caso de que
el reactivo electo faltara.

Los criterios para la seleccién de los tres reactivos son los siguientes:

1.- El reactivo debe de proporcionar un resultado cuantitativo de la valoracion de
HCG de tal manera que su precision minima permita determinar que el titulo de la
hormona esté comprendido entre el 80% y el 125 % del valor etiquetado, segin
las exigencias de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

2.-El reactivo debe de reunir las caracteristicas necesarias para cuantificar la
gonadotropina coridnica humana intacta con sus dos subunidades, ya que las
subunidades libres no tienen actividad bioldgica.

3.- El reactivo debe de ofrecer ventajas en relacién con el método biologico de
valoracién de la HCG, es decir que debe de ser més rapido y mas sencillo en su
uso.
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4.- El reactivo debe de estar calibrado contra un estindar de referencia
internacional y por lo tanto el resultado se expresara en Unidades Internacionales
(U1}, de preferencia contra el mismo estandar de referencia utilizado por la casa
matriz en la valoracién biolégica de la materia prima .
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3.1.2 INMUNOENSAYOS QOMERQIALIZA 0S EN MEXICO PARA LA
VALORACION DE HCG Y SUS CARACTERISTICAS

En la tabla 6 aparecen los reactivos comercializados en México para la valoracion
de HCG en el 4rea clinica, asi como sus caracteristicas { marca, sensibilidad,
numero de pruebas por estuche, caducidad, fundamento, anticuerpos utilizados y
estandar de referencia ).

3.1.3 PRUEBA DE REACTIVOS
Reactivi rof S:

Los siguientes reactivos fueron escogidos para la realizacién de una prueba
preliminar, a fin de determinar si el resultado conseguido dejaba entrever una
buena correlacion con el valor bioldgico y si no existfan problemas mayores en su
uso:

1.- ENZYMUM-TEST ( BOEHRINGER MANNHEIM ):Determinacién cuantitativa
de gonadotropina coriénica total humana en suero por inmunoensayo enzimatico
{ ELISA).

2.-RIA AMERSHAM BETA HCG ( AMERSHAM ): Determinacion cuantitativa de
gonadotropina coridnica humana por radicinmunoensayo ( subunidad beta ).

3.-PREGNOSTICON ALL-IN { ORGANON ): Prugba de embarazo en tubo con
una sensibilidad de 1000 Ul de HCG por litro de orina. Es una prueba con el
principio de inhibicién de la aglutinacién con anticuerpos monocionales contra fa
fraccidn terminal beta.

4.-NEO PREGNOSTICON 75 DUOCLON ( ORGANON ): Prueba de embarazo en
tubo con una sensibilidad de 75 Ul de HCG por litro de orina. £s la prueba en
tubo de hemaglutinacién inversa de mayor sensibilidad y especificidad del
mercado. Los anticuerpos monoclonales estan dirigidos hacia dos porciones
especificas de la HCG ( unién alfa-beta y fraccién terminal de beta ) lo cual
permite detectar Unicamente la HCG intacta.

5.-UCG-TITRATION SET ( CARTER WALLACE ): Detecta la gonadotropina
coriénica humana ( HCG ) inmunolégicamente, en la orina © en el suero de
mujeres embarazadas, con una sensibilidad de 1 Ul de HCG por m! de orina o de
suero. Se basa en el principio de la inhibicion de la aglutinacién hemética. El
antisuero es convencional de conejo.
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3.1.4. METODO : Las pruebas se realizaron por duplicado, de acuerdo con los
métodos descritos en los instructivos de cada reactivo; Las diluciones se
efectuaron con una precisién 6ptima tal como se realizan en cualquier método
analitico quimico, ( bureta, pipeta y matraces aforados ), es decir, utilizando
material de vidrio volumétrico para conseguir las concentraciones finales
deseadas y no realizar diluciones seriadas de factor dos o de factor 1.26 {47) las
cuales no permiten acercarse al punto de equilibrio de manera precisa, es decir
cuantitativa. Para el reactivo UCG-TITRATION SET se consideré como punto de
equilibrio, a un anilio de 4.5 cm de didmetro; para las pruebas en tubo se utilizé
SSt como diluente.

Para los demds reactivos la dilucién final se realizd en el diluente original del
estuche y las primeras diluciones en SSI.
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3.1.5 RESULTADOS

Se analizaron dos materias primas ( M.P. ) de nimero de lote diferentes asl como
dos productos terminados ( P.T. ) de lotes diferentes.

TABLA 7. VALORACION DE MATERIAS PRIMAS Y PRODUCTOS

RMINADOS DE POR DIFERENTES INM Ef
REACTIVO PRODUCTO  RESULTADO MEDIA cv
ANALIZADO (EN % DELVALOR  ARITMETICA
ETIQUETADO)
ENZYMUM-TEST P.T.A (117%)*
MP. X (134%)"
PT. A 120%
M.P. X 83%
RIA AMERSHAM  P.T. A(1) 14.5% 29% 59%
BETAHCG 48.7%
PT. A 25%
M.P. X 27%
PREGNOSTICON P.T.A 36% 56% 50%
ALL-IN PT.B 76%
M.P. X 89%
M.P.Y 90% 89% 1%
NEO- PT.A 28% 42% 22%
PREGNOSTICON P.T.B 57%
75 DUOCLON M.P.X 89% 82% 12%
MP. Y 75%
UCG- PT.A 65% 73% 15%
TITRATION PT.B 81%
SET M.P. X 83%
M.P. Y 96% 89% 10%

Nota: Los resultados estdn expresados en términos del estandar de referencia de
cada reactivo asi como en base a la sensibilidad indicada por el proveedor)
* El contro! del reactivo salié fuera del rango permitido.
1) Resultados obtenidos a partir de concentraciones finales distintas.




3.1.6 ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSION

Antes de analizar los resultados obtenidos en los diferentes inmunoensayos,
( Tabla 7 ) es necesario sefialar que dentro de los reactivos probados unos
detectan solamente la fraccion beta de la HCG, por lo que no son a priori aptos
para la valoracién de la HCG en un medicamento, sin embargo se realizaron
estas pruebas preliminares para dejar como antecedente un andlisis sobre su
posible uso, siendo estos reactivos, productos comercializados por empresas de
mucho prestigio en el area clinica. Estos son : RIA AMERSHAM BETA HCG y
PREGNOSTICON ALL-IN.

El ENZYMUM-TEST basado sobre el principio de ELISA es cuantitativo. Este
ensayo se realizo con algunos problemas ya que necesita adaptarse al andlisis de
una muestra de medicamento cuya concentracién en HCG es mucho mayor a la
que se suele encontrar en las muestra clinicas, por o que 1a prueba es tardada ya
que requiere la realizacién de diluciones precisas. Ademds los resultados
obtenidos con el control incluido en el estuche, se salieron de los limites durante
dos pruebas, quizas por el calor excesivo del medio ambiente, lo que nos condujo
a realizar la prueba en los laboratorios del proveedor mediante un sistema
totalmente automatizado, sistema destinado al analisis hospitalario de grandes
cantidades de muestras, que no es apto para un laboratorio de la industria
farmacéutica.Los resultados obtenidos finalmente san de 120% para el producto
terminado y 83% para la materia prima.

El RIA AMERSHAM BETA HCG es un radioinmunoensayo cuantitativo utilizado
en centros hospitalarios y considerado durante mucho tiempo como el sistema
més sofisticado y sensible. Este tipo de prueba no se puede realizar en un
laboratorio de la industria farmacéutica , pero se realizaron estas pruebas
pensando que en caso de obtener buenos resultados se podria considerar
mandar muestras a un laboratorio de terceria. Los resuitados obtenidos son muy
bajos , la media de los resultados fue de 29% con productos terminados
{CV=58%) y 27% para materia prima.

El PREGNOSTICON ALL-IN, es un reactivo en tubo semi-cuantitativo. La media
de los resultados obtenidos es de 56% para un producto terminado { CV 50% ) y
89% para materia prima. { CV=1%)

EI NEO-PREGNOSTICON 75 DUOCLON nos da unos resultados con una media
de 42% para producto terminado (CV =22%) y 82% para materia prima,
{CV=12%).

El UCG-TITRATION SET nos da una media de resultados de 73% ( CV = 15% )
para producto terminado y 89% para materia prima. ( CV = 10%)



55

Conviene afiadir que el nimero de ensayos realizados es muy bajo por lo que
estos resultados solamente tienen un valor aproximado. Los diferentes ensayos
realizados ademas de haber cuantificado la hormona de las muestras analizadas,
han permitido familiarizarse con diferentes tipos de ensayo y su relativa
complejidad. Hemos visto que tanto los reactivos comercializados como
cuantitativos y como semi-cuantitativos exigen un trabajo largo y costoso para
poder valorar HCG en un medicamento en las condiciones requeridas, ademas se
necesita la colaboracién de varias personas, como son los proveedores de!
reactivo, laboratoristas y directivos del laboratorio farmacéutico y personal que
nos renta o facilita las instalaciones de diversas entidades hospitalarias. Por lo
tanto hemos decido descartar definitivamente en el desarrollo de nuestro trabajo
todos los reactivos que cuantifican solamente fa fraccién beta de la hormona HCG
y los reactivos que requieren un equipo costoso y que son inestables.
(ENZYMUM TEST, RIA AMERSHAM BETA HCG, PREGNOSTICON ALL-IN).

En vista de los resultados obtenidos, podemos concluir que el reactivo que
mejores resultados nos ha dado es el UCG TITRATION SET, ya que el promedio
de los resultados obtenidos es el méds cercano al valor etiquetado y que es el que
presenta menos variaciones ( tabla 7 ); También hemos decidido seguir nuestros
trabajos con el reactivo NEO PREGNOSTICON 75 DUOCLON ya que es mas
especifico que el UCG TITRATION SET para la valoracion de la HCG intacta. Sin
embargo, es necesaric subrayar que los resultados obtenidos son muy alejados
del valor etiquetado, por lo que se requiere buscar la razén de este hecho. Antes
de probar mas reactivos es necesario realizar aigunas pruebas en cuanto a los
aspectos siguientes para explicar los resultados obtenidos.

1.-Determinacién de la sensibilidad de los reactivos: Las sensibilidades de

los reactivos vienen indicadas por los proveedores, sea en la misma caja, sea en
los folletos que acompafian al mismo. Sin embargo, la exactitud de esta
calibracién no es suficiente para nuestro propdsito , sobre todo en reactivos
semi-cuantitativos. Ademas se estdn manejando diferentes estdndares de
referencia adn internacionales ( 2nd 1S , 3rd IS, 1st IRP,USP } para calibrar los
estuches. Esta situacién de no equivalencia de los patrones de referencia,
aceptada por la misma OMS, conlleva a una dificuitad de comparacién de los
resuitados obtenidos por diferentes reactivos. Por lo tanto es necesario, en las
pruebas futuras utilizar el mismo patrén de referencia para todas las pruebas, a
fin de poder comparar los resultados entre si.

2.- Realizacion de pruebas de estabilidad de la HCG diluida: La HCG es una
hormona que ficilmente puede perder su potencia si no se conserva en
determinadas condiciones. Todos los inmunoensayos requieren que se realicen
grandes diluciones de la HCG a partir del medicamento, por lo que se piensa que
puede existir la posibilidad de que estas etapas afecten la estabilidad de la
hormona y dando resultados equivocados. Ya que los trabajos de determinacién
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de estabilidad de la hormona a diferentes temperaturas y en diferentes soluciones
son costosos, se realizaran solamente con el reactivo UCG TITRATION SET.

3.2 AS PRELIMINARES DE ERMINACION DE SENSIBILIDAD DE
LOS REACTIVOS

A continuacién se presentan los resultados de determinacion de las sensibilidad
de los siguientes reactivos para valoracion de HCG:

1) Neo Pregnosticon 75 Duoclon

2) Pregnosticon All in

3) Determinacién cuantitativa de HCG LAFON

4) UCG Titration Set

Las determinaciones se realizan de acuerdo al método indicado en el instructivo
de uso de cada reactivo; las diluciones sin embargo, se realizaron con varias

concentraciones finales cercanas y equidistantes de la sensibilidad indicada en el
marbete,
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TABLA 8a: RESULTADOS

1) Pregnosticon All in (sensibilidad 1 Ul/ml)

dia  solucién Concentracién final (UMmI) -+ = P.E.
estandar 0.705 0.806 0.807 1.007 1.108 Ut/ml
1 1
0.907
1 1
>0.907
2 1
(1.0)
2 1
(1.108)
6 1
: (1.108)
1 2"
>1.111
1 2
- - + 1.211
1 3 : 0.9025 1.0028 1.1030 1.2033 1.05

- +-  + +

_Resyitado promedio: solucién 1) 0.907 Ul/ml
solucién 2) 1.161 Ulim|

solucién 3) 1.05 UI/m!
sibllidad promedio: 1.024 Ul/m|

* NOTA: la solucién de 1.108 Ul / ml fue probada en tiempos distintos (seis dias),
se constata de esta manera que existe una baja del titulo de [a hormona en
solucién.




TABLA 8b: RESULTADOS

2) Neo Pregosticon 75 Duocion (sensibilidad 0.075 Ul / mi)
dia solucién concentracioén final(Ul / L) P.E.
estdndar 45 50 55 60 65 70 75 80 86 90 100 110 (V]V/
1 1
- - - +f- FYREY R 65-80
1 1
. e >65
2
+ {100)
2.
- (>90)
.
+ o+ <90
1 2
+ - +  (86)
1 3
- - -+ 88
Promedio de resultados: solucién 1: punto de equilibrio entre 65 y 100 UI/L.No se

considera en el promedio, por no haberse realizado la prueba el mismo dia.

solucién 2) 90 UI/L
solucién 3) 88 UI/L
I ] lidad = I/l
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TABLA 8c: RESULTADOS

3) Determinacién cuantitativa de HCG LAFON (sensibilidad 1 Ul/ml)

dia solucion concentracién final (Ul/ml)
estandar 0.08 0.10 0.20 0.25 0.50 0.70 0.80 0.90 1.011. 11

1 1 .
+ + + +  + <0.7
1 1
- + o+ + <0.25
2 1
- >0.1
2 1
+ 0.2

Resultado: Sensibilidad aproxi * del reactivo: 0.2
(* la determinacion es aproximada por haberse realizado la prueba
con la misma solucién dos dfas seguidos).

TABLA 8d: RESULTADOS

4) UCG TITRATION SET (sensibilidad 1 Ul/ml)

Lote de Concentraciones finales analizadas(Ul/ml) P.E.
reactivo 09 1.0 11 1.2 13 14 15 (Ul/ml)

1
- - -+ + 1.2

1
+ + o+ <1.1

2
- + + + + + 1.0
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CONCLUSION
En resumen se determinaron las sensibilidades siguientes ( tabla 8 ):

-Pregnosticon All IN : 1.0 Ul/ml contra 1 Ul/ml indicada en el marbete.

-Neo Pregnosticon 75 Duoclon: 0.088 Ul/ml contra 0.075 Ul/ml indicada en el
marbete.

-Determinacién cuantitativa de HCG de Lafon: 0,2 Ul/ml contra

1Ul/m! indicada en el marbete.

-UCG-Titration Set: 1.1 Ul/mi contra 1.0 Ul/ml indicada en el marbete.

En conclusién podemos decir que las sensibilidades indicadas en los marbetes de
los reactivos pueden satisfacer una valoracidn semicuantitativa, més no existe
una exactitud suficiente para realizar una valoracién cuantitativa, sobre todo en
los reactivos”Neo Pregnosticon 75 Duoclon” y"Determinacién cuantitativa de HCG
Lafon". Por lo tanto es necesario realizar siempre la determinacién de la
sensibilidad de! reactivo con un estdndar antes de realizar |a valoracién de una
materia prima o de un producto terminado.

Refiriéndonos a las valoraciones de HCG presentadas en la tabla 7 del inciso
3.1.4, podemos constatar que una determinacion preliminar de la sensibilidad de
los reactivos con un estandar es necesaria ya que el valor del resultado se ve
afectado de una manera muy significativa. Como ejemplo veamos el caso del
"UCG Titration Set" cuya sensibilidad comercial es de 1 Ul/m! se encontré un
promedio de resultados de 81%, promedio que serla de 89% si se considera la
sensibilidad real de 1.1 Ul/ml.

Los reactivos cuya sensibilidad real es la mas cercana a la sensibitidad indicada
por el proveedor son el Pregnosticon All in, que por presentar antisuero
solamente contra la cadena beta HCG no se considerard mds en nuestro
estudio, y el UCG Titration Set.

Nota: Dentro de los reactivos probados también esta el "Pregnospia Duoclon".
Este reactivo se comercializa para uso cualitativo para pruebas de embarazo. Sin
embargo algunos articulos mencionan la posibilidad de utilizar este principio de
spia (soi particule immunoassay) para valoraciones cuantitativas gracias a la
medicidén de una absorbancia y a su relacién con la concentracién de hormona.
(4.6)

Las pruebas realizadas no fueron concluyentes ya que no se encontré dicha
proporcionalidad, al realizar una curva estandar de 50,100.150,200 y 250 Ui/L de
HCG diluida en SSI, y hacer las lecturas de las absorbancias a 540 mm { como
blanco se utilizd tanto una SSI como un buffer tris pH 7.6 ).



61

3.3 PRUEI PRELIMINARES DE ESTABILIDAD DEL R TIVA DE LA
HCG EN DIFERENTES SOLUCIONES Y A DIFERENTES TEMPERATURAS

Todas las pruebas siguientes de estabilidad se realizan con el reactivo
UCG-TITRATION SET que se basa en el principio de la inhibicion de la
aglutinacion hematica.El método utilizado para determinar el punto de equilibria
corresponde al método desarrollado en este trabajo y que se presenta en el
capitulo IV, sin embargo, en estas pruebas preliminares:

1) No se consideran los criterios de aceptabilidad que fueron establecidos
posteriormente.

2) Se analizan solamente seis diluciones finales * UCG Titration Set ".

3) Para los calculos se considera una sensibilidad promedio determinada, a partir
de seis estuches del mismo lote de reactivo.

3.3.1 Determinacion de la sensibilidad del reactivo

Se determina una sensibilidad promedio a partir de 4 cajas nuevas y 2 cajas
utilizadas anteriormente de 3 a 5 veces(**), todas del mismo nimero de
lote,donde:

Cf =concentracion final(Ul/m!} Al= alicuotas{m!)

AF=aforos(ml) Pm= peso de |la muestra{mg)

Tb=titulo biotdgico(Ul/mg) d= didmetro de! anillo(mm)
r=coeficiente de regresion lineal PE= punto de equilibrio

Tabla 8. RESULTADOS ( Determinacién de sensibilidad de UCG Titration Set )

caja Ccf 1Cf Al AF Pm Tb d r PE
1 10 5.01 3700
1.0 100

09 111 4.85 100 5.5

1.0 1.00 &4 100 5.5

1.1 090 595 100 4.5

12 083 65 100 4.5

13 076 7.05 100 4.75

14 071 7.55 100 4.25

087 0.79
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caja Cf  1Cf Al AF Pm T d r PE
2 10 5.02 3700
1.0 100
07 142 38 100 5.875
08 124 435 100 4.75
09 112 48 100 525
1.0 1.00 54 100 4.75
11 080 595 100 4.5
1.2 083 65 100 4.25
0.88 0.64
3 10 74 3700
1.0 100
0.63 159 23 100 6.5
068 146 25 100 6.25
074 135 27 100 5.75
082 122 3.0 100 5.0
092 109 335 100 5.0 .
0.96 0.70
4 10 5.0 3700
1.0 100
0.7 142 3.8 100 5.75
0.8 1.24 435 100 5.5
0.9 113 4.8 100 4.875
1.0 1.00 54 100 4.625
1.1 091 595 100 4.5
1.2 0.83 6.5 100 (4.5) 0.97 0.67
5 10 5.01 3700
1.0 100
0.7 142 38 100 6.5,7.0
0.8 1.24 4.35 100 6.0,6.0
0.9 112 48 100 6.75,5.75
1.0 1.00 54 100 5.0,5.0
1.1 091 595 100 4.75,4.75
1.2 083 6.5 100 4545
0.98 0.82
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caja ' Cf 1/Ct Al AF Pm Tb d r PE
6" 10 7.4 3700
1.0 100

0.63 1.59 23 100 -

0.68 1.46 25 100 6.75

0.74 1.35 27 100 6.0

0.82 1.21 3.0 100 5.5

0.92 1.09 3.35 100 5.0

099 0.76

Sensibilidad promedig: para cajas nuevas:S= 0.70 Ul/ml
para cajas ya utilizadas : S= 0.79 Ul/ml
general: 8= 0.75Ul/m!

Andlisis de resultados; L.os resultados obtenidos { Tabla 9} indican que las cajas
que ya habfan sido utilizadas presentan una sensibilidad algo inferior a las cajas
nuevas y que el promedio de las sensibitidades observadas en el lote analizado
es de 0.75 Ul/iml,

Se puede observar en que medida un cambio en la sensibilidad de un reactivo
lleva a obtener resultados erréneos. Por ejemplo si pensamos tener una
sensibilidad de 1 Ul/ml y que en realidad la sensibilidad es de 1.2 Ul/mi corremos
el riesgo de obtener un resultado falso negativo al probar una muestra cuyo
contenido sea de 5000 Ul/frasco. Si se realiza una dilucién de un factor 5000 con
una sensibilidad de 1.2, se prueba en realidad 6000 Unidades de hormona(5000 x
1.2) y no 5000 {5000 x 1.0) y el resultado sera negativo ya que nuestra muestra
no contiene 6000 Ul. Por otra parte existe el riesgo de un resultado falso positivo
si la sensibilidad real es inferior a la que uno considera en sus célculos. Buscando
5000 Ul con un estuche cuya sensibilidad real sea de 0.8 Ui/m! en vez de 1.0
Ulimi, se prueban en realidad 4000 Unidades (5000 x 0.8} y es probable que et
resultado sea positivo porque se investigaron 4000 unidades y no 5000 UL,

332 erminagi la_interf ia_por XGipi iluen

Para determinar si existe una ln(erferencla por parte de excipientes, se afiadid
cada excipiente, r . @ una cantidad determinada de
materia prima de HCG en la misma relaclén a la existente en el producto
terminado, y se relacioné con la valoracién de la materia prima sola. Se trabajé
con un mismo lote de reactivo UCG Titration Set, cuya sensibilidad de 0.75 Ul/mi|
habla sido determinada como se indica en el inciso 3.3.1. Los resultados
aparecen a continuacién en [a tabla 10.
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También se determind la influencia de un diluente sobre el resuitado de! andlisis.
En este caso el diluente es un buffer de fosfato-albumina de pH 7.2, mismo que
se utlliza en el método de valoracién de ta HCG en la Farmacopea Europea;
ademds este tipo de diluente con albimina se encuentra en muchas pruebas que
aparecen en la literatura cientifica relacionada con estudios de la hormona.
También se usa un tipo de diluente semejante en inmunoensayos para use clinico
( RIA,ELISA ) sin embargo, viene en cantidades tan pequeiias que no alcanzan
para diluir las concentraciones tan elevadas que se 1 jan en la industria
farmacéutica.

Se realiza esta prueba pensando también que utifizando el mismo diluente tanto
en la valoracién inmunoldgica como en la valoracion bioldgica se puede conseguir
una mejor correlacion entre método bioldgico e inmunoldgico.

Los resultadas obtenidos demuestran que existe interferencia por parte de fos
exciplentas en la valoracién inmunoldgica de la Gonadotropina Coridnica Humana
con el “"UCG Titration Set". Por lo tanto se establece que al valorar un producto
terminado, es necesario afiadir una solucién de excipientes al estandar de
referencia .

En cuanto af diluente buffer fosfato-alblimina pH 7.2, se constata iguaimente que
interfiere en la valoracién inmunolégica de la HCG en una proporclén que se
acerca a un 10%. Por lo tanto se descarta el uso de este diluente para la
realizacién de las pruebas atn sabiendo que esta solucién contribuye a una
estabilidad de fa hormona en solucidn mayor que la que proporciona la solucién
salina isotdnica.

Sin embargb. seria interesante analizar posteriormente, interferencia de parte de
la atbimina en caso de diluir con SSi, una solucion inicial de HCG diluida en
buffer fosfato albimina ( 5mg en 10 mti ).
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TABLA 10. Determinacion de la interferencla por parte de excipientes y
diluentes. Se hicieron las determinaciones por duplicado (A y B). Entre
paréntesis, aparece (n / r} es decir "n" el nimero de puntos utilizados para
calcular la recta de regresion y "r* el coeficiente de regresion lineal.

Substancia analizada Resultado en % del Promé- % relativo
tituio bioldgico dio ala materia
A B X prima sola
Materia prima( HCG) 107% 99% 103%

(5/0.97)  (4/0.99)

HCG + exciplentes | + 1 114% 103% 108% 105%
(5/0.96) (5/0.81)

HCG + excipiente |l 112% 108% 110% 107%
(5/ 0.86) (5/0.93)

HCG + excipientes | + {il 122% 114% 122% 118%
(5/ 0.90) (4/0.52)

HCG + excipiente | 115% 105% 110% 107%
(5/0.81)  (5/0.96)

HCG + timerosal 103% 107% 105% 102%

(concentracién final 0.002%") (5/0.94)  (5/0.96)

HCG en buffer fosfato albumina 113% 109% 111% 108%

pH7.2 (5/0.96)  (4/0.85)

NOTA; * cantidad de timerosal que se afiade a las alicuotas de hormona diluidas
en buffer fosfato-albimina pH 7.2, a fin de conservar la solucién que se inyecta
durante 4 dias seguidos en ratas, segin el método de valoracién de la
Farmacopea Europea.
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3.33 rminacién de la ilid 1\

Para una valoracién cuantitativa de la hormona es necesario conocer con
exactitud la sensibilidad del reactivo y su estabilidad en cuanto a esta
sensibilidad,

A continuacion se describen dos pruebas:

Prueba I: Con la finalidad de determinar si existe un cambio de la sensibilidad del
reactivo después de haber utilizado en varias ocasiones un mismo estuche, se
determina la sensibilidad inicial(i) del estuche y una sensibilidad final (f} después
de haber sometido los reactivos del estuche a una simulacién de uso durante 7
dias que consiste en sacar el estuche a temperatura ambiente durante 30
minutes y agitar la solucion de eritrocitos para suspenderia. La prueba se realiza
por duplicado (A y B)

Tabla 11a. RESULTADOS: Determinacién de la estabilidad del reactivo

(7 dfas ).
DIA Cf 1/Cf Al AF Pm Tb d r PE
Ai 1 10 5.01 3700
1.0 100
0.9 1.1 4.85 100 55
1.0 1.00 54 100 5.5
1.1 0.91 5.95 100 4.5
1.2 0.83 6.5 4.5
1.3 0.76 7.058 100 4.75
1.4 0.71 7.55 100 4.25
0.86 0.79
Af 7 10 74 3700
1.0 100
0.7 1.43 2.55 100 -
0.8 1.26 29 100 7.5
09 111 33 100 -
1.0 1.00 3.65 100 5.25
1.1 091 4.0 100 5.75

0.89 0.97
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DIA Cf 1/CF Al AF Pm Tb d r PE
Bi 1 10 5.01 3700
1.0 100
0.6 1.66 3.25 100 7.25
0.7 1.42 3.8 100 6.0
.8 1.24 4.35 100 5.375
0.9 1.12 4.8 100 55
1.0 1.00 5.4 100 4.75
1.1 0.91 5.95 100 4.5
0.97 0.74
Bf 7 10 5.02 3700
1.0 100
0.7 1.42 3.8 100 55
0.8 1.24 4.35 100 5.625
0.9 1.12 4.8 100 5.0
1.0 1.00 5.4 100 4.5
11 0.90 5.95 100 4.25

092 0.66
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. A fin de determinar la estabilidad del reactivo almacenado en
refrigeracién , se determina una sensibilidad inicial y una sensibilidad final
después de tres meses de almacenaje sobre estuches del mismo niimero de lote.

Tabla 11b. RESULTADOS: Determinacién de la estabilidad del reactivo
(90 dfas )
DIA cf 1/Cf Al AF Pm Tb d r PE
A 1 10 5.01 3700
1.0 100
0.7 1.42 2.7 100 5.75
0.8 1.24 325 100 55
0.9 1.13 3.8 100 4.875
1.0 1.00 435 100 4.625
11 0.91 4.9 100 45
1.2 0.83 54 100 (4.5)
0.97 0.67
Af 90 10 5.01 3700
1.0 100
05 2.00 2.7 100 -
06 1.66 3.25 100 -
07 142 3.8 100 -
0.8 1.24 4.35 100
09 1.12 4.9 100 7.625
1.0 1.00 5.4 100 4.625
(1) 095
Bi 1 10 5.01 3700
1.0 100
0.7 1.42 3.8 100 5.875
0.8 1.24 435 100 4.75
0.9 1.12 4.9 100 5.25
1.0 1.00 54 100 4.75
1.1 0.90 100 45
12 083 100 4.25

0.88 0.64
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DIA__Cf 1iCt Al AF. Pm TIb d r . PE
Bf 90 10 5.01 3700
1.0 100
0.5 200 27 100 -
06 166 3.25 100 -
0.7 142 3.8 100 -
08 124 435 100 7.75
0.9 110 4.9 100 4.75
1.0 1.00 54 100 4.5
0.94 0.88
ANALISIS DE RESULTADOS:

Prueba I; Existe una variacién muy significativa de la sensibilidad del reactivo, ya
que todas las pruebas fueron realizadas con el mismo lote de reactivo y el mismo
estandar de referencia.En un caso encontramos una baja muy grande de la
sensibilidad (23%) y en el otro caso un aumento ( 11%). Sin embargo, al analizar
la prueba Il aparece mas bien una tendencia a la baja de la sensibilidad con el
tiempo ( Tabla 11a ).

Prueba II: Después de almacenar los reactivos 3 meses en refrigeracion, se
constata una disminucién muy significativa de la sensibilidad ( 37-42% ). Por lo
tanto, no se puede pensar en calibrar varias cajas de un mismo lote de reactivo y
considerar esta calibracién vélida para un tiempo prolongado ( Tabla 11b )

Como consecuencia del comportamiento de los reactivos observado en estas
dos pruebas, es necesario determinar siempre la sensibilidad del reactivo con un
estandar de referencia, justo antes de realizar la valoracién de una muestra.

3.34 in d ilidad de la materia pri i
isotdnica (SSI}

Se determina el titulo de una materia prima por duplicado ( Ay B ), diluida en
solucién salina isotdnica, y de las concentraciones finales a analizar cercanas a
la sensibilidad de! reactivo. El Lote de reactivo UCG-Titration-Set tiene una
sensibilidad de 0.75 Ul/ml.

Se conservaron las muestras en refrigeracion (R), es decir a una temperatura de
5 a 8 grados centigrados y también en congelacién a una temperatura de -30
grados centigrados.Los resultados aparecen en la tabla 12.
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3 hrs 5hrs 24 hrs 48 hrs 8 dias 15 dias
R R R c R c (o] (of
A) 83% 83% <51% <44% 43% 39% 44%
(5/0.84) (5/0.9) v . (2/1) (2/1) *
89% 99 % 54% <40% <40% <40%
(4/0.99) (4/0.96) (3/0.99)
X: 86% 91% <54% <50% <50%  <50% <50%
b) idad de una solucién concentrada de de 1 I/mi en
2 dias 16 dlas 22 dias 60 dias 90 dias
R C o] R c R [} R C
A) 104% 112% 87% 108% 99% <90% <70% <74% 78%
(4/0.99)(4/0.98) (3/0.99)  (4/0.95) (3/0.90) . . * (3/0.98)
B) 118% 105% 98% 106%  96% 92% 122% 84%
(5/0.91)(5/0.87) (5/0.89)  (4/0.87) (3/0.65 ) (2/1)  (3/0.98)(4/.095)
X: 111% 108% 92% 107% 7% 81%
c) Estabilidad de una solucién de HCG con excipientes en SSI (concentragién
final de 2738 Ul/ml)_
60 dlas
R
A)  90%
(0.99)
B) 99%
(0.98)
X 94%

Nota: entre paréntesis aparece (n / r) es decir el nimero de puntos “n" para
determinar la regresion lineal y el " r * el coeficiente de regresién lineal.
*Estimacién. R ( refrigeracién } C ( congelacién )
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ANALISIS DE RESULTAD

La materia prima de HCG en solucion salina isot6nica, no se conserva ni 3 horas
estando diluida a una concentracién cercana a 1 Ul / ml, después de 24 horas ya
la concentracion es inferior al 50% (tabla 12, fig. 12}. Sin embargo una solucién
concentrada de HCG de unos 1850 Ul/ml se conserva mucho mejor como lo
podemos apreciar en la curva de las Figuras 14 y 15y tabla 12, ya que a los 15
dias la solucién conserva un 90% de su titulo inicial.

En cuanto a la temperatura mdas adecuada para la conservacion de las
soluciones, la precisién de las pruebas y el nimero de ensayos, no permiten
pronunciarse alin sobre esta cuestién, aunque las curvas que aparecen en las
Figuras 14 y 15 muestran una pendiente ligeramente mas pronunciada en el caso
de la conservacion en refrigeracion, es decir que la congelacion ofrece mayor
estabilidad que la refrigeracién.

La solucidn de hormona con exclpientes ( concentracién de 2738 Ulml Jconserva
el 94% de su titulo después de estar almacenada durante 60 dias en
refrigeracion. Este dato revela que la estabilidad de la hormona en solucién
salina isotdnica a concentracion alta es buena y que tanto las soluciones
utilizadas en la produccién de los productos terminados como las soluciones ya
reconstituidas antes de ser inyectadas al pacients son estables por mucho
tiempo, siempre y cuando se diluyan en una solucién estéril y se conserven en
refrigeracion.

3.3.5 Determinacién de la estabilidad de materia prima de H 0 r
cercana a 1 UI7ml, diluida_con excipientes, diluida en_$SI y en buffer
fosfato albumina.

Se hacen a continuacidn tres determinaciones:

a) Estabilidad de la materia prima con excipientes a una concentracién final
cercanaa 1 Uim!,

b) Estabilidad de la materia prima a una concentracién final cercana a 1 Ul/mi
adicionada con timerosal a concentracién de 0.002% ( concentraclon de
timerosal indicada por la Farmacopea Europea para la conservacion de las
muestras que se van a inyectar durante 4 dias seguidos en ratas para la
valaracién bioldgica de la hormona).

c) Estabilidad de la materia prima de HCG diluida con buffer fosfato-albtimina pH
7.2
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TABLA 13. RESULTADQS (en porciento del titulo inicial)

Solucién 1dia 8dias 16dlas 60dias 90dias
analizada R C

HCG+excipiente 1+l
A) <80% <80%  <72%

B) <80% <80%  <80%
(n=1)

HCG+timerosal(0.002%)

A) <88% <B8%

B) 7% <77% <11%
(211)

HCG diluida en buffer

fosfato-albimina pH 7.2 .

A) 102% 107% 101% 106% 99% 100%
(4/0.90)(5/0.84)  (4/0.98) (5/0.87) (3/0.99) (5/0.92)

Andlisis de resultados

Esta prueba revela que la sola presencia de un conservador como el timerosal o
bien la presencia de los excipientes presentes en el producto terminado no son
los factores que evitan la degradacién de la hormona en solucion a una
concentracién cercana a 1 Ul/ml.

Por otra parte se constata que el buffer fosfato-albumina pH 7.2, si permite una
gran estabilidad de la hormona en solucién hasta unos 3 meses y a una
concentracién baja cercana a 1 Ul/m! ( Tabla 13, figura 13 ).

3.3.6 i n il for
ién igual a la solucidn envasada y liofilizada par;

La determinacién de la estabilidad de una solucién de HCG con excipientes de
2700 Ul/ml se realizd a temperatura ambiente con los matraces protegidos de la
luz con papel de aluminio y debidamente tapados. Las pruebas se realizaron por
duplicado {A y B) y los resultados aparecen en la tabla 14.
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TABLA 14, Estabilidad de la solucién de HCG reconstituida para inyeccidn.

Prueba %P Ta Al AF Pm d PE % del titulo
inicia!
A inicial 10 7.4
1.0 100
119 4406 2.3 100 6.5
110 4054 25 100 6.25
101 3754 27 100 5.75
91 3378 3.0 100 5.0
81 3025 3.35 100 5.0
107%
(5/0.97)
A5 horas 10 7.4
1.0 500
101 3754 1.3 10 5.0
91 3378 1. 10 5.0
81 3016 1.7 10 4.75
73 2695 1.9 10 4.5
151% 141%
(4/0.93)
B inicial 10 7.4
1.0 100
119 4406 2.3 100 -
110 4054 2.5 100 6.75
101 3754 2.7 100 6.0
91 3378 3.0 100 55
81 3025 3.35 100 5.0
99%
(4/0.99)
B 5 horas 10 7.4
1.0 500
119 4406 1.15 10 6.25
110 4054 1.25 10 5.875
101 3754 1.35 10 5.75
91 3378 15 10 6.0
82 3016 1.70 10 4.875 108% 110%

(4/0.79)
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Andlisis de resultados

Con esta prueba se pretende demostrar la estabilidad de a hormona en solucién
a una concentracion alta de 2700 Ul/ml. Sin embargo, los resultados revelan que
después de 5 horas el titulo de la hormona es mayor que el titulo obtenido en la
valoracién inicial ( tabla 14 ). Esto sugiere por lo tanto que no se haya disuelto
bien la materia prima de HCG en la valoracién inicial. En consscuencia es
necesario en el futuro esperar por lo menos 15 minutos antes de tomar la alicuota
para hacer las diluciones correspondientes de la prueba de valoracion, para que
la hormona tenga tiempo de disolverse totalmente y proceder a una agitacion
suave pero eficaz.

Otra explicacion de este resultado puede ser en parte la falta de exactitud que
representa trabajar con una sensibilidad promedio de un lote de reactivo en vez
de determinar la sensibilidad del reactivo justo antes de analizar la muestra.

3.3.7 CONCLUSION

Las conclusiones en cuanto a la estabilidad del reactivo UCG Titration set y de la
Hormaona HCG en solucién son Jas siguientes:

1) La indicacién de la sensibilidad del reactivo por parte del proveedor no es
suficiente para la valoracién cuantitativa de ta HCG. Como sensibilidad promedio
de un lote en particular se encontré 0.75 Ul/m! ( en el caso de HCG diluida en SSI
y no en orina como lo especifica el fabricante). El uso de una sensibilidad de 1
Ul/ml en los célculos, la indicada por el proveedor, conlieva a un error en la
cuantificacién de HCG. Este hecho explica en parte los resultados variables
obtenidos en la valoracion de diferentes materias primas y productos terminados.

2) Existe una interferencia por parte de los excipientes presentes en un producto
terminado en la cuantificacién de HCG de tal manera que el titulo se ve un poco
sobrevaluado por su presencia. Por tal razén se bl que es T io
afiadir una solucién de excipientes al estandar de referencia que se usa para
determinar la sensibilidad del reactivo, esto antes de una valoracién de producto
terminado. La interferencia observada varié de 5% a 18%.

3) El buffer fosfato-albtmina pH 7.2 como diluente de la hormona, Interfiere
también en la valoracién inmunoldgica de HCG por inhibicién de hemaglutinacién,
aumentando e! valor del titulo aproximadamente en 10%. Por tal razén, no se
recomienda utilizarlo como diluente final en la valoracién inmunoldgica, a pesar
de que las pruebas de estabilidad revelan que la HCG diluida en este buffer
conserva su actividad durante por lo menos tres meses, ain a concentracién baja
cercana a 1 Ul/ml. Hay que comentar ademds, que el uso de este diluente no es
muy practico ya que constituye una solucién viscosa que hace facimente
burbujas y que puede inducir a errores en la toma de alicuotas ademas de que el



75

empleo de la albimina en la industria farmacéutica no es comun, su caducidad es
relativamente corta y requiere refrigeracion.

4) Las pruebas de estabiiidad del reactivo UCG Titration Set revelan que el uso
de una misma caja de reactivo después de varlas pruebas altera la sensibilidad
del reactivo. El almacenaje de un mismo lote de reactivo en refrigeracién durante
3 meses sin manejo ninguno indica igualmente una baja muy significativa de la
sensibilidad. Como consecuencia se vuelve a mencionar la necesidad de
determinar la sensibilidad del reactivo con una substancia de referencia antes de
cada valoracién , se trabaje o no con un mismo nimero de lote de reactivo o con
una caja nueva o ya anteriormente usada.

5) Las soluciones de HCG en solucién salina isoténica no se pueden conservar si
la concentracién es muy baja ( cercana a 1 Ulml) ni 3 horas (ver fig 12). Se
deben de desechar y si es necesario volver a hacer la prueba se debe de hacer
ofra vez una nueva solucién.

Las soluciones mas concentradas, de alrededor de 1850 U! / ml, { 5 mg de
materia prima diluidas en 10 ml), son mas estables que las de baja concentracion
siempre y cuando la solucidn salina isoténica sea estéril y se trabaje de una
manera aséptica . Seglin se observa en la gréfica de la figurat1, existe sin
embargo, una baja del titulo desde las primeras horas aunque se constata que la
pendiente estd menos grande que en la gréfica de figura 12 con hormona muy
diluida. Convendria por lo tanto realizar un andlisis adicional determinando el
titulo con un numero de datos mayores en una escala de tiempo mas reducida,
hasta 8 dias como méximo. De esta manera se puede determinar si una solucién
concentrada puede ser utilizada a las 3 horas, al dia siguiente o a la semana
siguiente de una prueba que haya dado un resultado dudoso { esta prueba
corresponde a la prueba de estabilidad presentada en el inciso 5.1.2. del plan de
validacion).

6) La presencia de excipientes o de timerosal al 0.002% no evita la degradaclon
de la hormona cuando la concentracién es cercana a 1 Ul/ml.Sin embargo una
solucién de HCG con exclpientes a una concentracién final de alrededor de
2700 Ul/ml es estable durante mucho tiempo (94% a los 60 dfas).

7) Al hacer la valoracién de una materia prima, es absolutamente necesario dejar
reposar la primera solucién obtenida por la disolucidn del polvo de HCG en e!
diluente durante 15 minutos hasta una hora en un lugar fresco y protegido de la
luz, ya que la hormona se tarda en humectarse y disolverse, problema que no
existe cuando el polvo es liofilizado. También es importante observar las paredes
del matraz en el cual se realiza la dilucién a fin de que toda la hormona se
disuelva y no quede adherida a las paredes.
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348 ELECCION DEL FNM!JNOENSAYO MAS APROPIADO PARA LA
VAL EN UN MEDICAMENTO Y |A VALIDA DEL

METQDO ANALI I!!:Q CORRESPONDIENTE

3.4.1 Criterios para la seleccidn de un inmunoensayo

El objetivo del andlisis de varios inmunoensayos para la cuantificacion de
gonadotropina coriénica humana (HCG) es la seleccion del reactivo cuyos
resultados presenten la mejor correlacion con los resultados obtenidos por
valoracién bioldgica.

En términos de validacion, hablamos del concepto de exactitud, siendo el valor
verdadero o de referencia, el resultado de la valoracién biolégica.

Los reactivos fueron previamente seleccionados por su capacidad para medir la
HCG intacta. Ademas todos los ensayos se realizan tomando el mismo estandar
como referencia, es decir el estandar de referencia de laboratorio que fue calibrado
contra el Segundo Estandar Internacional de la OMS: 2nd IS 1963 WHO y cuyo
titulo biolégico es de 2915 Ul / mg.

Por razones de costo, se analizan solamente por duplicado las muestras siguientes:
tres materias primas, tres productos terminados nacionales y dos productos
terminados  extranjeros. Con tan pocos resultados, es dificil llevar a cabo un
analisis estadistico completo por lo que nos limitaremos a calcular para cada
reactivo la media de los resultados , expresados en porciento del titulo biolégico, y
el coeficiente de variacién correspondiente. E! criterio de seleccion del mejor
reactivo es por lo tanto una media més cercana al 100% junto con un coeficiente
de variacién bajo.

342 METODO

Los métodos empleados para la valoracidn de HCG (materia prima y producto
terminado} por varios inmunoensayos , corresponden , a excepcidon del "UCG
TITRATION SET,a los procedimientos presentados en los instructivos de uso de
cada reactivo, con las modificaciones que aparecen a continuacion:

0Q-PREGNOSTICON 75 DUOCLON
Se determina la sensibilidad del lote de reactivo con el estandar de laboratorio. Para

la determinacidn del punto critico, se calcula el promedio entre el titulo que presenta
laimagen numero "3" y el titulo que presenta la imagen numero "4".
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El método que se utiliza para estas valoraciones, se describe en el capitulo IV, el
cual corresponde al método cuantitativo desamroliado en este trabajo, con la
diferencia de que en esta etapa del trabajo adn no se consideraban los criterios de
aceptabilidad que aparecen en el "Procedimiento de Titulacién" para juzgar la
validez de los resultados, sino que solamente se empleaba una interpolacién sobre
la recta de regresién para determinar el punto de equivalencia de la prueba.

ANDEM-E-H 1IRMA COAT-A- T, DELFIA-TR

Los célculos de los resultados se efectiian a partir de fas férmulas siguientes:

Resuttadoen Ul _ 1 x FD
mg Pm x 1000

Resultadoen Ul _ 1 x FD x PP
frasco Pm x 1000

Donde: 1 : resultado obtenido por interpolacion a partir del estdndar de referencia
del reactivo
FD: factor de dilucién en ml
PP: peso promedio en mg
Pm: peso de la muestra mg

ANDEM-E-H

Se realizan las pruebas segun dos procedimientos diferentes:

1) Incubacién en bafio Marfa (90 minutos) (Laboratorio Roussel)
2) Agitacién a 170 rpm ( 30 minutos) (Hospital Juérez)

Ademds para todos los ensayos, se cuidan los aspectos siguientes:

1.- Pregisién en la_realizacién de diluciones: Siempre se usa material de vidrio
aforado (pipetas, bureta, matraces) y calibrado. Solamente la toma de muestra final
se realiza con pipeta automdtica, también calibrada, pero cuya precisién es menor a
la de una pipeta volumétrica.



80

2.-_Estabili e la muestra; Las muestras se diluyen en SSI, a excepcién de la
ultima dilucién que se realiza en el diluente propio de cada reactivo. Por lo tanto,
una vez hecha la dilucién, se procede inmediatamente a realizar el analisis,

3.- Uso de solucion salina_isoténica_estéril: Ya que el nimero de diluciones a
realizar es grande ( andlisis simultaneo de 6 muestras y un estandar en pruebas de
RIA, IRMA, ELISA y IFMA), se requiere mucho tiempo para ello, por lo tanto se
rotula e! material necesari; con icipacion y se trabaja con solucién salina
isoténica estéril para evitar una posible degradacioén de la hormona (proteasas).

4.- Uso_del mismo_estandar para _cada reactivo: = A fin de poder comparar los
resuitados de los diferentes inmunoensayos, se utiliza el mismo estandar de
referencia. Para pruebas de IRMA, ELISA y IFMA, se corre el estdndar a dos
niveles de concentracién, cada uno por duplicado.

5.-Adicién de solucidn de excipientes al estindar para valorar producto terminado:

Se adicionan excipientes al estandar de tal manera que queden en la misma
proporcién con la HCG que en el producto terminado.

3.4.3 RESULTADQS

La tabla 15 presenta los resultados obtenidos en porciento de ta actividad biolégica,
en términos del estandar de laboratorio.

La tabla 15 presenta los resultados obtenidos en porciento de la actividad bioldgica,
en términos del estandar de referencia de cada reactivo.

Se analizaron por duplicado tres materias primas, tres productos terminados
nacionales, y dos productos terminados extranjeros, con los reactivos: " Neo
Pregnosticon " en tubo, " UCG-Titration-Set " en tubo, " Delfia TR-HCG *, "
Coat-a-count IRMA HCG “, " Tandem-E HCG " y " Total-beta-HCG-IMx ".
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3.4.4 ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacién se analizan los resultados obtenidos con diferentes
inmunoensayos ( tabla 15 ) con el fin de seleccionar el mejor reactivo para
valoracién de HCG en un medi ito . Las ventajas y desventajas de cada
reactivo se resumen en la tabla 16.

- Et reactivo Neo-Pregnasticon 75 Duoclon con una media de resultados de 105%
y un coeficiente de variacién de 6% sobresale como el mejor reactivo de acuerdo
a los criterios de seleccién preestablecidos. Este reactivo por estar constituido
con anticuerpos monoclonales tanto contra la subunidad beta, como contra el
punto de unidn de las cadenas alfa y beta valora hormona HCG intacta de
manera muy especifica y por fo tanto esperabamos conseguir con él una buena
correlacion con el valor bioldgico, hecho que fue confirmado con las pocas
pruebas que se pudieron llevar a cabo. Desgraciadamente las caracteristicas de
los ultimos lotes no permitieron una valoracién adecuada, la medicion esta
realmente imposibilitada por un fenémeno de desplome de los eritrocitos y ruptura
de la malla. Se contacté al proveedor sobre nuestro problema, especificando
ademds que la sensibilidad real del reactivo determinada en nuestro laboratorio
no correspondia de manera exacta a la que se indicaba en el estuche ya que se
encontré una sensibilidad de aproximadamente 350Ul/ml en vez de 75UNmL.
Como resultado de esta consulta se puede concluir que el proveedor acepto la
existencia de este desplome con base en pruebas adicionales realizadas en su
laboratorio, y subrayo el hecho de que este reactivo utiliza anticuerpos
monoclonales y estd destinado a pruebas de embarazo en orina, por lo que no
se puede asegurar su buen funcionamiento con hormona diluida en una solucién
que no fuera orina como es una SS! y que en estas condiciones también puede
variar la sensibilidad del reactivo.

-El reactivoTandem-E-HCG con una media de 96% y 119%, y un coeficiente de
variacidn de 30% y 42%, ( segun el método de incubacién en bafio Maria o con
agitacion ) se aleja mucho de los criterios ideales. Este reactivo,por presentar un
sistema de anticuerpos dirigidos contra la subunidad alfa y beta permite en teoria
detectar de manera muy especifica HCG intacta. Ademds es un reactivo
cuantitativo que facilmente puede utilizarse en un laboratorio de control de calidad
de la industria farmacéutica. Desgraciadamente los resultados obtenidos hasta el
dia de hoy no lo hacen elegible sobre todo por su coeficiente de variacidn muy
elevado. Quizés exista una posibilidad de normalizar més el ensayo a fin de
reducir este alto coeficiente de varlacién.Sin embargo, como sucede con otros
reactivos debido a que su uso serfa distinto al que se destina comercialmente
serfa dificil solicitar apoyos adicionales al fabricante.

- El reactivo UCG-Titration Set presenta un coeficiente de variacion relativamente
bajo (15%) y una media de 92%. Estas caracteristicas lo hacen un reactivo
elegible. Este reaclivo es comercializado para uso clinico y segun el instructivo
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del fabricante permite solamente una valoracién semi-cuantitativa de la
gonadotropina coriénica humana en un medicamento.

SIN EMBARGO, EL PRESENTE TRABAJO DESCRIBE LAS
MODIFICACIONES QUE PERMITEN HACER QUE ESTE REACTIVO
FUNCIONE DE MANERA CUANTITATIVA MEDIANTE LA INTRODUCCION
DE CINCO MODIFICACIONES PRINCIPALES:

1) LA MEDICION DEL DIAMETRO DEL ANILLO DE INHIBICION DE
HEMAGLUTINACION. (QUE NUNCA SE HABIA PROPUESTO
ANTERIORMENTE) ( 57 ).

2) EL ESTABLECIMIENTO DE UNA RELACION LINEAL ENTRE EL
DIAMETRO DEL ANILLO Y LA INVERSA DE LA CONCENTRACION
FINAL ANALIZADA.

3) EL DESARROLLO DE FORMULAS PERMITIENDO TANTO
PLANIFICAR LA PRUEBA COMO CALCULAR EL TITULO FINAL DE
LA MUESTRA ANALIZADA.

4) LA IMPLANTACION DEL USO DE MATERIAL PRECISO Y
CALIBRADO (PIPETAS AUTOMATICAS Y MATERIAL DE VIDRIO).

5) LA NORMALIZACION DE LA TECNICA EN CUANTO A
ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS A ANALIZAR

El 15% de coeficiente de variacion conseguido( que todavia es posible mejorar ),
es la resultante de un trabajo de normalizacién de la técnica y del desarrollo de
un sistema de cuantificacién de la hormona en un medicamento y en materia
prima (ver método desarrollado). La base de este sistema de cuantificacion radica
en el establecimiento de una linealidad entre |a inversa de la concentracién de
hormona y el didmetro del anillo de inhibicién de hemaglutinacion, segan fa
relacién siguiente:

[ d=a(sicfx 100) +b |

Donde: d = didmetre del anillo en mm
S = sensibilidad de! reactivo en Ul/m|
Cf= concentracién final de la HCG en solucién en Ul/mt

Los anticuerpos del UCG-Titration Set son policlonales, por lo que tedricamente
no permiten hacer una valoracién muy especifica de la hormona HCG intacta.
Con el uso de un antisuero policlonal se corre el riesgo de tener interferencias por
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parte de la hormona luteinizante LH o por parte de subunidades alfa-HCG o
beta-HCG libres. Estas ltimas, no son biolégicamente activas por lo que su
presencia aumentarfa falsamente el titulo de la hormona analizada. Debido a esta
situacion, la unica prueba del proceso de validacion que seria dificil de comprobar
con este reactivo serfa la prueba de especificidad. Sin embargo, se sabe que en
la orina de mujeres embarazadas, después de la quinta semana de gestacidn, la
maxima cantidad de subunidad beta libre es de 5% en relacion con fa cantidad de
HCG intacta (56 ). La interferencia es por lo tanto pequefia,pero-se debe valorar.

Ademds el propésito de la valoracion de HCG en los productos terminadosde los
productos terminados es el de comprobar el titulo de la hormona y no tanto su
composicién, que es avalada por la valoracion biolégica que aparece en el
certificado de origen. Durante el transporte y durante el proceso de fabricacién del
medicamento solamente podria suceder una degradacion ligera de Ia hormona, lo
que bajaria su titulo, pero en ningin momento puede cambiar la composicién de
esta por introduccion de otras substancias tales como hormona LH o subunidades
libres.

En cuanto a las otras pruebas del proceso de validacién, los resultados obtenidos
con el UCG-Titration Set permiten esperar resultados bastante satisfactorios
(precisién, linealidad y exactitud). En pruebas preliminares, se constatan
coeficientes de variacién de aproximadamente 10% en la repetibilidad,
coeficientes de regresién de 0.80 a 0.99 para la linealidad y un indice:

[Tlgglo inmunolégico X 100 7 de 92%. { ver 3.5 )
Titulo bioldgico

- El reactivo Delfia TR HCG presenta resultados con un coeficiente de variacion
de 14% y una media de 79%. A pesar de no haberse normalizado la técnica para
valoracién en un medicamento, este sistema presenta una repetibilidad
relativamente buena. Los resultados sin embargo, son siempre inferiores al valor
bioldgico. Aunque los aparatos de medicién sean muy sofisticados para un
laboratorio de contro! de calidad de la industria farmacéutica, el reactivo presenta
la ventaja de ser cuantitativo y de no manejar radioisétopos. También existe con
este reactivo una posibilidad de normalizar el ensayo a fin de bajar el coeficiente
de variacién y sobre todo de utilizar substancias de referencia y rangos de
concentraciones que permitan obtener una mayor exactitud del sistema.

-El reactivo Coat-A-Count IRMA HCG presenta resultados con un coeficiente de
variacién de 45% y una media de 101%. Es el reactivo que presenta mayor
variacién y definitivamente no puede ser elegido para nuestro propdsito. Aunque
su empleo en un laboratorio de control de calidad de la industria farmacéutica es
casi imposible por ser muy aparatosoc y manejar radiois6topos, se han realizado
estas pruebas con la finalidad de comparar las ventajas ofrecidas por cada tipo
de reactivo hoy existente en el mercado nacional. Los reactivos marcados con
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radioisétopos han sido considerados en el drea clinica por mucho tiempo, como
los "mejores".es decir que fueron los primeros realmente cuantitativos y muy
sensibles. Hoy en dfa fueron alcanzados por métodos menos peligrosos como los
ensayos enzimaticos o fluorescentes. Por lo tanto no representan ninguna
solucién ideal para la medicion de la HCG en medicamentos, ya que estos
presentan concentraciones altas , por lo que no requieren de métodos muy
sensibles, sino de métodos exactos, precisos y lineales.

** Como comentario general se observa en las tablas 15a y 15b que los titulos
inmnoldgicos abtenidos en productos terminados, se encuentran en los limites de
las especificaciones del producto { 80%-125% ). las posibles causas de esto,
podrian ser las siguientes:

1) Estas determinaciones se realizaron con el propésito de seleccionar el reactivo
que mejor respondiera a las necesidades de la industria farmacéutica, es decir
principalmente un coeficiente de variacién bajo y una buena correlacién con el
titulo biolégico.

Sin embargo, aiin no se dominaban de manera 6ptima todas las técnicas que
habiendo sido disefiadas para uso clinico tendrian que ser normalizadas para uso
farmacéutico.

2) y ya que se consideré como valor de referencia el titulo bioldgico, hay que
sefialar igualmente que las valoraciones bioldgicas determinadas en materias
primas y en productos terminados, no fueron realizadas en los mismos
laboratorios, de aqui pueden surgir diferencias en cuanto al titulo biolégico
obtenido. Tampoco los estandares utilizados en estos dos laboratorios fueron los
mismos. (2nd IS para M. P. y 3rd IS 75/537 para P.T)

3) Los diferentes ensayos destinados a comparar valoraciones bioldgicas e
inmunoldgicas que aparecen en la literatura clentifica, llegan a conclusiones
muchas veces opuestas en relacion con la obtencidn de titulos biolégicos
mayores o menores a los titulos inmunoldgicos.

En el presente estudio obtenemos, a partir de pruebas realizadas por duplicado,
resultados de 110% para materias primas y 82% para productos terminados
(relacién del titulo inmunoldgico entre el titulo bioldgico) por lo que es necesario
después de normalizar la técnica inmunolégica seleccionada, realizar un nimero
elevado de pruebas para poder comparar de manera estadistica las valoraciones
inmunolégicas contra las valoraciones bioldgicas ( este trabajo se presenta en el
plan de validacién) solo asi se podra tomar la desicidn final, en cuanto a la
correlacién entre la valoracidn bioldgica e inmunoldgica, tanto en materia prima
como en producto terminado.
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3.4.5 CONCLUSION

El reactivo seleccionado para la valoracién de HCG en materia prima y producto
farmacéutico terminado ha sido el UCG-Titration Set de Carter Wallace, en base a
que se conjuntan los dos requisitos de un coeficlente de variacion relativamente
bajo en las pruebas efectuadas (15%) y un media de resultados de 92% ( tabla
16a ) en relacion con la valoracidn bioldgica.

Cuando no se calibra el reactivo antes de cada uso, se obtienen resultados mas
elevados, con una media de 105% y un coeficiente de variacidon mayor, que
resulté ser de 25% ( tabla 15b ), lo que confirma la necesidad de calibrar el
reactivo antes de cada uso.

Para garantizar resultados satisfactorios , se debe de manejar el reactivo segtin el
método cuantitativo desarrollado en el presente trabajo, es decir principalmente
calibrar el reactivo en cada uso y llevar a cabo el sistema de medicién del
didmetro del anillo de inhibicidn de hemaglutinacién para determinar el resultado
del analisis por interpolacién a partir de la regresién lineal calculada.

Con base en estos resultados,el método de cuantificacion desarrolladoe con el
reactivo UCG-Titration Set se selecciond para llevar a cabo en un futuro préximo,
su validacién como método analitico de cuantificacion de HCG en un
medicamento.

La tabla 16 presenta las ventajas y desventajas de cada reactivo para la
valoracién de HCG en un medicamento. A partir de los elementos que ahi se
presentan se puede escoger uno o dos reactivos alternos para esta valoracién.
Cualqulera que sea la eleccion, es necesario realizar un trabajo de normalizacién
antes de poder utilizarlo con confiabilidad.

Finalmente, parece que el tipo de reactivo que puede cumplir con los
requerimientos de la industria farmacéutica, después del de inhibicion de
hemaglutinacién, es un ensayo tipo ELISA.

Conviene también mencionar, que en la literatura cientifica, se presenta un
ensayo de tipo filacién del complemento que da buena correlacién con la
valoraclén blolégica, aunque parece que ya no se comercializa. { 19 )
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TABLA 16: VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS REACTIVOS EVALUADOS
PARA VALORAR HCG EN UN MEDICAMENTO

VENTAJAS DESVENTAJAS
| T (CARTER LI " REACTIV! ELECCIONADO "
Prueba en tubo con el pringigio de inhibigion €l inacio!
1.- No necesita inversion en equipo. |.- La calidad de los eritrocitos
2.- Da buena correlacion con fa valora- varia en las ovejas segtn el
cién bioldgica. momento de la recoleccion, lo
3.- Muy econdmico. que puede influir en la calidad
4.- El método de cuantificacién desarro- de los lotes.
no ha sido normalizado. 2.- Uso comercial no cuantitativo.
5.- Producto estable. 3.- Requiere hacer una serie de di-

luciones precisas (6 a 8) para
tener una curva de calibracion
con el estandar y otra serie
igual para la muestra.

4.- Necesita el uso de un estandar
de laboratorio para calibrar el
reactivo de cada analisis.

5.~ Requiere de un lugar libre de
toda vibracién

TANDEM-E HCG { ICN FARMACEUTICA PARA HYBRITECH)
lerminaci ntitativ. inmu imétri EL|
1.- Reactivo cuantitativo 1.- La repetibilidad observada
2.- Valora solamente HCG total por (CV 36%) y presentada en el
ser una prueba tipo sandwich. instructive (CV=3.7%-9.3%)
3.- Necesita relativamente poca inver- no es muy buena.
sién  ( un agitador orbital y dos micro- 2.- No da buena correlacién con
celdas de 1 6 2 mi, para el la valoracién biolégica. -
espectrofotémetro ). 3.- No se ha analizado ni normali-

zado para uso farmacéutico.
4.- Parece ser necesario el uso
de un estandar de laboratorio,
cuyo titulo sea semejante a la
muestra de ja hormona a ana-
lizar, ya que de esta manera
existe una mejor correlacion
con la valoracion bioldgica.
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TABLA 16. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS REACTIVOS EVALUADOS
PARA VALORAR HCG EN UN MEDICAMENTO

VENTAJAS DESVENTAJAS

DELFIA HCG TR-FIA { PHARMACIA)
Determinacién cuantitativa por ensayo inmunofluorométrico tipo sandwich

Opcién A: compra del analizador

1.- Reactivo cuantitativo i.- Costo muy elevado del
2.- Manejo no peligroso analizador computarizado
3.- Sistema computarizado 2.- Aparente reaccidn cruzada
indica automaticamente con HCG subunidad alfa
el resultado. ( 1.9% ) y subunidad beta
4.- Da bastante buena correlacién (2.4%).

con la valoracion bioldgica. aunque
los resultados son siempre un poco
inferiores a los titulos bioldgicos.
5.- Valora solamente HCG intacta.
6.- La repetibilidad es buena segin el
instructivo ( 4.6%-5.9% de CV )}
y los resultados obtenidos.
Opcion B: Dar las muestras a analizar a un Laboratorio de terceria.

1.- No requiere inversién en equipo. 1.- Uso adicional de un estandar
2.- No existe merma en la utilizacién de laboratorio.
de reactivos poco estables. 2.-Se tiene que definir la responsa-
bilidad ante las autoridades
sanitarias.

3.- La precisién y la exactitud de las
mediciones realizadas en un labo-
ratorio clinico es menor a la que
se requiere en un laboratorio
farmacelitico, por lo que se
tendria que normalizar todo el
proceso de analisis.

__NEQ PREGNOSTICON 75 DUQCLON { ORGANON ) -
Prueba en tubo con el principlo de hemaglutinacidn inversa

1.- Manejo sencillo. 1.- Puede presentar problemas de
2.- No necesita inversidn en equipo. de ruptura de malla por desplome
3.- buena correlacién valoracion bioldgica. de eritrocitos o que imposibilita la
4.-valora HCG Intacta solamente. lectura del resuitado.
§.- Reactivo liofilizado, da estabilidad 2.- Uso comercial no cuantitativo

y homogeneldad al producto. 3.- Requiere hacer serie de diluciones

(6a8) para el estandar y otra
serie ( 6 a 8) para la muestra,
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TABLA 16. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS REACTIVOS EVALUADOS
PARA VALORAR HCG EN UN MEDICAMENTO

__VENTAJAS _DESVENTAJAS

4.- Necesita el uso de un
estandar de laboratorio para
su calibracion.

5.- Requiere de un lugar libre de
toda vibracién.

6.- La calibraci6n del reactivo con
HCG diluida en SSI da una
sensibilidad diferente a la

sensibilidad indicada en el
estuche.

7.- Relativamente costoso

-A- NI 1 DUCT!
En itativo i

1 -Determinacién automaética de 1.- No da buena correlacién

resultados. con la valoracién bioldgica.
2.-Doble sistema de anticuerpos Al parecer, la exactitud de

contra HCG, anticuerpos policlonales sistema difiere segun Ia con-

marcados con iodo 125 y anticuerpos centracién final ensayada

monoclonales en la fase solida. 2.- Sistema no validado segtn

las normas de la industria
farmacéutica.

3.- Manejo peligroso por el
uso de radioisétopos.

4.- Analizador muy costoso

§.- Requiere una capacitacion
especial del personal asi
como de una autorizacion
gubernamental por manejo
de sustancias radioactivas.

6.- Caducidad corta(1 mes)

7.- Posibilidad de dar las
muestras a anatizar a un
laboratorio de terceria
con el rlesgo de delegar
la responsabilidad del

andlisis.
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TABLA 11. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS REACTIVOS EVALUADOS
PARA VALORAR HCG EN UN MEDICAMENTO

VENTAJAS _ DESVENTAJAS
YOTAL BETA-HCG IMx { ABBOTT)
resul con r. u; ef li

una vez, ( Principio enzimatico )

1.- Parece dar resultados cerca- 1.-La deteccién de la cadena
nos a los de la valoracion bio- beta ofrecida por este
légica, aunque quizads reactivo, no asegura una
ligeramente mas aitos. valoracién de la hormona

2.- Sistema cuantitativo. intacta total, slendo esta la

unica biolégicamente activa,
sino también de la subunidad
beta fibre.
2.- Requiere el uso adicional
de un esténdar de laboratorio
3.- Sistema no validado seglin
norma Industria farmacéutica.
4.- Analizador muy costoso
5.- Posibilidad de dar muestras
a analizar a un laboratorio de
terceria, con el riesgo de
delegar la resposabilidad del
analisis.
6.- Da resultados superiores a la
valoracién biolégica, si la
muestra contiene subunidad
beta libre.




92

N PROCEDIMIEN VO PARA LA

N DE H ET |
HEMAGLUTINACION CON EL TIVO * ET"
3.5.1 Calj ion d T | h . ir | lucién ritroci

Se calibraron 8 goteros diferentes a razén de 5 determinaciones para cada uno

( ver tabla 17 } mediante la pesada de sus contenidos en agua destilada.

El promedio de todos lo resultados nos da un peso de 0.03303g a 23 grados
centigrados, por lo que el volumen es de 0.03315 ml (48). Para la determinacién
cuantitativa de la hormona se establece la necesidad de usar una cantidad de 35
mcl de solucién de eritrocitos, cantidad medida con una pipeta automética.

Nota: Para determinaciones cuantitativas se necesita igualmente medir una
cantidad de 250 mcl con una pipeta automatica, tanto para la muestra a analizar
como para la cantidad de antisuero a afiadir.

TABLA 17: Calibracién de los goteros para solucidn de eritrocitos
{ Peso de 1 gota en gramos, uso de 8 goteros diferentes }

1 2 3 4 5 6 7 8

0.0313 0.0333 0.0314 0.0348 0.0314 0.0283 0.0342 0.0347
0.0340 0.0305 0.0318 0.0352 0.0328 0.0308 0.0360 0.0346
0.0352 0.0325 0.0327 0.0371 0.0332 0.0292 0.0357 0.0346
0.0334 0.0200 0.0323 0.0334 0.0334 0.0288 0.0344 0.0379
0.0353 0.0338 0.0320 0.0364 0.0351 0.0207 0.0346 0.0358

X: 0.0338 0.0318 0.0320 0.0354 0.0332 0.0276 0.0350 0.0355

352 g!g@ nacion de una linearidad entre  la con centracid gg a HCG y el

diametro del anillo en la prueba de Inhibicidn de hemaglutinacién.,

A fin de determinar la existencia de una relacion lineal entre la concentracién final
de hormona y el didmetro del anillo de la prueba de inhibicién de hemaglutinacién
se determinaron los coeficientes de regresién de 4 pruebas independientes de
determinacion de la sensibiidad del reactivo con una materia prima
estandarizada. A partir de estos mismos resultados se determinaron también los
coeficientes de regresién considerando una relacidn entre la inversa de la
concentracién final de la hormona y el didmetro del anillo. Los resultados
obtenidos muestran que existe una mejor relacién lineal entre la inversa de la
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congcentracion final y el didgmetro del anillo que entre la concentracion final y el
didmetro del anillo.{ver tabla 18).

Por lo tanto se concluye que el didmetro del anillo es inversamente proporcional
a la concentracion final, pero proporcional a la relacion ( sensibilidad entre
concentracion final ).

TABLA 18: Comparagcién del coeficien regresion en las relaci :

nira didmetro y 1/Cf contra didmetro ds illo de inhibicidn.
X=cCf Y =diam. X =1/Cf Y =diam.
0.65 6 r=-0.9573 1.54 6 r=0.9799
0.75 5.375 A=7.968 1.33 5375 A=2.081
0.85 5125 =-3.32 1.18 5125 B=2.51
0.95 4.5 1.05 4.5
1.05 4.625 0.95 4,625
1.15 4.25 0.86 4.25
0.65 775 r=-0.9128 1.54 775 r=0.9519
0.75 6.75 A=10.75 1.33 6.75  A=2673
0.85 6.25 B=-5.0 1.18 6.25 B=3.198
0.95 6.25 1.05 6.25
0.75 7.0 =-0.9993 1.33 7.0 r=0.9999
0.85 6.0 A=14,010 1.18 6.0 =-1.904
0.95 5125 B=-9.375 1.05 5.125 B=6.696
1.05 6.25 r=-0.9064 0.85 6.25 r=0.9176
1.15 6.375 A=11.0476 0.87 5.375 A=0.187
1.26 5.25 B=-4.701 0.79 5.25 =6.250
3.5.3 VAL 1 Ll M |

La determinacién del punto de equilibrio de la prueba desarroliada se basa en
una interpolacién sobre una recta de regresién construlda a partir del didmetro
obtenido de 8 concentraciones finales diferentes cercanas a la sensiblidad del
reactivo. Por Io tanto se requiere, antes que todo, validar la linealidad del sistema
de mediclon. A continuaclén se presenta el andlisis estadistico de la regresién
lineal obtenida a partir de una determinacién de sensibilidad con 6
congentraciones finales analizadas por duplicado ( ver 3.3 ). La figura 16
representa la recta de regresién obtenida, la cual tiene un coeficiente de
determinacién de 0.9709.
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3.5.4 Val repetibili | I8
Procedimiento: Se consideran los datos obtenidos en la determinacién de fa

sensibitidad de un lote de un reactivo a partir de 6 cajas diferentes (ver 3.3.1.)

TABLA 19. Prueba preliminar de repetidilidad

Prueba Resuitado
|

0.79
0.64
0.70
0.67
0.82
0.76

Gt W=

MEDIA: %=0.73
COEFICIENTE DE VARIACION: CV=9.72%

Andlisis y conclusion:

El coeficlente de variacién obtenido { CV= 9.72% ) es un valor aproximado, ya
que las condiciones de realizacion de la prueba no son las éptimas para una
prueba de repetibliidad, ademas el método todavia no estaba totalmente
normalizado cuando se realiz6 este ensayo.

Por lo tanto, se puede esperar que el método presente un cosficiente inferior al
9.42%, en cuanto se realice la prueba de acuerdo a Ia técnica descrita en el
capitulo IV,
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LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION
(VALORACION DE HCG POR INMUNOENSAYO)

DIAMETRO DEL ANILLO [ mm ]
75

e
6 <

|
55
5 / -
45 /J; 1 L i 1 " 1

“80 90 100 110 120 130 140 150
1/ ( CONCENTRACION FINAL DE HCG ) [ ml / Ul ]
Nota: Y=0.0389 X + 1.2345
r=0.9854
( medicién efectuada con regla )

FIG 16. LINEALIDAD DEL SISTEMA




’ALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION

INFORMACION
valoracién de HCG por inmunoensayo (HI)

Marianna S.Romo

13-08-91

CANTIDAD ADICIONADA:... 1/Cf x 100 [ml/UI]

PROPIEDAD MEDIDA:...... Diémetro del anillo de inhibicién [mm]
NIVELES DE CANT.ADIC.:. 6

LISTADO IMPRESO (S/N)?: s

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION

FE
INFORMACION

VALOR DEL NIVEL 1 DE 1/Cf x 100 {ml/UI]: 142. 0000
# DE REPLIC. DEL NIVEL 1 DE 1/Cf x 100 {ml/UI]:
TECLEAR VALORES DE Dismetro del nnillo de inhibicién [mm)

¥( 1, 1)= 6.5000
¥( 1, 2)= 7.0000




VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION

AFE
INFORMACION
VALOR DEL NIVEL 2 DE 1/Cf x 100 [ml/UI)}: 124 0000
# DE REPLIC. DEL NIVEL 2 DE 1/Cf X 100 [ml/UI]:
TECLEAR VALORES DE Didmetro del nnulo de inhibicién (mm)
¥( 2, 1)= 6.0000
¥( 2, 2)= 6.0000

VALIDACION DE METODROS ANALITICOS
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION
A

FE
INFORMACION

VALOR DEL NIVEL 3 DE 1/Cf x 100 [ml/UI]: 112. 0000
# DE REPLIC. DEL NIVEL 3 DE 1/Cf X 100 (ml/UI]:
TECLEAR VALORES DE Didmetro del unillo de inhibicién [mm)

y( 3, 1)= 5.7500
¥( 3, 2)= 5.7500




VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION
AF

E
INFORMACION
VALOR DEL NIVEL 4 DE 1/Cf X 100 [ml/UI]: 100. ouoo
# DE REPLIC. DEL NIVEL 4 DE 1/Cf x 100 [ml/UX]:
ECLEAR VALORES DE Didmetro del anulo de inhibicién [mm)
¥( 4, 1)= 5.0000
Y( 4, 2)= 5.0000

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION
C A F E

|

INFORMACION

VALOR DEL NIVEL 5 DE 1/Cf x 100 [ml/UI): 9l1. DDOO
# DE REPLIC. DEL NIVEL S DE 1/Cf x 100 [ml/UI]:
TECLEAR VALORES DE Didmetro del anillo de inhibicién [mm]

¥( 5, 1)= 4.7500
¥( 5, 2)= 4.7500




VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION

AFE
INFORMACION
VALOR DEL NIVEL 6 DE 1/Cf x 100 {ml/UI]: ea.uooo
# DE REPLIC. DEL NIVEL 6 DE 1/Cf x 100 [ml/UI):
TECLEAR VALORES DE Didmetro del anillo de inhibicién [mm]

Y¥( 6, 1)= 4.5000

Y( 6, 2)= 4.5000

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE HEDIQION

VALIDACION DE METODOS ANALIT
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEHA DE MEDICION

. Valoracién de HCG por inmunoensayo (HI)
Marianna S.Romo

13-08-91

1/Cf x 100 [ml/UI]

Didmetro del anillo de inhibicién [mnm]

CANTID; CI

PROPIEDAD MEDIDA:,..
PENDIENTE = .0389

LIMITE SUP. INTERVALO DE CONFIANZA = 0436

LIMITE INF. INTERVALO DE CONFIANZA = ,0341

t cal = -452,3239

ORDENADA AL ORIGEN = 1.2345
LIMITE SUP. INTERVALO DE CONFIANZA = 1.7576
LIMITE INF. INTERVALO DE CONFIANZA = .7114

t cal = 5.258




VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION
AF

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

LA ORDENADA DE LA RELACION LINEAL
1/¢f x 100 [ml/UI] ¥

Didmetro del anillo de inhibicién [mm]
NO PASA POR EL ORIGEN

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION
AF

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
TABLA DE ANALISIS DE LA VARIANZA

FUENTE DE VARIACION = REGRESION
SUMA DE CUADRADOS = 7.2618
GRADOS DE LIBERTAD = 1
MEDIA DE CUADRA! DO = 7.2618

= 334.6085

P(Fcal) = 2.806618E-06

FUENTE DE VARIACION ERROR DE REGRESION
SUMA DE CUADRADOS +2173

naew

GRADOS DE LIBERTAD

10
MEDIA DE CUADRADOS .0217




VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION
A

F E
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
TABLA DE ANALISIS DE LA VARIANZA

FUENTE DE VARIACION =
SUMA DE CUADRADOS =
GRADOS DE LIBERTAD = 4
MEDIA DE CUADRADOS = .0231
cal = 1.1078
P(Fcal) =

+4333367
FUENTE DE VARIACION
SUMA DE

FALTA DE AJUSTE
0923

= ERROR PURC
RADOS = .125
GRADOS DE LIBERTAD =

6
MEDIA DE CUADRADOS .0208

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION A

F E
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
INTERPRETACION DE LA TABLA DE ANALISIS DE LA VARIANZA

EXISTE RELACION ALTAMENTE SIGNIFICATIVA DE:
1/Cf x 100 [ml/UX] ¥
pidmetro del anillo de inhibicién [mm]

EL HODELO LINEAL F
RELACION ENTRE Diametro del anillo de inhibicién [xam)
CON 1/C£ x 100 [ml/UI}




VALIDACION DE

EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION
o
A

METODOS ANALITICOS

F E
MODELO| EMPIRICO
COEFICIENTE EFECTO
1.2345 ORDENADA AL ORIGEN
DE Didmétro del anillo de inhibicién [mm)

.0389 LINEAL

E 1/Cf X 100 [ml/UI)

VALIDACION DE

METODOS ANALITICOS

EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION
AF

CAPACIDAD PREDICT[{VA DEL MODELO EMPIRICO

CANTIDAD ADICICNADA PREDICCION

142 6.753983
124 6.0543

112 5.5878p4
100 5.121459
91 4.771632
83 4.460675

COEFICIENTE DE DETERMINACION

(R*2) = .9709
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CAPITULO IV
ET DESA LLA

VAL E NA ADOTROPINA RIONI A
ET NHIBICION EMAGL! ION E| B

Reactivo: UCG -TITRATION SET
Proveedar: Carter Wallace

Sensibilidad aproximada: 1 Ui/ml

Principio: UCG-Test se basa en el principio de la inhibicién de la aglutinacién
hemdtica. En presencia del antisuero anti-HCG, los eritrocitos recublertos con
HCG se aglutinan y sedimentan formando un tapiz de células en el fondo del
tubo. Cuando la HCG de la muestra se incorpora a este sistema, se inhibe la
combinacién de los eritrocitos recubiertos con los anticuerpos y el resultado es la
formacién de un “anillo” de células, similar al que aparece en el tubo de contral.

rpretact los 1 s: El punto de equilibrio se alcanza en aquella
dilucidn en la que se observa un anillo periférico difuso, en vez de la imagen
anular perfectamente definida que se obtiene mientras exista un exceso de HCG
que inhibe la hemaglutinacién. Para uso cuantitativo se considera como punto de
equilibrio a la dilucién que proporciona un anilfo de 6 mm de didmetro.

Determinacion_del punto de equilibrio: A partir de la muestra se constituye una
serie de diluciones (8) de concentracidn final cercana a la sensibilidad del
reactivo. A partir de los resultados, se construye una recta por regresién lineal, de
las relaciones (Sensibilidad / Concentracion final ) contra didmetro de! anillo. El
punto de equilibrio se determina por interpolacién sobre la recta para aquella
abscisa cuyo didmetro sea de 6 mm.

CONTENIDO;

4.1 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DEL REACTIVO

4.2 VALORACION DE MATERIA PRIMA DE HCG

4.3 VALORACION DE PRODUCTO TERMINADO (5000 UVFRASCO)
4.4 PROCEDIMIENTO GENERAL DE TITULACION

4.5 DEMOSTRACION DE FORMULAS

4.6 HOJAS DE DATOS Y RESULTADOS
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DETERMINACION CUANTITATIVA DE HCG POR METODO DE
INHIBICION DE HEMAGLUTINACION EN TUBO

FOTOGRAFIA 1: DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DEL REACTIVQ
CON_UN PATRON DE REFERENCIA

De izquierda a derecha, empezando en la fila de abajo, se observa una curva de
calibracién en ia que van aumentando los didmetros de los anilios de alrededor
de 3.5 mm a 8 mm, conforme disminuye la concentracién de HCG en los tubos.

El punto de equilibrio se encuentra por interpolacién sobre ia linea de regresién
determinada a partir de los resuitados para un anillo de 6mm. El dltimo tubo arriba
a la derecha corresponde al tubo de control.
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MATERIAL

.- Tubos de ensayo ( incluidos en el estuche ) con didmetro exterior de 9.5 mm y
espesor de 0.60 mm.

.- Buretade 10 ml ( precisién 0.05 ml) ( 1).

.- Pipeta automética de volumen ajustable de 10 mcl a 100 mcl o pipeta de 35
mcl.

.- Pipeta automaética de volumen ajustable de 100 mcl a 1000 mcl o pipeta de 250
mcl.

.~ Vernier digital o regla transparente { 20cm ).
.- Papel de aluminio.
.- Baiio de agua.
.~ Vaso de precipitado 500 ml (1) 100mi (1)
Materi sario para una prueba:
.~ Frascos de aproximadamente 50 mi ( 8 ).
.- Pipeta graduada: 2m! (1), 10 m! (1).
.- Pipeta volumétrica 1 mi( 1).
.- Gradilla con espejo {1 ).
-Matraces af 0s para;
a) Determinacién de sensibilidad: 10 mI (1) 100mI{1)50m!(8)

b)Determinacién del titulo de una materia prima:[ 10 mi( 1) 50 ml( 1) 100 inl( 8)]
G [10mi(1) 200mi(1)25mI(8)]

c) Determinacion del titulo de un producto terminado { 5000 Ui frasco ) : {100 m!
(9)] 6[200 mI(1)50 mI(8)].
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4,1 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DEL REACTIVO

Antes de cada valoracién se determina la sensibilidad de! reactivo con el estandar
de laboratorio, de la manera siguiente:

a) La determinacién de la sensibilidad del reactivo se realiza con el estandar
diluido en SSI cuando se destina a una valoracién de materia prima.

b) La determinacién de la sensibilidad del reactivo se realiza con el estandar
adicionado de excipientes cuando se destina a una valoracién de producto
terminado, de tal manera que las concentraciones relativas de estos sean iguales
a las concentraciones existentes en el medicamento.

NOTA_IMPORTANTE: Al trabajar con un nuevo lote de reactivo, es muy
recomendable realizar una prueba preliminar de estimacion de la sensibilidad de
este, a fin de no realizar la prueba de determinacién de sensibilidad en vano y
estudiar un rango de concentraciones finales alejadas de la sensibilidad real. Para
tal efecto probar las tres concentraciones finales siguientes: 0.7 , 1.0 y 1.3 Ul/mi.
Segin los resultados obtenidos escoger el rango de concentraciones finales
adecuado para poder determinar la sensibilidad del reactivo.

Elemplo: Tiitulo bicldgico del estdndar (Tb)= 3500 Ui/mg Peso de la muestra
(Pm)= 5.0 mg, Se pesa 5.0 mg de una materia prima estandarizada y se diluye a
10 mi con SSI. De esta solucidn se toma una alicuota de 1 ml y se afora con SSI
a 100 ml. Se llena una bureta de 10 ml con precisién de 0.05 m! y se colocan las
alicuotas siguientes en 3 matraces de 50 mi:

1) 2.00 ml para tener una Cf de 0.7 Ui /ml
2) 285ml " o010 ul/ml
3) 375mi " ot "3 Ul/mi

Se aforan con SSI. Se realiza la prueba de acuerdo al procedimiento general
( ver parte 4.4 de este capitulo).

De acuerdo a los resultados obtenidos se determinard e! rango de
concentraciones finales a probar para la determinacién de la sensibilidad.
Comparando los resultados obtenidos con la tabla que viene a continuacién, se
estima la sensibilidad del reactivo y se determina e! rango de concentraciones
finales a probar en la prueba de determinacion de la sensibilidad:
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Posibles resultados (didmetro anillo en mm)

Cf

analizada | |l m v v v v vik IX X Xl
1) 0.7 5.5 6.5 - - - -
2)1.0 4.5 5.0 6.0 6.75 - -
3)1.3 4.0 4.26 5.0 5.5 6.75 7.00
Sensibilidad

probable 06 07 08 09 1.0 11 12 13 14 15 16
{Ul/mi)

A PRELIMINA
99

1.- Determinar las 8 concentraciones finales (Cf) a analizar.Para este fin tomar 3
concentraciones inferiores a la sensibilidad tedrica o estimada y 4 sensibilidades
superiores, cada una de ellas equidistante de la otra por un valor de 0.1 U1 / mi
ejemplo: sensibilidad tedrica=1 Ulmi, las concentraciones finales a analizar son:
1.4,1.3,1.2,1.1,1.0,0.9,0.8 y 0.7 Ul/m|.

2.- Determinar los aforos a utilizar segun el titulo biolégico del estdndar de
laboratorio. En general conviene utilizar las series de aforos siguientes: 10 ml,

100 mi y 50 ml 610 mi, 200 mi y 25 ml, para un titulo de aproximadamente
4,000 Ul/ml.

3.- Determinar las alicuotas de solucién (S2) que se utilizan en la preparacion de
las diluciones por medio de la formula siguiente:

Al=fxCf Donde: f= AF

Tb x Pm

Donde: AF= Producto de todos los aforos utilizados para llegar a la
concentracion final deseada.
ejemplo: AF = 10 m! x 100 m! x 50 ml= 50 000 (ml)3
Cf= Concentracién final en Ul / ml.
Al= Producto de todas las alfcuotas utilizadas para llegar a la
concentracion final deseada.
Tb= Titulo bioldgica en Ul / mg
Pm= Peso de la muestra en mg
= Factor de conversién para calcular las alicuotas
Nota: ajustar la alicuota a una cantidad multiple de 0.05, ya que es la maxima
precision que nos permite la bureta.
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4.- Colocar los datos obtenidos en la tabla 20 como se muestra en el ejemplo
siguiente:

TABLA 20: Eiemplo de colocacidn de datos para los célculos preliminares de la_
determinacién de Ia sensibilidad,
tubo  Cf AF f Al Pm Tb

10 2.61 5 3831.8
100 1.0

1) 16 50 4.2

2) 1.5 50 3.90

3) 14 50 3.65

4) 1.3 50 3.40

5) 1.2 50 3.15

6) 1.1 50 2.90

7) 1.0 50 2.60

8) 0.9 50 2.35

B/ PREPARACION DEL ESTANDAR

i.- Pesar con precisién unos 5.00 mg de estandar de laboratorio. ( materia prima
HCG estandarizada ) en un papel encerado, tomando la muestra con una
espétula estéril.

2.- Transferir cuantitativamente el contenido del papel a un matraz aforado
perfectamente seco de 10 ml.

3.- Diluir la muestra con SS|, después de haber enjuagado perfectamente el papel
(3 x 2mi). Con suavidad, homogeneizar la mezcla efectuando una rotacién
horizontal sobre la mesa y evitando una agitacién vertical y la consecuente
formacién de espuma.

4.-Aforar a 10m! y mezclar la solucién (S1). Recubrir el matraz con papel de
aluminio y dejario I5 minutos en un baiio de agua( con hielo si hace mucho calor)
para que se homogeneice bien la mezcla. Mezclar.

5.- Tomar 1 ml de esta solucién y aforar a 100 mi con SS4, en el caso de una
valoracién de materia prima, o con SSI adicionada de excipientes en ei caso de la
valoracién de un praducto terminado. Mezclar 1a solucién(S2).
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6.- Llenar una bureta de 10 ml (precisién 0.05) con esta solucién (S2) y preparar
una serie de diluciones en matraces de 50 ml segiin el esquema de la tabla 20
del inciso 4 de la parte 4.1.A

7.- Aforar a 50 mi cada solucién (S3) con SSI.

8.- Recubrir cada matraz con papel de aluminio y dejarlo en un bafio de agua
(con hielo si hace mucho calor) mientras se monta la prueba.

C/ PROCEDIMIENTO

Ver (4.4 ) PROCEDIMIENTO GENERAL DE TITULACION

D/ CALCULOS
1.- Colocar los resultados en la tabla 21 utilizando las formulas siguientes:

f*= AF / (Tb x Pm) 11Cf= /1Al

TABLA 21. Ejemplo de colocacién de datos para |a determinacién de la

tubo * T Pm AF Al X=1/Cf Y=diam.anillo
261 3831.8 4.99  10,100,50

1) 4.2 062 525

2) 3.9 067 6.0

3) 365 071 575

4) 340 077 675

5) 315 083 725

6) 290 090 8.0

7) 260  1.00 -

2.- Por medio de una regresion lneal, introducir en la calculadora los pares (x.y}
de datos anteriores.

3.- Determinar la ecuacién de la recta asi como su coeficiente de regresion (r).
ejemplo: r =0.9795 A=-0.7301 B=9.64

4.- Determinar el Punto de equilibrio (PE) por medio de una interpolacién sobre la
recta buscando la x correspondiente a un anillo de 6 mm.
Ejemplo: para una Y=6 mm obtenemos una X=0.6981 =PE
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5.- Calcular fa SENSIBILIDAD (S) DEL REACTIVO con la siguiente formula:

|§= WPE =.... Ullml]

Ejemplo: S = (0.691)" = 1.43 Uliml

4.2 VALORACION DE MATERIA PRIMA DE HCG

A/ CALCULOS PRELIMINARES

1.- Se analizan una serie de diluciones (8) cuyas concentraciones finales
diferentes y cercanas a la sensibilidad del reactivo permiten el establecimiento de
una recta de regresion. El punto de equilibrio seré determinado por interpolacion
sobre la regresién lineal obtenida a partir de estos 8 puntos. Se recomienda el
anélisis de un rango comprendido entre el 130% y el 60% del titulo biolégico. En
los casos donde se espera un titulo diferente, conviene escoger otro rango de
porcentajes a probar (%P).

2.-Calcular los titulos analizados (Ta) en base a los porcentajes probados (%P)
del titulo bioldgico con la formula siguiente:

3.- Determinar los aforos a utilizar para llegar a una concentracion final igual a la
sensibilidad del reactivo (anteriormente determinada). En general, conviene
utilizar la combinacién de los aforos siguientes: 10 ml, 50 mly 100 ml (para
materias primas cuyo titulo sea cercano a 4000 Ul / mg).

4.- Determinar las alicuotas de solucion (M2) necesarias para la preparacién de
las diluciones (M3),con la formula siguiente:

%P Donde: fr=AEX S x100
Tb x Pm

Donde : AF= Producto de todos los aforos utilizados para llegar a la
concentracién final deseada
Ejemplo: AF= 10 ml x 50 ml x 100 m|=50 000 (ml)3
Al= Producto de todas las alicuotas utilizadas para
llegar a la concentracion final deseada.
Ejemplo: Al= 1 ml x 2.70 mi= 2.70 (mi)



111

S= Sensibilidad del reactivo en Uliml
%P= Porcentaje de! titulo biol6gico que se desea probar
Pm= Peso de la muestra enmg

f' = Factor de conversion para determinar la alicuota

Nota: ajustar las alicuotas a cantidades multiples de 0.05, ya que es la maxima
precision que nos permite la bureta.

5.- Colocar los datos obtenidos en la tabla 22 de datos con las formulas:

TABLA 22, Ejemplo de colocacion de datos, para calculos preliminares en la
determinacién del titulo de una materia prima.

tubo %P (Ta) AF f' Al Pm Tb S estimada
10 301 5 3320 1.0
50 1.00

1) 130 4316 100 2.30

2) 120 3984 100 2.50

3) 110 3652 100 275

4) 100 3320 100 3.00

5) 90 2988 100 3.35

6) 80 2656 100 3.75

7) 70 2324 100 4.30

8) 60 1992 100 5.0

PARACI

1.-Pesar con precisién unos 5.00 mg de materia prima a analizar, colocandola en
papel encerado con una espatula estéril.

2.-Transferir cuantitativamente el contenido del papel a un matraz aforado
perfectamente seco de [0 mi.

3.- Diluir la muestra con SS| después de haber enjuagado perfectamente el papel
(3 x 2 ml). Homogeneizar con suavidad la mezcla por rotacién horizontal del
matraz sobre la mesa, evitando una agitacién vertical y la consecuente formacion
de espuma. Aforar a I0 ml (M1).

4.-Recubrir el matraz con papel de aluminio y dejarlo 15 minutos en un bafio de
agua(con hielo si hace mucho calor) para que se homaogeneice bien la mezcla.
Mezclar.
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5.- Tomar 1 mi de esta solucién y aforar a 50 mt con SSI. Lienar una bureta de 10
ml (precisién 0.05ml) con esta solucidn (M2) y preparar una serie de diluciones en
matraces de 100 ml segin el esquema de la tabla 22 del inciso 5 de la
parte 4.2A /.

6.-Aforar a 100 ml cada solucién (M3) con SSL.

7.- Dejar los matraces en un bafio de agua (con hielo si hace mucho calor)
mientras se monta la prueba y protegerlos de la luz con una hoja de papel de
aluminio o tapando el recipiente que los contiene.

C/P EDIMI

Ver (4.4} PROCEDIMIENTO GENERAL DE TITULACION.

D/ CALCULOS

1.- Reajustar los valores " %P " en base al peso exacto de la muestra, a las

alicuotas tomadas y a la sensibilidad exacta del reactivo, utilizando la férmula
siguiente:

%P =f'*/Al Donde: fre=AFEXSx100

TbxPm

2.- Colocar los datos en la tabla 23:

TJABLA 23. | locacién de dato: ra la determinacién del tif

una materia prima

tubo  X=%P AF Al Pm Tb S f** Y =didmetro

10 501 3320 143 430
5 1.0 .
1) 187 100 2.30 -
2) 172 100 250 -
3) 156 100 275 7.5
4) 143 100 3.00 6.75
5) 128 100  3.35 6.25
6) 115 100 375 575
7) 100 100 4.30 55

8) 85 100 505 475
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3.- Por medio de una regresion lineal, introducir en ia calculadora los pares (x.y)
de datos anteriores.

4.- Determinar la ecuacién de la recta asi como su coeficiente de regresion (r).
Ejemplo:r=0.9902 A=1.7022 B=0.03616

5.- Determinar el Punto de Equilibrio (PE) por medio de una interpotacién sobre la
recta, buscando la "x" correspondiente a un anilio de 6 mm.
Ejemplo: PE= 118.86%

6.- Calcular e! titulo inmunolégico { Ti ) de la materia prima con la siguiente
férmula:

Ti= PExTb
100
Ti= . Ulimg

Ejemplo: Ti =(118.86 x 3320 Ul/mg)/100= 3946Ul/mg

4.3 VALORACION DE PRODUCTO TERMINADO
Al CALCULOS PRELIMINARES

1.- Se analizan una serie de diluciones (8) cuyas concentraciones finales
diferentes y cercanas a la sensibilidad del reactivo permiten el establecimiento de
una recta de regresion. El punto de equilibrio ser4 determinado por interpolacién
sobre la regresién lineal obtenida a partir de estos 8 puntos. Se recomienda el
andlisisde un rango comprendido entre el 130% y el 60 % del titulo tedrico
{5000 LV frasco) cuando se espera encontrar un titulo experimental del 100%. En
los casos donde se espera una titulo diferente, conviene escoger ofro rango de
porcentajes a probar{%P).Colocar los datos en la tabla 5.

2.- Calcular los titulos analizados (Ta) en base a los porcentajes probados (%P)
del titulo tedrico (Tt),con la formula sigulente:

Ta=%P xTt
100
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3.- Determinar los aforos a utilizar para llegar a una concentracién final igual a la
sensibilidad del reactivo (anteriormente determinada ). En general conviene
utilizar la combinacién de los aforos siguientes: 100 m!, 100 ml. ( para un
producto de 5000 Ul / frasco ).

4.- Determinar fas alicuotas de solucion (G1) necesarias para la preparacién de
las diluciones (G2), mediante [a formula que sigue, donde se supone que el peso
de la muestra ( Pm ) es igual al peso promedio { PP ) del contenido cel frasco.

Al=f"] %P Donde: fr= AE xS *x 100

Tt

Donde: AF= Producto de todos los aforos utilizados para llegar a la
concentracién final deseada.
Ejemplo: AF =100 m! X 100 mi = 10 000 (m|)2
Al= Producto de todas las alicuotas utilizadas para Hlegar a la
concentracién final deseada. Ejemplo: Al =2 m!
S$*= Sensibilidad del reactivo en Ul/ml(determinada con un
estandar adicionado de excipientes
Ta=Titulo analizado en Ul / frasco ( Ta = %P X Tt )
Tt=Titulo tedrico en Ul/ffrasco( titulo membretado)

Nota: ajustar la alicuotas a cantidades multiples de 0.05, ya que es la maxima
precisién que nos permite la bureta.

5.-Colocar los datos obtenidos en la tabla 24:

Ejemplo:

TABLA 24. I col i e I relimi

tubo %P (Ta) AF Al Pm Tb f S estimado

100 pp 5000 200 1.0

1) 130 6500 100 1.556

2) 120 6000 100 170

3) 110 5500 100 1.80

4) 100 5000 100 2.00

5) 80 4500 100 2.25

6) 80 4000 100 2,50

7) 70 3500 100 2.85

8) 60 3000 100 3.35
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B/ PREPARACION DE LA MUESTRA

1.- Mezclar dos frascos de PRODUCTO TERMINADO. Pesar con precision la
cantidad correspondiente al peso promedio (PP) del lote a analizar. Otra opcién
consiste en utilizar un frasco del producto y por diferencias de peso entre et
frasco vaclo y lleno, se determina el peso de la muestra.

2.- Diluir en 100 ml con SSI (G1). Agitar con suavidad evitando la formacién de
espuma.

3.- Lienar una bureta de 10 mi (precisién 0.05 m!) con esta solucién (G1) y
preparar una serie de diluciones en matraces de 100 ml segun el esquema de la
tabla 24 det inciso 5.- de la parte 4.3 A /.

4.- Aforar a 100 m! cada solucién ( G2 ) con SSI.

5.- Dejar los matraces en un bafio de agua( con hielo si hace mucho calor)

mientras se monta la prueba y proteger de la luz con una hoja de papel de
aluminio o tapando el recipiente que los contenga.

C/PROCEDIMIENTO ver 4.4 PROCEDIMIENTO GENERAL DE TITULACION

D/ CALCULOS

1.~ Reajustar los valores " %P " en base_al peso exacto de la_muestra, a las
alicuotas tomadas y a Ja sensibilidad del reactivp, utilizando la férmula siguiente:

%P =f"*/Al Donde: frr= AEXSXPPx100

Ttx Pm

2.- Colocar los datos obtenidos en latabla 25 :
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TABLA 25. Ejemplo de colocacion de datos para ta determinacién del titulo del
producto terminado.

tubo %P AF Al Pm Tt PP S Y=diam.
100 132.4 5000 1061 1.54 246.8

1) 159 100 1.55 -

2) 145 100 1.70 8.0
3) 137 100 1.80 6.75
4) 123 100 2.00 6.5
5) 110 100 225 5.5
6) 99 100 250 5.1
7) 87 100 285 4.25
8) 74 100 3.35 40

3.-Por medio de una regresién lineal, introducir en la calculadora los pares (x,y)
de los datos anteriores:

4.- Determinar la ecuacién de la recta asf como su cosficiente de regresién (r)
Ejemplo r= 0.9802 A= -0.2697 B= 0.054

5.- Determinar e! Punto de Equilibrio (PE) por medio de una interpolacién sobre la
recta, buscando la "x" correspondiente a un didmetro de anilio de 6 mm.

Ejemplo: PE= 115.72%

6.- Calcular el titulo expenmental { inmunoldgico ) del producto terminado
diante la férmula sigui

Ti=PEXTt = ... Ulffrasco
100

Ejemplo: Ti = (115.72 x 5000) / 100 = 5788 Ul / frasco
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4.4 PROCEDIMIENTO GENERAL DE TITULACION

1.- Sacar el reactivo del refrigerador, aproximadamente 30 minutos antes de su
empleo para que esté a temperatura ambiente.

2.- Agitar perfectamente la "suspension de células" (frasco N° 3) utilizando una
agitacidn rotacional del frasco sobre la mesa.No agitar verticaimente a fin de no
formar espuma.

3.- Rotular los 8 tubos de ensayo para andlisis de la muestra, y 2 tubos para los
controles :

a) tubo de control: 1 gotero de solucién control + 250 mcl de SSt + 35 mci de
suspension de células { debe de dar a las 2 hrs un anillo 0 un botén).

b) tubo de dilucién:250 mcl de antisuero + 250 mcl de SSi + 35 mcl de suspensién
de células ( debe de dar a las 2 hrs un fondo homogéneo).

4.- Introducir 250 mcl de "antisuero HCG" (frasco N° 2) en el fondo de cada uno
de los 8 tubos de ia muestra, mediante una pipeta automatica.

5.- Introducir en el fondo de los tubos respectivos, 250 mcl de solucidn (S3),(M3)
0 (G2), cambiando de punta entre cada solucién.

6.- Introducir 35 mel de "suspensién de células” (frasco N° 3) en cada uno de los
8 tubos de muestra,cambiando de punta entre cada tubo.

7.- Mezclar los tubos uno a uno, de 6 a 7 segundos, sosteniendo el tubo entre el
pulgar y el fndice de la mano izquierda y dando golpecitos con el indice de la
mano derecha en [a parte baja del tubo para obtener una muestra homogénea. Al
final dar una agitacién a toda la gradilla.

8.- Dejar reposar exactamente 2.00 horas en una superficie plana, libre de
vibraciones y no expuesta a la fuz directa del sol.

9.- Medir con un vernier digital o con una regla transparente, los anillos formados
en el fondo del tubo,procediendo en el mismo orden en que fueron colocadas las
muestras.

Para realizar las mediciones, tener lista una silla enfrente de la gradilla, sacar con
cuidado el primer tubo, elevarlo encima de uno y medir desde abajo el didmetro
del anillo, mediante un vernier digital © en su defecto con una regla transparente
de aproximadamente 20 ¢m, Proceder de la misma manera con los sigulentes
tubos, procurando no alterar el anillo de sedimentacién de eritracitos.
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Nota: en caso de tener un anillo de bordes muy anchos, se mide el didmetro en el
interior del anilio en forma equidistante de su parte interna y externa.

CRITERIOS PARA ACEPTABILIDAD DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos se pueden considerar validos, solamente si los criterios
de aceptabilidad se cumplen.

1.- Se consideran medibles solamente los anillos cuyos didmetros estén
comprendidos entre 8 y 4 mm o iguales.

2.- Se considera ptable la serie de resultados siempre y cuando se tenga por
lo menos un valor superior a 6 mm y un valor inferior a 6 mm .

3.- Se considera aceptable la regresion lineal solamente si el cosficiente de
regresion es mayor o igual a 0.90.

4.- La regresién lineal se debe de calcular por lo menos a partir de 5 resultados.

5.- En el caso en que los resultados no fueran aceptables se tiene que volver a
hacer el andlisis por completo. Solamente es valido volver a utilizar las soluciones
(M1) y (S1) conservadas en refrigeracion, ya que por su alta concentracién son
estables por o menos 48 hrs. Todas las otras soluciones se desechan ya que son
inestables.

6.~ La determinacion de la sensibilidad del reactivo se tiene que realizar siempre,
Jjustamente antes del andlisis de una muestra, ya que materiaimetne no es posible
realizar estas pruebas simultdneamente.

Nota: Por las condiciones climaticas que prevalecen en México, se recomienda
hacer el andlisis de HCG por inhibicién de hemaglutinacién durante el perfodo del
dia en que no haga demasiado calor en el laboratorio.
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45. AR Y FORM A
v
ANALISIS DIMENSIONAL
ITllulolnalludo =5 x FD I(u Ut/ mg=Ulxmix1
Pm ml mg
T ads. = §_x D 2
Pm x Tb

cf= -Al X = TbxPm _TYbxpm u“mg-_-u_LKELL1

AF AF(A)-'  FD mg mi
= Ib x Pm_
=Tb x Pm =-Ulxmgx1
Fa= e M ™= mg Ul (mi)

Sustituyendo la ecuacién (4) en la ecuacién (2) nos da:

Ta- S x TbxPm _S
T PmxTb x Cf cf

S 151 Vi/mg.Ul/im
™ Cf Ul/mg Ui/mi

% Probado=-Y2.x100 _ Sy 100 [6]
T of

Donde: S = Sensibilidad del reactivo en Ul / mi
FD = Factor de dilucién =
Producto de todas las alicuotas
Pm = Peso de la muestra
Tb = Titulo biolégico
Cf = Concentracion final en Ul / m{
Al = Producto de todas las alicuotas en m!
Af = Producto de todos los aforos en mi
%P =Titulo analizado en porciento del titulo biolégico ( materia prima ) o
en porciento del titulo tedrico ( producto terminado )
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En el cuadro anterior se presenta la demostracion de las férmulas utilizadas para
valorar una materia prima cuyo titulo en Ui / mg se expresa en términos del
porciento del titulo bidlogico. La demostracién es vélida también para un producto
terminado cuyo titulo en Ul / frasco se expresa en términos del porciento del titulo
tedrico o sea el titulo que aparece en el marbete.

Explicacién:

Queda demostrado con esta férmula ( 5 ) que el factor de proporcién que permite
determinar el titulo bioldgico ( materia prima ) o titulo tedrico ( producto
terminado), es igual al cociente de la sensibilidad de! reactivo ( S ) entre la
concentracion final de la muestra ( Cf ). Por lo tanto, haciendo variar ia
concentracion final ( seglin el método desarrollado, 8 concentraciones ) alrededor
de la sensibilidad del reactivo, se conoce el titulo de la muestra cuando la
concentracion final iguala a la sensibilidad del reactivo, situacién que corresponde
al punto de equilibrio (P.E.) y que se traduce en un anillo de 6mm de diametro.
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4.6 VALO| 10N DE DO’ Pl ORION

1) DETERMINA IBILIDAD DE| Vi
RA VAL ION DE: ATERI f ERMINAD

A) CALCULOS PRELIMINARES

TABLA N° 20
_fecha; lote reactivo: lote muestra:
AE f Al Pm Tb

D) CALCULOQ DE RESULTADOS

TJABLA N° 21 HORA DE LECTURA
Tubo AF Tb Pm Al * X=1/Cf  Y=Diam. anillo

1)
2)

= A= B= PE= S= Ui/ mit
Criterios de aceptabilidad: Satisf. No satisf.

Observaciones:




VALORACION DE GONADOTROPINA CORIONICA- HOJA DE DATOS Y RESULTADOS
A) CALCULOS PRELIMINARES
(1) VAL CION DE MATERIA PRIM

TABLA N° 22

lote reactivo; lote muestra:
AF S estimada _f!

Yubo %P Ta Pm Th Al

D) CALCULO DE RESULTADOS

TABLA N° 23 HORA DE LECTURA:
Tubo AF Tb S Al fre X=%P Y= Diam. anillo

r= A= B= PE= Ti= Ul/ml
Criterios de aceptabilidad: Satisf. No satisf.
Observaciones:




D) CALCULQ DE RESULTADOS

JABLANC 25 HORA DE LECTURA:
Tubo AF Pm Tt PP S f"* AL X=%P  Y=Diam. anillo

1
2

3)
4)
8)
6)
j4)

8)
9)

= A= B= PE= Ti= Ul / Frasco
Criterios de aceptabilidad:. Satisf. No satisf.
Observaciones:.
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CAPITULO V

5.1 PLAN DE VALIDACION DEL METODO DE VALORACION DE
GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA (HCG) POREL.
_PRINCIPIO DE INHIBICION DE HEMAGLUTINACION EN TUBO

En el capitulo lil, se presentd el andlisis estadistico de dos pardmetros del método
desarrollado: La linealidad det si con un cc te de d inacién de
0.9709 y la prueba preliminar de repetibilidad con materia prima que dio un
coeficiente de variacion de 9.72%. Estas pruebas preliminares respaldan el método
en cuanto a su confiabilidad, sin embargo, ya que no es un método farmacopéico,
se necesita analizar el comportamiento de otros pardmetros, tanto con materia
prima como con producto terminado, asf como rehacer el anélisis de la linealidad y
de !a repetibilidad.

A continuacitn se presenta el plan de validacion:

5.1.1 Ensayos preliminares

5.1.2 Linealidad del sistema de medicién

5.1.3 Estabilidad de la muestra analitica

5.1.4 Precision del sistema de medicién

5.1.5 Linealidad del método analitico

5.1.6 Exactitud det método analitico y repetibilidad
5.1.7 Reproducibilidad del método analitico

5.1.8 Especificidad del slsiema de medicién

5.1.9 Comparacién de! método biolégico e inmunolégico
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ETERMINACION D IBILIDAD INICIAL DE E

na materia pri

Determinar la sensibilidad a partir de tres series de diluciones independientes.

La sensibilidad del reactivo para
estimacion de los célculos es = (S1 +S2 + S3)/3

R
ESTANDAR INTERNACIONAL,

Realizar 6 determinaciones del titulo de la materia prima a estandarizar a partir de
un estdndar internacional.

a) Determinacién de la sensibilidad de! reactivo con el Estandar Internacional
(3rd 1S 1986 ).

Calculos Prelimi -

Cf AF f Al SSi Pm Tb
{mel) {met)

14 10,10 0.1538 215 35 1 ampolleta _650 U.I,

1.3 200 50 Ampolleta

1.2 185 65

1.1 170 80

1.0 155 95

0.9 140 110

0.8 125 125

0.7 110 140

Paralelamente a cada determinacién, se determina el titulo de la materia prima a
estandarizar.
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Notas: 1.- Seria conveniente estandarizar una cantidad de materia prima suficiente
para realizar las valoraciones del laboratorio, durante 5 afos; para tal efecto es
necesario que la materia prima se encuentre en condicién estable, es decir, en
ampolleta sellada con un contenido minimo de 10mg, suficiente para 2 valoraciones
(una materia prima y un producto terminado).

2.- Los resultados que se obtienen de estas valoraciones se compararan con
los resultados obtenidos en la estandarizacién de la misma materia prima por
valoracién biolégica, segln el método de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos.

Al realizar los calculos, considerar la férmula corregida siguiente, ya que en la 5a
edicién de la Farmacopea mexicana la férmula presenta un error.

= (PA) |
R = antilog {["’g (Pb)- l—(Ys Y4+Y1-Y2)]}

5.1.2.- L 1D, TEMA Dl

DEFINICION: Es la relacién que se establece mediante una recta entre una
propiedad fisica, quimica o biolégica con la cantidad del fArmaco.

Se determina construyendo una curva de calibracién ( didmetro del anillo de
inhibicién de hemaglutinacién contra la relacién ( 1 / concentracion final) ,utilizando
8 concentraciones preparadas a partir de una misma solucién patrén y haciendo el
analisis por triplicado.

Pasos a seguir: Por triplicado

- Determinacién de la linealidad del sistema con una materia prima y con placebo
cargado.

GRAFICA

DIAMETRO DEL ANILLO {(mm)

8-

7-

6-

5-

4-

3 (1/Cf)x 100
70 80 90 100 110 120 130 140
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5.1.3.- Estabilidad de la muestra analitica

DEFINICION: Se determina mediante la comparacién de los resultados de los
analisis iniciales de 3 muestras con los obtenidos de las mismas muestras después
de permanecer por un tiempo determinado en diferentes condiciones.

Las condiciones que mostraron tener un efecto sobre la estabilidad de la muestra
en solucién son : esterilidad del medio de dilucién, luz, temperatura ,concentracién
de HCG y tiempo.Ya que se realizaron pruebas preliminares de estabilidad y que
estos estudios son costosos por la necesidad de utilizar una substancia de
referencia para cada determinacion de sensibilidad de! reactivo, las pruebas de
estabilidad minimas son las siguientes:

1.- Estabilidad de la hormona en solucién a las 24 y 48 horas a una concentracién
final alta, es decir de 1500 a 2000 Ul/ml.La finalidad de esta prueba es saber siuna
materia prima estandarizada diluida en una cantidad minima de 10 mi de SS!
puede utilizarse para d inacién de ibilidad d varios dias, lo que
representaria un ahorro sobre todo en protocolos largos como son las validaciones
o determinaciones de estabilidad de productos terminados.

2.- Estabilidad de la hormona en solucién a una concentracién final cercana a 1
Ul/m1 a las 3 horas. La finalidad de esta prueba es determinar la rapidez con la cual
es necesario trabajar para realizar las diluciones y montar la prueba y en un
momento dado aumentar o disminuir el nimero de concentraciones finales a
analizar.

Se procede segln las tablas siguientes, determinando en cada prueba la
sensibilidad del reactivo . Cada determinacidn se realiza 3 veces con materia prima
sola.
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1)_Estabilidad de una solucién concentrada(1800Ul/ml) a los 24 hrs y 48 hrs.

concentracién inicial concentracion final
24 hrs 48 hrs
1.
2.
3.
2) il n i lui ! | I
concentracion inicial concentracién final 3 horas
1.
2.-
3.
1.4.- P| ] DE| DE DICION

Definicién: Es el grado de concordancia entre determinaciones independientes
realizadas por un solo analista. Se determina por el analisis sextuplicado de una
misma solucién estandar.

(A) DETERMINACION DE LA PRECISION DEL SISTEMA CON MATERIA PRIMA

A partir de una misma solucién concentrada ( 5 mg en 10 ml) conservada en
refrigeracion, se procura realizar las pruebas en un plazo de 2 dias. Este
procedimiento esta sujeto a la validacién anterior de la prueba de estabilidad.

TITULO DE LA MATERIA PRIMA: 3750 Ui/mg

(SICf) xI00  aforados alicuotas Pm resultado (didmetro anilio)
(ml) (mi) (mg) Rl R2 R3 R4 R5 R6

140 10,50,100 119 5

130 " 2.05

120 " 2.20

o - 240

100 " 2.70

20 " 2.95

80 " 3.30

70 " 3.80

4.45
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B) ION DE LA PRECISI EL SISTEMA D
T

Mezclar el contenido de 8 frascos del mismo lote de un producto terminado; Pesar
exactamente, 6 veces el peso promedio y colocarlo en 6 matraces diferentes
(limplos y secos ) conservandolos bien tapados en refrigeracién. Se deberan de
realizar las 6 pruebas en 2 dias.

Es importante que el peso de las muestras sea el mismo en los seis casos aunque
se haya redondeado el peso promedio.

Tabla de resultados

(S/Cf) x100 aforos alicuotas Pm resultado( didmetro anillo)
(ml) (mi) (mg) R1 R2 R3 R4 R5 R6

143(7143) 100,100 1,1.40 PP

129(6452) " 1.65

121(6061) " 1.65

111(5555) - 1.80

100(5000) " 2.00

91(4545) . 2.20

80(4000) " 2.50

70(3509) " 2.85

60(2985) " 3.35

PE

5.1.5.- LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO

DEFINICION: Se determina a partir de placebos adicionados de cuando menos tres
diferentes cantidades de la sub ia de interés(placebo cargado), cada uno de
manera independiente deben de estar dentro del intervalo de la linealidad del

sistema, incluyendo siempre la correspondiente al 100%.

Nota: No es necesario realizar esta prueba ya que no aportaria ninguna informacién
adicional porque ya se determiné la linealidad del sistema anteriormente y el
método no usa ningln tratamiento de la muestra , solamente se hacen diluciones
para llegar siempre a una misma concentracion final cercana a la sensibilidad del
. reactivo, independientemente de la concentracion del producto a analizar,
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5.1.6. _EXACTITUD DEL METODO ANALITICO

Definicién: Es la concordancia absoluta entre et valor de una propledad medida
experimentalmente y su valor real de referencia .Se expresa como el porciento de
recuperacion obtenido del analisis de muestras a las que se les ha adicionado
cantidades conocidas de la sustancia.

Se determina con 6 materias primas (A) y con 6 placebos cargados (B)
de manera independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para
obtener la concentracién del 100%, utilizando el método prapuesto, haciendo el
analisis en las mismas condiciones de operacion y por el mismo analista.

En esta prueba de inhibicion de hemaglutinacion en tubo, el valor de referencia es
el titulo biol6gico de la materia prima valorada séla o en forma de placebos
cargados.

Nota: Los resultados obtenidos en la estandarizacion de una materla prima, se
pueden utilizar en la determinacién de exactitud con materia prima.

TABLA DE RE! ADOS:

(1) MATERIA PRIMA

Ul ADICIONADAS Ul RECUPERADAS % RECOBRO
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5.1.7. REPRODUCIBILIDAD DEL METQOD!

DEFEINICION:; Es Ia precisiSn de un método analitico expresado como Ila
concordancia entre determinaciones realizadas por diferentes analistas en el mismo
y/o en diferentes dias, en el mismo y/o en diferentes laboratorios, utilizando el
mismo y/o diferentes lotes de reactivos, utilizando el mismo ylo diferentes
estandares de referencia.

Se determina analizando una muestra homogénea del producto terminado del
mismo lote de produccién, y materia prima del mismo lote de origen, cercana al

100% de la concentracién tedrica izada por 2 analistas en 3 laboratorios
diferentes. Cada analista realiza 6 determinaciones.

FUENTES DE VARIACION

l.- Analista
2.- Laboratorio

ANALISTA

-
&

O~ XO-pBO@PI
N
]
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Nota: para un estudio mds amplio se pueden analizar otras fuentes de variacién
€omo son:

a).-Maiana / tarde. Existe en el laboratorio una diferencia de temperatura causada
por la luz solar que puede influir en los reultados de las pruebas.

b).-NUmero de lote de reactivo

5.1.8.- ESPECIFICIDAD DEL METODO ANALITICO

DEFINICION: Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida Unicamente a la substancia de interés y no a otros componentes de la
muestra.

NOTA: Los componentes que pueden interferir en la valoracién de HCG son las
subunidades libres alfa o beta, ya que su presencia puede dar lugar a una
respuesta immunolégica; mas como estas subunidades no presentan actividad
biolégica son substancias indeseables en las muestras a analizar.

La mejor manera de comprobar la especificidad es aftadir hormona HCG subunidad
beta y subunidad alfa por separado a una materia prima de HCG y cuantificar la
interferencia.

La OMS proporciona patrones de referencia de estas subunidades, que se pueden
utilizar para la prueba.

Se realizan las pruebas tres veces como minimo y se colocan los resultados en la
tabla siguiente, se considera la materia prima séla como el 100% y se efectua un.
andlisis para determinar si el promedio obtenido a partir de hormona adicionada
con subunidad libre es significativamente diferente al 100%.

HCG HCG + subunidad libre

WK -
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5.1.9.- PARACION DEL M DO BIOLOGICO E INM

Los parametros a comparar para establecer la igualdad de los métados biolégicos e
inmunoldgicos son:

A) REPETIBILIDAD
B) EXACTITUD
C) LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION

A) REPETIBILIDAD
Se analizan por método bioldgico e inmunolégico 6 muestras de
producto terminado del mismo nimero de lote:

método inmunolégico método bioldgico
1)
2)
3)
4)
5)
6)
C) EXACTITUD

Se analizan por método bioldgico e inmunolégico 6 muestras de placebo cargado al
100%

método inmunoldgico método biolégico
% adicionado % recuperado % adicionado % recuperado
1)
2)
3)
4)
5)
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C) LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION

Método inmunolégico Método biolégico

Sensibilidad diametro concentracién peso ovario
conc. final anillo HCG

NOTA: Los datos de esta prueba se pueden tomar de los resultados obtenidos en los
demads andlisis.

5.2.- CRONOGRAMA Y ESTIMACION DE COSTO DEL PROGRAMA DE VALIDACION

.2.1 Cronograma para programa de validacion

PRUEBA TIEMPO MINIMO APROXIMADO

Conseguir un estandar de referencia
en unidades internacionales 8 semanas-indeterminado

Estandarizacion materia prima
determinacion de sensibilidad

12 semanas
tinealidad sistema medicién 1 semana
Precision del sistema medicion 2 semanas
Exactitud 1 semana
Reproducibilidad 10 semanas
Comparacién entre método bioldgico
€ inmunoldgico
{10 valoraciones biol6gicas) 20 semanas

Total: 54 semanas
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5.2.2 CANTIDA MATERIA PRIMA DE NECESARIA P VALIDA

Donde: (m) = MATERIA PRIMA COMO MUESTRA DE ANALISIS
(STD) =MATERIA PRIMA COMO ESTANDAR DE REFERENCIA

- Ensayo preliminares:
det. sensibilidad: 3 x 5 mg = 15 mg(std) 15mg(m)
estandarizacion materia prima: 6x5= 30 mg{Std)

6x5= 30 mg(STD)
- Linealldad de! sistema
materia prima: 3 x 5 mg = 15 mg(std) , 3x5mg=15 mg (m)
placebo: 3x 5mg=15 mg(STD) ,3x5 mg = 15 mg(m}

- Precision del sistema
materla prima: 6x5 mg 0 30 mg(STD) 6x5mg= 30 mg (m)
producto terminado: 6x5 mg=30 mg {(STD) 6 frascos producto term.

- Exactitud
materia prima: 6x5=30 mg(std) 6x5 mg= 30 mg (m)
placebo: 6x5=30 mg(std) 6x5 mg= 30 mg (m)

- Reproducibllidad
Materia prima: 2 analistas x 3 laboratorios x 6 xX5mg= 180 mg (STD),
180mg(m)
praducto terminado; 12 andlisis x 3 labo.x 5mg= 180 mg(std)
36 frascos producto terminado :
- Estabilidad: 1) 12 x 5 mg= 60 mg(STD) 4x5mg=20 mg(m)
2) 8 x5 mg=40 mg(STD) 4x4 mg= 20mg(m)

Considerando que se hacen pruebas sencillas el total de materia prima de HCG es:
STD:705 mg + 355 mg = 1060 mg.
Total en producto terminado:42 frascos

Costos:materia prima de HCG total:1060 mg x 3500Ul/mg= 3,710 000.UI
Ya que 1,000,000 Ul cuestan MN$1,700.- el costo total es de N$6,307.-
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52.3 NTIDAD DE REACTIVO " - TITRATION SET
NECESARIA PARA LA VALIDACION

1 caja de 45 tubos cuesta N$124.00
t= tubos necesarios

limin i
det. sensibilidad: 54 tubos
estandarizacion: 54 t(sens) 54t (STD)  total: 4 cajas

Linearidad del sistema de medicién
12x9t= 108t total : 3 cajas
Precisién del sistema
24 x 9T=216 t total : 5 cajas
Exactitud
24 x9t= 216t total: 5 cajas
Reproducibilidad
120 x9t=1080 ¢ total: 24 cajas
Estabilidad
1) 12 x 9t= 108 t (STD)

108 t (m)
2)8 x9t= 72t(STD)

72t (m) total: 8 cajas

Total de cajas de reactivo: 49 cajas

Costo: 49 cajas x N$124.00/cajas= N$ 6,076.-

5.2.4 Cantidad de producto terminado necesario para la validacién
42 frascos x N$22.45/frasco= N$942.90

5.2.5 o total de la validacién métado analitico:
Materia prima: N$6,307.00
Reactivo: N$6,076.00
P.terminado: N$ 943.00

Total ~ N$13326-
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a: este precio _se refiere al costo de la_validacién haciendo las cillas,

para_pruebas por duplicado el costo obviamente es exactamente el doble.

5.2.6 Costo de las valoraciones bioldgicas necesarias para coi racion de métodos:

6 pruebas para determinar la repetibilidad con producto terminado,
mads 6 pruebas para determinar la exactitud con placebo cargado, y 6 pruebas para
estandarizacién de una materia prima representan un costo de N$54,000.00

5.3 ANALISIS Y CONCLUSION

Al analizar el plan de validacién, el cronograma y los costos correspondientes salta a la
vista la complejidad de este trabajo.

En primer lugar la dificultad de conseguir un estandar internacional. Durante este
trabajo se ha solicitado a la OMS un estdndar internacional de referencia a través del
National institute For Biological Standards and Control en Londres, sin embargo, al
igual que otros laboratorlos farmacéuticos de México que actuaron directamente o a
través de sus casas matrices en Europa, el intento fue infructuoso. En consecuencia se
pensd utilizar el estandar USP de Estados Unidos de Norte America, sin embargo las
unidades USP no tienen equivalencia con las unidades internacionales (Ul) y ademas
no existe factor de conversién oficial que pueda facilitar su uso como lo especffica la
convencidn farmacopeica de la USP (ver anexo No 1).

En segundo lugar la hormona es una substancia tan costosa que cualquier estudio que
la requiera debe de planificarse con cuidado, con més razén un estudio de validacién
que requiefe un nimero elevado de datos para su andlisis estadistico.Hablando de
costos el estudio planeado requiere, solamente para gastos materiales, es decir
materia prima, para reactivos y prusbas biolégicas, una cifra que alcanza
aproximadamente N$100,000.00 si las pruebas se realizan por duplicado.

Ante estas situaciones, animados por el interés de poder substituir la prueba bioldgica
por el método desarrollado de cuantificacién de HCG por inhibicién de
hemaglutinacién, varios laboratorios farmacéuticos de México con el aval de la
Secretarfa de Salud (ver anexo No 2) han decidido reunir sus esfuerzos para concluir
los trabajos de validacién necesarios, ya que las pruebas preliminares de validacién en
producto terminado utilizando materla prima como substancia de referencia han
demostrado la utilidad del método desarroliado y su capacidad para cuantificar HCG en
un medicamento.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES GENERALES

1.- La gonadotropina coriénica humana es una glucoprotéina que requiere para su
buena conservacion y estabilidad un manejo estérit, una proteccion contra la luz , la
oxidacién y la humedad.

2.- La estabilidad de la gonadotropina coridnica humana en una solucién salina
isoténica (SSI) es mejor cuando su concentracidn en ella es alta. Cuando la
concentracidn es cercana a 1 Ul/ml se constata una baja de concentracion a las
tres horas llegando a tener a las 24 horas menos del 50% de su titulo inicial. Por
otra parte, cuando se tiene una concentracién por lo menos igual a 1850 Ul/ml la
hormona es més estable conservando el 0% de su titulo después de 15 dias de
almacenamiento en refrigeracion.

3.- La presencia de exciplentes o de conservador no es un factor de importancia
para prolongar la conservacién de la HCG en solucién salina isotdnica. ( 1Ul/ ml)

4.- La estabilidad de la hormona en un buffer fosfato-albumina pH 7.2 es muy buena
ya que el titulo se conserva aproximadamente 3 meses. Con este diluente sin
embargo la interferencia en la valoracién inmunoldgica (inhibicion de
hemaglutinacién) se acerca a un 10%, por lo que su uso implica una fuente
adicional de variacion.

5.- El uso de un mismo estdndar de referencia en Ul que ademds tenga un titulo
similar a ta muestra a analizar, asegura mejores resultados en la comparacion de
pruebas, ya que existen varios estandares de pureza variable, praducidos atn por
la misma Organizacién Mundial de la Salud.

6.- El analisis de 6 muestras ( 3 materias primas y 3 productos terminados) con
diferentes ensayos inmunolégicos revelé algunos coeficientes de variacién altos :
45% para una prueba de IRMA, 36% para un ELISA, 14% para un ensayo
fluorolnmunomeétrico, 15% para una prueba de inhibicién de hemaglutinacién y 6%
para un ensayo de hemaglutinacién inversa, probado este ultimo, solamente con 3
muestras.

La mejor correlacién con la valoracién biolégica se consiguié con pruebas de
hemaglutinacién en tubo, destacdndose el Neo-Pregnosticon 76 Duoclon con 105%
y el UCG-Titration-Set con 92%. Para este ditimo reactivo se utilizé un nuevo
método de cuantificacién desarrollado y presentado en este trabajo.
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7.- El reactivo inmunoldgico seleccionado para valorar HCG en un medicamento fue
el UCG-TITRATION-SET, por proporcionar un coeficiente de varlacidn
relativamente bajo y también una relativamente buena correlacién con la valoracion
biolégica. Estas resultados fueron obtenidos gracias al uso del método desarrollado,
que permite lograr que este reactivo funcione de manera cuantitativa mediante la
introduccién de 6 madificaciones principales:

1) La medicién del didmetro del anillo de inhibicién de hemaglutinacién, que
nunca se habia propuesto anteriormente.

2) El establecimiento de una relacién lineal entre el didmetro del anilio y la
inversa de la concentracién final analizada. Esto se lleva a cabo con una
serie de 8 diluciones de concentracion final cercana a la sensibilidad del
reactivo, a fin de determinar por interpolacion el punto de equilibrio de la
prueba, el cual corresponde a un anillo de 6 mm de didmetro.

3) El desarrollo de férmulas que permiten tanto planificar la prueba como
calcular el titulo final de la muestra analizada.

4) Es necesaria la determiinacion de la sensibilidad del reactivo justo antes
de realizar un andlisis de muestra , ya que la sensibifidad es un factor
muy variable.

Se comprobd que la sensibilidad de estuches ya utilizados anteriormente
presentan una sensibilidad de 10% menor a la que presenta un estuche
nuevo del mismo lote,

5) Laimplantacién del uso de material preciso y calibrado ( pipetas
automaticas y material de vidrio)

6) La normalizacién de la técnica en cuanto a estabilidad de las muestras a
analizar.

8.- La validacién parcial del método desarrollado ha determinado que existe una
linearidad de! sistema de medicién cuyo coeficiente de determinacién es de 0.9706.
Una prueba preliminar de validacion de la repetibilidad dio un coeficiente de
variacién de 9.72%, al determinar la sensibilidad de un Iote de reactivo durante 6
anélisis independientes.

9.- El método de cuantificacion de HCG en un medicamento por el principio de
inhibicién de hemaglutinacién en tubo, desarrollado como materia de esta tesis, ha
sido probado por diferentes laboratorios farmacéuticos de México, quienes
animados por el interés de contar con una prueba allerna para la valoracién de
HCG en un medicamento, actualmente estdn efectuando trabajos para ver la
posibilidad de oficializar dicho método con la validacién correspondiente, y con el
aval de la Secretaria de Salud (ver Anexo 2).
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10.- Finalmente, para concluir este trabajo, se presenta a continuacién algunos
objetivos ulteriores relacionados con la valoracidn de Gonadotropina Cori6nica
Humana en un medicamento:

OBJETIVOS ULTERIORES

1.- Contar con un método inmunolégico validado , representa una oportunidad de
realizar pruebas adicionales tanto sobre producto intermedio como sobre producto
terminado ({estabilidad durante la' fase de disolucién, estabilidad durante la
liofilizacién, estabilidad de los productos terminados en las condiciones climéticas,

de almacenamiento y de distribucion que prevalecen en México ). Esto a un costo
menor y con una rapidez mucho mayor que la permitida por las pruebas bioldgicas.

2.- En caso de no obtener resultados de validacién del método de inhibicién de
aglutinacién suficientemente aceptables, se puede dirigir la investigacién hacia el
posible uso de un método de fijacién del complemento para valorar HCG en el drea
farmacéutica. Este reactivo ya no se comercializa actualmente, pero si varios
laboratorios estuvieran interesados en su uso,se podrfa solicitar nuevamente a un
fabricante. En efecto se ha observado en varias publicaciones que los resultados
obtenidos por este método dan una buena correlacién con los valores abtenidos por
valoracién bioldgica. (19 )

3.- Seria muy practico que a nivel mundial, todas las materias primas y por
consiguiente todos los estdndares tuvieran una pureza y un titulo comprendido
dentro de un rango que fijaria la OMS. Para tal efecto se tendria que determinar un
rango de recoleccion de orina de mujeres embarazas en relacién con el avance
del embarazo, el grado de purificacion requerido y finalmente pedir la anexacion ,a
todas las especificaciones ya aceptadas ,de una fotografia de la electroforesis que
representarfa una garantia de pureza de la muestra, sobre todo en cuanto a la
presencia de subunidades libres.

Este tipo de normalizacidn, aunque necesite tiempo para su establecimiento,
limitaria la obtencién de resuitados aberrantes al comparar métodos y también
evitaria la necesidad de realizar posteriormente las pruebas de pureza en cuanto al
contenido de estrégenos.

4.- Analizar cual de los ensayos bioidgicos destinados a valorar la Gonadotropina
Cori6nica Humana, es el mds preciso, exacto y especifico. Los métodos varfan
segun los paises y se miden los aumentos de peso tanto en ovarios y Utero como
en vesiculas seminales o préstata, situacién que obviamente también genera una
variabilidad entre los ensayos biolégicos, que finalmente constituyen el unico
sistema de referencia aceptable en el drea farmacéutica.
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5.- Uniformar los diluentes utilizados en las valoraciones bioldgicas. Aunque la
mayorfa de las Farmacopeas utilizan una solucién isoténica con buffer
fosfato-albimina pH 7.2, no todas la prescriben, entre ellas la Farmacopea de Los
Estados Unidos Mexicanos , y algunos solamente la prescriben para materia prima
pero no para producto terminado. Esto permitiria comparar resultados con una
mayor confiabilidad .

6 Reahzar pruebas de comparacién entre valoraciones biolégicas e inmunoldgicas

actuali para deducir en que rango de pureza de la HCG se
oonsigue la mejor correlacién, ya que estudios realizados en los afios sesenta lo
localizaban cerca de 2500 Ul/mg. (59 )
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anexo 1

The Uniled States
amacopeial Convention, Inc,

QFR Mariann2 Romo

Servicis Technico FAX: 5-30 3579
Grupo Roussel S.A. De C.V.

AV. Universidad 1738

0400 Mexico D.F., MEXICO

D-ar Ms, Romo:

We have reccived vuur inquiry on the USP Human Chorionic Gonidotropin Reference
Srandard (Cat. No. 29700, current Joi: G).

1. The USP Chorionic Ganadotropin Unil is equal to the International Unit, if you compare
it to the First International Unil of Human Chorionic Goradotropin. However, the USP Unit
is pot cqual to the current § ional Unit (2nd International Human Choronic Gonadotropin
Unit).

2. There is peofficial conversion faclor (o eapress the cutrent 1U in teems of the cuirent
USP Units.

3. Nuote in USP XXII, p. 614 the following stalcinent under Reference Standard in the
monograph for Chorionic Gonadouupin.

"\SP. Chorienic Gonadotiopin, Refgrence Standind - store in a refrigaator and do
not dry before use. Use a fresh ainpul for cach group of as<ays, and discud any
usused portion”,

On the basis of this slatcinent the reconstituted solution should not bie stuied for further usage.

“The cost of one reference sandard is S33. The tuwal cost for duiivery 10 Mexico is
$185.00. The delivery time to Mexico is about 2 weeks following receipt of your arder that has
10 be pre-pajd. T am enclosing the page of the 1991 Catalog that gives you the address for your
order.

Let me know if you nced additional information.

Sincerely,

- ~e

Roger Dabbah, Ph.D.

Senior Scicntist
Enclosure , Drug Standards Division

RD:iew

12601 Teinbrogk Rty 0LPA OGS L CAVENN GG ST ¢ W T
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oL serenoencinDIRECCION Gt

L HSUMOS |

% seetn —DIRECCTON O ACGILACTON Sy
mesa: . TARJA OE ESTABLEC(MIENTOS

SECRSTARA NdMIza PEL oriclo
DE SALUD

M. ESCOBE|

ASURTO:

REUHTON CELEBRADA EN LA DIGECIS - DIRECCION DE REGULACION SARITARIA DE -
ESTABLECIMIENTOS EL DIA PRIMERO DE OCTUBRE DE MIL HOVECIENTOS NOVENTA Y
TRES, CON EL OBJETO DE VERIFICAR EL AVANCE EH EL METODO ALTERNO PROPUES-
TO PARA LA VALORACION DE LA GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA EN PRODUCTO
TERMINADD.

POR PARTE DE LA DIRECCION DE REGULACION SANITARIA DE ESTABLECIMIENTOS:

1.Q. EMILIO BARRAGAN HERHANDEZ
‘DIRECTOR DE REGULACION SANITARIA DE ESTABLECIMIENTOS

~ Q.F.B. ROSA B. JOSEFINA LISCI GARMILLA
JEFE DEL DEPTO. DE COORDINACION TECHICA Y SUPERVISION
!
4 -
N Q.F.B. ELOISA MARTINEZ MENDEZ ' ﬂ g
N DICTAMINADORA DE LA SECCION DE ANTIBIOTICOS- “‘/’?/ s
CH
Q.F.1. RODOLFO GOMEZ SIERRA
DICTAMINADOR DE LA SECCION DE AHTIBIOTICOS
E; POR PARTE DE LA INDUSTRIA FARMACEUTICA: ,
H £ .
E2, Q.F.1. EDITH IZQUIERDD MALAGON Sy "%
FrH LABORATORIOS ORGANON MEXICANA, S. A.
ge
H1 GARANTIA DE CONTROL DE CALIDAD

Q.F.B. ANTONIO ROLDAN MEHDOZA -—-——g/g{::l M
LABORATOR10S ORGANON MEXICANA, 5. A. U,
RESPONSABLE SANITARIC -

veraeni2
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SECCION?
MO e e .-
SECRETARIA NOMERo DEL OTICIO
DE SALUD

ASUNTO:

Q.F.B. VELIA LOPEZ ORTIZ L/
GRUPO ROUSSEL, S. A. DE C. V=

RESPONSABLE SANITARIO

Q.F.B. MARIANA ROMO ‘_\MD
GRUPO ROUSSEL, 5. A. DE C. V.
DEPTO. DE SERVICIO TECNICO SIS

Q.F.1. GUILLERMO DOMINGUEZ
LABORATOR1OS SERONO DE MEX1CO, S.A. DE C.V.
RESPONSABLE SANITARIO

Q.F.B. ESTHER GONZALEZ DE JIMENEZ
LABORATORIOS SAHFER, S. A. DE C. V.
RESPONSABLE SANITARIO

. -
Q.F.B. JUANA MARTINEZ GOHZALEZ e
CARTER WALLACE, S. A. “\\ .
RESPONSABLE SANITARIO

DR, JESUS FAINSOD L.
CARTER WALLACE, S,
OIRECTOR DE LA DlVlSlON FARMA

1.Q. RAUL ARROYO OSORIO
QUIMICA ESTEROIDAL, S. A. DE C. V.
OIRECTOR TECNICO

o 1EIn, CITENSE 103
1% M CuAu peL

Q. A, LIGWA GRCIA I KEE &7
GRUPO ROUSSEL, S. A. OE C. V.
GERENTE DE SERVICIOS TECHICOS

AMGUID SLTLMIVE DLRECHO.
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SECRETARIA NOMERO DEL OFICID
DE SALUD

secaibn:

ASUNTO:

EN ESTA REUNION SE PRESENTO EL TRABAJQ INMUNOLOGICO REALIZADO POR EL ME-
T000 OE INHIBICION DE HEMAGLUTINACION EN TUBO, EL CUAL FUE DESCRITO POR
LA Q.F.B. MARIANA ROMO, QUIEN LO HA VENIDO DESARROLLANDO DESDE SUS [NI--
€105, DICHO ESTUDIO KO SE HA PODIDO CONCLUIR DEBIDO A LA FALTA DE ESTAH-
0AR, SE DECIDIO CONJUNTAMENTE SOLICITAR AL FABRICANTE DE LA MATERIA PRI-
. MA (DIOSYNTH B.V.) UNA CANTIDAD DE DICHA MATERIA PRIMA A FIN DE HABILI--
TARLA COMO ESTANDAR Y ASL PODER CONTINUAR CON LOS ESTUDIOS CORRESPONDIEN-
TES. -

SE EFECTUARA UNA REUNION PARA PODER SEGUIR DE CERCA LOS AVANCES EM EL --
DESARROLLO DEL NUEVO METODO EL DIA VEINTIOCHO DE ENERO DE MIL NOVECIENTOS
HOVENTA Y CUATRO A LAS NUEVE HORAS EN LA DIGECIS - MARIANO ESCOBEDO No.373
So. PISQ, COL. CHAPULTEPEC MORALES, MEXICO, D.F.
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