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RESUMEN

Introduccion: Los suplementos NEOTROFIN®, NEOTROFIN CF®, COMBIFER® y
TROFINVITAL® son empleados en la prevencion de la anemia en grupos vulnerables.
Estos productos contienen un hidrolizado enzimatico de sangre bovina (HSD) como
materia prima activa. El benzoato de sodio se incluye como sustancia conservadora en el
HSD y el TROFINVITAL®. Las nuevas exigencias de los procesos productivos implican la
introduccion de mejorias analiticas y la (re)definicion de las especificaciones de calidad
para cada antianémico, el tiempo de duracion en estante (léase también estabilidad) entre
ellas. Objetivo: Evaluar el impacto de las mejorias analiticas introducidas en el proceso de
produccion sobre la estabilidad predefinida del antianémico. Locacion del estudio: Centro
(BioCen) Nacional de Biopreparados (Bejucal, Mayabeque, Cuba). Disefio del estudio:
Experimental. Métodos: Se introdujeron nuevos métodos analiticos para la determinacion
del hierro heminico y las proteinas totales contenidas en el HSD y la forma terminada del
antianémico. Se introdujo también un método HPLC para la cuantificacion del benzoato de
sodio en el HSD y el TROFINVITAL® en suspension. Se completaron estudios de
estabilidad del producto a 3, 6, 9 y 15 meses de acuerdo con las nuevas especificaciones de
calidad. Resultados: Las nuevas especificaciones de calidad quedaron como sigue: Hierro
heminico: HSD: 14.0 %; NEOTROFIN CF®: 19.0 %; COMBIFER®: 18.0 %;
TROFINVITAL®: 15.0 %; Proteinas totales: HSD: 13.0 %; NEOTROFIN CF®: 14.0 %;
COMBIFER®: 17.0 %; TROFINVITAL®: 14.0 %; y Benzoato de sodio: HSD: 10.0 %; y
TROFINVITAL®: 17.0 %,; respectivamente. Las nuevas especificaciones de estabilidad de
los productos ensayados fueron las siguientes: HSD: Hasta los 9 meses; NEOTROFIN
CF®: Hasta los 12 meses; COMBIFER®: Hasta los 12 meses; y TROFINVITAL®: Hasta
los 24 meses; respectivamente. Conclusiones: Las mejorias analiticas introducidas en los
procesos productivos, y los cambios hechos en las especificaciones de calidad de la materia
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prima y el antianémico terminado, fueron aprobados por el Sistema de Gestion de la
Calidad de BioCen, e incorporados al registro sanitario de los productos en el Instituto de
Hematologia, Epidemiologia y Microbiologia (INHEM) de La Habana (Cuba). Garcia
Hernandez Y, Esquivel Crespo N, Gomez Matos M, Besada Maribona ER, Simpson
Ferrales RM. Sobre las mejoras de la calidad de la produccion de suplementos
nutricionales con hierro heminico para la prevencion de la anemia ferropénica. RCAN Rev
Cubana Aliment Nutr 2022;32(2):283-297. RNPS: 2221. ISSN: 1561-2929.
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INTRODUCCION

La carencia de micronutrientes, la
deficiencia de hierro (Fe) entre ellas, es un
problema de salud adn no resuelto
mundialmente.*? Segin el reporte mas
reciente de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la prevalencia global de
anemia es del 24.8 %, lo cual se corresponde
con 1,620 millones de personas en todo el
mundo.”® Las mujeres serfan las mas
afectadas por la anemia. La prevalencia de
anemia en las mujeres no embarazadas
asciende al 30.2 %, lo que equivale a 468,4
millones de ellas en todo el mundo.* Por otro
lado, existen 56,4 millones de embarazadas
con anemia, lo que representaria el 41.8 %
de esta subpoblacién a escala mundial.”

La anemia afecta a la tercera parte de
la poblacién cubana.® Sin embargo, un
estudio publicado en el afio 2014 que
describié la evolucién de la anemia en las
embarazadas durante 15 afios reportd la
disminucién de la prevalencia de esta
condicién desde un 25.1% hasta un 13.9 %
(A = +11.2 %) durante el primer trimestre de
la gestacion, y desde un 39.5 % hasta un
21.6 % (A = +17.9 %) en el tercer trimestre
del embarazo.” A pesar de estos resultados,
que reflejarian las intervenciones hechas
para la paliacion de esta condicion, el 18.2 %
de las embarazadas inicialmente no
anémicas se hicieron anémicas en el tercer
trimestre. Si bien predominan las formas
leves de la anemia, la extension de esta
condicién la coloca como un problema

importante de salud puablica en Cuba, vy
justifican la continuidad y la permanente
mejoria de las estrategias que se
implementen para el combate y prevencion
en Ultima instancia del mismo.

El Codex Alimentarius define como
“Alimentos para Regimenes Especiales”
(ARE) aquellos que son elaborados o
preparados especialmente para satisfacer
necesidades particulares de alimentacion que
estan determinadas por condiciones fisicas o
fisiologicas particulares y/o enfermedades o
trastornos especificos, y que se presentan
como tales.® En consecuencia, los
suplementos dietéticos son considerados
ARE porque aportan fitonutrientes y otros
compuestos bioactivos que benefician la
salud a partir de mecanismos de accion
enteramente fisiol6gicos.’

Las intervenciones nutricionales para
la prevencion de la anemia por deficiencia
de Fe se han enfocado habitualmente en la
administracion de suplementos contentivos
de la especie ionica del mineral en forma de
sales ferrosas como serian los casos del
sulfato y el fumarato. Sin embargo, estos
preparados suelen tener una efectividad
limitada, dada en gran medida por la
ocurrencia de reacciones gastrointestinales
adversas que se presentan entre el 30 — 50 %
de los pacientes, y provocan por
consiguiente la baja adherencia a la
suplementacion.’® Las reacciones
gastrointestinales  adversas  observadas
después de la administracion de suplementos
de Fe se deben fundamentalmente a la baja
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biodisponibilidad del mineral en estos
preparados (de entre el 1 — 5 %), lo que
obliga a emplear cantidades mayores en la
formulacion para lograr el incremento
deseado en las concentraciones plasmaticas
del mineral.

En Cuba se ha demostrado la utilidad
de la sangre animal como materia prima para
el desarrollo de suplementos nutricionales
orientados a la prevencion de la anemia.***
En este sentido, se pueden mencionar los
suplementos nutricionales desarrollados en
los ultimos 20 afios por el Centro Nacional
de Biopreparados (BioCen) de Bejucal
(Mayabeque, Cuba) como el
TROFINVITAL®, el NEOTROFIN®, el
NEOTROFIN CF®, y el COMBIFER®,
todos los cuales han demostrado eficacia y
seguridad elevadas en la prevencion de la
anemia en las embarazadas.*** Los
resultados obtenidos con la aplicacion de
estos productos se explicarian por la mayor
biodisponibilidad del Fe heminico que es
aportado por la hemoglobina presente en la
sangre bovina. Otros grupos poblacionales,
como los adultos de ambos sexos, los
ancianos,” y los nifios® también tienen
requerimientos nutricionales de Fe que
pueden ser satisfechos con los suplementos
nutricionales antes mencionados.

El aseguramiento continuo de la
inocuidad de los suplementos antianémicos y
el acceso previsto (y provisto) a nuevos (y
mas exigentes) mercados han justificado la
conduccion de ejercicios de mejoria de la
calidad de la produccion de los mismos. En
el momento actual, no se tiene un método
analitico para la determinacion con fines de
control de calidad del benzoato de sodio: la
sustancia conservadora que se emplea en las
formulaciones antianémicas. El benzoato de
sodio es un aditivo cuyas concentraciones en
alimentos (y por extension los suplementos
nutricionales) estan regulados en todo el
mundo, y ello incluye también a Cuba.'” En
el caso de las formas sélidas el nivel maximo
permitido del benzoato de sodio es del
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0.2 %, mientras que para las formas liquidas
de los preparados se acepta la presencia de
hasta el 1 % de concentracion del aditivo.'’

En segundo lugar, todavia se emplea
un método potenciométrico Redox en la
cuantificacion del Fe como parte de los
ejercicios de control de la calidad en las
distintas etapas del proceso de produccion de
los antianémicos. La potenciometria Redox
es un método clasico de andlisis quimico
cuantitativo,® y fue muy empleada en el
pasado siglo XX por su bajo costo. Sin
embargo, el completamiento del analisis en
duplicado de un solo lote de produccion del
suplemento antianémico requiere entre 2 — 3
horas debido a la inestabilidad de las lecturas
instrumentales, lo que entorpece el flujo de
trabajo del Laboratorio de Control de
Calidad del centro. Ante estas insuficiencias,
se ha propuesto la implementacion de sendos
métodos espectrofotométricos UV/VIS para
la cuantificacion del Fe basado el primero en
la transformacién del grupo hemo contenido
en la hemoglobina en hematina en un medio
alcalino, o la extraccion de grupo hemo con
acetona en un medio &cido para obtener la
hemina el segundo.**

En tercer (y ultimo) lugar, no se tiene
un método de cuantificacion de las proteinas
totales que componen el antianémico. En el
momento actual, solo estd incorporado el
contenido de nitrégeno aminico como
requisito de calidad del producto
TROFINVITAL®, pero este indicador
refleja los grupos aminos libres. El
contenido de proteinas totales del producto
debe completar la informacion requerida
sobre la  composicion  quimica  del
hidrolizado de proteinas que se utiliza como
materia prima. En consecuencia, se ha
propuesto el método de Kjeldhal para la
cuantificacion de las proteinas totales
contenidas en los antianémicos que se
producen en el centro. Se ha de decir que el
método de  Kjeldhal devuelve la
concentracién de proteinas totales en la
muestra problema después de aplicar un



conversion  al
I 22

factor de contenido
determinado de nitrogeno total.“ EI método
de Kjeldhal es fiable y se emplea en muchos
lugares como método de referencia.?>*

Una vez introducidas, las mejorias
analiticas traerian consigo una mayor
durabilidad de las formulaciones finales.
Asimismo, la introduccion de las mejorias
analiticas expuestas mas arriba conllevarian
al establecimiento de nuevos requisitos de
calidad para la produccion de los
suplementos antianémicos. En consecuencia,
se ha realizado el presente trabajo que ha
tenido como objetivo evaluar los nuevos
requisitos de calidad de la produccion de los
suplementos nutricionales desarrollados por
BioCen tras la introduccion de las mejoras
analiticas, y estimar la estabilidad de los
nuevos requisitos durante la durabilidad
(léase también tiempo de garantia) de los
productos.

MATERIAL Y METODO

Disefio del estudio: Experimental.

Locacion del estudio: Laboratorio de
Antianémicos y Nutracéuticos del Centro
Nacional de Biopreparados (BioCen) de
Bejucal (Provincia Mayabeque, Cuba).

Presentacion de la peticion de un
proceso de cambios e incorporacion de
nuevos requisitos de calidad: Se solicito la
apertura de un proceso de cambios e
incorporacion de nuevos requisitos de
calidad en la produccion de los antianémicos
teniendo en cuenta las exigencias del sistema
de gestion de calidad (SGC) del BioCen y la
norma 1SO 9000:2015: el estandar empleado
en la certificacion del SGC. La solicitud
incluyé la incorporacion de nuevos
requisitos de calidad para el hidrolizado de
sangre deshidratado (HSD): la materia prima
con el que se elaboran las tabletas de 2
formas terminadas, y el producto
TROFINVITAL® que se comercializa en
forma liquida.
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Los cambios en, y la incorporacion de,
los nuevos requisitos de calidad se hicieron
tras la introduccién de nuevos métodos
analiticos o la sustitucion de los existentes
por otros operacionalmente superiores, a
saber: un método HPLC para Ila
determinacion del benzoato de sodio en la
materia prima y la forma liquida del
antianémico, un método UV-VIS para la
determinacion del Fe heminico en la materia
prima y la forma liquida, un método de
determinacion del Fe heminico en las formas
solidas (léase también tabletas) del
antianémico, y un método de determinacion
de las proteinas totales en la materia prima y
las diferentes formas terminadas (tabletas |
suspension) de los antianémicos.

La peticion del proceso de cambios e
incorporacion de nuevos requisitos de
calidad se realiz6 teniendo en cuenta la
metodologia propuesta en la Regulacion
33/2003 “Cambios al proceso de produccion
de productos bioldgicos registrados” por el
Centro para el Control estatal de
Medicamentos (CECMED);® e incluyd el
informe de solicitud de cambio contentivo a
su vez de un analisis de riesgo y el
cronograma de tareas.

Cuantificacion de hierro heminico
segun el método de la hematina alcalina:
Se aplicd la metodologia descrita por Gémez
et al. (2020).” La molécula de hemo que
aporta la hemoglobina de la sangre bovina es
solubilizada en una solucion de Triton X-100
al 2.5 % y NaOH 0.1 M. La hemoglobina se
transforma quimicamente en hematina en
presencia de cantidades excesivas de iones
OH". La cantidad de hematina presente en la
muestra problema se estima a continuacion
tras comparacién con la absorbancia a 575
nm de una solucién de concentracion
conocida de hematina porcina que se preparo
bajo las mismas condiciones que la muestra
problema. Finalmente, la concentracion de
Fe unido a la molécula de hematina se
calcula teniendo en cuenta la relacion entre
los pesos moleculares de la hematina y el Fe
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que tiene enlazado. ElI método de Ila
hematina alcalina fue aplicado en Ila
determinacion del Fe heminico en el HSD y
el producto en suspension
TROFINVITAL®.

Cuantificacion de hierro heminico
por el método de la acetona acidificada: El
método analitico se desarrolld a partir del
trabajo de Hornsey (1956).%” La molécula de
hemo que aporta la hemoglobina de la
sangre bovina es extraida en forma de
hemina hacia una solucion de acetona en
medio acido y estabilizada con cisteina. El
proceso de extraccién ocurre durante 30
minutos en la oscuridad y es favorecido por
ciclos sucesivos de agitacion vigorosa. La
molécula de interés es colectada en el
sobrenadante resultante de la centrifugacién
de la muestra una vez concluido el proceso
de extraccion. La hemina presente en la
muestra  problema se cuantifica a
continuacion por comparacion con la lectura
a 640 nm de una solucion de concentracion
conocida de hemina bovina que se preparo
bajo las mismas condiciones de la muestra
problema. Finalmente, la concentracion del
Fe enlazado a la molécula de hemina se
calcula teniendo en cuenta la relacion entre
los pesos moleculares de la hemina y el
atomo de Fe que tiene enlazada. EI método
de la acetona acidificada fue aplicado en la
determinacion del hierro heminico contenido
en las tabletas de NEOTROFIN CF® vy
COMBIFER®.

Cuantificacion de proteinas totales
segun el método de Kjeldhal: EI método
analitico se desarrolld a partir de la
descripcion hecha por Marchante et al.
(2008).” Las proteinas presentes en la
muestra  problema se digieren bajo
condiciones controladas, y la concentracion
del nitrégeno liberado y destilado se obtiene
a continuacion mediante valoracion con HCI.

ElIl HSD vy las tabletas fueron
preparadas al 10 % (m/v) como paso previo
a la determinacion. Por el contrario, la
muestra de TROFINVITAL® se ensayd sin
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diluir. En cada caso, se adicion6 en el tubo
digestor 0.5 g de la muestra y una pastilla
catalizadora. A continuacion, se adicionaron
12 mL de acido sulfurico concentrado, y se
inici6 la digestion de la muestra a una
temperatura de 410°C. La digestion de la
muestra transcurre hasta que la coloracion de
la muestra adquiere el color del catalizador.
Las determinaciones se hicieron en
triplicado.

Tras la digestion, y una vez que las
muestras regresaron a temperatura ambiente,
se procedié a la destilacion de las mismas
con acido borico al 4 %. Finalmente, la
muestra destilada se valoré con una solucion
de HCI 0.1 N hasta la aparicién de un color
pardo. Los mililitros consumidos de HCI se
emplearon para calcular el contenido de
nitrégeno total en la muestra problema.
Finalmente, el wvalor determinado de
nitrégeno total se multiplicd por 6.25 para
obtener la cantidad promedio de proteinas
totales en la muestra problema. El contenido
final de proteinas totales se ajustd en
porcentaje para la suspension liquida, y en
miligramos para el caso de las tabletas.

Cuantificacion del benzoato de sodio
por HPLC: El método analitico se desarrollo
de acuerdo con Pylypiw y Grether (2000).%°
Se empled como fase movil una solucién de
acetato de amonio 0.2 M, pH 4.2, y que
contenia acetonitrilo al 20 % (v/v). El
benzoato de sodio (Merck, Alemania)
empleado como solucién de referencia se
disolvié en el volumen apropiado de fase
movil para obtener las concentraciones
deseadas. En el dia del ensayo se aplicaron
20 pL de la muestra problema y la solucién
de referencia a una columna C;g de fase
reversa a razén de 1.0 mL.minuto™ y a una
temperatura de 30°C. El benzoato de sodio
eluido se detect6 a 225 nm, y la
concentracion en el eluato se determino del
cociente entre las lecturas de la muestra
respecto de la solucion de referencia. Se
asegurd siempre que la diferencia entre el
tiempo de retencion del benzoato de sodio en



la muestra ensayada no fuera mayor de 0.5
segundos del propio de la solucion de
referencia.

Disefio de los estudios de estabilidad:
Los estudios de estabilidad se disefiaron
segun la metodologia propuesta en la
regulacién 23/2000 “Requerimientos de los
estudios de estabilidad para el registro de
productos  farmaceuticos  nuevos Yy
conocidos”.*® Como parte de la ejecucion del
cronograma de tareas del proceso de
cambios e incorporaciébn de nuevos
requisitos de control de calidad se
produjeron 3 lotes de HSD, y de las tabletas
NEOTROFIN CF® y COMBIFER®. Los
lotes producidos fueron empleados tanto en
la evaluacion de los nuevos requisitos de
calidad propuestos, como para la realizacién
de estudios de estabilidad para determinar el
periodo de validez (durabilidad) de los
suplementos nutricionales producidos de
acuerdo con los nuevos requisitos.

Los contenidos de Fe heminico y de
proteinas  totales en los productos
seleccionados (materia prima | productos
terminados) se evaluaron trimestralmente. El
contenido de benzoato de sodio fue evaluado
alos6y9 mesesenel HSD, y a los 3 y 15
meses en el TROFINVITAL®.

A la conclusion de las tareas previstas
en el cronograma, se presentd el informe
correspondiente ante los SGC para revision y
aprobacion. Una vez aprobado el informe, se
procedio a la implementacion de los cambios
en los requisitos de calidad mediante la
modificacion de la documentacion técnica
pertinente, y donde se incluyeron los
procedimientos normalizados de operacion
(PNO) propios de los nuevos métodos
analiticos, la  modificacion de las
especificaciones de calidad de la materia
prima y los productos terminados, y los
cambios en las especificaciones de los
materiales de envase secundario como las
etiquetas de los frascos.

Procesamiento de datos y analisis
estadistico-matematico de los resultados:
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Los resultados de los experimentos
completados se ingresaron en un contenedor
digital construido sobre EXCEL para
OFFICE de WINDOWS (Microsoft,
Redmon, Virginia, Estados Unidos). Los
datos se redujeron hasta estadigrafos de
locacién (media) y dispersion (desviacion
estandar), segun el tipo de la variable.

Se emplearon métodos de regresion
lineal para estimar la tendencia de
degradacion del producto, de acuerdo con el
limite inferior de aceptacion establecido para
el requisito de calidad en cuestion. Mediante
este analisis se puede estimar el periodo de
estabilidad de los productos almacenados en
las condiciones de vida en estante durante un
tiempo no mayor al doble del real ejecutado.
Por otro lado, las proyecciones estimadas del
periodo de estabilidad no deberan exceder
los 12 meses.® El software GraphPad
(Estados Unidos) version 5.0 se empled en el
analisis  estadistico-matematico de los
resultados.

Establecimiento de los limites de
aceptacion de las  determinaciones
analiticas: La introduccion de nuevos
procedimientos  analiticos conlleva la
definicion y establecimiento de los
correspondientes limites de aceptacion con
fines de control de calidad. Los limites de
aceptacion para los requisitos de calidad de
los contenidos de Fe heminico y proteinas
totales en los productos terminados se
establecieron segun la regulacion ICH-Q6B
para productos biolégicos,* que es el caso
de los que se analizan en este trabajo. De
acuerdo con la regulacion, los limites de
aceptacion se establecen a partir del
desempefio del producto fabricado durante la
conduccion de los estudios de la estabilidad.
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Tabla 1. Indicadores fisico-quimicos del hidrolizado de sangre deshidratado empleado como materia
prima en la elaboracion de los antianémicos. Los indicadores fueron determinados de acuerdo con los
nuevos requisitos de calidad después de la introduccion de las mejoras analiticas. EI contenido de hierro
heminico se determind mediante el método de la hematina alcalina.

Indicador Limites de aceptacion Lote de produccion

Op02E OpO3E OpO5E-A
Contenido de hierro 1.24+£0.18 1.25 1.24 1.15
heminico, mg/g [1.06 — 1.42]
Contenido de proteinas 48.0+£6.0 50.0 49.0 47.0
totales, % [42.0 —54.0]
Contenido de benzoato de <0.33 0.30 0.24 0.04
sodio, %

Fuente: Registros del estudio.

Los limites de aceptacion del HSD
empleado como materia prima y los
productos terminados se establecieron de la
concentracion ~ promedio  del  analito
correspondiente  (acompafiada de la
desviacion estandar) después del ensayo de
entre 3 — 6 lotes industriales producidos a
titulo de prueba piloto. En el caso del
benzoato de sodio, se tuvieron en cuenta las
recomendaciones de la Farmacopea de los
Estados Unidos de Norteamérica,® segin la
cual se acepta que el contenido del
preservativo varie hasta en un + 20% de la
cantidad agregada en la formulacion.

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra los resultados
obtenidos de los indicadores fisico-quimicos
propuestos para el HSD después de la
introduccion de las mejoras analiticas. Los
tres lotes del HSD producidos a escala
industrial cumplieron con los limites de
aceptacion para los nuevos requisitos de
calidad establecidos en las especificaciones
de calidad del producto. Por su parte, la
Figura 1 presenta las proyecciones de la
estabilidad del HSD para un tiempo de
duracion > 9 meses. El HSD es solo estable
hasta los 9 meses de producido en
condiciones de vida en estante, dado que los

contenidos de Fe heminico del lote OpO5E-A
y de proteinas totales del lote OpO3E
determinados a los 9 meses fueron cercanos
al limite inferior de las (nuevas)
especificaciones de calidad del producto. Por
el contrario, el contenido de benzoato de
sodio se mantuvo estable en el HSD incluso
mas alla de los 9 meses de observacion.

La Tabla 2 muestra los resultados de
los indicadores fisico-quimicos
determinados en el producto NEOTROFIN
CF® terminado como tableta. Los tres lotes
producidos de la tableta satisficieron los
limites de aceptacion establecidos para los
nuevos requisitos de calidad. La Figura 2
presenta las proyecciones de estabilidad del
producto mas alld de los 6 meses. De
acuerdo con estos resultados, el producto
podria ser estable hasta los 12 meses de
producido. En consecuencia, se ha decidido
la continuacion del ejercicio de estabilidad
hasta que se completen los 24 meses de vida
de estante.

La Tabla 3 muestra los resultados de
los indicadores fisico-quimicos
determinados en las  tabletas de
COMBIFER®. Los lotes producidos
satisficieron los limites de aceptacion
establecidos de acuerdo con los nuevos
requisitos de calidad tras la introduccion de
las mejoras analiticas.
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Mientras, la Figura 3 presenta las
Figura dl- h_EdStatbi(!idad plroge‘?tada de'thi,dro'!zado OI'e proyecciones de estabilidad de las tabletas de
sangre deshidratado empleado como materia prima en la . .

elaboracién de los antianémicos. Se emplearon técnicas COMB.IFER® mas alla de los 6 meses de
de regresion lineal para estimar la estabilidad del producido. De acuerdo con los resultados, el
hidrolizado en cada momento de observacién. El producto seria estable a los 12 meses de vida
producto se mantuvo a temperaturas de entre 15 — 25°C en estante. A partir de estos resultados, el
y protegido de la luz durante la duracion del estudio. estudio continla en ejecucién hasta

Panel superior: Hierro ferroso. Panel central: Proteinas :
totales. Panel inferior: Benzoato de sodio. Para mas completar los 24 meses de vida de estante.

detalles: Consulte el texto del presente articulo. Por dltimo, la Tabla 4 muestra el
estado de los indicadores fisico-quimicos

determinados en la  suspension  de
TROFINVITAL®. Los 3 lotes producidos
cumplieron los limites de aceptacion
, establecidos segun los nuevos requisitos de
i calidad. Por su parte, la Figura 4 presenta las
e’ . ) proyecciones de estabilidad del
= TROFINVITAL® més alla de los 15 meses
W0 : . 9 de producido en base a los valores
Mes de ensayo determinados de los indicadores fisico-
<0p0SEA +Op03E -+ Op02E quimicos. Las proyecciones obtenidas
sugieren que el producto sera estable
después de los 24 meses de vida en estante.
A semejanza de lo visto con el HSD, el
contenido de benzoato de sodio fue el mas
{ ) estable en el tiempo estudiado.
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el BioCen después de la introduccién de
nuevos procedimientos  analiticos, el
establecimiento de los correspondientes
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estudios de estabilidad para definir el tiempo
de vida en estante. Los procedimientos
analiticos introducidos en el proceso de
) produccién de los antianémicos llenaron
; ; 6 . espacios vacios en la marcha analitica y el
Mes de ensayo control de la calidad de los mismos, y con
ello, han contribuido a satisfacer las
exigencias siempre ascendentes de los
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Tabla 2. Indicadores fisico-quimicos de la tableta de NEOTROFIN CF® determinados mediante las
mejoras analiticas introducidas en la produccion del antianémico. Se presentan, ademas, los nuevos
requisitos de calidad del producto. El contenido de hierro heminico se determiné mediante el método de la

acetona acidificada.

Requisitos de calidad Limites de Lote

aceptacion 2101 2102 2103
Hierro heminico, 0.43+0.08 0.42 0.43 0.40
mg/tableta [0.35 - 0.50]
Contenido de proteinas 185.0 +25 170.0 176.0 184.0
totales, mg/tableta [160.0 — 210.0]
Fuente: Registros del estudio.

Los nuevos limites de aceptacion justificada cuando el método

establecidos han permitido un control
superior de la calidad de los procesos de
produccion del antianémico, a la vez que
construyen una (necesaria) trazabilidad hacia
estandares y recomendaciones recogidas en
la literatura especializada internacional. Los
estudios de estabilidad completados han
servido para caracterizar mejor el tiempo de
vida en estante de tanto el antianémico como
de la materia prima empleada, mas aun
cuando se avizora la posibilidad de que la
exportacion de la misma se convierta en otro
rubro de ingresos para la institucion. En
consecuencia con los resultados expuestos,
los nuevos requisitos de calidad fueron
actualizados en los registros sanitarios de los

productos NEOTROFIN CF®,
COMBIFER® y TROFINVITAL® en el
Instituto Nacional de Higiene,

Epidemiologia y Microbiologia (INHEM)
como parte del proceso de renovacién que
transcurrié entre el periodo de noviembre del
2020 a julio del 2021. En el caso del HSD se
solicitd, y fue otorgado por el INHEM, un
nuevo registro sanitario para esta materia
prima para satisfacer las necesidades de
documentacion en caso de la entrega a
clientes que estén interesados en la
comercializacion de productos como éstos.
La conveniencia de la modificacion
hecha en los limites de aceptacion de los
procedimientos analiticos fue plenamente

potenciométrico Redox de determinacion del
Fe heminico fue sustituido por otros
espectrofotométricos  UV/VIS, 'y se
comprobd que sobreestimaba el contenido
verdadero de Fe heminico en los productos
terminados. Se ha de decir que se obtuvieron
evidencias adicionales del agotamiento
operacional del método potenciométrico
Redox tras comparaciones hechas con un
método de referencia internacional basado
en la espectroscopia de absorcion atémica
(datos inéditos). Los limites de aceptacion
delimitan una region del espacio analitico
donde con (casi) toda seguridad se
encontraran los valores esperados del
analito.*** Muchas veces los limites de
aceptacion adoptan la forma p + k*c donde
u corresponde al valor esperado del analito,
mientras o es la desviacion estandar de la
imprecision  analitica incurrida en la
determinacion. No obstante, se destaca que
los limites de aceptacion presentados en este
trabajo no se muestran acompafados de la
incertidumbre tipo A (como seria el caso
expuesto antes) debido a que, en la practica
cotidiana de los laboratorios de control de
calidad donde se ensayan las muestras
problema, solo se analiza una muestra de
cada lote, y no se hacen réplicas de la
determinacion.



La metodologia expuesta de trabajo del
laboratorio de control de calidad se justifica
por el volumen de trabajo que asume este
tipo de laboratorio, y la inmediatez del
resultado que se ha de entregar al proceso
productivo a los fines de inspeccion vy
“liberacion” de la produccion terminada, y
de esta manera, hacer expedito el proceso de
entrega y despacho a los distribuidores y
clientes. Por tales razones, los limites de
aceptacion se presentaron como p * % para
definir un porcentaje aceptable de variacion
de la cantidad estimada respecto del valor
verdadero.

En el caso del HSD, se defini6 un
limite de aceptacion superior teniendo en
cuenta una variacion permisible de hasta el
10 % del contenido del preservativo en la
formulacion. Para el producto
TROFINVITAL®, se establecieron limites
de variacion de hasta el 17 % del contenido
formulado en ambas direcciones. En ambos
casos, los limites establecidos de aceptacion
concordaron con los referidos en la
bibliografia especializada, donde se recoge
una variacién permisible de hasta el 20 %.%

Respecto de los requisitos de calidad
del contenido de Fe heminico y proteinas
totales en el HSD que se emplea como
materia prima, los limites de aceptacion
establecidos constituyeron el 14 y el 13 %
respectivamente del valor estimado en las
muestras ensayadas. En el caso de las
tabletas de NEOTROFIN CF®, tales limites
se fijaron en un 19 y un 14 %,
respectivamente. Para el COMBIFER® (el
otro producto terminado en forma de
tabletas), los limites quedaron en el 18 y el
17 %. En el caso de la formulacion liquida
TROFINVITAL®, los limites de aceptacion
establecidos para el contenido de Fe
heminico y proteinas totales constituyeron el
15 y el 14 % de variacion, respectivamente.
Las diferencias observadas de-producto-a-
producto se deben, mayormente, a las
variaciones intrinsecas de la forma
farmacéutica, y en las que las formas sélidas
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exhiben los mayores porcentajes de
variacion, justificadas (en parte) por la
mayor complejidad durante el procesamiento
de las muestras y la fabricacion de las
tabletas.*®

Figura 2. Proyecciones de la estabilidad de la
tableta de NEOTROFIN CF®. Se emplearon
técnicas de regresion lineal para estimar la
estabilidad del producto en cada momento de
observacion. El producto se mantuvo a
temperaturas de entre 15 — 25°C y protegido de
la luz durante la duracion del estudio. Panel
superior: Hierro heminico. Panel inferior:
Proteinas totales. EI contenido de hierro
heminico se determind mediante el método de la
acetona acidificada. Para mas detalles: Consulte
el texto del presente articulo.
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Tabla 3. Indicadores fisico-quimicos de la tableta de COMBIFER® determinados mediante las mejoras
analiticas hechas. Se presentan, ademas, los nuevos requisitos de calidad del producto. El contenido de
hierro heminico se determind mediante el método de la acetona acidificada.

Indicador Limites de aceptacién Lote producido

2101 2102 2103
Hierro heminico, 0.34 +£0.06 0.38 0.40 0.31
mg/tableta [0.28 — 0.40]
Contenido de proteinas 145.0 £25.0 134.0 134.0 134.0

totales, mg/tableta [120.0 - 170.0]

Fuente: Registros del estudio.
CONCLUSIONES

La introduccion de mejorias analiticas ha
hecho posible la robustez de los procesos de
produccién de antianémicos, a la vez que
demostrd la factibilidad de la aplicacion de
nuevos requisitos en el control de la calidad
de los productos NEOTROFIN CF®,
COMBIFER® y TROFINVITAL®; asi
como del HSD empleado como materia
prima. Ademas, queddé demostrada la
estabilidad en el periodo propuesto en el
correspondiente registro sanitario de los
suplementos NEOTROFIN CF®,
COMBIFER® y TROFINVITAL®, y la
materia prima HSD una vez aplicados los
nuevos requisitos de calidad.

CONTRIBUCIONES DE LOS
AUTORES

Los autores participaron a partes
iguales en el disefio y ejecucion de la
presente investigacion; la recoleccion vy el
procesamiento estadistico-matematico de los
datos, el andlisis de los resultados, y la
redaccion del presente articulo.

SUMMARY

Rationale: NEOTROFIN®, NEOTROFIN CF®,
COMBIFER® and TROFINVITAL® supplements
are used in the prevention of anemia in
vulnerable groups. These products contain an
enzymatic hydrolysate of bovine blood (HBB) as

active raw material. Sodium benzoate is
introduced as preserving substance in HBB and
TROFINVITAL®. New demands of the
productive processes imply the introduction of
analytical improvements and the (re)definition of
the quality specifications for each antianemic,
among them the shelf-life time (also read as
stability). Objective: To assess the impact of
analytical improvements introduced in the
production process upon the predefined stability
of the antianemic. Study location: Centro
(BioCen) Nacional de Biopreparados (Bejucal,
Mayabeque, Cuba). Study design: Experimental.
Methods: New analytical methods for
determining hem iron and total proteins in HBB
and the finished form of the antianemic were
introduced. A HPLC method for quantifying
sodium benzoate in HBB and TROFINVITAL®
as suspension was also introduced. Studies of
stability of the product were completed at 3, 6, 9
and 15 months in accordance with the new
quality specifications. Results: New quality
specifications were as follows: Hem iron: HBB:
140 %; NEOTROFIN CF®: 190 %;
COMBIFER®: 18.0 %; TROFINVITAL®: 15.0
%; Total proteins: HSD: 13.0 %; NEOTROFIN
CF®: 140 %; COMBIFER®: 17.0 %;
TROFINVITAL®: 140 %; and Sodium
benzoate: HBB: 10.0 %; and TROFINVITAL®:
17.0 %; respectively. New stability specifications
of the assayed products were the following:
HBB: Up until 9 months; NEOTROFIN CF®:
Up until 12 months; COMBIFER®: Up until 12
months; and TROFINVITAL®: Up until 24
months; respectively. Conclusions: Analytical
improvements introduced in the productive
processes, and changes made in the quality



specifications of the raw material and the
finished antianemic, were approved by the
BioCen’s Quality Management System, and
incorporated within the sanitary registry of the
products at the Instituto de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia (INHEM),
Havana city (Cuba). Garcia Hernandez Y,
Esquivel Crespo N, Gomez Matos M, Besada
Maribona ER, Simpson Ferrales RM. On the
quality improvements of the production of
nutritional supplements with hem iron for
preventing iron-deficiency anemia. RCAN Rev
Cubana Aliment Nutr 2022;32(2):282-296.
RNPS: 2221. ISSN: 1561-2929.

Subject headings: Iron / Anemia / Nutritional
supplements / Quality control.
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Figura 3. Proyecciones de la estabilidad de la
tableta de COMBIFER®. Se emplearon técnicas
de regresion lineal para estimar la estabilidad del
producto en cada momento de observacion. El
producto se mantuvo a temperaturas de entre 15
— 25°C y protegido de la luz durante la duracién
del estudio. Panel superior: Hierro heminico.
Panel inferior: Proteinas totales. El contenido de
hierro heminico se determind mediante el
método de la acetona acidificada. Para mas
detalles: Consulte el texto del presente articulo.
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Tabla 4. Indicadores fisico-quimicos de la suspensién de TROFINVITAL® determinados con las mejoras
analiticas introducidas. Se presentan, ademas, los nuevos requisitos de calidad del producto. El contenido
de hierro heminico se determind mediante el método de la hematina alcalina.
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Figura 4. Proyecciones de la estabilidad de la
suspension de TROFINVITAL®. Se emplearon
técnicas de regresion lineal para estimar la estabilidad
del producto en cada momento de observacién. El
producto se mantuvo a temperaturas de entre 15 —
25°C y protegido de la luz durante la duracion del
estudio. Panel superior: Hierro heminico. Panel
central: Proteinas totales. Panel inferior: Benzoato de
sodio. El contenido de hierro heminico se determiné
mediante el método de la hematina alcalina. Para méas
detalles: Consulte el texto del presente articulo.
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