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RESUMEN

El cancer cérvico uterino representa un alto indice de mortalidad,
especialmente en la poblacion mexicana y aunado a los vertiginosos cambios
tecnoldgicos es necesario dar pauta al desarrollo de productos biotecnol6gicos
como nueva alternativa para combatir este padecimiento.

Los liposomas como sistemas acarreadores son ampliamente utilizados debido
a sus caracteristicas de biocompatibilidad, proteccién, tamafo, carga,
propiedades superficiales y principalmente por poseer un alto potencial como
transportador de farmacos, siendo esta Ultima, la que influye directamente en la
farmacocinética y biodisponibilidad del farmaco, lo que conlleva a disminuir la
toxicidad y prolongar el efecto terapéutico.

La Interleucina 2 (IL-2) al promover la activacion y proliferacion de los linfocitos
T, ha cobrado gran interés como alternativa terapéutica para combatir distintos
tipos de cancer. Su actividad biolégica ha sido probada, tanto en animales
como en humanos, provocando una regresion de tumores en estados
avanzados; con lo cual se ha demostrado su efecto antitumoral. Sin embargo,
una administracion sistémica puede provocar severos efectos secundarios
limitando asi su uso.

Para resolver este problema, la IL-2 ha sido encapsulada en un sistema
nanoacarreador conformado por liposomas, por lo que en el presente trabajo se
desarrollo y valido un bioensayo para cuantificar la IL-2 presente en un sistema
nanoacarreador formulado en una suspension inyectable. Los resultados
indicaron que el método propuesto cumple con los parametros establecidos en
la validacibn de métodos bioanaliticos, por lo que se evalio de manera
confiable y reproducible la potencia de la IL-2 en dicho sistema. Nuestros
resultados nos ponen en la posibilidad de ofrecer una composicion
farmacéutica segura y eficaz para el tratamiento del cancer cérvico uterino, que
cumpla con las recomendaciones de la normatividad tanto nacional como
internacional vigentes.




INTRODUCCION

De acuerdo a la Organizacion Panamericana de la Salud/Organizacién Mundial
de la Salud (OPS/OMS), en México muere una mujer cada 2 horas a causa de
cancer cérvico uterino. Este evento se presenta con mas frecuencia en mujeres
con bajos recursos, que habitan en una zona rural indigena y que cuentan con
poco o ningun acceso a los servicios de salud. En América Latina y el Caribe
mueren 33, 000 mujeres al afio por esta afeccién.’

En los paises con programas bien organizados para detectar y tratar las
lesiones precancerosas y el cancer cérvico uterino en estadio temprano, es
posible prevenir hasta el 80% de estos canceres. Sin embargo, en los paises
de ingresos bajos y medianos ha sido dificil aplicar programas eficaces de
cribado sisteméatico y seguimiento de las mujeres con resultados anormales en
las pruebas citologicas. En consecuencia, las tasas de mortalidad por cancer
cérvico uterino son mucho mas altas en el mundo en desarrollo.?

Hoy en dia, debido a una confluencia de factores, es posible reducir a la mitad
el nimero de muertes por cancer cérvico uterino. Gracias al conocimiento de la
asociacion del virus del papiloma humano (VPH) a este tipo de cancer, la
nueva vacuna contra el VPH es 100% eficaz contra 70% de los virus que se
asocian como causa de este tipo de cancer. Ademas, los nuevos métodos para
el tamizaje permiten diagnosticar mas rapido y con mayor precision las lesiones
precancerosas. Si se pusiera de forma inmediata una estrategia eficaz en toda
la regidn, podria impedirse que la carga de muerte ascienda a 77,000 en el afio
2030. EI mayor obstaculo para aplicar esta estrategia es el alto costo de la
vacuna. Glaxo-SmithKline y Merck Inc., fabricantes de las vacunas, venden
cada dosis en 120 dolares y se requieren tres dosis para la inmunizacion. Por
ende, la vacuna esta fuera del alcance de la mayoria de las mujeres en las
Américas.’

En otro orden de ideas existen diversos farmacos que podrian ser Utiles en el
tratamiento de esta patologia; sin embargo, existen desventajas asociadas a su
empleo, como la distribucién en el organismo segun sus propiedades fisicas,
tales como la solubilidad, coeficiente de particion y carga. En consecuencia, los
farmacos pueden alcanzar gran variedad de érganos en los cuales puede que
se encuentren fuera de su intervalo terapéutico, que sean inactivos, 0 que su
accion sea indeseada 0 nociva, y por tanto, con efectos secundarios
negativos.>

La biotecnologia abre la posibilidad de suministrar dosis de medicamentos mas
bajas al paciente para conseguir los mismos efectos, al mejorarse la
termoestabilidad, el tiempo de vida y la proteccion de estos medicamentos
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frente a los tradicionales. La formulacion de farmacos en forma
nanoestructurada aumenta su solubilidad y eficacia, por lo que ya existen en el
mercado mas de cien farmacos de este tipo y muchos otros estan en
desarrollo. Ademés, este tipo de formulacién permite utilizar rutas de
administracion mas efectivas (oral, transcutanea y pulmonar) y alcanzar
localizaciones en el cuerpo que tradicionalmente han sido dificiles, tales como
el cerebro.?

Pueden emplearse diversos tipos de nanoestructuras como vehiculos para la
administracion de farmacos, tanto enteral como parenteralmente. Entre ellas,
cabe destacar la utilizacion de nanoparticulas de material ceramico, nano
capsulas, dendrimeros, liposomas y micelas. Estos transportadores estan
jugando un papel crucial en el desarrollo de tecnologias de liberacion de
farmacos especificamente en el lugar dafiado o enfermo, permitiendo
transportar farmacos, vacunas y ADN a las células y tejidos afectados, pero sin
interferir negativamente en otras zonas del cuerpo. Por ejemplo, en el caso de
los farmacos antineoplasicos, el uso de nanoestructuras conduce a dosis
administradas menores a las que tipicamente son aplicadas en quimioterapia y,
si la sustancia se dirige de modo directo al tumor, las cantidades efectivas alli
aplicadas pueden ser entre diez y mil veces mayores que las que llegan a
destino por las vias habituales. Se evitan de este modo los efectos secundarios
no deseados tipicos de la quimioterapia.®

Las nanoparticulas que se utilizan para este propdsito son sintetizadas a partir
de materiales organicos (lipidos o polimeros), pero ya se estan desarrollando
nano-transportadores inorganicos (particulas magnéticas, puntos cuanticos de
semiconductor, oro coloidal y nanoparticulas de fosfato célcico).’

En el presente trabajo se pretende desarrollar y validar un bioensayo que
permita cuantificar de forma confiable la potencia de la Interleucina 2 (IL-2),
encapsulada y expuesta en un sistema que consiste en nanoliposomas de 50
nm de didmetro promedio, ya que ha demostrado tener una fuerte actividad
inmunorreguladora y antitumoral; evitando los efectos adversos asociados a la
IL-2 libre que pueden resultar muy graves. Por tanto, se propone el uso de este
bioensayo para evaluar la estabilidad quimica y asi en un futuro proveer una
alternativa segura y eficaz para el tratamiento del cancer cérvico uterino.

11



MARCO TEORICO

Liposomas

Los liposomas son vesiculas concéntricas compuestas por una 0 varias
bicapas de lipidos anfipaticos, los cuales delimitan uno o varios
compartimentos acuosos, otra definicion los cita como, estructuras esféricas
cerradas, formadas por uno o varios lipidos anfipaticos concéntricos que
contienen una fase acuosa.”

Los liposomas o vesiculas lipidicas son estructuras esféricas compuestas por
una bicapa lipidica curva cerrada que encapsulan liquidos o gases. Su tamafio
oscila entre los nanémetros a los micrometros y el espesor de la membrana se
encuentra dentro del orden de los nanémetros.”

Son estructuras huecas que presentan dimensiones entre 0,005 y 100 pm,
formados por lipidos anfipaticos, cuya estructura es similar a la membrana
biolégica. Esta estructura en un medio acuoso forma una bicapa lipidica en la
gue los grupos fosfato hidrofilicos forman la superficie de un sandwich vy las
colas hidrofobicas no polares de los acidos grasos se acomodan dentro de la
estructura del sandwich, protegidos del agua. La estructura se estabiliza al
envolverse en una esfera.® Este comportamiento permite que los liposomas
puedan transportar farmacos solubles en agua en su compartimento interno o
farmacos insolubles en agua en la membrana.’ (Ver figura 1)

Figura 1. Liposoma convencional de fosfolipidos con farmaco soluble en agua
(a) atrapado en el interior acuoso del liposoma y el farmaco insoluble en agua
(b) incorporado en la membrana liposomal.”

Tipos de liposomas

Pueden ser clasificados de acuerdo a su tamafio 0 a sus caracteristicas como:

e Vesiculas multilaminares: estructuras que varian en tamafno desde 500 a
5000 nm y se componen de varias capas concéntricas.

e Vesiculas unilaminares pequefas: su tamafio oscila alrededor de los 100
nm y estan formados por un sola bicapa.
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Vesiculas unilaminares grandes: su tamafio varia de 200 a 800 nm.

Liposomas de circulacién prolongada: liposomas modificados de tal
forma (por lo general mediante la insercion de polimeros) que pueden
permanecer en la sangre durante mas tiempo (por hora) que los
liposomas no modificados.® (Ver figura 2)

Inmunoliposomas: liposomas que poseen anticuerpos unidos a su
superficie y son capaces de acumularse dentro del organismo en la zona
donde el anticuerpo reconoce y se une a su antigeno.

Liposomas pH sensibles: estos liposomas se construyen con materiales
sensibles al pH, lipidos o polimeros, lo que les confiere la propiedad de
liberar su contenido en el citoplasma después de haber sido
endocitados.’

Figura 2. Nanosistema (liposomas) empleado para la liberacion controlada de

medicamentos.®

Propiedades biol6gicas atractivas de un liposoma

Entre las ventajas mas importantes que ofrecen estos sistemas encontramos

que:

Son biocompatibles con la membrana celular. Pueden penetrar en las
células con eficacia.

Pueden contener farmacos hidrofilicos o farmacos hidrofobicos.

Pueden contener sustancias tales como péptidos y proteinas, hormonas,
enzimas, antibiéticos y antifingicos, agentes anticancerigenos, ADN y
virus.

Protegen al farmaco de inactivacion en condiciones extremas.

Evitan reacciones no deseadas.
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e Baja antigenicidad.

e Proveen la Unica posibilidad de liberar el farmaco dentro de la célula/
componentes internos.

e Sutamarfio, carga y propiedades superficiales, ofrecen versatilidad.>®”’

e Las propiedades de carga, tamafio y superficie se pueden modificar
facilmente, simplemente al afiadir nuevos componentes y/o modificando
su método de preparacion.’ (Ver figura 3)

Cat

100 nm 00 nm

Figura 3. Microscopia de transmision electrénica de liposomas neutros y
cationicos (75,000x). (A) Liposomas vacios y (B) liposomas con IL-2.2

Los liposomas han sido ampliamente evaluados como potenciales sistemas de
transporte de farmacos para aplicaciones terapéuticas debido a su capacidad
de alterar la farmacocinética y reducir la toxicidad asociada a los farmacos.
Farmacos inyectados en el torrente sanguineo por lo general alcanzan una
concentracion terapéutica de corta duracién, debido al metabolismo y
excrecion. Farmacos encapsulados en liposomas pueden alcanzar un indice
terapéutico de mayor duracion, ya que el farmaco debe ser liberado del
liposoma antes de ser metabolizado o excretado. Cabe mencionar que los
liposomas administrados por via intravenosa encuentran una rapida aceptacion
por las células fagociticas del sistema inmune, principalmente en el higado y
bazo,®° por lo que se formulan de tal forma que puedan ser bien direccionados
a sus ceélulas blanco, ya sea por estabilizacion, union a anticuerpos o por sus
caracteristicas fisicas, como tamafio y carga, 0 quimicas, como su
composicién.” Ademés de transportadores de farmacos son utilizados en la
cosmética, diagnéstico, industria agroquimica y otras aplicaciones.®
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Aplicaciones de liposomas en la ciencia

Aplicando los conocimientos del acomodo espacial, elasticidad/flexibilidad y su
comportamiento conformacional, los liposomas se utilizan como modelo para
entender la topologia, fluctuaciones en forma, permeabilidad, fusion y fision de
las membranas biologicas. Ademas, pueden servir como modelo para estudiar
como se formaron las primeras células, vesiculas, descamacion vesicular, endo
y exocitosis, asi como liberacién de neurotransmisores, entre otros.

La estructura de los liposomas también pueden ofrecer un sistema para llevar a
cabo reacciones quimicas. Esto puede ser utilizado en catélisis, en estudios de
biomineralizacién o en sintesis de particulas coloidales.

Una de las areas mas socorridas de las aplicaciones de los liposomas es la
investigacion bioquimica de conformacion y funcién de las proteinas de la
membrana.

La aplicacion de los liposomas en la farmacologia y en la medicina se puede
dividir en el diagnéstico y en la terapéutica, mediante la aplicacion de
liposomas con marcadores o farmacos, asi como en su aplicacion como
modelo, herramienta o reactivo en estudios de interaccién celular, procesos de
reconocimiento y modo de accién de ciertas sustancias.™® (Ver Tabla 1)

Tabla 1. Aplicaciones de los liposomas en las ciencias.®

Disciplina Aplicacion

Matematicas Topologia de superficies en dos dimensiones en un
espacio tridimensional gobernado sélo por la elasticidad
de la bicapa

Fisica Comportamiento de agregacion, fragilidad, alta y baja
resistencia de materiales.

Biofisica Permeabilidad, fases de transicién en dos dimensiones,
fotofisica.

Quimica Fotoquimica, fotosintesis artificial, catélisis
microcompartimentos.

Bioquimica Reconstitucion de proteinas de membrana por
membranas artificiales.

Biologia Modelos de membranas bioldgicas, funciones celulares,
reconocimiento y fusion celular.

Farmacéutica Estudios de accion de farmacos.

Medicina Liberacion de farmacos, diagnostico médico, terapia
génica
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Liposomas en la terapia antineoplasica

Muchos farmacos presentan una ventana terapéutica muy estrecha, lo que
significa que la concentracion terapéutica no es mucho menor a una
concentracion toxica. En varios casos se puede reducir la toxicidad o mejorar la
eficacia mediante el uso de un transportador apropiado el cual modificaria la
distribucion temporal y espacial del farmaco, es decir, su farmacocinética y
biodistribucion.

Los beneficios y limitaciones del uso de liposomas como acarreadores
dependen criticamente de la interaccion del liposoma con la célula y de su
destino después de una administracién in vivo. Estudios in vivo e in vitro de
interacciones con la célula, han demostrado que la interaccion del liposoma con
la célula es predominantemente por simple absorcion o por subsecuente
endocitosis. La fusién con la membrana celular es menos frecuente. Una cuarta
interaccion sugiere que existe un intercambio de los constituyentes de la
membrana liposomal, con los componentes de la membrana celular.

Se ha demostrado en diferentes formulaciones de liposomas con diversos
agentes contra el cancer que la toxicidad del farmaco es menor con respecto al
farmaco solo. Por ejemplo, las antraciclinas son farmacos que detienen la
division celular al intercalarse dentro del ADN y por tanto matan rapidamente
las células que se encuentran proliferando; sin embargo, estas células no solo
se encuentran en los tumores, sino también en la mucosa gastrointestinal, el
cabello y en la sangre, por lo que esta clase de farmacos son muy téxicos. El
mas utilizado y estudiado es la Adriamicina (nombre comercial Doxorubicin
HCI® ademas, de sus efectos toxicos mencionados su dosis esta limitada por
su cardiotoxicidad acumulada. Se han estudiado diferentes formulaciones
liposomales y en la mayoria de los casos la toxicidad se reduce alrededor del
50% incluyendo tanto, toxicidad a corto plazo como toxicidad crénica debido a
gue la encapsulacion en liposomas reduce la distribucion de las moléculas del
farmaco hacia los tejidos. Por la misma razén, y por otra parte, en muchos
casos la eficacia se ve comprometida debido a la disminucién de la
biodisponibilidad del farmaco, especialmente si el tumor no fagocita al liposoma
0 si se encuentra en 6rganos del sistema fagocitico mononuclear. En algunos
casos, como el linfoma sistémico, el efecto de encapsulacion en liposomas ha
mostrado una eficacia mejorada debido al efecto de liberacién sostenida, es
decir, la presencia prolongada de una concentracion terapéutica en la
circulacion.*®

Existe una variada gama de aplicaciones de liposomas en la terapéutica tanto
en cancer como otras enfermedades como se muestra en la Tabla 2.

16



Tabla 2. Liposomas en la industria farmacéutica.®

Utilidad de los liposomas Aplicaciones actuales Tratamiento de
enfermedades
Solubilizacién Anfotericina B, Infecciones fangicas
Minoxidil®
Liberacion sostenida Sistema de farmacos Céncer

antineoplasicos,
farmacos con accién

pulmonar
Proteccion de farmacos  Interleucinas Céancer
Blancos especificos Células portadoras de Aplicaciones
antigenos especificos terapéuticas estrechas
Extravasacion Vascularizacién de Infecciones bacterianas,
tumores, procesos de cancer
inflamacion
Acumulacién Prostaglandinas Enfermedades

cardiovasculares

Interleucina-2 (IL-2)

Descripcién y propiedades.
o Nombre del principio activo: Interleucina-2 (IL-2).

e Formula condensada: Ce93 H1118 N178 O203 S7.
e Peso molecular: 15415.9 Da.

e Propiedades quimicas: Sensible a tripsinas, quimiotripsina. Estable en 2-
mercaptoetanol, urea (2-4 mol/L).

e Propiedades fisicoquimicas: Estable a pH 3-10; a 56 °C por 60 min.
Inestable después de 30 min a 70 °C.**

Accién farmacolégica
La interleucina-2 (IL-2) es una de las principales citocinas del sistema
inmunologico, esta encargada entre otras funciones de la activacion y
proliferacion de los linfocitos T.*

e Factor de crecimiento de células T citotoxicas.

e Activacion de linfocitos y células NK (Natural Killers).
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e Potencializa la liberacion de interferon gama, IL-1 y factores de necrosis
tumoral.

e Promueve secrecién de inmunoglobulinas.

e Aumenta la actividad antitumoral de macréfagos.*®

Toxicidad

La IL-2 ha sido utilizada sola o en combinacion con otros farmacos en la
inmunoterapia adoptiva, tanto en animales como en humanos, para producir
regresion de tumores en estados avanzados; donde se ha demostrado que
tiene una respuesta antitumoral; no obstante que su aplicacion por via
sistémica perturba las rutas de regulacion hematopoyética y puede provocar
serios efectos secundarios, como: sindrome de goteo-capilar, fiebre, dolor de
cabeza, edema, oliguria e hipotensién entre otros; por lo cual su uso es
limitado.*

* Dosis mayores a 100,000 U/kg cada 8 h estan asociados a efectos
adversos.

» Hipotensién, edema periférico y fallo renal.

* Las dosis mayores a 600,000 U/kg cada 8 h requiere la administracion
de agonistas p-adrenérgicos.

» Provocan dafio hepatico, fallo renal (insuficiencia renal) y cuando no se
tratan estos efectos adversos pueden provocar una congestién pulmonar
e incluso la insuficiencia cardiaca congestiva.™

Inmunoensayos

El desarrollo de la técnica del inmunoensayo o inmunoanalisis ha tenido un
inmenso impacto en muchas areas de la medicina, ya que su sensibilidad y
especificidad permiten la cuantificacion exacta de una gran variedad de
compuestos biolégicamente importantes, tales como los péptidos, hormonas,
vitaminas y farmacos, posiblemente presentes en liquidos o tejidos bioldgicos a
concentraciones reducidas. La técnica o sus variaciones basadas en los
mismos principios se han utilizado para determinar centenares de sustancias
diferentes, algunas de las cuales estan presentes en la sangre en cantidades
del orden de ng/mL o pg/mL. Antes del desarrollo del inmunoensayo, muchas
de estas sustancias s6lo podian valorarse con gran dificultad y en algunos
casos, no se disponia de ningiin método practico de valoracion.
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La diversidad de la terminologia utilizada para describir estos métodos puede
conducir a confusiones; algunas de las expresiones tales como analisis de
saturacion o analisis por desplazamiento se relacionan con el principio general,
mientras que otros términos tales como radioinmunoensayo, radioensayo,
ensayo radioligando, ensayo de radiorreceptor, fluoroinmunoensayo y el
inmunoensayo enzimatico se refieren a los reactivos especificos que se
utilizan en un determinado sistema de valoracién.™

Ensayo Inmunoenzimético Ligado a Enzimas (ELISA)

Los enzimoinmunoanalisis (EIA) o ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay), descritos hace 25 afos, involucran el uso de anticuerpos como
reactivos. Las enzimas se unen a los reactivos presentes para permitir su
cuantificacion a través del desarrollo de color después de la adicion de un
sustrato/cromoforo. Los ELISA se basan en dos fendmenos biologicos
importantes:

1. La elevada especificidad de los anticuerpos (Ac);

2. La alta actividad de algunas enzimas usadas en este tipo de ensayos, lo
que permite la amplificacion de la sefial generada por la muestra.***>

Independientemente de los esquemas experimentales empleados, los ELISA
comprenden dos etapas generales:

1. La reaccién de un inmunorreactante con un antigeno (Ag) o anticuerpo
(AC);

2. La deteccion de ese inmunorreactante mediante la utilizacion de un
conjugado enzimatico.

La sencillez de los ELISA, sumada a la potenciabilidad de los anticuerpos
monoclonales (AcMo), hace que dia a dia se vayan imponiendo sobre métodos
tales como aquellos basados en la utilizacion de un trazador radioactivo
(radioinmunoandlisis, RIA), un trazador emisor de luz (quimioluminiscencia) o
un trazador fluorescente (fluorografia). La gran ventaja del ELISA sobre otros
métodos reside en que no requiere un equipamiento demasiado sofisticado
para su implementacién en el laboratorio. Ademas, los reactivos empleados
son de una vida media muy alta (un conjugado enzimatico puede conservarse
en buen estado durante afios) y no se corre el riesgo de contaminacion
producida por la manipulacién de isétopos radioactivos.'* Los sistemas
inmunoenzimaticos constituyen una alternativa Util, con mejores posibilidades
de extension y por tanto una mayor aplicabilidad.'” Debido a su heterogeneidad
Se reconocen cuatro ventajas principales, lo cual ha propiciado que la ELISA se
imponga sobre otras técnicas.™ '° (Ver figura 4)
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Figura 4. Caracteristicas de ELISA que hacen que su uso sea ventajoso para
una amplia gama de aplicaciones.*>*°

Clasificacion de enzimoinmunoanalisis:
e EIA homogéneos;
e EIA heterogéneos.

Los primeros se realizan exclusivamente en fase liquida, mientras que en los
segundos se emplea un soporte sélido para inmovilizar a uno de los
inmunorreactantes.
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Los EIA heterogéneos puede clasificarse en dos tipos
1. Enzimoinmunoandlisis de amplificacion de actividad y:
2. Enzimoinmunoandlisis de modulacion de actividad.

En los inmunoanalisis de amplificacion de actividad o no competitivos, se
emplea un gran exceso del inmunorreactante con el objeto de obtener una
sefial maxima debida a la presencia del compuesto a ser dosificado. De
acuerdo a la ley de accién de masas un exceso de inmunorreactante permite
detectar niveles muy bajos del analito que se quiere determinar. Estos ELISA
se subdividen de acuerdo a la molécula inmovilizada en la fase sdlida. La
inmovilizacion del Ag para detectar Ac es un sistema que tiene una alta
detectabilidad debido a que varias moléculas del conjugado enzimatico, que en
este caso son AC anti-lg marcados con enzima, pueden unirse a cada molécula
de Ac que reaccion6 con el Ag inmovilizado. Este efecto se traduce en una
gran amplificacion de la sefial. Mediante la utilizacion de métodos de puenteo
inmunoldgico (con Ac anti-Ig) o no inmunolégico (con el sistema avidina-biotina
o proteina A) es posible aumentar la detectabilidad. En general estos sistemas
se denominan ELISA de amplificacion.**

Otro sistema de amplificacion de actividad es el ELISA de captura, en el que se
inmoviliza un Ac (Ac de captura), se captura Ag y se revela su presencia con un
conjugado enzimatico anti-Ag. Este sistema se emplea para la cuantificacion de
Ag o para la deteccion de Ac contra el Ag capturado. En general, es deseable
gue el conjugado enzimatico y el Ac inmovilizado provengan de la misma
especie para evitar interferencias en el sistema originadas por reaccion cruzada
del conjugado con el Ac de captura.

En enzimoinmunoanalisis de modulacion de actividad o competitivos se modula
la actividad del conjugado enzimatico por competicion con el analito. Menores
cantidades del conjugado enzimatico permiten obtener una detectabilidad
mayor, ya que pequefias cantidades del competidor tienen un gran impacto
sobre la actividad enzimética detectada en la fase sélida. Existen dos disefios
generales de ensayos de modulacion de actividad: en uno de ellos, el ligando
marcado con enzima y el ligando sin marcar que se quiere dosificar se incuban
simultdneamente en el sistema; en el otro disefio, el ligando no marcado a ser
dosado se incuba en una primera etapa y en una segunda etapa se incuba con
el ligando marcado enzimaticamente, el que reaccionara con los sitios no
ocupados por el ligando que reaccioné en la primera etapa.

Independientemente de estos dos disefios generales, en ELISA de modulacion
de actividad se puede inmovilizar el Ac en la fase sélida y agregar el Ag
marcado con la enzima. Se observara una disminucion de la actividad
enzimatica a medida que se compite con cantidades creciente de Ag libre
presente en una solucién patron de Ag o en un muestra problema, siendo la
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concentracion de producto coloreado formado inversamente proporcional a la
concentracién de Ag libre.**

Alternativamente es posible inmovilizar el Ag y usar Ac anti Ag marcados con
enzima. En este caso se realiza una competicion de la unidén de estos Ac al Ag
inmovilizado, por medio de Ag libre en una solucion patrén o una muestra
problema. Como consecuencia de esta competicion, la actividad enzimatica
detectable disminuye a medida que se emplean concentraciones crecientes de
Ag libre.

Una tercera variante es usar el sistema descrito en el parrafo anterior con la
diferencia de que se emplea un Ac anti-Ag sin marca enzimatica y una etapa
siguiente agregar un conjugado anti-lg marcado con la enzima. Este ensayo es
de modulacién y amplificacion de actividad y tiene la ventaja de que permite
aumentar la detectabilidad del sistema.

En todos los ensayos inmunoenziméticos en fase sélida, independiente de las
numerosas estrategias existentes se pueden distinguir dos etapas.

1. Inmovilizacion del inmunorreactante (Ac o Ag) en la fase sélida;

2. Incubacion con la muestra de modo que ésta reaccione con el
inmunorreactante inmovilizado;

Amplificacion o modulacion por medio de la utilizaciéon de un conjugado
enzimatico (esta etapa puede en realidad ser de méas de un paso).*

En la técnica de ELISA conocida como sandwich, como primer paso un
anticuerpo de captura especifico para el analito de interés se une a una placa
de microtitulacién formando la fase sdlida. El anticuerpo no unido se elimina
mediante lavado de la placa, después se adiciona un agente bloqueador.
Después de un lavado, la muestra, estandar y/o control se incuba con el
anticuerpo en fase solida, para de esta forma capturar al analito. Después de
eliminar el analito no unido mediante un lavado, se aflade un anticuerpo de
deteccién conjugado a una enzima (biotina conjugada). Este dltimo se une a un
epitopo diferente del analito, completando el sandwich. Una vez eliminado el
anticuerpo de deteccion, se adiciona a la placa un reactivo de deteccion
asociado a la enzima peroxidasa (HRP) (estreptavidina-HRP). Se realiza un
lavado y se afiade una solucion de sustrato con cromoforo (tetrametilbenzidina,
TMB) (TMB/peréxido de hidrogeno) y se desarrolla color en proporcion a la
cantidad de analito presente. El desarrollo de color se detiene con la adicion de
acido sulfarico 1M (solucién stop) y se mide la intensidad de color.’® *° (Ver
figura 5)
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Figura 5. Esquema de técnica de ELISA por método de sandwich.*

En los ELISA, es de importancia definir dos parametros ampliamente usados:

Sensibilidad. Es el cambio en la respuesta (dR) por cada cambio en la
cantidad de reactante (dC). En un gréfico de dosis-respuesta en ELISA,
la sensibilidad es la pendiente de la curva en un punto determinado.
Debido a que las curvas dosis-respuesta de los inmunoensayos en
general son sigmoideas, la sensibilidad (dR/dC) no es constante.

Limite de deteccion. Es la minima cantidad de inmunorreactante que
puede detectar el sistema.™
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Desarrollo del método

Para muchos laboratorios clinicos es mas eficaz comprar los reactivos en forma
de lotes o por componentes que mantener una infraestructura para la
elaboracion y evaluacion de los reactivos y de los marcadores de fijacion. Al
seleccionar un lote de ensayo hay que considerar muchos aspectos: el costo, la
técnica de separacion, el tipo de marcador y las sustancias de reaccion
cruzada.

Después de la preparacion correcta de los reactivos segun las instrucciones del
fabricante, el ensayo puede realizarse segun las instrucciones indicadas. Sin
embargo, antes de utilizarse de forma habitual, hay que proceder a evaluar los
resultados obtenidos con el lote. Aunque, en general, los principios de
desarrollo del ensayo, validaciéon y control de calidad son los mismos que para
otros tipos de determinaciones, existen ciertos aspectos que justifican un
énfasis especial.?’

Cuando un analisis puede ser de utilidad para un amplio nimero de cientificos,
las condiciones posibles (instalaciones de laboratorio, conocimientos, equipos,
etc.) deben ser considerados en el desarrollo de los ensayos. Estos factores de
transferencia de tecnologia son de suma importancia, sobre todo en paises en
desarrollo.

El conocimiento y las habilidades requeridas para realizar un ELISA y hacer
uso de los datos deben ser adquiridos a través de una amplia gama de fuentes.
Como con otras técnicas, el beneficio final no es la técnica en si, sino la
recopilacion significativa y analisis de los datos. Por lo tanto, la persona que va
a desarrollar el método debera obtener los conocimientos y equipo necesarios
para realizar la prueba, ya que el 90% de los problemas sin resolver
relacionados a esta prueba se deben a la falta de experiencia y sentido comudn
del operador.*>*8

En el desarrollo del método se debe de tener presente la sensibilidad, que es la
cantidad de antigeno minima que puede medirse con precision aceptable. Los
limites de sensibilidad quedan definidos por la afinidad del reactivo de fijacion
especifica usado. La diluciéon del anticuerpo se selecciona normalmente de
forma que entre 20 y 70 % del marcador esté unido al anticuerpo en ausencia
del antigeno no marcado. Con exceso de anticuerpo se produce una pérdida de
sensibilidad.

Otras medidas disefiadas para incrementar la sensibilidad incluyen la
prolongacion del periodo de incubacion, el empleo de pequefias cantidades del
marcador y la adicién retrasada del marcador. Aunque la sensibilidad puede
incrementarse por adicion retrasada del marcador, o sea, con ensayos de
desequilibrio, el no alcanzar el equilibrio puede conducir a una pérdida de
precision. Si la afinidad del marcador difiere del material no marcado, no es
posible alcanzar en este caso la sensibilidad total del ensayo. Otra estrategia
consiste en extraer y concentrar la muestra. Por lo general, los intentos para
utilizar ensayos en los limites extremos de sensibilidad pueden introducir
problemas.
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Los parametros de la validez del ensayo incluyen la recuperacién cuantitativa
del antigeno afadido y la demostracion de que en ausencia del antigeno se
obtiene una respuesta apropiada. Es esencial demostrar que el contenido
aparente de antigeno en el problema es independiente de la dilucion a la que
se ensaya. Esto requiere que la concentracién del problema disminuya
linealmente con la dilucion o que superponga una curva de dilucion de la
muestra problema sobre una curva de dilucion estandar.

Como sugerencia, en cada ensayo deben incluirse dos tipos de blancos, uno
gue contenga antigeno marcado, anticuerpo y suero o plasma libre de
antigenos; el otro, con antigeno marcado y suero o plasma libres de antigenos,
pero sin anticuerpos. La primera comprobacion proporciona informacion sobre
la reaccién del marcador y anticuerpo y acerca de la totalidad del paso de
separacion. La segunda informa respecto a la fijacibn no especifica del
marcador.

Para obtener un ensayo valido deberian realizarse estudios de reactividad
cruzada mediante sustancias apropiadas y controlando factores inespecificos,
tales como el pH y el contenido proteico de los medios. Por su variabilidad es
necesario proceder a la caracterizacion individual de cada anticuerpo policlonal.
Cuando se cambia un determinado lote de anticuerpo en un ensayo, es
importante recaracterizar dicho anticuerpo. Los valores del ensayo deben
mostrar una respuesta apropiada en diversas condiciones fisiolégicas, lo cual
es particularmente importante demostrar cuando se utiliza anticuerpo como
reactivo de fijacion especifico.

Puesto que el anticuerpo mide la actividad inmunol6égica mas que la bioldgica,
debera tenerse presente que las mediciones efectuadas por inmunoensayo no
siempre reflejan la verdadera actividad in vivo.?

Validacion de Métodos Analiticos/Bioanaliticos

En ocasiones en que se tiene interés por medir un componente presente en
una muestra, es necesario contar con un método analitico. El desarrollo de
métodos de analisis desempefia un papel importante en el descubrimiento,
desarrollo y fabricaciébn de productos farmacéuticos. Dicho esto, la industria
farmacéutica debe hacer uso de metodologias confiables que nos den razon de
gue un producto farmacéutico retne atributos de identidad, pureza, potencia e
inocuidad. Por tal razén, es necesario llevar a cabo estudios experimentales
gue permitan demostrar la confiabilidad de lo que se esta midiendo. Un proceso
que permite cumplir este fin, es la validacion.?* %

La validacion se define como el establecimiento de pruebas documentadas que
proporcionan un alto grado de certeza de que un proceso planificado
sistematicamente se llevara a cabo de acuerdo a los resultados especificos
previstos.
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Es el proceso por el cual se establece y confirma, por estudios de laboratorio,
gue las caracteristicas de rendimiento del método satisfacen los requisitos para
las aplicaciones analiticas destinadas.>

La validacibn de métodos analiticos/procesos/sistemas puede ser en
prospectiva o0 retrospectiva mediante estudios concurrentes. La validacion
prospectiva se basa en los datos recopilados con base a un protocolo
previamente planificado.?

El objetivo de la validacibn de un método analitico es demostrar que es
adecuado para su prop6sito previsto.?> Los pasos para desarrollar y validar un
método analitico depende del tipo del mismo. Por tanto, un método bien
desarrollado debe ser facil de validar.

La validacibn de wun método analitico/bioanalitico incluye todos los
procedimientos recomendados para demostrar que un determinado método
para cuantificar un analito en una matriz biologica, tales como la sangre,
plasma, suero u orina, es confiable y reproducible. Los pardmetros esenciales
de la validacion incluyen (1) exactitud, (2) precision, (3) sensibilidad, (4)
especificidad, (5) linealidad y (6) reproducibilidad. Ademéas, se debe de
determinar la estabilidad del analito en la matriz en condiciones de
almacenamiento del estudio. Para los bioensayos se sugiere desarrollar otros
parametros, debido a su duracion, complejidad y al almacenaje de muestras
biolégicas y de referencia.?®

Los métodos analiticos se clasifican generalmente en 5 tipos:

Pruebas de identificacion.

Ensayos de potencia.

Pruebas cuantitativas de impurezas.

Pruebas de limite de impurezas.

Pruebas especificas.

Las 4 primeras pruebas son universales, pero las pruebas especificas, tales
como tamafo de particula y/o difraccion de rayos X se utilizan para evaluar
propiedades especificas de un producto farmacéutico.?’

La validacion debe realizarse de acuerdo al protocolo de validacién, donde se
establecen los criterios de aceptacion que el método debe satisfacer.
Cualquier incumplimiento de los criterios requiere que se lleve a cabo una
investigacion. Los parametros de validacion requeridos dependeran
exclusivamente del tipo de método analitico.?’ Las caracteristicas tipicas que
deben considerarse se enlistan a continuacion (ver tabla 3). Los resultados
deben ser documentados en el informe de validacién.?
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Tabla 3. ParAmetros de desempefio a estudiar en la validacién de un método
analitico/bioanalitico.?*#% 2° 26. 28,29

Parametro de desempefio Contenido/ Pruebas de impurezas Identificacion

Potencia/ Contenido/ Limite
Valoraciéon  Valoracion

Exactitud + +
Precision
Repetibilidad
(intra-ensayo) + +
Precision intermedia +(1) +(1)

(inter-ensayo)

Linealidad + +
Especificidad (2) + + + +
Limite de deteccién ---(3) +
Limite de cuantificacion +
Intervalo de N N

concentracion
Robustez +* +*

--- Significa que esta caracteristica no se evalta normalmente.
+ Significa que esta caracteristica se evalia normalmente.

(1) En los casos en que ha realizado reproducibilidad, la precision intermedia
no es necesaria.

(2) La falta de especificidad de un procedimiento analitico podria ser
compensado por otros procedimientos analiticos de apoyo.

(3) Puede ser necesaria en algunos casos.? %

*En la fase de desarrollo de un método analitico debe de considerarse la
robustez.?> %8 2°

Definiciones y parametros de desempefio
Analito

Componente especifico de una muestra, a medir en un andlisis.?*

Placebo analitico

Muestrazl gue contienen todos los componentes de un producto a excepcion del
: 1
analito.
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Placebo adicionado

Muestra de un placebo analitico al cual se le adiciona una cantidad conocida
del analito.?*

Criterio de aceptacion

Limites numéricos, rangos u otras medidas apropiadas para la aceptacion de
los resultados de los métodos analiticos.?®

Placebo (Blanco)

Forma de dosificacién idéntica al medicamento, excepto en que el farmaco esta
ausente o0 es sustituido por una sustancia inerte o por una mezcla de
excipientes cuantitativamente equivalentes a los que se encuentran en el
medicamento.?®

Especificidad

Es la capacidad de analizar inequivocamente el analito en presencia de otros
componentes que pueden estar presentes en una mezcla compleja.?® %’
Normalmente estos pueden incluir impurezas, productos de degradacion,
matriz, etc.?% 2330

Esta definicion tiene las siguientes aplicaciones:
¢ |dentificacion: para garantizar la identidad de un analito.

e Prueba de pureza: para garantizar que todos los procedimientos
analiticos realizados permiten una declaracién precisa del contenido de
impurezas de un analito, es decir, prueba de sustancias relacionadas,
metales pesados, contenido de solventes residuales, etc.

e Valoracién (contenido o potencia): para proporcionar un resultado exacto
gue permita una declaracion exacta sobre el contenido o potencia de un
analito en una muestra.?

Se debe de determinar la interferencia propiciada por la muestra sin analito
(placebo) bajo las mismas condiciones.?

Estabilidad analitica de la muestra

Propiedad de una muestra, preparada para su cuantificacion, de conservar su
integridad fisicoquimica y concentracion del analito, después de almacenarse
durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.?*
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La estabilidad de un farmaco en un fluido biolégico estd en funcion de las
condiciones de almacenamiento, las gropiedades guimicas del farmaco, de la
matriz y del sistema de contenedores.*

La prueba de estabilidad es importante para estimar el intervalo de tiempo
permitido entre la toma de muestras y el analisis de las mismas. Debe de
llevarse a cabo a la muestra bajo condiciones de almacenamiento, en funcion a
sus propiedades quimicas, propiedades de la matriz y propiedades del sistema
contenedor, que reflejen las situaciones que pueden presentarse durante la
manipulacién de la muestra, su almacenamiento y anélisis.?® *°

Se debe de evaluar la estabilidad del analito durante la recoleccion y
manipulacion de la muestras después de su almacenamiento bajo condiciones
establecidas, como almacenamiento a largo plazo (temperatura de
congelacion), a corto plazo (temperatura ambiente) o después de ciclos de
congelacién y descongelacion.?®

Exactitud

La exactitud de una método analitico expresa el grado de concordancia o
cercania entre el valor que se acepta como convencional verdadero o valor de
referencia y el resultado o valor obtenido por el método.?* % 232627, 29,3031

En ocasiones no es posible establecer la exactitud para productos biolégicos,
debido a la falta de disponibilidad de estandares puros. En estos casos, se
realiza una comparacién con un producto de referencia que se evalla en
paralelo en el mismo ensayo. Puede que no sea necesaria si el método tiene
una sensibilidad y especificidad satisfactoria.?®

La exactitud de un método analitico se determina por analisis repetidos de las
muestras que contienen cantidades conocidas del analito. Se recomienda
realizar un minimo de 5 determinaciones en 3 niveles de concentracion dentro
del intervalo de concentracion.

La exactitud debe reportarse como porcentaje de recobro, como la diferencia
entre la media de los valores obtenidos y los valores aceptados como
verdaderos en conjunto con el intervalo de confianza.?® %

Recobro

Respuesta obtenida a partir de una cantidad del analito adicionada a la muestra
0 excipientes (placebo adicionado), en comparacion con la respuesta obtenida
del estandar, empleando el método analitico.? 2% 26 3

El recobro debe determinarse mediante la comparaciéon de los resultados
analiticos de las muestras a 3 niveles de concentracién (alta, media y baja).*
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Precision

Expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una serie de
medidas®®?’ obtenidas de multiples muestreos de una misma muestra
homogénea bajo condiciones preestablecidas. La precision puede ser
considerada en tres niveles: repetibilidad, precision intermedia vy
reproducibilidad.? % %°

e Repetibilidad: Expresa la precisidbn bajo las mismas condiciones de
operacion durante un intervalo corto de tiempo, donde se realizan
multiples determinaciones de una muestra individual en una solo
ensay0.%® Se denomina precision intra-ensayo.?* 2°

e Precision intermedia: Expresa la variaciones dentro de un mismo
laboratorio como: diferentes dias, diferentes analistas, diferentes
equipos, etc., cuando se realizan mdultiples determinaciones de un
muestra individual. Puede ser considerada como precision inter-
ensayo.zz’ 26, 29

Su objetivo es verificar que se obtienen los mismos resultados intra-
laboratorio una vez que ha concluido la fase de desarrollo.??

¢ Reproducibilidad: Expresa la precision entre laboratorios (estudios en
colaboracién®® ?°, usualmente aplicada para la estandarizacién de la
metodologia).?? Se debe determinar mediante el uso de alicuotas de un
mismo lote en diferentes laboratorios y por diferentes analistas.?®

La precision se debe establecer utilizando un minimo de 5 determinaciones en
3 niveles de concentracion dentro del intervalo de concentraciéon.®® Se debe
expresar como la desviacion estandar o el coeficiente de variacién (CV).%

Limite de deteccion (LD)

El limite de deteccion de un método analitico es la minima cantidad del analito
en la muestra que puede ser detectada®’, pero no necesariamente cuantificada
con un valor o cantidad exacta.?" %% #* 262830 Eypresa la cantidad del analito
que es detectada al menos 95% del tiempo por el método analitico.>*

Limite de cuantificacion (LC)

Es la minima cantidad del analito dentro de una muestra que puede ser
determinada®’ cuantitativamente con precision y exactitud®*?*** bajo
condiciones de operacion establecidas.?

El limite de cuantificacion es un parametro cuantitativo en la valoracion de
niveles bajos de analito en matrices, y es particularmente utilizado para la
determinacién de impurezas, y/o productos de degradacion.?
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Linealidad

La linealidad de un método analitico es la habilidad (dentro de un intervalo
determinado) de obtener resultados directamente proporcionales a la
concentracion (cantidad) del analito en una muestra.?! %232

Iigaslcgnealidad debe determinarse en un minimo de 5 niveles de concentracion.??

La linealidad se puede expresar mediante el coeficiente de determinacién (r?),
coeficiente de correlacion (r) y la pendiente de la recta.?®

Curva de calibracion

La calibracion es la relacibn entre la respuesta del instrumento y las
concentraciones conocidas del analito. La curva de calibracién (curva estandar)
debe ser generada para cada analito presente en la muestra y debe ser
preparada en la matriz biolégica, igual a las muestras en estudio, por adicion de
cantidades conocidas del analito.?®

Intervalo de concentraciéon

Es el intervalo entre la concentracién (cantidad) mas alta y la concentraciéon
mas baja del analito en la muestra (incluyendo estas concentraciones) para las
cuales se ha demostrado que el método analitico tiene niveles adecuados de
precision, exactitud®® **?°, en el cual se comporta de manera lineal.?” 3!

Si la relacion entre la respuesta y la concentracion no es lineal, el intervalo
puede ser estimado por medio de la curva de calibracién.?®

Robustez

Es la capacidad del método analitico de mantener sus resultados inalterados
cuando se producen cambios pequefios, pero deliberados en las condiciones
de operacién®?, y proporciona una indicacién de su fiabilidad durante su uso
normal 26, 28, 29, 31

Las variaciones pueden deberse a la temperatura ambiental, temperatura de
incubadora, humedad relativa, tiempo de incubacion, pH, distintos proveedores,
etc. Se puede medir la exactitud, precision o algun otro parametro, en cada una
de estas condiciones para determinar si estas condiciones pueden ser
toleradas por el método.?® %
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Sensibilidad

Es la capacidad del método para diferenciar pequefias diferencias en la
concentracién o cantidad del analito.®® Es la pendiente de la curva de
calibracion que se obtiene al graficar la respuesta obtenida frente a la
concentracién o cantidad del analito.?®

Los métodos analiticos deben ser lo suficientemente sensibles para detectar y
cuantificar el analito en los limites de concentracién.

Validaciéon

Es la evidencia documentada que demuestra que un método analitico cumple
con los requisitos para los cuales fue disefiado."" % ?°
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que el cancer cérvico uterino representa un alto indice de mortalidad,
tanto en la poblacion mundial como en la mexicana, y por lo tanto un problema
de salud publica, es necesario dar pauta al desarrollo de productos
biotecnolégicos como nueva alternativa para combatir este padecimiento.

Los liposomas son ampliamente utilizados en diversas disciplinas, debido a sus
caracteristicas de biocompatibilidad, proteccién, tamafo, carga, propiedades
superficiales y principalmente por poseer un alto potencial como
transportadores de farmacos, siendo esta ultima, la que influye directamente
en la farmacocinética y biodisponibilidad de farmaco, lo que conlleva a
disminuir la toxicidad y prolongar el efecto terapéutico.

La Interleucina 2 (IL-2) al ser una de las principales citocinas del sistema
inmune, ya que promueve la activacion y proliferacion de los linfocitos T, ha
cobrado gran interés como alternativa terapéutica para combatir distintos tipos
de cancer. Su actividad biolégica ha sido probada, tanto en animales como en
humanos, provocando una regresion de tumores en estados avanzados; con lo
cual se ha demostrado su efecto antitumoral. Sin embargo, una administracion
sistémica puede provocar severos efectos secundarios limitando asi su uso.

Para resolver este problema, la IL-2 es encapsulada en un sistema
nanoacarreador conformado por liposomas, protegiéndola contra la inactivacion
o degradacion; favoreciendo asi su liberacion en el sitio/érgano blanco,
reduciendo su toxicidad y/o incrementando la eficacia de la misma.

El desarrollo y validacion de métodos analiticos juegan un papel importante en
el descubrimiento, desarrollo y fabricacion de productos farmacéuticos. Por
tanto, los métodos de ensayo derivados de dichos procesos se utilizan como
base en el control de calidad para garantizar la identidad, pureza y potencia de
productos farmacéuticos.

Con base a lo anterior, en el presente trabajo se pretende el desarrollo y
validacién de un bioensayo que permita evaluar la estabilidad quimica de un
producto antineoplasico conformado por IL-2 en un sistema nanoacarreador
formulado en una suspension inyectable, con la finalidad de ofrecer una
composicién farmacéutica estable, segura y eficaz para el tratamiento del
cancer cérvico uterino, que cumpla con las recomendaciones de la
normatividad tanto nacional como internacional vigentes. La meta final es
proporcionar una alternativa para el tratamiento del cancer cérvico uterino
mediante un producto biotecnolégico innovador que cumpla con
especificaciones de calidad vigentes.
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OBJETIVOS

General

e Desarrollar un bioensayo, mediante la técnica de ELISA, que permita
cuantificar IL-2, contenida y expuesta, en un producto antineoplasico
conformado en un sistema nanoacarreador, formulado en una
suspensioén inyectable.

Especificos

e Optimizar y estandarizar la técnica de ELISA para cuantificacion de IL-2
expuesta y encapsulada en el sistema nanoacarreador.

e Validar la técnica de ELISA para la cuantificacion de IL-2 en el sistema
nanoacarreador.
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HIPOTESIS

Debido a que los inmunoensayos son altamente especificos y sensibles para
detectar compuestos como la Interleucina 2 (IL-2), esperamos que al
desarrollar y validar un bioensayo capaz de cuantificar la IL-2 contenida y/o
expuesta en un sistema nanoacarreador (liposomas) en suspensién inyectable;
de forma confiable, estaremos en posibilidad en un futuro de evaluar la
estabilidad quimica del sistema para finalmente proponer una forma
farmacéutica segura y eficaz.
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DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio

e Experimental prospectivo longitudinal.

Poblacién de estudio:

e Debido al costo y disponibilidad de materias primas (Interleucina,
lipidos), reactivos (anticuerpos, solucion sustrato, estreptavidina, etc ) y
equipos ajenos al laboratorio (ultracentrifuga), el desarrollo del
bioensayo se realizara con un solo lote de produccion LOC-02/2012 de
suspension inyectable de nanoacarredores con IL-2, fabricado en el
Laboratorio de Oncologia Celular de la UMIEZ de la FES-Zaragoza,
UNAM.

Criterios de Inclusioén:

e Frasco vial de suspension inyectable correctamente acondicionada de
nanoacarreadores con IL-2 del lote LOC-02/2012, sin particulas
extrafias que permanezcan dentro de las condiciones de estudio.

Criterios de exclusion

e Suspension inyectable de IL-2 en liposomas contaminadas, abiertas,
fuera del refrigerador, material de empaque roto o estrellado, no
etiquetada.

Criterios de eliminacion

e Perdida de la muestra de solucién inyectable, muestras que presenten
contaminacion durante el estudio, muestras con cambio de color.

36



METODOLOGIA

Preparacioén de reactivos

e Solucion salina amortiguadora de fosfatos pH 7.2 - 7,4 (Phosphate
Buffered Saline, PBS). Pesar con exactitud aproximadamente 8,0 g de
cloruro de sodio, 0,20 g de cloruro de potasio, 0,20 g de fosfato
monobasico de potasio, 1,15 g de fosfato dibasico de sodio. Agregarlos
a un matraz aforado que contenga 200 mL de agua destilada y
homogenizar perfectamente. Ajustar el pH y aforar a 1000 mL con agua
destilada.

e Buffer de lavado 0,05% Tween 20 en PBS, pH 7.2 - 7,4. A 1000 mL de
PBS adicionar 500 uL de Tween 20 y homogenizar.

e Solucion amortiguadora de citratos. Pesar con  exactitud
aproximadamente 2,10 g de &cido citrico y 7,69 de citrato de sodio,
disolverlos en 100 mL de agua destilada y homogenizar.

e Solucion de 3,3-5,5-tetrametilbenzidina stock (TMB stock). Pesar con
exactitud aproximadamente 1,0 mg de TMB vy disolverlo perfectamente
en 1,0 mL de DMSO. Almacenar esta solucién de 2 a 8 °C.

e Solucion sustrato. Mezclar 500 uL de TMB stock con 4,5 mL de solucion
buffer de citratos y homogenizar. Adicionar 1,0 uL de H,O,, homogenizar
y proteger de la luz.

e Anticuerpo monoclonal contra IL-2 humana (Anticuerpo de captura,
obtenido de células de mieloma de ratén). Reconstituir 500 pg en 1,0 mL
de PBS estéril y homogenizar. Aimacenar esta solucién de 2 a 8 °C.

¢ Interleucina 2 (IL-2 recombinante derivada de E. coli ). Reconstituir 50 pg
de IL-2 en 500 pL de &cido acético 100 mM estéril que contenga menos
de 0,1% de albumina de suero bovino y homogenizar. Agregar 500 pL
de PBS estéril y homogenizar. Almacenar esta solucién de 2 a 8 °C.

e Anticuerpo biotinilado contra IL-2 humana (Anticuerpo de deteccion,
obtenido de IgG policlonal de cabra). Reconstituir 50 pg en 250 pL de
buffer trisalino estéril, pH 7,3 que contenga 0,1 % de albumina de suero
bovino y homogenizar. Agregar 750 uL de PBS estéril y homogenizar.
Almacenar esta solucion de 2 a 8 °C.
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Solucion Stop (Acido Sulfarico 1 M). Tomar 56 mL de &cido sulfarico y
disolverlos en agua destilada. Llevar a volumen de 1 L con agua
destilada y homogenizar.

Solucion de triton al 5%. Tomar 500 pL de triton y disolverlos en 9,5 mL
de PBS.

Polivinilpirrilidona al 1% en buffer de lavado (PVP). Pesar con exactitud
aproximadamente 1,0 g de PVP y llevar a aforo a 100 mL con buffer de
lavado.

Albumina de suero bovino al 1% en buffer de lavado (BSA). Pesar con
exactitud aproximadamente 1,0 g de BSA y llevar a aforo a 100 mL con
buffer de lavado.

Estreptavidina HRP (Estreptavidina con peroxidasa de rabano). Tomar
12,5 pL de estreptavidina HRP y disolverlos en 5,0 mL de buffer de
lavado y homogenizar.

Solucion stock de IL-2. Tomar 10 uL de la fuente (50 pg/mL) y colocarlos
en un tubo conico de 100 uL que contenga 990 uL de PBS. Esta solucién
contiene 0,5 ng/mL de IL-2.

Placebo analitico (matriz). Colocar 15 umoles de fosfatidilcolina y 15
umoles de espermidin colesterol en un tubo de ensayo que contenga
500 pL de cloroformo. Evaporar el disolvente y agregar 500 pL de PBS.
Agregar 100 pL de triton al 5% y aforar a 9,6 mL con PBS.

Materiales

Fabricacion del sistema nanoacarreador con IL-2

Balanza analitica.

Tubos de ensayo 13x100 mm.

Sonicador.

Tanque de nitrégeno.

Tubos conicos de 1,5 mL de polipropileno.
Jeringa de vidrio de 100 pL.

Micropipetas de 10, 200 y 1000 pL.
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e Pipeta dosificadora (dispensador mdltiple).

e Ultracentrifuga.

e CronOmetro.

e Microjeringa de 100 pL.

e Campana de flujo laminar.

e Cloroformo.

e Interleucina 2 stock.

e Lipidos.

e Solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.2 -7.4 (PBS).

e Frasco vial de borosilicato de 2 mL de capacidad con tapon de neopreno
y casquillo de aluminio.

e Engargoladora.

Cuantificacion de IL-2 por técnica de ELISA
e Inmunoplacas.
e Micropipetas de 2, 20, 100 y 1000 pL.
e Lector de ELISA EL,800.
e Tubos conicos de 15 mL y de 2 mL de polipropileno.
e Micropipeta dosificadora (dispensador multiple).
e Puntas para micropipetas de 2, 20, 100 y 1000 pL.
e Reservorios.
e Agitador de tubos.
e Centrifuga para tubos cénicos de 2 mL.
e Potenciémetro.
e PBS.
e Buffer de lavado.
e Solucion sustrato.
e Solucion stop.
e Tritdn al 5%.
e Solucion amortiguadora de citratos.
e Solucion de PVP.
e Anticuerpo de captura.

e Anticuerpo de deteccion.
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e Estreptavidina HRP.
e Papel Parafim®.

Desarrollo de técnica de ELISA para cuantificar IL-2 en el sistema
nanoacarreador

En un disefio matricial, como se muestra en la Figura 6:
e La concentracion de anticuerpo de deteccion y captura se mantuvo fija.

e Se ensayaron tres diluciones de estreptavidina HRP; 1:100, 1:200 y
1:400.

e Se probaron dos soluciones de bloqueo: BSA al 1% en buffer de lavado
y PVP al 1% en buffer de lavado.

e Se ensayaron las siguientes diluciones de solucion sustrato: 1:10, 1:20 y
1:40.

e Se utilizé un intervalo de concentracion de IL-2 de 0, 4, 8 y 16 ng/ml, en
cada cuadrante, para evaluar un posible intervalo de concentracion.

Una vez analizados los resultados y se eligieron las concentraciones de
anticuerpos y reactivos en los que el valor de absorbancia se encuentren
entre 0,100 y 0,800.

En esta primera etapa de desarrollo se establecio la concentracion de
estreptavidina HRP y al PVP como solucién de bloqueo.

TMB 1:10 1:20 1:40 1:10 1:20 1:40

Bloqueador PVP BSA
EstreptavidinaHRP_—3 2 3 4 s 3.7 8 9 10 11 12

\o)( XX X XX X X XD

1:200 B | 16, ng/mLde IL-2 ::—-X,—-y\:——f(,—f\:— _X_X_)
e Gl X X XXX XX

1o CoC X X XXX X X X X X )l

EC X X XXX XX XXX XD

B X L X X X X X X X X X D

e X XXX XL XL XX XX

1:400 | 1 XXX XXX XXX XD

Figura 6. Matriz utilizada para establecer la dilucion estreptavidina -HRP y la
solucion de bloqueo.
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Una vez establecidas dos variables, antes mencionadas, se procedido a
establecer la concentracion del anticuerpo de deteccién y dilucion de solucién
sustrato, mediante el uso de un disefio matricial como el que se muestra en la
Figura 7, en el que:

e Se ensayaron dos concentraciones de anticuerpo de deteccion: 200 y
400 ng/mL y una de captura: 2000 ng/mL.

e Se probaron tres diluciones de solucion sustrato: 1:10, 1:20 y 1:40, en
ambos lados.

e Se utilizé un intervalo de concentracion de 0, 1, 1.5, 2, 3,4, 6 y 8 ng/mL
de IL-2, en cada lado.

T™MB 1:10 1:20 1:40 1:10 1:20 1:40

Anticuerpode deteccion 400 ng/mL : 200ng/mL
Estreptavidina HRP -1 2 3 4 5 6,7 8 9 10 11 12

A '\ (X XX \ I A XXX X XD

B (g X Y X X K X XX X XD

¢ (e XXX XXX XY )

1:400 | © C4) ng/mLdelL-2 =) _‘X_)(,_X_,)’(ﬁ}(,_,,)'
E ( _3)\__,/\1__,\)\_,_ 5 . 1 900000

F (2 C XX XX X X X XD
e.cl,sx DOOOOOS 'x DO®

H (1) )(XXX‘(“( DOOO®

Anticuerpode captura 2000 ng/mL
Figura 7. Matriz utilizada para determinar la concentracion de anticuerpo de
captura y de deteccién, asi como dilucion de solucion sustrato.

En esta segunda etapa se logro establecer la concentracion de anticuerpo de
deteccidon, se descarto una dilucidon de solucion sustrato y se observo el
comportamiento (linealidad) de la curva estandar tentativa de IL-2.

Una vez que se obtuvo una relacion lineal aceptable entre la concentracion del
analito y la respuesta analitica, se procedio a optimizar la técnica.
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Optimizacion y estandarizacion de técnica de ELISA para cuantificar IL-2
en el sistema nanoacarreador

Para optimizar la técnica, se procedié a determinar el nimero de lavados
necesarios para eliminar el exceso de anticuerpos y/o anticuerpo libre, el
tiempo y temperatura de incubacion, asi como establecer la concentracion de
solucién sustrato, sin que la confiabilidad de los resultados se viera
comprometida. Para lograr esto se utilizd un disefio matricial, como el que se
muestra en la Figura 8, en el que:

e Se realizaron pruebas con 3y 4 lavados/etapa.
e Se probaron dos diluciones de solucién sustrato: 1:10 y 1:20.

e Se evalub una temperatura y temperatura de incubacion de 25 °C y 24
hrs, respectivamente.

T™B 1:10 1:20 ¢ 110 1:20
Anticuerpo de deteccion 200 ng,:mL
1 2 3]4 5 617 8 9,10 11 12
A X XX X X0 LX)
Estreptavidina HRP B ( .;.'lj;;, t -A:f];-—_if:-s- ;"j;»u:;‘l:--.}j;.?-/_’j»- '_fllf:."f_:} -
1:400 C ( :‘; } _A,;l:-'ﬁ 6 -f[;:,ﬂ /1;,,_ }';..6. '\‘";,.-jl; 7 |
D ( X Aax X Xax X xaX X )=
Temp. incubacién | E ( X X _I__‘\Jr.,_i}./__tf’@:__}\3__:’;__?;(\,_ ) %
5°C/2ahrs | F ( XX ol }’Ls'fli_jx" B @ bl
a (X XX XX X XX X
H (,9C X ) @ TS DO®
AU A3
Anticuerpode captura * 2000 ngqmL .
3 lavados : 4 lavados

Figura 8. Matriz utilizada, en la etapa de optimizacién, para determinar
temperatura y tiempo de incubacién, nimero de lavados y dilucién de solucion
sustrato.

Una vez que se establecieron el nimero de lavados/etapa, la dilucion de la
solucion sustrato y el tiempo y temperatura de incubacion, se estandarizo la
técnica de ELISA. En esta etapa se evalud el efecto en la respuesta analitica
debida a la forma de preparar la soluciéon stock de IL-2 y la concentracion de la
muestra (sistema nanoacarreador), como se muestra en la Figura 9.
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e Se procedi6 a preparar dos soluciones stock, como se indica a
continuacion: 1) Tomar 10 uL de la fuente y colocarlos en un tubo conico
de 100 pL que contenga 990 uL de PBS, 2) Tomar 1 uL de la fuente y
colocarlos en un tubo cénico de 50 uL que contenga 9 uL de PBS.
Ambas soluciones contienen 0,5 ng/mL de IL-2.

e Se probaron tres concentraciones de la muestra: 1x, 0,5x y 0,25x, que
equivalen a diluciones de 1:1, 1:2 y 1:4, respectivamente.

e Se utilizé un intervalo de concentracién de 0 a 16 ng/mL de IL-2. Donde
se utilizaron las siguientes concentraciones: 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4,8y 16
ng/mL de IL-2.

Solucion stock 1 pLIL-2+ 9 pl de PBS | 10 pL IL-2+ 980 pl de PBS
1 2 3 4 5 6,7 8 9 10 11 12
Mﬁ )C )(_X ]iD X X X T 1x
B (16) X S HOOO® 5
c SX X ( X \’KS ’( X )\ ! Ec.sistema
ta,

<
D ﬁg‘f “%f”""—de / “gf'rdee ' \:(u 'nanoacarreador

(2 X ILE | 3(2 IL-2

E | \ r‘-:._,_,)r:.ﬂ_.-"'l lx [
FOLC X X DO L)(HX:?—— 0,5%2
G @,5“( ( DS 5e X ST 0228
H 0,25 C (O ﬁ?ES(_ XX s T
Anticuerpo de capturaf deteccion 2000 /200 ng/mL

Estreptavidina HRP 1:400 T™ME 1:10

Temp. deincubacion 5°C/24 hrs 3 lavados

Figura 9. Matriz utilizada, en la etapa de estandarizacién, para determinar el
intervalo de concentracion de IL-2, la preparacion de solucién stock de IL-2 y la
concentracion de la muestra.

En esta Ultima, se seleccionaron las concentraciones/condiciones que
favorecieron una relacion proporcional entre la concentracion del analito y la
respuesta analitica, con lo cual se estandarizo la técnica de ELISA para
cuantificar IL-2 en el sistema nanoacarreador.
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Validacién de técnica de ELISA para cuantificar IL-2 en el sistema
nanoacarreador.

Especificidad

Se analizaron las siguientes muestras:

1.

2.

3.

4.

Placebo analitico
PBS
Placebo adicionado

PBS adicionado con IL-2.

El analisis se realiz6 por sextuplicado, para cada uno de las muestras.

Se calculd la media aritmética (y), varianza (S?), varianza muestral (S5,

desviacion estandar (S), desviacion estandar muestral (Sp) t de Student t(yp,
n1+n2-2), CON un valor de a=0,05.

Linealidad y curva estandar

La curva estandar se realizé por alicuotas independientes, a partir de la
solucion stock de IL-2, como a continuacién se indica:

1.

Se adicion6 24,0 uL de la solucion stock y coloco en un tubo cénico de 2
mL que contenia 1 mL de placebo analitico y se homogenizd. La
solucion final tuvo una concentracion de 12 ng/mL de IL-2.

Se adicion6 20,0 pL de la solucién stock y coloco en un tubo cénico de
2 mL que contenia 1 mL placebo analitico y se homogeniz6. La solucién
final tuvo una concentracion de 10 ng/mL de IL-2.

Se adicion6 16,0 pL de la solucién stock y coloc6 en un tubo cénico de
2 mL que contenia 1 mL placebo analitico y se homogenizo. La solucién
final tuvo una concentracion de 8 ng/mL de IL-2.

Se adicion6 12,0 puL de la solucién stock y coloc6 en un tubo cénico de
2 mL que contenia 1 mL placebo analitico y se homogeniz6. La solucién
final tuvo una concentracion de 6 ng/mL de IL-2.

Se adicioné 8 pL de la solucién stock y colocé en un tubo cénico de 2
mL que contenia 1 mL placebo analitico y se homogenizd. La solucion
final tuvo una concentracion de 4 ng/mL de IL-2.
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6. Se adicion6 4,0 pL de la solucion stock y coloco en un tubo cénico de 2
mL que contenia 1 mL placebo analitico y se homogenizd. La solucion
final tuvo una concentracion de 2 ng/mL de IL-2.

7. Se adicion6 2,0 pL de la solucion stock y coloco en un tubo cénico de 2
mL que contenia 1 mL placebo analitico y se homogenizd. La solucion
final tuvo una concentraciéon de 1 ng/mL de IL-2.

8. Se adicion6 1,0 uL de la solucién stock y colocandolo en un tubo conico
de 2 mL que contenia 1 mL placebo analitico y se homogenizé. La
solucion final tuvo una concentracion de 0,5 ng/mL de IL-2.

Se realiz6 el analisis por triplicado para cada nivel de concentracion.

Se calculé el coeficiente de determinacion () y el intervalo de confianza para
la pendiente (IC (B1)).

Limite de Cuantificacion y limite de deteccion.

A partir de la solucién que contiene 0,5 ng/mL, realizar las siguientes diluciones
como a continuacion se indica:

1. Se tomé 1,0 pL de la solucién stock se colocd en un tubo cénico de 2
mL que contenia 1 mL de placebo analitico y se homogenizé. La
solucion final tuvo una concentracion de 0,5 ng/mL de IL-2.

2. Se tomaron 500 puL de la solucion anterior y se colocaron en un tubo
conico de 2 mL que contenia 500 pL de placebo analitico. La solucion
final tuvo una concentracion de n contiene 0,25 ng/mL de IL-2.

3. Se tomaron 500 pL de la solucion anterior y se colocaron en un tubo
conico de 2 mL que contenia 500 pL de placebo analitico. La solucion
final tuvo una concentracién de 0,125 ng/mL de IL-2.

Solucion
Stock

TmL 500 ul 500 ul
matriz matriz matriz
05ng/mL 025ng/mL  0,125ng/mL
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Se analizaron por triplicado cada uno de los niveles de concentracion.

Se calcul6 el coeficiente de determinacion (r%) y el intervalo de confianza para
la pendiente (IC (B1)), la desviacién estandar para los blancos (Sb) y la
pendiente (by).

El LD y el LC se determinaron mediante la curva de calibracion basada en la
desviacion estandar de los blancos.

Intervalo de concentracion

Una vez realizada la curva estandar (curva de calibracion) de acuerdo a lo
indicado en la linealidad, desde una concentracion de 12 ng/mL hasta 0,125
ng/mL. Establecer el intervalo de concentracion para curva estandar mediante
el coeficiente de variacion (CV) para cada nivel de concentracion.

Se calculo el coeficiente de variacion (CV) para cada nivel de concentracion.

Exactitud

Se ensayaron 3 niveles de concentracién, bajo, medio y alto. Las soluciones
se prepararon como a continuacion se indica:

1. Alto. Se tomaron 20,0 pL de la solucion stock y colocaron en un tubo
conico de 2 mL que contenia 1 mL placebo analitico y se homogenizo.
La solucion final tuvo una concentracion de 10 ng/mL de IL-2.

1. Medio. Se tomaron 16,0 pL de la solucién stock y colocaron en un tubo
conico de 2 mL que contenia 1 mL de placebo analitico y se
homogenizo6. La solucién final tuvo una concentracion de 8 ng/mL de
IL-2.

2. Bajo. Se tomaron 12,0 pL de la solucién stock y colocaron en un tubo
cénico de 2 mL que contenia 1 mL de placebo analitico y se
homogeniz6. La solucion final tuvo una concentracion de 6 ng/mL de
IL-2.

El andlisis se realizo por sextuplicado para los niveles de concentracion bajo,
medio y alto.

Se calculé la media aritmética y el coeficiente de variacion (CV) del porcentaje
de recobro para cada nivel de concentracion.
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Repetibilidad

Se ensayaron 3 niveles de concentracion, bajo, medio y alto. Los niveles de
concentracion se prepararon como a continuacion se indica:

1. Alto. Se tomaron 20,0 pL de la solucién stock y colocaron en un tubo
conico de 2 mL que contenia 1 mL placebo analitico y se homogenizo.
La solucién final tuvo una concentracién de 10 ng/mL de IL-2.

2. Medio. Se tomaron 16,0 uL de la solucién stock y colocaron en un tubo
conico de 2 mL que contenia 1 mL de placebo analitico y se
homogeniz6. La solucién final tuvo una concentracion de 8 ng/mL de
IL-2.

3. Bajo. Se tomaron 12,0 uL de la solucién stock y colocaron en un tubo
conico de 2 mL que contenia 1 mL de placebo analitico y se
homogeniz6. La solucion final tuvo una concentracion de 6 ng/mL de
IL-2.

El andlisis se realizé por sextuplicado para cada nivel de concentracion.

Se calculé el coeficiente de variacion (CV) del porcentaje de recobro para cada
nivel de concentracion.

Precision intermedia
Para realizar esta prueba se preparo la siguiente solucion:
1. Se tomaron 12,0 uL de la solucién stock y colocaron en un tubo conico

de 2 mL que contenia 1 mL de placebo analitico y se homogenizé. La
solucion final tuvo una concentracion de 6 ng/mL de IL-2.

El analisis se realizd por sextuplicado por 2 analistas diferentes en 2 dias
diferentes de acuerdo al procedimiento de valoracion.

Se calcul6 la media aritmética (y), desviacion estandar (S) y el coeficiente de
variacion (CV) de la potencia utilizando todos los resultados.
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Estabilidad analitica de la muestra

Para determinar la estabilidad analitica de la muestra se procedié a preparar
las siguientes muestras como a continuacion se indica:

1. Setomaron 12,0 uL de la solucién stock y colocaron en un tubo cénico
de 2 mL que contenia 1 mL de placebo analitico y se homogenizoé. La
solucion final tuvo una concentracion de 6 ng/mL de IL-2.

Las muestras se almacenaron en un tubo de polipropileno a 25 °C durante una
y dos horas. El andlisis se realizé por sextuplicado de acuerdo al procedimiento
de valoracion.

Se calcul6 la media aritmética (y) de la potencia y la diferencia absoluta de la
media aritmética de cada condicion de almacenaje respecto de la media
aritmética del analisis inicial (condicion normal).

Robustez

Para este parametro se utiliz6 una pipeta de capacidad y marca diferente
(Rainin® 200 plL) para adicionar los anticuerpos a la inmunoplaca.

Las muestras se analizaron por sextuplicado y se report6 la concentracion del
analito, para las muestras de condicion normal de operacion y para las
muestras en la condiciones de operacion diferente, expresadas como
porcentaje.

Se calculé la media aritmética de la condicion normal de operacion (y,), la
media aritmética para cada condicion de operacion diferente a la condicion
normal (y;) y se determind la diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicion respecto a la condicion normal [d4].
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Los resultados deben expresarse como se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Parametros de desempefio y criterios de aceptacion.

Parametro Criterios de aceptacion
. La respuesta del método Unicamente debe ser
Especificidad : 21
debida al analito.”".
o r’z 0,95
Linealidad

Intervalo de concentracion

Exactitud

Estabilidad analitica de la

muestra
L Repetibilidad
Precision
Precision
intermedia

Limite de cuantificacion

Limite de deteccion

Robustez

IC(B1), no debe incluir el cero.?* ¥

CV< 15%, para cada nivel de concentracion. CV<
20% en el limite de cuantificacién.?? *°

y del porcentaje de recobro debe ser £15%, para
la concentracién baja, media y alta.*

|d|< 5%.%

El CV del porcentaje de recobro para cada nivel
de concentracién debe ser < 15% *°

CV < 15%.21%0

r’= 0,95

IC (B1), no debe incluir el cero.”* %
r’= 0,95

IC(B1), no debe incluir el cero.?" %2
|d|< 5%.7

Fabricacién de suspension inyectable de nanoacarreadores con IL-2.*8

1. Se pesd con exactitud aproximadamente 30 mmoles de espermidin
colesterol y se colocaron en un tubo de ensayo de 13x100 mm,
previamente esterilizado.

2. Se agregaron 30 mmoles de fosfatidilcolina al tubo de ensayo, con
ayuda de una microjeringa de 100 pL.

3. Con ayuda de una micropipeta de 1000 uL, se agregaron 3 mL de
cloroformo a la mezcla de lipidos. Se agité hasta observar una solucién.

4. La solucién se separ6 en tres tubos de ensayo de 13x100 mm estériles.
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Se evapor6 el disolvente mediante una corriente de nitrégeno.

A cada tubo se le agregd IL-2 a 100 Ul/mL de producto final diluida en
un maximo de 700 pL de PBS.

Cada tubo se sonico en 3 ciclos de 5 segundos, con descanso de 10
segundos entre cada ciclo.

Se procedié a colocar la solucién de lipidos, contenida en cada tubo, en
un tubo de ensayo de 13x100 mm estéril.

Se sonicé nuevamente, en 3 ciclos de 5 segundos, con descanso de 10
segundos entre cada ciclo.

10. La solucién se dividio en dos tubos conicos de polipropileno de 1,5 mL,

llenandolos a su maxima capacidad con PBS.

11.EIl contenido de los tubos cénicos de 1,5 mL se ultracentrifugé a 40 000

rpm durante 40 minutos. Se elimino el sobrenadante y se resuspendio
en PBS.

12. Se trasvaso la solucion de los 2 tubos a un tubo de polipropileno de 50

mL y se agregd PBS cbp 40 mL.

13. El producto final se acondiciond, con ayuda del dispensador multiple, en

frasco vial de 2,0 mL con tapén de neopreno y casquillo de aluminio,
previamente esterilizados, en presencia de nitrégeno.

Cuantificaciéon de IL-2, total y expuesta, en el sistema nanoacarreador
mediante técnica de ELISA (técnica estandarizada)

Preparacion de la muestra:

Cuantificacién de IL-2 total. Se tom6 1 mL de la solucién inyectable de
nanoacarreadores que contienen IL-2. Se coloco en un tubo coénico de 2
mL, se le adicionaron 100 pL de solucion triton y se homogenizo.

Cuantificacién de IL-2 expuesta. Se tom6 1 mL de la solucién
inyectable de nanoacarreadores que contienen IL-2 y se coloc6 en un
tubo conico de 2 mL.
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Para cuantificar la IL-2 expuesta y contenida se realiz6 el siguiente
procedimiento:

1.

Se transfirieron 100 pL/pozo del anticuerpo de captura a una placa de
ELISA. La placa se sell6 con papel Parafim® e incub6 a 5 °C + 2
durante 24 hrs.

Se aspir6 el contenido de cada pozo y se adicionaron 300 pL de buffer
de lavado con ayuda del dispensador multiple. El proceso se repitié dos
veces mas para un total de 3 lavados. Después del ultimo lavado, se
removid el remanente de buffer de lavado por aspiracion e inversion de
la placa. Secar con una toalla de papel limpia.

Se adicionaron 50 pL/pozo de solucion de PVP, para bloguear. Se
incub6 a 5 °C +2 durante una hora. Se repiti0 el proceso de
lavado/aspirado descrito en el paso dos.

Se adicionaron 100 pL/pozo de la muestra. Para homogenizar se golpe6
suavemente el marco de la placa durante un min. Se cubrié la placa con
papel Parafilm® nuevo y se incubo por 24 horas a 5 °C + 2. Se repiti6 el
proceso de lavado/aspirado descrito en el paso 2.

Se adicionaron 100 pL/pozo del anticuerpo de deteccion. Se
homogenizo golpeando suavemente el borde de la placa y se cubrié con
papel Parafiim® nuevo. La placa se incubd por dos horas a temperatura
ambiente. Se repiti6 el proceso de lavado/aspirado descrito en el paso 2.

Se adicionaron 100 plL/pozo de estreptavidina HRP. Para homogenizar
se golped suavemente el marco de la placa durante 1 min. Se cubrié la
placa con Parafiim® y se incub6 por 20 min a 5 °C + 2. Se repiti6 el
proceso de lavado/aspirado descrito en el paso 2.

Se adicionaron 100 pL/pozo de solucion sustrato. Se incub6é 30 minutos
a temperatura ambiente., evitando colocar la placa a luz directa.

Se adicionaron 50 pL/pozo de solucion stop. Se homogeniz6 golpeando
suavemente el borde de la placa y se cubri6 con papel Parafim®.

Se determind la densidad éptica de cada pozo a 450 nm y 570 nm,
dentro de 30 minutos, en un lector de ELISA EL.800 (ver Figura 11). Se
resto la densidad Optica obtenida a 570 nm a 450 nm (450 nm — 570 nm)
para eliminar las imperfecciones opticas de la placa. Lecturas realizadas
directamente a 450 nm sin correccién de lectura pueden ser menos
exactas.

10.Los resultados se expresaron una vez realizada la correccion de

lecturas.
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RESULTADOS

Validacién de la técnica de ELISA para cuantificar IL-2 en el sistema
nanoacarreador

Especificidad

Con el fin de determinar si los componentes presentes en el placebo analitico
provocan una interferencia en la respuesta analitica, se ensayaron bajo las
mismas condiciones las siguientes muestras: PBS, placebo analitico, placebo
adicionado y PBS adicionado con IL-2. Los resultados indicaron que no existe
interferencia por parte de los componentes presentes en la matriz, por lo tanto
la respuesta analitica se debe Unicamente al analito. (Tablas 5y 6).

Tabla 5. Respuesta analitica del PBS — Respuesta placebo analitico.

Absorbancia
PBS Placebo
analitico
0.055 0.103
0.070 0.105
0.064 0.120
0.069 0.127
0.068 0.101
0.067 0.086

Media aritmética 0.066 0.107
Varianza 3.07x10° 2,13x10™
Desv. Estandar 0.0055 0.0146
n 6 6

HO: pa = Has+x; Ma + Hasx =0
Ha: pa # Pasx; Ma + Hasx # 0
a=0,05 ta2, n1+n2-2)= - 2,4728 ta-ai2, n1+n2-2) = 2,4728

S; =0,010071 Sp = 0,10035 t=-0,7163

No existe evidencia suficiente para rechazar Ho con un valor de confianza del
95,0%. Por lo tanto, no existe interferencia por parte de los componentes
presentes en la matriz.
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Tabla 6. Respuesta analitica de PBS-IL-2

Absorbancia
PBS- IL-2 Placebo

adicionado
0,887 0,890
0,834 0,830
0,834 0,779
0,868 0,826
0,829 0,789
0,826 0,832
Media aritmética 0,845 0,824
Varianza 4,82x10"  1,54x10°
Desv. Estandar 0.0219 0.03927
n 6 6
S§= 0,03061 Sp =0,1749 t=0,2013

No existe evidencia suficiente para rechazar Ho con un valor de confianza del
95,0%. Por lo tanto, la respuesta del método se debe Unicamente al analito.

Linealidad/Intervalo de concentracion.

Para evaluar si la curva estandar a utilizar presenta un comportamiento
proporcional entre la respuesta analitica y la concentracion del analito, se uso
un intervalo de concentracion de 0 a 12 ng/mL por alicuotas independientes.
Los resultados muestran que existe un comportamiento lineal en el intervalo de
concentracion establecido. (Tabla 7 y Figura 10)
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Tabla 7. Concentracion del analito — Respuesta analitica (abs)

Concentracion  Media Desviacion C.V. %
(ng/mL) aritmética  estandar

12 0.887 0.05 5.43
10 0.763 0.02 2.44

8 0.696 0.02 2.92

6 0.575 0.06 9.76

4 0.499 0.02 4.16
0.5 0.082 0.02 12.81
0.25 0.093 0.01 6.88
0.125 0.032 0.01 15.18

1.000
0.900
0.800
0.700
0.600
0.500
0.400
0.300
0.200
0.100
0.000

Abs

Curva estandar de IL-2

1 ®
y =0.0705x + 0.0974
1 R2=0.9624
T’ T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Conc. ng/mL

Figura. 10. Curva estandar de IL-2. Se utilizé un intervalo de concentracion de
0 a 12 ng/ mL. Pendiente (b1)= 0.0705 Interseccién (bg) = 0.0974 r* = 0.9624
IC(B1) = 0.010, 0.134. El intervalo no incluye al cero. El método es lineal en un
intervalo de concentracion de 0,125 a 12,0 ng/mL.
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Exactitud y repetibilidad

Con la finalidad de evaluar si el método es capaz de proporcionar resultados
acordes a la cantidad adicionada del analito con respecto a la cantidad de
referencia, asi como de ofrecer precision intraensayo; se evaluaron tres niveles
de concentracion bajo las mismas condiciones. Los resultados indicaron que
existe precision intraensayo y exactitud en los tres niveles de concentracion
(tabla 8).

Tabla 8. Promedio cantidad adicionada-Promedio cantidad recuperada-
Promedio % de recobro

Promedio Promedio

. . Promedio
Concentracion ca.ntlldad cantidad % de S % CV
adicionada  recuperada recobro
(ng/mL) (ng/mL)
Alta 9.80 9.08 92.67 2.69 2.90
Media 7.84 8.43 107.58 11.15 10.36
Baja 5.90 7.11 120.43 12.07 10.02

La media aritmética para el % de recobro difiere en menos del + 15% para la
concentracion alta y media. EI CV para el porcentaje de recobro en las
concentraciones baja, media y alta es menor a =+ 15%.
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Precision intermedia

Para determinar que el método mantiene su capacidad de proporcionar
resultados confiables al utilizarlo en diferentes dias y por diferentes analistas,
se evaluo la precision inter-ensayo mediante su realizacién por dos analistas en
diferentes dias en un nivel de concentracion. Los resultados indican que existe
precision intermedia (tabla 9).

Tabla 9. Absorbancia del analito a una concentracién de 6,0 ng/mL.

Analista

1 2

0.762 0.731

0.734 0.814

1 0.695 0.530

0.831 0.790

0.728 0.779

o 0.816 0.741

a 0.756 0.770

0.736 0.740

5 0.787 0.770

0.788 0.788

0.835 0.790

0.801 0.829
Promedio 0.764
S 0.06
% CV 8.11

El coeficiente de variacion obtenido es menor al 15%, por lo que el método
presenta precision intermedia.
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Estabilidad analitica

A fin de determinar si el analito mantiene sus caracteristicas quimicas en un
intervalo de tiempo equivalente al de su analisis, se evallo su estabilidad
durante una y dos horas a una temperatura de 25°C. Los resultados
confirmaron que el analito mantiene su concentracion inalterada durante dos
horas (Tabla 10).

Tabla 10. Concentracion del analito en ng/mL.

Tiempo de

Muestra Inicial almacenamignto a
(Yo) temperatura ambiente (25°)
1 hora 2 horas
1 7.697 8.417 8.417
2 7.462 8.458 9.275
3 7.697 9.123 8.348
4 7.005 9.040 9.538
5 7.393 9.704 8.666
6 7.310 10.548 10.701
7 6.742 8.874 9.441
Promedio 7.330 9.166 9.198
% d1, d2 1.84 1.87

El valor de d1 y d2 no exceden el 5%, por tanto el analito es estable durante
dos horas.

Limite de cuantificacion y limite de deteccion.

Para establecer la cantidad minima del analito que puede ser cuantificada con
exactitud, asi como la que puede ser detectada, se determino el limite de
cuantificacion y deteccion mediante la curva de calibracion basada en la
desviacion estandar de los blancos. Se establecio el limite de cuantificacion en
0.166 ng/mL y el de deteccién en 0.055 ng/mL (tabla 11y 12).
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Tabla 11. Cantidad adicionada (x)- Respuesta analitica (y).

Placebo
analitico x (ng/mL) y (abs)
adicionado
1 0.50 0.299
2 0.50 0.291
3 0.25 0.227
4 0.25 0.227
5 0.25 0.215
6 0.125 0.168
7 0.125 0.160
8 0.125 0.161
9 0.125 0.170
b; =0.3473
r’ =0.9724
by =0.1263
Sy = 0.0096
Sy = 0.0221
a=0.05

IC(B1) = 0.2950, 0.3997. El intervalo no incluye el cero.

Tabla 12. Placebo analitico-Respuesta analitica.

Placebo .
analitico y (Absorbancia)
1 0.043
2 0.040
3 0.040
4 0.039
5 0.039
6 0.040
7 0.041
8 0.057
9 0.039
Sy =0.3780
Sy? = 0.0161
n=9
Sb = 0.0058

LD = (3.3x0.0058)/0.3473 = 0.055 ng/mL

LC = (10x0.0058)/0.3473 = 0.166 ng/mL
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Robustez

Por dltimo, con el propédsito de mostrar que el método mantiene su capacidad
de proporcionar resultados confiables al hacer un cambio pequefio pero
deliberado en su uso, se utilizo una micropipeta de capacidad y marca diferente
para adicionar el analito. El resultado indico que el método es robusto para el
cambio de instrumento de medicion (tabla 13).

Tabla 13. Robustez al cambio de capacidad y
marca de pipeta para adicionar el analito.

Con ng/mL
Muestra Y1 N(())r/:;al

1 10.216 9.247
2 10.244 8.860
3 9.912 8.320
4 9.926 10.202
5 9.815 8.777

6 9.870 9.995
Promedio 9.997 9.234
d; 0.76

Figura 11. Inmunoplaca con la curva estandar de IL-2.
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Determinacion de la potencia de IL-2, expuesta y total.

Para cuantificar la cantidad de IL-2 que se encuentra expuesta en la superficie
del sistema nanoacarreador, asi como la presente en el interior, se determino la
potencia en Ul/mL de una muestra de la suspensién, mediante la evaluacion
del analito en presencia y ausencia de un detergente capaz de disolver el
sistema nanoacarreador. Los resultados indicaron que la potencia total
promedio es de 91.99 Ul/mL, de las cuales 44.16 estadn disponibles en la
superficie del sistema.

Tabla 14. Potencia de IL-2 en el sistema nanoacarreador.

En Ul/mL Total Expuesta

90.44 37.30
93.76 39.29
91.77 55.90

Promedio 91.99 44.16
S 1.67 10.21
% CV 1.82 23.13

Una vez concluida la validacion del bioensayo, con la que se pretendio
demostrar que el método es capaz de proporcionar resultados con un alto
grado de certeza y reproducibilidad y en la que se demostré el cumplimiento
satisfactorio de los siguientes parametros: especificidad, linealidad, intervalo,
exactitud, estabilidad analitica de la muestra, repetibilidad, precisién intermedia,
limite de cuantificacion y deteccién y robustez, se presenta el resumen de
validacion (tabla 15); donde se pone de manifiesto los resultados,
especificaciones y conformidad con los resultados.
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Tabla 15. Resumen de validacion.

Pardmetro Resultado Especificacion Dictamen
La respuesta del La' respuesta del
o método se  debe metodo
Especificidad Unicamente al analito Unicamente debe Cumple
ser debida al
analito.”*
2 _
r-=0.9624 |’22 0,95
Linealidad IC (B,) = 0.010, 0.134.  IC(B4), no debe Cumple
El intervalo no incluye incluir el cero.
al cero. %
El intervalo de CV=15%,en
concentracion se cadanivel de
Intervalo de establece de 0.125 a concentoracmn. Cumple
concentracion 12.0 ng/mL CV=20% en el
' ' limite de
cuantificacion.?* %
) y del porcentaje
Baja: 120.43% de recobro debe Cumple para

Exactitud

Estabilidad analitica de

la muestra
Repetibilidad
Precision
Precision
intermedia

Limite de cuantificacion

Limite de deteccién

Robustez

Media: 107.58%
Alta: 92.67%

d,=1.84%
d,=1.87%

Baja CV =10.02%
Media CV =10.36%
Alta CV = 2,90%

CV=811%

r’z 0,9724

IC(B4), 0.2950, 0.3997
LC =0.166 ng/mL

r’> 0,9724
IC(B4), 0.2950, 0.3997
LD = 0.055 ng/mL

|d|=0.76%

ser £15%, para la
concentracién
baja, media 'y
alta.

|d|= 5%.2!

CV del porcentaje
de recobro para
cada nivel de
concentracién
debe ser < 15%.%

CV < 15%.24%0

r’> 0,95
IC (B1), no debe

incluir el cero.?®
22

r’> 0,95
IC (B1), no debe

incluir el cero.?®
22

|d|< 5%.%

los niveles de
concentracion
media y alta

Cumple para d;
Yy d2.

Cumple para

los niveles de

concentracién

baja, mediay
alta.

Cumple

Cumple

Cumple

Cumple
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DISCUSION DE RESULTADOS

La introduccién de nuevos ensayos desarrollados por el laboratorio, para su
propio uso, debe realizarse con base a actividades planificadas por personal
calificado que cuente con los recursos necesarios y Si es preciso, las
actividades deben ser actualizadas a medida que se avanza en el desarrollo
del método.

En este contexto, se ha demostrado que el desarrollo de inmunoensayos
permite detectar y/o cuantificar pequefias cantidades de un analito presente en
una muestra o matriz biolégica, por tanto, representan una alternativa lo
suficientemente ventajosa, frente a otras técnicas, debido a su alta sensibilidad
y especificidad. Sin embargo, al hacer uso de una metodologia no normalizada
fue necesario recurrir a la validacion con la finalidad de confirmar, a traves de
pruebas de laboratorio y evidencias objetivas, que el bioensayo desarrollado
cumple con requisitos particulares para los cuales fue disefado.

Una de las mayores ventajas que se obtiene al desarrollar un bioensayo,
basado en la actividad enzimatica, es su sencillez, ya que no se requiere de
equipos sumamente sofisticados para llevarlos a cabo. De igual manera, su
versatilidad permite que pueda aplicarse para detectar/cuantificar un analito de
interés en un sin niumero de aplicaciones. Por tanto, al desarrollar un bioensayo
capaz de cuantificar IL-2 contenida y expuesta en un sistema nanoacarreador,
su aplicacion dentro del Laboratorio de Oncologia Celular se podra ampliar, no
sOlo para determinar la estabilidad quimica de dicho sistema, sino que podra
utilizarse en la deteccion/cuantificacion de IL-2 en sueros, tejidos u 6rganos, en
los que se tenga interés por estudiar la distribucion o presencia de dicha
citocina, tanto en experimentos in vivo como in vitro.

El uso de disefios matriciales para ensayar diversos parametros en una sola
determinacion, hizo posible desarrollar el bioensayo para cuantificar la potencia
de la IL-2 de una manera mas rapida, sencilla y barata, ya que se pudo reducir
el uso de reactivos y al mismo tiempo, se pudieron obtener resultados
confiables en poco tiempo, lo cual representé un ahorro en la adquisicion de
reactivos y materiales, lo que se ve traducido en un ahorro significativo de
capital, ya que no se utilizé el kit distribuido por el fabricante, lo que redujo
costos en la adquisicion de insumos.

La optimizacion del método permitié reducir costos, pero de igual manera,
reducir el tiempo de horas/hombre para llevar a cabo la experimentacion, sin
gque se viera comprometida la confiabilidad de los resultados. Ya que se
lograron reducir el nimero de lavados y la cantidad de buffer de lavado para los
mismos, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
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Es bien sabido que una gama de factores determinan la exactitud y
confiabilidad de los ensayos realizados en el laboratorio, como lo son: el factor
humano, instalaciones, condiciones ambientales, equipos, muestreo y manejo
de muestras. Por este motivo se recurrio a la validacion, en donde encontramos
lo siguiente.

Entre los parametros de desempeiio a estudiar en un validacién se encuentra
la especificidad, ya que nos da razon si el método es capaz de
detectar/cuantificar tnicamente al analito, sin interferencias debido a los demas
componentes presentes en la muestra. Para demostrar que esto se cumple, se
recurrid a realizar una prueba t de Student, con un nivel de significancia
a=0,05, en la que encontramos que el valor obtenido de t= 0,2013 se encuentra
dentro del intervalo de confianza, -2,4728 — 2,4728, con la cual podemos inferir,
al no rechazar la hipotesis nula, que la respuesta del método se debe
Unicamente al analito. Por tanto, el método es especifico, que es una
caracteristica esencial de los ensayos inmunoenzimaticos.

Al evaluar la linealidad del método, encontramos un coeficiente de
determinacién r’= 0,9624 y un IC(8,) = 0.010, 0.134, con lo cual podemos
inferir que el método tiene la habilidad de proporcionar resultados confiables
proporcionales a la concentracion del analito. Aunado a esto, se observa que
el CV de variacion para cada nivel de concentracion es menor al 15%, por lo
que el intervalo de concentracion se establece de 0,125 a 12,0 ng/mL.

Con el fin comprobar si el método proporciona resultados precisos, se procedio
a evaluar la repetibilidad y precision intermedia. Para la primera, se ensayaron
3 niveles de concentracion en los que se encontré que el CV es menor al 15%,
lo que significa que el método presenta precision intra-ensayo. En cuanto a la
precision intermedia, sOlo se evalué un nivel de concentracion, por dos
diferentes analistas en distintos dias, obteniéndose un CV= 8,11%, lo que
sugiere precision inter-ensayo. Con base a esto, podemos inferir que existe
concordancia entre los resultados obtenidos cuando el andlisis se realiza a
diferentes concentraciones, por analistas diferentes y en dias diferentes.

Otro parametro dentro de la validacion es la exactitud, en la que encontramos
que el valor promedio para el % de recobro es menor al +15% para la
concentracion alta y media. Sin embargo, para la concentracién baja
encontramos un valor de 120,43%, que es superior al +15%, lo que supone un
mal manejo o toma de muestra, al momento de pipetear la IL-2 y colocarla en el
placebo analitico, que se refleja como un valor mayor obtenido con respecto al
valor de referencia. Aungue esto, no supone la falta de exactitud del método, ya
gue de acuerdo con la ICH Q2(R1), la exactitud se puede inferir una vez que la
linealidad, precision y especificidad se hayan establecido.

De acuerdo con los resultados obtenidos al evaluar la estabilidad analitica de la
muestra, encontramos que no existe diferencia significativa en la potencia del
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analito, con un valor de d1 y d2 menor al 5%, al almacenarse por 1y 2 horas a
25 °C. Lo que evidencia, que la potencia de la IL-2 no se ve comprometida
desde la toma de muestra hasta el analisis de la misma.

Anteriormente se menciond que el CV para cada nivel de concentracion no
excede el 15%. Dicho esto, y al observar el CV para las concentraciones mas
bajas, que corresponden a 0,125 y 0,25 ng/mL, encontramos valores de 6,88 y
15,18% respectivamente, 10 que supone que aun no se ha alcanzado el limite
de cuantificacién y deteccion. Para corroborar lo dicho, se procedié a calcular
el LC y LD con base en la curva de calibracién y la desviacion estandar de los
blancos, estableciéndose el LC a 0,166 ng/mL y el LD a 0,055 ng/mL, con lo
cual se confirma la alta sensibilidad que presentan los inmunoensayos.

Debido a que el método sera utilizado por amplia gama de analistas y en un
determinado caso en otros equipos, debe ser capaz de proporcionar datos
fiables, por tanto debe ser lo suficientemente robusto, con lo cual se garantiza
gue el método no pierda su eficacia durante su uso. En este contexto, se
demuestra que el método es capaz de proporcionar resultados confiables
cuando se cuenta con instrumentos de funcién similar, aunque no
necesariamente del mismo fabricante.

Por lo tanto, una vez concluida la etapa de validacion, se determina con un alto
grado de confianza, que la potencia de la IL-2 contenida (total) en el sistema
nanoacarreador es de 91,99 Ul/mL, que difiere en 8,01 Ul/mL con respecto al
valor teorico. De igual manera, se determiné que la potencia de la IL-2
expuesta en la superficie del sistema nanoacarreador es de 44,16 Ul/mL, sin
embargo es importante mencionar que el %CV es superior al 15%, lo que
sugiere que existe una variacion significativa en el tamafio del sistema
nanoacarreador. Estos resultados evidencian que el bioensayo esta
debidamente desarrollado para satisfacer los requisitos para los que fue
disefiado, que es la cuantificacion de IL-2 contenida en liposomas.
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CONCLUSIONES

Se validé el bioensayo, basado en la técnica de ELISA, para cuantificar IL-2,
sustentado en un cumplimiento satisfactorio de los parametros de validacion de
métodos bioanaliticos.

El uso de disefios matriciales permitié optimizar y estandarizar la técnica de
ELISA para cuantificar IL-2 en el sistema nanoacarreador, manteniendo la
confiabilidad de los resultados.

Se logro desarrollar un bioensayo que permite cuantificar la IL-2 contenida y/o
expuesta en un sistema nanoacarreador.

Con el presente trabajo se impulsé el desarrollo de productos biotecnolégicos,
especialmente formulados en forma nanoestructurada, que provean una mejora
en el tiempo de vida media, termoestabilidad, solubilidad, seguridad y eficacia
en los productos farmacéuticos antineoplasicos.
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ANEXO. FORMULARIO

1. Media aritmética.

Xy

=

2. Desviacion estandar.

G nXy?) — Qy)?
B nn—1)

3. Coeficiente de variacion.

S
CV ==x100
y
4. Pendiente
" _nYxy—XxXy
L7 nYyx?— (Xx)?

n= nimero de mediciones (concentracion — respuesta analitica)

5. Intervalo de confianza para la pendiente

n—2

_JZyZ—blzxy—bOZy
Sy, =

IC(B1)=to,975,n-1Sb1.

6. Intercepcion (ordenada al origen)

b, = Xy —b Xx
n
7. Coeficiente de determinacion
, (nExy) - EOE )’

T T AE) - C02) -y - O y)?
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8. Porcentaje de recobro.

X
% de recobro = ;x 100

9. Intervalo de confianza para media poblacional

S
IC(w) =y * toosn-1 Jn

n=NUmero de recobros.

10. Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion respecto a
la condicién normal.

ldy| = ¥1 — Yo
11.Limite de deteccidn.
33 XS
LD = b—lb
12. Limite de cuantificacion.
_ 10 xS,
b,

13. Varianza muestral.

_ 5§n, — 1)+ 53(n; — 1)
N Ny +1g — 2

T e

14.Desviacion estandar muestral.

S, = |S2
15.t de Student.
. (X1 — X;) — do
S+
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