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INSULINA LISPRO
BIFASICA

SUSPENSION INYECTABLE

Definicion — La Suspension Inyectable de
Insulina LisPro Bifasica es una suspension
amortiguada y estéril de Insulina Lispro
complejada con Sulfato de Protamina en una
solucién de Insulina Lispro. Debe contener no
menos de 90,0 por ciento y no mas de 105,0 por
ciento de la cantidad declarada de

C257H383Nes077Ss (determinada como el
contenido total de insulina lispro soluble e
insulina lispro complejada con sulfato de
protamina).
Debe contener Insulina Lispro soluble
Ca257H383Ne5077Ss.
Cantidad declarada Cantidad de Especificacion
de Insulina soluble Protamina (%)
Lispro (%) complejada con
Insulina Lispro
(%)
| | |
25 75 15230
50 50 40255

La Suspension Inyectable de Insulina LisPro
Bifasica debe cumplir los requisitos para
Inyectables en 1050. Formas farmacéuticas y
con las siguientes especificaciones. [NOTA: 100
unidades equivalen a 3,47 mg de insulina
Lispro.]

Caracteres generales — Suspension blanca
o casi blanca que deposita un sedimento blanco o
casi blanco y deja un liquido sobrenadante
incoloro o casi incoloro; el sedimento se
resuspende facilmente mediante agitacion suave.
Al examinarlo con un microscopio, las particulas
se observan como cristales en forma de
bastoncillos, la mayoria con una dimensién
superior a 1 pm, pero rara vez superior a 60 um,
libres de agregados grandes.

Sustancia de referencia - Insulina Lispro
SR-FA.

CONSERVACION

En envases herméticos, con cierre de
seguridad, apirdgenos y estériles. Conservar de 2
a 8 °C. No congelar. Proteger de la luz.

ENSAYOS

ANMAT-MED-FPA
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Identificacion

Examinar los cromatogramas obtenidos en
Valoracién para Insulina LisPro, el tiempo de
retencion del pico principal en el cromatograma
obtenido con la Preparacion muestra se debe
corresponder con el de la Preparacién estandar.

Determinacién del pH <250>
Entre 6,9y 7,8.

Impurezas con peso molecular mayor al de
la insulina Lispro

Sistema cromatografico - Examinar por
cromatografia de exclusion por tamafio
molecular, empleando un equipo para
cromatografia de liquidos con un detector
ultravioleta ajustado a 276 nm y una columna de
30 cm x 7,5 mm con fase estacionaria constituida
por gel de silice hidrofilico de 5 a 10 um de
didmetro con un tamafio de poro de 12 — 12,5 nm,
en un grado apropiado para la separacion del
monémero de insulina de los dimeros y
polimeros. El caudal debe ser aproximadamente
0,5 mL por minuto.

Solucion de arginina - Preparar una solucion
de L-arginina en agua de aproximadamente 1 mg
por mL.

Fase mdvil - Solucién de arginina,
acetonitrilo y acido acético glacial (65:20:15).
Filtrar y desgasificar. Hacer los ajustes
necesarios (ver Aptitud del sistema en 100.
Cromatografia).

[NOTA: Conservar la Solucidn de resolucion
y la Solucion muestra, a una temperatura de entre
2 °Cy 8°C vy utilizar dentro de los 7 dias a partir
de su preparacion. Si se emplea un inyector
automatico mantener la temperatura en ese
rango].

Solucién de resolucién - Emplear una
solucidn de insulina Lispro de aproximadamente
4 mg por mL, que contenga mas de 0,4 % de
proteinas de alto peso molecular. Se puede
emplear una suspension inyectable de insulina
Lispro Bifasica que ha sido aclarada con una
cantidad suficiente de acido clorhidrico 6 M, para
que contenga el porcentaje indicado de proteinas
de alto peso molecular; o se puede utilizar una
solucién preparada a partir de insulina Lispro
disuelta en acido clorhidrico 0,01 M. También
puede obtenerse, dejando reposar insulina en

polvo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 10 dias.
Preparaciéon muestra - Agitar a la

Suspension  Inyectable de Insulina Lispro
Bifasica hasta obtener una suspensién
homogénea, luego agregar 4 pL de acido
clorhidrico 6 M por mL, para obtener una
solucién limpida. Si la suspension no se vuelve
limpida dentro de los 5 minutos siguientes a la
adicion inicial de acido clorhidrico, agregar mas
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99 A4cido clorhidrico 6 M en alicuotas menores a 4 Ti o -,
L iempo Solucion A Solucion B Etapa
100 pL por mL hasta la solubilizacién. (minutos) %) (%)
101 Las preparaciones con concentraciones
102 mayores a 100 Ul por mL deben ser diluidas con ' 0-60 ' 81 ' 19 ' Isocratico
103 A4cido clorhidrico 0,01 M con el fin de evitar la
104 sobrecarga de la columna con el monémero de 60-83 81-51 19-49 Gradiente
105 insulina. Lineal
106 Aptitud del sistema (ver 100. Cromatografia)
107 - Antes de emplear una columna nueva, 83-84 51-81 49-19 Gradiente
108 equilibrar la columna mediante al menos tres Lineal
109 inyecciones repetidas de Solucién de resolucién. 84.9 ilibri
110 La columna esta equilibrada cuando se obtienen 4-94 81 19 Re-equilibrio
111 resultados repetitivos en dos inyecciones 155
112 consecutivas. [NOTA: si se analizan muestras 156 Solucién de sulfato sodio pH 2,3 - Disolver
113 que contienen protamina, el equilibrado de la 157 2,84 g de sulfato de sodio anhidro en 100 mL de
114 columna se realiza empleando una solucién que 158 agua. Ajustar a pH 2,3 con acido fosforico.
115 contenga protamina.] 159  Solucién A - Solucién de sulfato sodio pH
116 Cromatografiar la Solucion de Resolucién y 160 2,3y acetonitrilo (82:18).
117 registrar las respuestas de los picos segin se 161 Solucién B - Solucién de sulfato sodio pH
118 indica en Procedimiento: los tiempos de 162 2,3y acetonitrilo (50:50).
119 retencion deben ser aproximadamente entre 13 y 163 Fase movil - Emplear mezclas de la Solucién
120 17 minutos para los complejos de insulina 164 Ay la Solucién B segln se indica en Sistema
121 poliméricos o complejos covalentes de insulina- 165 cromatografico. Hacer los ajustes necesarios
122 protamina; 17,5 minutos para los dimeros de 166 (ver Aptitud del sistema en 100. Cromatografia).
123 insulina covalentes; 20 minutos para los 167 Solucién muestra - Diluir, si fuera necesario,
124  mondmeros de insulina y 22 minutos para las 168 la la Suspension Inyectable de Insulina Lispro
125 sales. [NOTA: Si la Solucion de resolucion 169 Bifasica con 0,01 M de acido clorhidrico para
126 hubiera sido preparada a partir de una solucién 170 obtener una solucion que  contenga
127 de insulina que contiene conservantes, como por 171 aproximadamente 3,5 mg de insulina lispro por
128 ejemplo metilparabeno, m-cresol o fenol, estos 172 mL. Agregar 4 pL de acido clorhidrico 6 M por
129 compuestos deben eluir mas tarde.]. La relacion 173 mL de la solucién anterior. [NOTA: Mantener la
130 pico/valle p/v determinada por la relacién entre 174 solucién a una temperatura entre 2 °C y 8 °C.
131 la altura del pico del dimero Hp y la altura del 175 Usar dentro de las 56 horas de su preparacion].
132 valle de separacion entre los picos del monémero 176 Solucién de resolucién -  Preparar una
133 'y del dimero Hv debe ser mayor o igual a 2,0. 177 solucién que contenga 3,5 mg de insulina lispro
134 Procedimiento — Inyectar en el cromatégrafo 178 en é4cido clorhidrico 0,01 M. Agregar 4 pL de
135 100 pL de la Solucion muestra, registrar el 179 écido clorhidrico 6 M por cada mL de la solucién
136 cromatograma durante al menos 35 minutos y 180 anterior. Dejar reposar a temperatura ambiente
137 medir las respuestas de los picos. Ignorar 181 para obtener una solucién que contenga entre 0,8
138 cualquier pico con un tiempo de retencién mayor 182 %Yy 11 % de A-21 desamido insulina lispro.
139 que el del pico debido al monémero de insulina 183 Aptitud del sistema (ver 100. Cromatografia)
140 lispro. La suma de las areas de los picos en el 184 -
141 cromatograma obtenido con la Solucién muestra 185 Cromatografiar la Solucién de resolucion y
142 no debe ser mauor al 1,5 % de la respuesta total 186 registrar las respuestas de los picos segln se
143 de los picos. 187 indica en Procedimiento: ajustar la composicién
i ] 188 de la fase movil para que el tiempo de retencion
144 Proteinas relacionadas 189 de insulina lispro sea aproximadamente 41
145 Sistema  cromatografico —  Emplear un 190 minutos [NOTA: la desamido insulina lispro
146 equipo para cromatografia de liquidos con un 191 A21 eluye cerca del inicio del gradiente de
147 detector ultravioleta ajustado a 214 nm y una 192 elucién]; la resolucién R entre el pico
148 columna de 25 cm x 4,6 mm, tamafio de poro de 193 correspondiente a insulina lispro y el pico
149 30nm, con fase _estacionaria (?OnSt'tU'd? por 194 correspondiente a desamido insulina lispro A21
150 octadecilsilano quimicamente unido a particulas 195 debe ser mayor o igual de 1,5 entre el primer pico
151 porosas de silice de 5 um de diametro. Mantener 196 (insulina lispro) y el segundo pico (A2l
152 la columna a 40 °C. El caudal debe ser 197 desamido insulina lispro); el factor de asimetria
153 aproximadamente 1,0 mL por  minuto. 198 para el pico correspondiente a insulina lispro
154  Programar el cromatégrafo del siguiente modo: 199 debe ser menor o igual a 2,0.
200 Procedimiento - Inyectar en el cromatégrafo

201 20 pL de la Solucién muestra y registrar los
202 cromatogramas. Ignorar el pico debido a la
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protamina y cualquier pico con una respuesta
menor o igual a 0,1 %. Calcular el porcentaje de
cada proteina relacionada con relacién al pico
principal: la respuesta del pico correspondiente a
desamido insulina lispro A21 no debe ser mayor
al 1,5 %; la suma de todas las respuestas de los
picos secundarios, a excepcion del pico
correspondiente a desamido insulina lispro A21,
no debe ser mayor a 4,0 %.

Cinc total

Solucién madre del estandar de Cinc (10 pug
por mL) - Realizar una dilucién 1 en 10 de la
Solucién de Cinc (100 ppm Zn) (SL) con agua.

Soluciones estandar — Preparar soluciones
que contengan 0,4; 0,8; 1,0; 1,2 y 1,6 ug de cinc
por mL mediante la dilucion de la Solucion
madre del estdndar de Cinc con acido clorhidrico
0,01 M [NOTA: preparar estas soluciones en el
momento de su uso].

Solucién muestra — Agitar suavemente la
Suspensién Inyectable de Insulina LisPro
Bifasica, transferir un volumen que contenga 200
unidades de insulina lispro en un matraz aforado
de 25,0 mL y completar a volumen con &cido
clorhidrico 0,01 M. Si fuera necesario, diluir con
4cido clorhidrico 0,01 M para obtener una
solucién que contenga entre 0,4y 1,6 g de cinc
por mL.

Procedimiento - Determinar las absorbancias
de las Soluciones estandar y la Solucién muestra
en la linea de emision del cinc a 213,9 nm, con
un espectrofotometro de absorcion atdémica
equipado con una lampara de cinc de catodo
hueco y una Illama de acetileno-aire
(aproximadamente 2 litros de acetileno y 11
litros de aire por minuto). Graficar las
absorbancias de las Soluciones estdndar en
funcién de la concentracién en pg por mL de cinc
y determinar la cantidad de cinc en la Solucién
muestra: debe contener entre 14 pg y 35 g cada
100 unidades de insulina lispro.

Ensayo de endotoxinas bacterianas <330>
Debe contener menos de 80 Unidades de
Endotoxina por 100 Ul de insulina lispro.

Ensayos de esterilidad <370>
Debe cumplir con los requisitos.

VALORACION

Para Insulina LisPro

Sistema cromatogréfico - Emplear un equipo
para cromatografia de liquidos con un detector
ultravioleta ajustado a 214 nm y una columna de
10 cm x 4,6 mm con fase estacionaria constituida
por octadecilsilano quimicamente unido a
particulas porosas de silice de 3 um de diametro.
Mantener la temperatura de la columna a 40°C.
El caudal debe ser de 0,8 mL por minuto.
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Solucién de sulfato sodio pH 2,3 - Disolver
2,84 g de sulfato de sodio anhidro en 100 mL de
agua. Ajustar a pH 2,3 con &cido fosférico.

Fase movil - Solucion de sulfato sodio pH 2,3
y acetonitrilo (745:255). Hacer los ajustes
necesarios (ver Aptitud del sistema en 100.
Cromatografia).

[NOTA: Mantener las soluciones preparadas
a continuacion a una temperatura entre 2 °C y 8
°C. Usar dentro de las 48 horas de su
preparacion].

Preparacién estandar - Disolver el contenido
de un vial de Insulina Lispro SR-FA en éacido
clorhidrico 0,01 M para obtener una solucion de
aproximadamente 0,8 mg de insulina lispro por
mL.

Preparacion muestra - Diluir la Suspension
Inyectable de Insulina LisPro Bifasica, si fuera
necesario, con &cido clorhidrico 0,01 M para
obtener una solucion que contenga 0,8 mg por
mL de insulina lispro. Agregar 4 uL de &cido
clorhidrico 6 M por cada mL de la solucion
anterior.

Solucién de Resolucion -  Preparar una
solucidn al 0,1 % de la Suspension Inyectable de
Insulina LisPro Bifasica en 4cido clorhidrico
0,01 M. Agregar 4 pL de acido clorhidrico 6 M
por cada mL de la solucién anterior. Dejar
reposar a temperatura ambiente para obtener una
solucién que contenga desamido insulina lispro
A21.

Aptitud del sistema (ver 100. Cromatografia)
— Cromatografiar la Preparacion estandar segin
se indica en Procedimiento: el tiempo de
retencion del pico correspondiente a insulina
lispro debe ser aproximadamente 24 minutos; la
desviacion estandar relativa para tres inyecciones
repetidas debe ser menor o igual a 1,1 %.
Cromatografiar la Solucion de resolucién segun
se indica en Procedimiento: la resolucion R el
pico correspondiente a insulina lispro y el pico
correspondiente a desamido insulina lispro A21
debe ser mayor a 1,8.

Procedimiento - Inyectar por separado en el
cromatografo volimenes iguales
(aproximadamente 20 pL) de la Preparacion
muestra y la Preparacion estandar y registrar las
respuestas de los picos principales. Calcular la
cantidad de Cas7H331NesO77Ss en la Suspension
Inyectable de Insulina LisPro Bifésica, de
acuerdo a la cantidad declarada.

Para Insulina Lispro soluble

Sistema cromatografico, Solucion de de
sulfato sodio pH 2,3, Fase movil, Solucion de
resolucion y Aptitud del sistema - Proceder
segln se indica en Valoracion para Insulina
LisPro.

Solucién A - Preparar una solucién que
contenga 0,708 % de clorhidrato de
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tris(hidroximetil) aminometilo y 0,668 % de
tris(hidroximetil) aminometilo en agua. El pH de
la solucidn final debe encontrarse entre 8,15 y
8,35.

Preparacion muestra — Diluir 1 volumen de
Suspensién Inyectable de Insulina LisPro
Bifasica con 1 volumen de Solucion Ay sumergir
en un bafio de agua a 25 °C durante 30 minutos.
Filtrar la solucion con un filtro de baja unién a
proteinas de 0,2 um. Diluir 2 volimenes del
filtrado con 1 volumen de &cido clorhidrico 0,2
My 2 volimenes de acido clorhidrico 0,01 M.

[NOTA: Mantener las soluciones preparadas
a continuacion a una temperatura entre 2 °C y 8
°C. Usar dentro de las 48 horas de su
preparacion].

Preparacion estandar - Disolver el contenido
de un vial de Insulina Lispro SR-FA en é&cido
clorhidrico 0,01 M para obtener una solucion de
aproximadamente 0,8 mg por mL. [NOTA:
Mantener esta solucién a una temperatura entre 2
°C y 8 °C. Usar dentro de las 48 horas de su
preparacion].

Procedimiento - Inyectar por separado en el
cromatégrafo volimenes iguales
(aproximadamente 20 pL) de la Preparacion
muestra y la Preparacion estandar y registrar las
respuestas de los picos principales. Calcular la
cantidad de Cs7H331NesO77Se en solucion en la
Suspensién Inyectable de Insulina LisPro
Bifasica, de acuerdo a la cantidad declarada.

ROTULADO

Indicar en el rétulo la proporcion de insulina
lispro biféasica y la suspensién de insulina lispro
protamina empleada en el proceso de fabricacion
de la Suspension Inyectable de Insulina LisPro
Bifasica y la potencia en unidades por de insulina
lispro por mL.
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