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Se establecié y validé un ELISA para la cuantificacion del Interferén alfa 2b humano recombinante en el Ingrediente
Farmacéutico Activo, definiéndose los criterios de validez del ensayo y basado en el cumplimiento de las Buenas
Practicas de Laboratorio. Se evaluaron los parametros de: linealidad, especificidad, exactitud, rango, precision y
robustez. El ensayo establecido resulté especifico, con una exactitud entre 84,3% y 102,4%, se demostrd un
ajuste cuadratico y un rango de trabajo entre 1y 10 ng/mL; la repetibilidad y la precision intermedia mostraron
coeficientes de variacion inferiores al 10% y 20% respectivamente, y se comprobd la robustez del método con
respecto al efecto borde y la estabilidad de las soluciones.
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Introduccion

Con el desarrollo de la industria biofarmacéutica y la
obtencién de nuevos productos por la tecnologia del ADN
recombinante, con aplicaciones en el campo de la salud
humana y animal, se requiere del empleo de métodos de
control de la calidad exactos, reproducibles y confiables, ya
que la informacién brindada por éstos servira de base para
tomar decisiones sobre la seguridad y eficacia de dichos
productos.

Los ensayos inmunoenzimaticos tipo ELISA (del inglés
“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”), son empleados
actualmente en el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB) para el control de la calidad de
productos biofarmacéuticos obtenidos por la via del ADN
recombinante, especificamente para la cuantificacion e
identificacién de la proteina de interés en muestras de
Ingredientes Farmacéuticos Activos (IFA) y Producto
Terminado (PT). Estos ensayos se caracterizan por una alta
sensibilidad y reproducibilidad, ademas de tener como
ventaja respecto a los métodos fisico-quimicos su alta
especificidad, basado precisamente en la naturaleza de los
enlaces antigeno-anticuerpo (1).

La validacién de estas técnicas analiticas se hace necesaria
para garantizar que se cumplan los requisitos para las
aplicaciones deseadas, ya que en la industria farmacéutica
es imprescindible contar con ensayos que garanticen la
obtencién de resultados confiables.

El Interferén alfa 2b humano recombinante es un importante
modificador de la respuesta bioldgica y tiene efectos antiviral,
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antiproliferativo e inmunomodulador. Se puede emplear como
droga Unica o combinada con otros inmunoterapéuticos,
como pudieran ser los candidatos vacunales que se
encuentran en desarrollo. Se ha comprobado que ofrece una
respuesta excelente a las enfermedades virales
inmunoldgicas y neoplasias, ademas de mostrar un efecto
antifibrético.

En este trabajo se presenta el establecimiento y la validacion
de un ELISA para la cuantificacién del Interferén alfa 2b
humano recombinante (IFN alfa 2b hu-rec) en el IFA, basado
en el cumplimiento de las Buenas Practicas de Laboratorio
(BPL) (2).

Materiales y Métodos
Reactivos bioldgicos

Los Anticuerpos Monoclonales (AcM) CB-IFN 2.3y CB - IFN
2.4 -PRP contra el IFN alfa 2b hu-rec, empleados como
recubrimiento de las placas de ELISA y como conjugado
respectivamente, fueron suministrados por el CIGB de Sancti
Spiritus y se titularon segun el Procedimiento Patrén de
Operacion 4.09.036.91 (3).

El Material de Referencia (MR) de trabajo para el IFN alfa 2b
hu-rec, empleado como curva de calibracién del ensayo, fue
elaborado y suministrado por el Grupo de Estabilidad y
Materiales de Referencia de la Direccién de Control de la
Calidad. Se prepard una curva patrén con el MR, a partir de
su concentracion certificada, para obtener las
concentraciones de 10, 5, 2, 1, y 0,5 ng/mL, cubriendo el
rango de trabajo establecido, con una réplica por cada
concentracion.



Se utilizé como control positivo un IFA de IFN alfa 2b hu-rec
proveniente de un lote productivo y se determiné el valor de
concentracion de esta muestra, el rango de trabajo como la
X = 2 DE) y el coeficiente de variacién (CV), a partir de los
valores promedios de concentraciéon obtenidos en 25
determinaciones interensayo.

Establecimiento del método

El ensayo fue adecuado en el Laboratorio de Inmunoquimica
de la Direccion de Control de la Calidad para la cuantificacion
del IFN alfa 2b hu-rec en muestras de IFA, y consiste en un
ELISA tipo “Sandwich” que utiliza dos anticuerpos
monoclonales, cada uno de los cuales reconoce a la molécula
por sitios diferentes. El IFN alfa contenido en la muestra es
capturado en un primer tiempo por el AcM CB.IFN 2.3
acoplado a la fase sélida, y el segundo anticuerpo conjugado
ala enzima peroxidasa (AcM CB.IFN 2.4) reconoce al IFN alfa
en un segundo tiempo, permitiéndole adquirir la capacidad
de transformar un sustrato especifico que es un indicador de
la concentracion analitica original de la muestra. La intensidad
del color es proporcional a la cantidad de moléculas de IFN
alfa presentes en la muestra.

Las placas de microtitulacién de 96 pocillos (MaxiSorp, Nunc)
se recubrieron a la concentraciéon de 10 ug/mL (100 uL/pozo),
con el AcM CB - IFN 2.3 diluido en tamp6n de recubrimiento
(carbonato-bicarbonato de sodio 0,1M, pH 9,6) y se incubaron
a 37 °C durante 3 h. Los pocillos se lavaron dos veces con
solucién de Tween-20 al 0,05% (Merck). Las muestras, el MR
y el control positivo se aplicaron (100 uL/ pozo) diluidos en
tampoén del ensayo (leche descremada (Oxoid) al 0,5% en
Solucién Salina Tamponada con Fosfatos (SSTF) 1X (KH,PO,
0,168 mM; Na,HPO, 8,45 mM; KCI 2,61 mM y NaCl 0,137 mM,
pH 7,2). Después de incubar las placas durante 30 min a
37 °C, se realizaron cinco lavados con la solucion de Tween-
20 al 0,05%.

Se adicion6 el AcM conjugado (CB-IFN 2.4-PRP) diluido
1:80000 en el tampdn del ensayo y se dejo reaccionar durante
40 min a 37 °C, protegiendo las placas de la luz. Después de
ocho lavados, la reaccién fue revelada con 100 uL por pozo
de Ortofenilendiamina (OPD) (Merck) al 0,04% como sustrato,
y en tampén citrato (pH 5,5) con 0,04% de peroxido de
hidrégeno. La reaccioén transcurrié en la oscuridad entre 10y
20 min y se detuvo ahnadiendo 50 uL por pocillo de una
solucién de H,SO, 2M (Merck). La lectura de las absorbancias
se realiz6 a 492 nm en un lector de microplacas (SUMA, PR-
621, Centro de Inmunoensayo).

Para el procesamiento de los resultados se empleé una hoja
de calculo en Excel. Se determinaron los valores de
concentracién de cada punto de la curva de calibracién a
partir de las absorbancias obtenidas y se obtuvo un ajuste
cuadratico a partir de la ecuacién y = a + bx + cx? La
concentracion de las muestras y del control positivo se calculd
a partir de los valores de absorbancias obtenidos.

Los resultados del programa se expresan en ng/mL, y se
promedian los valores de concentraciones obtenidos cuyas
absorbancias se encuentren dentro del rango de la curva de
calibracion, y que su CV intraensayo sea inferior al 10%.

Validacion

La validacion del ELISA se realiz6 siguiendo lo planteado en
la Regulacion No. 41-2007 del CECMED (4), y laICH Q2 (R1)
(5), definiéndose los parametros a estudiar de acuerdo con
la clasificacién a que pertenece el método: “Métodos de
contenido o potencia”.

La linealidad se estudi6 relacionando las respuestas
(absorbancias) con la concentracion del analito. Se determiné
la ecuacion del mejor ajuste, y el coeficiente de determinacion
de la regresion (R?), el que debe ser > 0,98. Se utiliz6 una
hoja de calculo en Excel, empleando el modeloy = a + bx +
cx?y el método de los minimos cuadrados.

La especificidad del ensayo se estudié evaluando si éste era
capaz de discriminar la presencia del IFN alfa 2b hu-rec en
una matriz resultante del mismo proceso de produccién pero
sin la presencia de dicha proteina, al comparar con el punto
de la curva de calibracién del ensayo correspondiente a la
menor concentracion de IFN alfa 2b hu-rec. Se aplicé una
prueba “t de Student” de muestras pareadas (p < 0,05). En
el estudio de la exactitud se empled el método de
recuperacion, mediante la adicién de concentraciones
conocidas (0,5; 3y 10 ng/mL) de IFN alfa 2b hu-rec, al
tampon del ensayo, asi como al tampén empleado durante el
proceso de purificacién del IFA (KH,PO, 0,168 mM; Na,HPO,
8,45 mM; KCI 2,61 mM y NaCl 0,137 mM, pH 7.2). Se evalué
el porcentaje de recuperacion para cada concentracion, el
cual debe encontrarse entre 80 y 120%.

Para establecer el rango, se estudiaron los resultados
obtenidos de las dos concentraciones extremas de la curva
de calibracion (0,5 y 10 ng/mL) en 10 ensayos. Se determiné
el intervalo de confianza para los porcentajes de recuperacion
obtenidos para la concentracion esperada y observada, para
comprobar que el 100% de recuperacion estuviese incluido
dentro del intervalo de confianza calculado.

Se determiné el CV entre los diferentes porcentajes de
recuperacion obtenidos, considerandose adecuados CV
inferiores al 20%.

La precision se evalué mediante la repetibilidad y la precision
intermedia, tanto para la curva patrén de IFN alfa 2b hu-rec
como para diferentes muestras de IFA de IFN alfa 2b hu-rec,
empleadas como control positivo del ensayo.

La repetibilidad para la curva patrén se estudié con 5 curvas
patrones de forma independiente en un mismo ensayo,
tomandose los datos experimentales del estudio de
linealidad, y la precision intermedia se estudi6 en 3 ensayos,
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evaluandose el comportamiento de las absorbancias para
cada concentracion.

La repetibilidad para las muestras se estudié mediante la
medicion de los valores de 15 réplicas de una muestra control
en una misma placa por un mismo analista, a las diluciones
habituales de trabajo. La precision intermedia para las
muestras (variabilidad interensayo) se estudié con dos
muestras evaluadas a diferentes diluciones, con uno y dos
analistas en dias diferentes.

En todos los casos se determiné la media X , la desviacion
estandar (DE) y el coeficiente de variacién (CV), y se considerd
que el CV fuese inferior al 10% para el caso de la repetibilidad
e inferior al 20% para la precision intermedia.

El parametro de robustez se estudié evaluando el efecto borde
en las placas de ELISA y la estabilidad de las soluciones
empleadas. Se evalué una muestra control positivo colocada
en diferentes posiciones de la placa de ELISA y se determiné
si el valor de las densidades opticas de la muestra colocada
en la posicién de los bordes estuviese dentro del intervalo de
la "X + 2 DE, calculado para la muestra ubicada en la posicion
central de la placa.

El estudio de la estabilidad de las soluciones y su influencia
en la robustez del ensayo se realiz6 mediante los resultados
de la precisién intermedia, donde dos analistas utilizaron
diferentes lotes de soluciones recién preparadas, con dias
de preparadas y cercanas a su fecha de vencimiento (6).

Resultados
Establecimiento del método

Los criterios de validez para el ELISA son los siguientes:

-DO del fondo = 0,1.

-Concentracion del control positivo del ensayo: dentro del
rango de trabajo calculado, y el CV intraensayo inferior al
10%.

-Coeficiente de determinacién de la regresién (R?) = 0,98.

Validacion

Los resultados obtenidos del analisis de la regresion de las
curvas patrones demostraron la linealidad en el rango
analizado, como se observa en la Figura 1, ya que se obtuvo
una buena correlacion entre la cantidad teérica y la medida
del IFN alfa 2b hu-rec. Los datos obtenidos se ajustaron a
una regresion cuadratica, y el coeficiente de determinacién
de laregresién fue superior a 0,98 (R2=0,9993), siendo estos
resultados similares a los reportados por otros autores (7-9).

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos del
estudio de especificidad, donde se corrobora que la matriz
no interfiere en la cuantificacién del principio activo, lo que
demuestra la especificidad del ensayo, ya que el mismo es
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Figura 1. Comportamiento de la linealidad como resultado del
andlisis de 9 curvas.
Valores del promedio de las concentraciones de 9 curvas de
calibracion de IFN alfa 2b hu-rec (10, 5, 2, 1 y 0,5 ng/mL) (eje x);
contra valores de densidad 6ptica (DO) a 492 nm (eje y).

Tabla 1. Especificidad del ELISA para la cuantificacion del
IFN alfa 2b hu-rec.

Absorbancia

Ensayo n Muestras promedio a Promedio
492 nm

Muestra 1 0,015 p = 2,174E-09
1 16

0,5 ng/mL 0,052

Muestra 2 0,014 p = 0,000127
2 8

0,5 ng/mL 0,044

Muestra 1 y 2: Controles negativos; 0,5 ng/mL: Menor punto de la
curva patréon con el que se compararon los resultados.

Tabla 2. Porcentajes de recuperacion obtenidos con
diferentes tampones.

Concentracion de Media
Tampones IFN alfa Recuperacién
(ng/mL) (%)
0,5 94,7
TE 3 100,3
10 102,4
0,5 84,3
SSTF 3 96,2
10 101,8

SSTF: Solucién Salina Tamponada con Fosfatos
TE: Tampoén del ensayo; media de la recuperacion: Promedio de
3 determinaciones independientes para cada concentracion.

capaz de discriminar entre el analito y los componentes de la
matriz seleccionada, al no existir interferencias de estos
componentes en la cuantificacion del IFN alfa 2b hu-rec.

En el estudio de exactitud se obtuvieron porcentajes de
recuperaciéon entre 80% y 120% para todas las
concentraciones ensayadas, en los dos tampones estudiados.
Los valores promedios de recuperacién se encontraron en el



rango de 84,3% a 102,4% (Tabla 2), demostrandose la
exactitud del método.

Este experimento confirma los resultados obtenidos en el
estudio de la especificidad, ya que se demuestra la capacidad
del método de evaluar con exactitud el analito en presencia
de diferentes tampones, sin interferencias de los mismos.

Los resultados obtenidos de la precision y la exactitud en el
estudio del rango para la concentracién superior (10 ng/mL)
se presentan en la Tabla 3, demostrandose una buena
precisién y exactitud, ya que los CV fueron inferiores al 20% y
los porcentajes de recuperacion se encontraron entre 80% y
120%, respectivamente. La exactitud obtenida para la
concentracion inferior (0,5 ng/mL) no se considero aceptable,
ya que el 100% no estuvo incluido en el intervalo de confianza
calculado, aunque se obtuvo una buena precision para esta
concentracion. Por este motivo se incluy6 la concentracion
de 1 ng/mL en el estudio del rango, y para la misma se obtuvo
una buena exactitud y precisiéon segun los resultados
obtenidos para la X y el CV respectivamente (Tabla 3).

Los resultados de la precisiéon para la curva patrén y las
muestras se presentan en la Tabla 4, se observa en el estudio
de la repetibilidad que se obtuvieron CV inferiores al 10%,
cumpliendo con el criterio de aceptacion para este parametro.
En el caso de la precision intermedia se obtuvieron CV
inferiores al 20%, que fue el criterio de aceptacién establecido.

En el estudio de precision intermedia se demuestra, ademas,
que el factor analista no contribuye a la variabilidad del
ensayo, coincidiendo con lo reportado por Welfringer et al
(10), y es de destacar que los CV obtenidos para este
parametro se encontraron incluso por debajo del 10%, que
es el criterio para la repetibilidad, lo que confirma el
desempeno satisfactorio del ensayo en cuanto a la
variabilidad. Con respecto a la robustez del ensayo mediante
el estudio del efecto borde en las placas de ELISA, se
presentan los resultados obtenidos para las dos variantes
estudiadas (centro y bordes) en la Tabla 5.

Tabla 3. Exactitud y Precision de las concentraciones
extremas de la curva de calibracién.

Concentracién

de IFN alfa Media (%) Intervalo (%) CV (%)
(ng/mL)
10 100,0 97,3 - 102,7 3,8
1 98,4 94,0 - 102,8 6,2

Media: Porcentaje de recuperaciéon para las concentraciones
esperada y observada

Intervalo: Intervalo de confianza para los porcentajes de
recuperacion obtenidos

CV: Coeficiente de Variacion

11

Tabla 4. Repetibilidad y precision intermedia del ELISA.

Parametro CV (%)

Curva patrén Repetibilidad 2,4-9,6
P Precision intermedia 28-115
Repetibilidad 75-87

Muestra Precision intermedia (1 analista) 6,9 i 8,6
control Precision intermedia (2 6’2 ) 9’1

analistas)

CV: Coeficiente de variacion

Tabla 5. Concentraciones del control positivo ubicado en el
centro y bordes de la placa.

Centro Bordes
X (ug/mL) X (ug/mL)
308,84 324,30
265,80 303,66
318,71 271,61
283,72 264,38
298,40 261,09
328,05
305,62
285,07
304,89

Intervalo (ug/mL) 242,18 - 339,15

"X : Concentraciones promedio de las dos diluciones realizadas
del control positivo en cada una de las posiciones
correspondientes a las muesrtras, en el centro y bordes de la
placa.

Intervalo: X+ 2 DE calculado para las concentraciones de la
posicién central.

Tabla 6. Soluciones estudiadas para la robustez.

Solucién Fec.ha. de Temperatur'fl,de
vencimiento conservasion

Tampo_n c_ie 30 dias De2a8°C

recubrimiento

SSTF 1X 30 dias Temperatura
ambiente

Tampon sustrato 6 meses -20 °C

Solucioén de parada 6 meses Tempe.ratura
ambiente
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Para la muestra colocada en los bordes de la placa, los valores
promedios de concentraciones se encuentran dentro del
intervalo calculado a partir de los valores de las
concentraciones de la muestra colocada en la posicién del
centro de la placa.

Se demuestra que no existe efecto borde, ya que no hay
diferencias entre las dos variantes estudiadas (centro y
bordes), por tanto, se puede concluir que la determinacién
del IFN alfa 2b hu-rec no se afecta por la ubicacién de la
muestra en diferentes posiciones de la placa, por efecto de la
temperatura. Los resultados del estudio de la estabilidad de
las soluciones empleados se presentan en la Tabla 6.

Estas soluciones se emplearon en los ensayos en diferentes
momentos de su periodo de validez: desde el momento de
su preparacion hasta que se encontraban cercanas a su fecha
de vencimiento, en ensayos diferentes realizados por dos
analistas que utilizaron diferentes lotes de estas soluciones.

La variabilidad interensayo obtenida fue inferior al 20%,
cumpliendo con los criterios de validez para este parametro,
por lo que se confirma la robustez del ensayo con relacion a
la estabilidad de las soluciones.

Discusion

Este método es comparable con otros ELISAs reportados en
la literatura para la cuantificaciéon de interferones como
principio activo (11, 12), destacandose entre sus ventajas
las siguientes: sensibilidad hasta 0,5 ng/mL (aunque el rango
se estableci6 a partir de 1 ng/mL), pueden analizarse en un
ensayo entre 8 y 10 muestras diferentes ademas del control
positivo, el tiempo del ensayo es corto, tiene un bajo costo, y

su manipulacién es relativamente facil para un personal
adiestrado en técnicas de laboratorio.

Esta descrito en algunas guias (5) que para demostrar la
linealidad en algunos procedimientos analiticos, en ocasiones
hay que aplicar una transformacién matematica a los datos,
ya que la respuesta analitica debe medirse mediante una
funcién adecuada de la concentracion del analito en la
muestra, y que después de la transformacién de los datos
entonces se puede demostrar la linealidad para el rango de
trabajo que se defina.

En otros procedimientos analiticos, como los inmunoensayos,
no es posible alcanzar la linealidad aplicando una
transformacién. En estos casos la respuesta analitica se
describe por una funcién apropiada de la concentracion
(cantidad de analito en la muestra), y la prueba de linealidad
se convierte en una prueba de la calidad del ajuste de esta
funcién a los datos experimentales (13, 14).

En nuestro caso el parametro evaluado es el coeficiente de
determinacion de la regresion (R?), que debe ser = 0,98, el
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mismo valor que se considera adecuado para las regresiones
lineales.

El establecimiento del rango de trabajo entre el mayor y el
menor valor de concentracion, determinando la exactitud y
la precision para estas dos concentraciones, ha sido reportado
por otros autores, como Leyvay cols. (15).

Para el establecimiento del rango pueden ser considerados
los resultados del estudio de linealidad (5), lo que esta
relacionado con el uso previsto para el método analitico. Los
resultados del estudio de linealidad del ensayo corroboran
que el rango de 1 a 10 ng/mL es adecuado, ya que los
porcentajes de recuperacién se encontraron entre 80% y
120%.

Otros autores han empleado similares criterios de aceptacion
en el estudio de la exactitud de un ensayo ELISA, y han
obtenido resultados comparables a los referidos en este
trabajo (15 -19).

Los resultados obtenidos en el estudio de precisiéon son
similares a los reportados en la literatura por otros
investigadores; en el caso de Bouyén y cols. para un ELISA
de Interferon Gamma humano recombinante se reportan CV
inferiores al 15%, resultando la precision del ensayo adecuada
para permitir la comparacion directa de muestras ensayadas
tanto en la misma placa como en diferentes placas, y en dias
diferentes (12, 15, 18-21).

Los métodos basados en la unién de ligandos (LBA, del inglés
Ligand Binding Assay), como es el caso de los inmunoensayos
(con la interaccién entre moléculas biolégicas), presentan
un grado elevado de complejidad, debido a las
particularidades de la curva de calibracion (curva patrén), la
variabilidad y estabilidad de los reactivos bioldgicos, los
posibles efectos de la matriz donde se encuentran los
controles y las muestras, y las diluciones requeridas, ademas
de los factores que pueden afectar las diferentes uniones en
las que se basa el ensayo, donde participa el soporte
empleado (22-25).

Se han efectuado talleres e intercambios internacionales con
el fin de lograr un consenso en relacién con la validacién de
estos métodos, pero a pesar de lograr un cierto nivel de
armonizacion, todavia quedan tépicos controvertidos, por lo
tanto, al validar un inmunoensayo, se deben tener en cuenta
las recomendaciones de las guias y las regulaciones vigentes,
pero ala vez considerar las particularidades y fines del método
especifico.

Hay autores, como Kanarek (26), que precisan varios aspectos
que deben tenerse en cuenta para la validaciéon de estos
métodos, en particular los que utilizan microplacas y
multipipetas (como es nuestro caso) y realzan la importancia
de la validacion de estos métodos cuando se emplean para



controlar la calidad en procesos de produccién de
biofarmacéuticos.

Podemos concluir que se establecid y validé un ensayo tipo
ELISA de doble anticuerpo para la cuantificacion del IFN alfa
2b hu-rec en el IFA, cumpliendo con los criterios de aceptacion
todos los parametros de calidad evaluados en la validacion
del método analitico.

Se demostré que el método cumple con los requisitos para
ser empleado en el Control de la Calidad del IFN alfa 2b hu-
rec en el IFA producido en el CIGB.
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Establishment and validation of an ELISA-type immunoenzymatic assay, used for
quality control of human recombinant alpha-2b Interferon

Abstract

An ELISA for quantification of human recombinant alpha-2b Interferon in the Active Pharmaceutical Ingredient
(API) was established and validated, and the validity criteria for the assay were defined, based on Good Laboratory
Practices compliance. The following parameters were evaluated: linearity, specificity, accuracy, range, precision
and robustness. The assay was specific, with accuracy from 84.3 to 102.4%, a quadratic adjustment and a working
range from 1 to 10 ng/mL, repetibility and intermediate precision with coefficients of variation lower than 10% and
20% respectively, and robustness confirmed in relation to the edge effect and the stability of solutions.

Keywords: ELISA, human recombinant alpha-2b Interferon, validation.
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