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RESUMEN

Introduccion: A pesar de su amplio uso en la practica clinica, la inmunogenicidad de
Heberprot-P® y su influencia sobre la eficacia y seguridad de este farmaco se
desconoce. Para obtener esta informacion se necesita optimizar un inmunoensayo que
detecte niveles fisiolégicamente relevantes de anticuerpos especificos.

Objetivo: Optimizar, mediante un diseno factorial completo, paso a paso, un ELISA
indirecto semicuantitativo, para evaluar la inmunogenicidad no deseada contra el
Heberprot-P® en suero de pacientes tratados.

Métodos: A partir de un ELISA inicial, se evaluaron diferentes factores y niveles,
mediante disefos factoriales completos, en cuatro pasos del ensayo: recubrimiento de
la placa, unién antigeno-anticuerpo, anticuerpo-conjugado y enzima-sustrato. La mejor
combinacidn de factores y niveles en un paso se incorporé para optimizar el siguiente.

El diseno experimental concibié un procesamiento estadistico simple.
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Resultados: El ELISA optimizado demostré la especificidad del ensayo y logré una
detectabilidad de anticuerpos 17 veces superior al inicial.

Conclusiones: La optimizacion paso a paso del ELISA, mediante un diseno factorial
completo, y la incorporacion sucesiva al protocolo de la mejor combinacién de factores
y niveles, permite obtener un inmunoensayo especifico y de mayor detectabilidad de
anticuerpos especificos. El disefio experimental vinculado a un procesamiento
estadistico simple facilita la interpretacion de los resultados, sobre todo en aquellos

laboratorios donde no existe asesoramiento estadistico capacitado.

Palabras clave: disefo factorial completo; ELISA; Heberprot-P®; optimizacion.

ABSTRACT

Introduction: Despite its wide use in clinical practice, the immunogenicity of Heberprot-
P® and its influence on the efficacy and safety of this drug is unknown. To obtain this
information, an immunoassay that detects physiologically relevant levels of specific
antibodies needs to be optimized.

Objective: To optimize, by means of a complete factorial design, step by step, a semi-
quantitative indirect ELISA, to evaluate the undesired immunogenicity against
Heberprot-P® in serum of treated patients.

Method: From an initial ELISA, different factors and levels were evaluated, using
complete factorial designs, in four steps of the assay: plate coating, binding of antigen-
antibody, antibody-conjugate, and enzyme-substrate. The best combination of factors
and levels in a step was incorporated to optimize the next one. The experimental design
conceived a simple statistical processing.

Results: The optimized ELISA demonstrated the specificity of the assay and achieved
antibody detectability 17 times higher than the initial one.

Conclusions: The step-by-step optimization of the ELISA, through a complete factorial
design, and the successive incorporation into the protocol of the best combination of
factors and levels, allows obtaining a specific immunoassay with greater detectability

of specific antibodies. The experimental design linked to a simple statistical processing
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facilitates the interpretation of the results, especially in those laboratories where there

is no qualified statistical advice.

Keywords: ELISA; full factorial design; Heberprot-P®; optimization.
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Introduccion

Ha sido incuestionable el impacto positivo de los biofarmacéuticos en numerosas
enfermedades, pero la naturaleza misma de estas macromoléculas tiene un
inconveniente importante: pueden ser inmunogénicos en humanos. Esta respuesta
inmunoldgica no deseada a las proteinas terapéuticas tiene potencialidad para afectar
su eficacia, seguridad, farmacodinamiay farmacocinética. Los efectos clinicos de estas
respuestas inmunitarias en los pacientes van desde no medibles, clinicamente
benignos, a extremadamente dafiinos. ()

Aunque ambas ramas, humoral y celular, de la respuesta inmune pueden ser activadas
por estos medicamentos, la presencia de anticuerpos antidrogas (AAD) ha sido motivo
de especial preocupacion. Tomando este potencial riesgo en consideracién, las
agencias reguladoras solicitan que la inmunogenicidad debe evaluarse como parte del
proceso de aprobacion de las proteinas terapéuticas. ") Con respecto a la deteccion de
los AAD, las agencias reguladoras han desarrollado declaraciones y directrices para
asesorar sobre los métodos adecuados y el tipo de ensayos para la evaluacion de la
inmunogenicidad no deseada, destacando la medicion y caracterizacion de
anticuerpos. @

EL Heberprot-P® es una formulacion liofilizada que contiene el factor de crecimiento
epidérmico humano recombinante (rhEGF, por sus siglas en inglés), como ingrediente

activo. Esta proteina terapéutica ha sido aprobada en Cuba para el tratamiento de las
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Ulceras del pie diabético (UPD). El ensayo clinico aleatorizado, en el que se basé su
aprobacién, mostré que la inyeccion intralesional del Heberprot-P® aumenta la
granulacion y cicatrizacién en la UPD avanzada. ® Miles de pacientes han sido tratados
con Heberprot-P® con efectos terapéuticos positivos y un perfil de seqguridad favorable.
Un meta analisis reciente, sobre el uso de los rhEGFs (incluyendo el Heberprot-P®) para
el tratamiento de la UPD, concluy6 que “la evidencia disponible apoya el uso de los
rhEGFs para facilitar la curacién de la UPD. @)

A pesar de su amplio uso en la practica clinica, la inmunogenicidad de Heberprot-P® y
su influencia sobre la eficacia, farmacocinética y seguridad de este farmaco se
desconoce. Para obtener esta informacidon se necesita optimizar y validar un
inmunoensayo que permita detectar niveles fisioldgicamente relevantes de anticuerpos
especificos. Aunque el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, de sus
siglas en Inglés) es un ensayo de unién a ligandos potencialmente robusto y sensible,
su desarrollo y optimizaciéon pueden ser un desafio. Dado que el método implica el
ensamblaje de un complejo inmunitario grande con varios componentes, la sefal del
ensayo puede verse afectada por muchos factores. Se deben considerar varios
parametros durante el proceso de optimizaciéon, como la inmovilizacién inicial de la
biomolécula en la superficie sdlida, los tampones utilizados en el ensayo, el tiempo y la
temperatura de incubacion, segun el sistema de deteccion utilizado.® La optimizacion
persigue aumentar la sensibilidad y la robustez del ELISA.©7)

La identificacion de las variables clave del ensayo se ha realizado durante mucho
tiempo siguiendo el método de un factor a la vez (OFAT, de sus siglas en inglés). En este
modelo, la optimizaciéon de muchas variables o factores que condicionan el ensayo se
realiza estudiando cada factor de forma independiente, manteniendo todos los demas
constantes, lo que muchas veces conduce a resultados incompletos porque no explora
ni determina interacciones importantes entre los factores.® Como alternativa a OFAT,
el diseno de experimentos factoriales es un enfoque sistematico y basado en
estadisticas para evaluar combinaciones de factores y ajustar parametros para
optimizar los resultados del ensayo.) En este método, multiples factores

experimentales se varian simultaneamente y, a diferencia de OFAT, los efectos
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individuales e interactivos se pueden interpretar con precision, realizando menos
experimentos en menos tiempo que el que requeriria el enfoque OFAT. (19

En 2009, Ray et al. afirmaron que a pesar de sus ventajas y resultados confiables, los
experimentos factoriales se habian utilizado con poca frecuencia para optimizar los
inmunoensayos. (" Es una deficiencia que persiste hasta el dia de hoy. Dado que el
ELISA es un procedimiento de multiples pasos, es conveniente aplicar disenos
factoriales completos que incluyan sucesivamente cada uno de los factores y niveles
que intervienen en estos pasos, como se describe en el procedimiento desarrollado en
nuestro laboratorio y recientemente publicado.('? El objetivo de este trabajo fue
optimizar, mediante un disefio factorial completo, paso a paso, un ELISA indirecto
semicuantitativo, para evaluar la inmunogenicidad no deseada contra el Heberprot-P®

en los pacientes tratados.

Métodos

Reactivos biolégicos
Para preparar el control de calidad negativo fue utilizado una mezcla de sueros de 20
pacientes diabéticos con UPD, antes del tratamiento con Heberprot-P®, donados por el
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB, La Habana, Cuba). El control de
calidad positivo se preparoé a partir de una mezcla de sueros de tres pacientes tratados
con la vacuna CimaVax-EGF, donados por el Centro de Inmunologia Molecular (La
Habana, Cuba),(™® con una concentracion de 162,4 pg/mL de anticuerpos anti-EGF. A
partir de esta mezcla de sueros positivos, se prepararon dos muestras: una con alta
concentracion de anticuerpos anti-EGF (CPA, a 3000 ng/mL) y otra con baja
concentracion (CPB, a 94 ng/mL). Como diluyente de ambas muestras se utilizé una
mezcla de sueros de donantes de sangre, donados por el Banco Provincial de Sangre
(Sancti-Spiritus, Cuba). El ingrediente farmacéutico del Heberprot-P® fue donado por el
CIGB y utilizado como antigeno del ELISA. Se utiliz6 como conjugado un anti-

inmunoglobulinas humanas (IgA, 1gG e IgM)- fosfatasa alcalina (Sigma). Todos los
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reactivos fueron almacenados a -20 °C hasta su uso, excepto el conjugado que se

guardé a 4 °C.

Protocolo del ELISA indirecto inicial

El ELISA indirecto inicial, disefado en nuestro laboratorio, se obtuvo por el método
OFAT. Este procedimiento se describe a continuacién y se utilizé6 como referencia para
comparar la eficacia del ELISA optimizado a través de una secuencia de experimentos
factoriales completos en los pasos del ensayo:

a) Las placas de microtitulaciéon de 96 pocillos (Thermo Scientific™ Nunc™ Polysorp) en
formato de tiras, se recubrieron con 10 pg/mL de antigeno (rhEGF, CIGB, Cuba)
aplicados en 100 pl/pocillo de tampdén de recubrimiento (solucién salina tamponada
con fosfato (PBS), pH 7,2) y se incubé 1 h a 37°C.

b) Se lavo la placa cuatro veces con 380 pl/pocillo de tampdn de lavado (TL) diluido 1:25
(TL 25X: 0,292 M Tris-hidroximetil-aminometano, HCI 0,228 M, NaCl 3,75 M y 1,25%
Tween-20).

c) Los pocillos se bloquearon con 380 pL de una solucién de bloqueo (SB: Tris-HCI 50
mM, pH 7,4; NaCl 1,0 M y albumina de suero bovino al 1%) durante 90 min a 37°C.

d) Después de un lavado, como en b), se aplicaron 100 pl/pocillo de muestras de suero
y controles de calidad (por duplicado), diluidos 1:100 con tampdn de dilucién (TD: 50
mM Tris-HCI, pH 7,4; 1,0 M NaCl, 1% albumina de suero bovino y Tween-20 al 1%) y se
incubé la placa 1Th a 37°C.

e) Como el paso b)

f) Se aplicé 100 pL/pocillo del conjugado anti-inmunoglobulinas humanas-fosfatasa
alcalina, diluido 1:12000 en TD. La placa se incub6 1h a 37°C.

g) Como el paso b)

h) Las placas se incubaron Th en la oscuridad a (22-25)°C con 100 pL/pocillo de fosfato
de p-nitrofenilo (1,0 mg/ml, en dietanolamina 1,0 M, MgCl. 0,5 mM, pH 9,8).

i) El desarrollo del color fue terminado afiadiendo 100 pl/pocillo de EDTA disédico 0,1
M. La absorbancia se midié a 405 nm (A405nm) en un lector de placas ELISA (PR-621,

Tecnosuma Internacional, La Habana, Cuba). Se usé el TD como blanco de ensayo.
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Optimizacion del protocolo inicial para el ELISA
Para la optimizacién de cada paso de este ELISA, mediante experimentos factoriales
completos, se utilizaron dos concentraciones de anticuerpos anti-rhEGF (control
positivo): alta concentracién (CPA a 30 ng/mL) y baja concentracién (CPB a 0,94
ng/mL). Los factores y niveles optimizados en un paso de ELISA se incorporaron al

protocolo para optimizar el préximo paso correspondiente.

Recubrimiento de la placa

Los efectos de los parametros de recubrimiento se analizaron utilizando un disefo
factorial completo de 3x2x2x2:

- Concentracion de rhEGF: 2; 6y 10 ug/mL

- Tampodn de recubrimiento: Tampodn de carbonato-bicarbonato (50 mM, pH 9,6) y PBS,
pH 7,2.

- Temperatura de incubacién: Temperatura de laboratorio (TA), de (22-25)°C y 37°C.

- Tiempo de incubacién: 2h y 3h

Se revistieron cuatro placas Polysorp de Nunc™ en formato de tiras. La mitad de cada
una se recubrié con rhEGF en PBS y la otra mitad con rhEGF en tampén carbonato-
bicarbonato pH 9,6. En cada mitad se utilizaron dos columnas o tiras por concentracion
de rhEGF. La distribucion de las combinaciones temperatura-tiempo por placa se
organizé6 de la siguiente manera: TA-2h; TA-3h; 37°C-2h y 37°C-3h. La senal
correspondiente a cada tratamiento (cada par de tiras/placa) se evalué anadiendo

cuatro repeticiones del blanco, el control negativo, el CPB y el CPA.

Union del antigeno a los anti-rhEGF

Para esta evaluacion, las placas fueron recubiertas con las condiciones 6ptimas
obtenidas en 2.3.1. Para optimizar esta etapa se utilizé6 un diseno factorial completo
3x2x3:

- Tampon de diluciéon de los anti-rhEGF: 1) 50 mM de tris-HCI, pH 7,4; 1 M de NaCl, 1%
(v/v) de tween-20 y 1% (p/v) de albumina de suero bovino. 2) 50 mM de tris-HCI, pH 7,4;
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0,5 M de NaCl, 0,3% (v/v) de tween-20y 1% (p/v) de albumina de suero bovino. 3) 50 mM
de tris-HCI, pH 7,4; 0,5 M de NaCl, 1% (v/v) de tween-20y 1% (p/v) de albumina de suero
bovino.

- Temperatura de incubacién: TAy 37°C

- Tiempo de incubacién: 1h, 2hy 3h

Se utilizaron seis placas, una para cada combinacién temperatura-tiempo y se
distribuyeron tres secciones por placa, una para cada tampén de dilucién. En cada placa
se aplicaron por cuadruplicado el control negativo, el CPB, y el CPA. El blanco se anadié

al resto de los pozos.

Unioén de los anti-rhEGF al conjugado enzimatico

Para la optimizacion de este paso se utilizaron las mejores condiciones obtenidas en
los dos pasos anteriores. Se siguié la misma combinacién de factores, niveles y réplicas
descrita en 2.3.2. El conjugado se aplicé en dilucién 1:12000, como en el ELISA inicial.
Luego de definir las mejores condiciones para este paso, se realizé un experimento para
verificar la dilucion éptima del conjugado. Se ensayaron seis diluciones del conjugado:
1:3000, 1:6000, 1:12000, 1:24000, 1:48000 y 1:96000. Para cada dilucién, se midi¢é la
senal por triplicado del blanco y del CPA. Como dilucién 6ptima se selecciond la que

produjo una mayor relacién CPA/blanco.

Reaccion de fosfatasa alcalina con el p-nitrofenil fosfato

Para optimizar este paso se aplicaron las condiciones 6ptimas logradas en las tres
etapas anteriores del ELISA. Se utilizé un disefio factorial completo 2x2. Los factores
evaluados fueron el tiempo de reaccién enzima-sustrato (30 miny 1h) y la temperatura
de incubaciéon (TA y 28°C). Para este experimento se utilizaron cuatro placas (una para
cada combinacién de tiempo y temperatura). A cada placa se le midié por cuadruplicado

la senal del blanco, del control negativo, del CPB y del CPA.

Pasos de lavado
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Luego de optimizar las cuatro etapas anteriores, se probaron nuevas condiciones de
lavado: (3,4 y 6) lavados. El tiempo de lavado se mantuvo en 10 s. Se aplicé el mismo
numero de lavados por placa después de cada paso del ELISA, excepto después del
bloqueo, que se mantuvo con 1 lavado durante 10 s como en el protocolo del ELISA
inicial. Se utilizé una placa por cada tratamiento de lavado. En cada placa se destinaron
cuatro pocillos para blanco, cuatro para el control negativo y 24 pocillos para el CPB y
el CPA, respectivamente. El lavador de placas utilizado fue el modelo MW-2001
PROWASH (Tecnosuma Internacional, La Habana, Cuba) con una presion de
dosificacion de 3,5 psi, una presion de vacio = 10,06 psi y un flujo de vacio = 5L/min en

el cabezal de succion.

Especificidad
Este parametro se evalu6 utilizando el ELISA optimizado, con un paso adicional. Este
paso consistio en preincubar la mezcla de los anti-rhEGF con el antigeno rhEGF en
solucién antes de agregarlo a la placa. Los controles positivos fueron inhibidos con 100
pg/mL del antigeno durante Th a (22-25)°C. El control no inhibido contenia PBS en lugar
del antigeno. La valoracién se realiz6 usando concentraciones alta (CPA) y una baja
(CPB) del control positivo. Las muestras, tanto inhibidas como el control no inhibido, se
colocaron en las placas de ELISA utilizando dos variantes: la placa recubierta con el
antigeno y bloqueado con SB como se describi6 antes, y la placa sin recubrimiento pero
bloqueada con SB, que fue utilizada para la correcciéon de la senal de fondo. Cada
muestra se colocé por triplicado en la placa. El porcentaje de inhibicion (%) fue
calculado de la siguiente manera: %l = 100 - 100 x (A405nm inhibido)/(A405nm no
inhibido). A405nm, representa la sefal de absorbancia a 405 nm de los controles
positivos. El ELISA se considerd especifico si la media de los porcentajes de inhibicién

fue cercana al 100 %.

Curvas de titulaciéon del control positivo para evaluar el efecto de la

optimizacion del ELISA
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Las curvas se prepararon mediante diluciones seriadas 1:2 a partir de 1/5000 hasta
1/640000 del control positivo, cuando la senal se midi6 con el ELISA optimizado.
Cuando se evalud la sefal con el ELISA inicial (no optimizado factorialmente), el rango
de diluciones utilizado fue de 1/300 hasta 1/38400. Ambas curvas se compararon en
términos de la detectabilidad (titulo) alcanzada por el ELISA. Este pardametro se midié
interpolando en las curvas de regresion la A405nm, correspondiente a dos veces la
media del control negativo. Las curvas se ajustaron mediante regresion logistica de
cinco parametros usando el software GraphPad Prism. Ambas curvas fueron repetidas
por triplicado durante seis dias por dos analistas, tres dias cada uno. Para la evaluacién
de la repetibilidad intracurva, la exactitud del 75% de los puntos de la curva, evaluados
por porcentaje de error relativo (%ER), debié ser inferior al 20%, excepto en el punto
inferior de la curva, que debié ser inferior al 25%. La precision y la exactitud intercurvas
se evaluaron mediante el coeficiente de variacion expresado en porcentaje (%CV) y %ER,
respectivamente. Ambos debieron ser inferiores al 15%, excepto en el punto inferior de
la curva, que debio ser inferior al 20%.0'% El %ER y el %CV se determinaron mediante las
formulas:

%ER = (media de la concentracién calculada - concentracién nominal)/concentracion
nominal) x 100

%CV = (desviacion estandar/media de la concentracion calculada) x 100

Analisis estadistico

El procesamiento de datos se realiz6 mediante el paquete estadistico SPSS 21.0. La
variable dependiente utilizada para sequir la optimizaciéon del ELISA fue la relacién
sefal/ruido (S/R), que es larelacién entre las sefales A405nm de CPBy CPA, corregidas
con el blanco de ensayo, y la senal del blanco. El TD de las muestras se utiliz6 como
blanco del ensayo. La mejor combinacion de factores para cada paso del ELISA se
defini6 como aquella con el mayor valor de S/R. Las medias de estos valores se
obtuvieron de la salida del programa SPSS, siguiendo las opciones del menu:
Analizar/Modelo lineal general/Univariado/Estadistica descriptiva. En cada paso se

determinaron los efectos individuales e interactivos de los factores mediante un ANOVA
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factorial completo, donde se evalué la significacion estadistica (a = 0,05) de los efectos
principales de cada factor y la interaccién entre factores. Los tamanos del efecto se
evaluaron utilizando el estadistico Eta-cuadrado parcial. Para la determinacion del
nuamero Optimo de lavados se utilizé, con el mismo nivel de significacion, un ANOVA

unifactorial y la comparacién multiple de medias se hizo con el test HSD de Tukey.

Resultados

Optimizacion de los pasos de ELISA
Recubrimiento de la placa
En este paso se evaluaron cuatro factores y sus interacciones (Fig.1A). Los factores
concentracion de rhEGF, tampdn, temperatura y tiempo de incubacion fueron
significativos (p=0,000) para ambos niveles de anti-rhEGF. Asimismo, la interaccién de
primer orden con mayor efecto en la sefial del ELISA fue concentraciéon-tampén, seguido
de concentracion-temperatura y tampoén-temperatura. El factor tiempo fue el efecto
principal de menor influencia en la sefal y forma parte de todas las interacciones de
primer y segundo orden no significativas (p=0,098). Con ambas concentraciones de
antigeno se encontraron interacciones significativas de segundo orden (p<0,001) y la
interaccion entre los cuatro factores también fue significativa (p<0,021).
La combinacién entre los niveles de los factores que produjo un mayor promedio de
S/R, tanto con el CPB (S/R=4,97+0,25) como con el CPA (S/R=42,411,4) fue:
- Concentracion de rhEGF: 10 pg/mL
- Tampodn de recubrimiento: PBS
- Temperatura de incubacion: TA
- Tiempo de incubacion: 1h
Cuando se disolvieron 2 ug/mL de rhEGF en tampdn carbonato-bicarbonato, pH 9,6 y se
incub6 durante 2 h a 37 °C, se obtuvo la S/R minima para CPB (S/N=1,15+0,10) y para
CPA (S/R=6,0011,04).

Union del antigeno a los anti-rhEGF
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Se ensayaron tres factores y sus cuatro interacciones para la optimizacién de la union
del antigeno, que recubria la placa, a los anticuerpos especificos de los controles
positivos (Fig.1B). Tanto los efectos principales de los tres factores como sus
interacciones mostraron un efecto significativo en la variabilidad de la sefnal (p<0,013)
en las dos concentraciones de anti-rhEGF probadas. La interaccién tiempo-tampon se
detecté como la mas importante, con un efecto superior al efecto principal del factor
temperatura, que fue mas acentuado con el CPB.

La maxima relacién S/R: 13,840,6 y 63,210,6 para CPB y CPA, respectivamente, se
produjo con la siguiente combinacién entre los niveles de los factores:

- Tampon de dilucion de los anti-rhEGF: 50 mM de tris-HCI, pH 7,4; 1 M de NaCl, 1% (v/v)
de tween-20 y 1% (p/v) de albumina de suero bovino.

- Temperatura de incubacion: TA

- Tiempo de incubacién: 2h

La peor relacion S/R involucré niveles totalmente diferentes a los que dieron la maxima
sefnal en ambas concentraciones de anti-rhEGF: disolucién de los controles positivos en
50 mM de tris-HCI, pH 7,4; 0,5 M de NaCl; 0,3% (v/v) de tween-20y 1% (p/v) de albumina
de suero bovino e incubacion de estos 1Th a 37 °C. Con el CPB la relacion S/R fue de

1,9110,50 y con el CPA de 7,3110,57.
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Fig. 1. Tamano del efecto de los factores y sus interacciones en diferentes pasos del ELISA:
(A) recubrimiento de la placa ELISA; (B) unién del antigeno a los anti-rhEGF; (C) unién de los
anti-rhEGF al conjugado enzimatico y (D) reaccion de fosfatasa alcalina con el p-nitrofenil
fosfato. Los factores evaluados fueron: B: tampdn; C: concentracion; T: temperatura de
incubacion y t: tiempo de incubaciéon. Cada evaluacion se realizé utilizando un control positivo
bajo (CPB) y uno alto (CPA). La variable dependiente fue la relacién sefal/ruido, que es la
relacién entre las sefales A405nm de CPB/blanco y CPA/blanco. El tamafo del efecto se
midié segun el Eta-cuadrado parcial, a partir de un ANOVA factorial completo aplicado a cada

paso del ELISA, con una significacion estadistica de p< 0,05.

Union de los anti-rhEGF al conjugado enzimatico

En la interaccion del conjugado con el CPA se obtuvieron influencias significativas de
todos los factores analizados y sus interacciones para la sefial del ELISA (p=0,000). Sin
embargo, con el CPB no se obtuvo una influencia significativa del tiempo de incubacién
sobre la sefal (p=0,070), ni en la interaccién entre los tres factores (p=0,060). En general,

con el CPB se observé una menor magnitud del tamano de los efectos, pero coincide
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con el CPA en el orden de importancia de las interacciones: temperatura-tiempo,
tampon-temperatura y tampoén-tiempo (Fig.1C).

Los resultados de la evaluacion de diferentes diluciones para el conjugado enzimatico
(datos no mostrados) revelaron que la dilucion 6ptima, segun el valor mas alto de la
relacion S/R, fue 1:12000, que es la misma que se habia encontrado en el ELISA inicial.
Las condiciones optimas para la incubacion del conjugado enzimatico anti-
Inmunoglobulinas humanas-fosfatasa alcalina en la placa ELISA, respaldadas por los
valores mas altos de seial a ruido (S/R=10,3%0,6 y S/R= 51,210,5 para el CPB y el CPA,
respectivamente) fueron las siguientes:

- Tampon de dilucién del conjugado: 50 mM de tris-HCI, pH 7,4; 1 M de NaCl, 1% (v/v)
de tween-20 y 1% (p/v) de albumina de suero bovino.

- Tiempo de incubacién: 2h

- Dilucién para el conjugado enzimatico: 1:12000

La relacion S/R disminuyé 1,8 veces respecto a la combinacién 6ptima, para ambas
concentraciones de antigeno, cuando se utilizé como tampon de dilucién 50 mM de tris-
HCI, pH 7,4; 0,5 M de NaCl, 0,3% (v/v) de tween-20y 1% (p/v) de albimina de suero bovino

y una incubacion de 2h a TA.

Reaccion de la fosfatasa alcalina con el p-nitrofenil fosfato

Al optimizar este paso del ELISA, se confirmé que el tiempo, la temperatura de
incubacién y su interaccidn, intervinieron significativamente en el aumento de la senal
del ensayo (p=<0,007). Este comportamiento fue similar para los dos niveles del control
positivo incluidos en el estudio (Fig.1D).

En este paso del ELISA, la combinacién que produjo la maxima relaciéon S/R (S/R=
5,66+0,50 y S/R=24,8+0,5 para el CPB y el CPA, respectivamente) fue:

- Tiempo de reaccion enzima-sustrato: Th

- temperatura de incubacién: 28°C

La incubacion enzima-sustrato por 30 min a TA produjo la relaciéon S/R mas baja:

1,8510,30 y 7,1310,40 para el CPB y CPA, respectivamente.
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Cantidad de lavados

El nimero de lavados incidié significativamente (p=0,000 para ambos controles
positivos) en la magnitud de la seial del ELISA. En la figura 2 se muestra el resultado
de la comparaciéon multiple de las medias de la relacion S/R, respecto al nimero de
lavados. Tanto para el CPB como en el CPA, el uso de cuatro lavados mostré una senal

promedio significativamente superior a las otras dos variantes (p=0.000).

80—
b Ml Tres lavados
S o lavad
'§ 50 3 = Cuatro lavados
= =3 Seis lavados
C
28 i
o 40-
e
O
‘O
© 204 a
[} C
© W0
0- T T
CPB CPA

Fig. 2. Efecto del numero de lavados de la placa sobre la sefial del ELISA. Las barras muestras
la media mas el limite superior de su intervalo de confianza al 95%. Letras diferentes denotan
diferencias significativas (p<0,05) para cada control positivo, segun el test HSD de Tukey. CPB

y CPA, significan el control positivo bajo y el alto, respectivamente.

Especificidad
La evaluacion de la especificidad se realiz6 mediante un ensayo de inhibicién, que
comenzé con lareaccién en solucién del antigeno rhEGF con los anticuerpos anti-rhEGF
de los controles positivos. Con el CPB inhibido se obtuvo un promedio de A405nm de -
0,002+0,001 y de 0,081+0,016 para el CPB sin inhibir. Estos datos representan un 102,5
% de inhibicién. Para el CPA inhibido el valor promedio de la sefal fue de -0,019+0,006 y
de 1,263%0,208, sin inhibicion. La inhibicién calculada fue de 101,5 %. Este resultado

demostré la especificidad del ELISA.
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Curvas de titulacion de anticuerpos para evaluar el efecto de la

optimizacion del ELISA

Para este ensayo, se prepararon dos curvas de dilucién de la mezcla de anticuerpos
anti-rhEGF, mediante diluciones en serie 1:2. La primera curva, con un rango de
diluciones entre 1:300 a 1:38400, se evalué mediante el protocolo ELISA inicial (Fig. 3A).
Con el ELISA optimizado, se preparé una segunda curva en el rango de 1:5000 a
1:640000 (Fig. 3B). Estas curvas se ajustaron mediante una regresion logistica de cinco
parametros y ambas cumplieron con los criterios de aceptacion de exactitud y precision

preestablecidos.
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ag 05 4800 0,295 -2,00 9,05
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Fig. 3. Curvas de titulacién de anticuerpos anti-rhEGF con el ELISA inicial (A) y el optimizado

(B). Las curvas se ajustaron mediante regresion logistica de cinco parametros. Las tablas
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adyacentes muestran los respectivos coeficientes de variacion (CV) y el error relativo (ER) de
los seis ELISA realizados con cada protocolo, como medida de la precision y exactitud del
factor de dilucion (Fd) calculado en cada punto. A405 nm, representa la absorbancia promedio

en cada punto de la curva.

La curva correspondiente al protocolo inicial mostré un rango de exactitud modular de
1,22<%ER<8,46 y una precision de 3,45s%CV<12,25 (tabla adjunta a la figura 2A),
mientras que en el ELISA optimizado los rangos obtenidos fueron de 0,01<%ER<7,39 y
6,90<%CV=14,35, para exactitud y precision, respectivamente (tabla adjunta a la figura
2B).

La comparacion entre los titulos obtenidos con el ELISA inicial y el optimizado revel6
que la detectabilidad del ensayo se increment6 aproximadamente 17 veces en el ensayo
optimizado. Las condiciones 6ptimas para cada paso del ELISA se presentan en la Tabla
1, como compilacién de todos los resultados de los disenos factoriales completos

aplicados en este estudio.

Tabla 1. Protocolo del ELISA optimizado

Numero Paso del ELISA Procedimientos
1 Recubrimiento Recubrir placas Polysorp de Nunc™, en formato de tiras,
con 100 pL/pocillo de rhEGF 10 pg/mL, diluido en PBS e
incubar 1 h a TA.
2 Lavado Aplicar cuatro lavados con 380 pL/pocillo de TL 1X.
3 Bloqueo Bloquear la placa con 380puL/pocillo de SB por 90 min a
37°C.
4 Lavado Aplicar un lavado con 380 pL/pocillo de TL 1X.
5 Reaccidn antigeno- Aplicar 100 pL/pocillo de anticuerpos anti-rhEGF,
anticuerpo diluidos en TD. Incubar 2 h at TA.
6 Lavado Como en el paso 2.
7 Reaccién del conjugado Aplicar 100 pL/pocillo del conjugado enzimatico, diluido
con los anticuerpos 1:12000 en TD. Incubar 2 h a TA.
8 Lavado Como en el paso 2.
9 Reaccién enzima-sustrato | Incubar la placa en la oscuridad, 1 h a 28 °C, con 100
pL/pocillo de p-nitrofenil fosfato 1 mg/mL, disuelto en
dietanolamina 1M, MgCl, 0,5 mM, pH 9,8.
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10 Parada de la reaccidn Aplicar 100 pL/pocillo de EDTA 100 mM.
11 Medicién de la Medir la absorbancia a 405 nm en un lector de placas.

absorbancia

Discusion

La aplicacion del diseno experimental factorial completo en los pasos sucesivos del
ELISA fue eficaz para optimizar el ensayo. Un beneficio clave de este tipo de disefio es
la capacidad de identificar claramente interacciones importantes entre los parametros
del ensayo que se habrian perdido con el enfoque tradicional de evaluacién de solo un
factor a la vez (OFAT), como en el ELISA inicial. Este fue ciertamente el caso en nuestro
estudio y estudios previos también han hecho esta observacién. ® Aunque el método
OFAT fue util para estudiar algunos efectos principales del protocolo inicial del ELISA,
es un enfoque que implica evaluar cada factor por separado y proporciona poca
informacion sobre como interactuan los factores. Seria muy dificil lograr un ELISA
robusto y sensible usando esta metodologia. En este trabajo, mediante un analisis
estadistico clasico y poco complejo, se logra evaluar la relacion entre la senal del
ensayo y los factores analizados, asi como identificar el aporte de los efectos
principales de los factores y las interacciones entre ellos, en cada paso del ELISA.

El recubrimiento es el primer paso en cualquier ELISA y para el tipo de placa
seleccionada, depende del tiempo, la temperatura, el tampdn de recubrimiento y la
concentracion del agente de recubrimiento. Estos cuatro factores fueron evaluados en
este trabajo. Esta fue la etapa del ELISA donde intervino el mayor nimero de factores y
niveles. Su optimizacién permiti6 aumentar 1,4 veces la relacion S/R a alta
concentracion de anticuerpos y 1,3 veces a baja concentracion. Todos los factores
evaluados en esta etapa son aplicables al recubrimiento de antigeno en otro tipo de
ELISA.

En el paso de unién del anticuerpo al antigeno de captura, la interaccién entre los
factores tampon de dilucion y el tiempo de incubacion, seguida de la interaccion entre
la temperatura y el tiempo de incubacién fueron las mas importantes. En la unién del

conjugado enzimatico a los anticuerpos anti-rhEGF, las interacciones de mayor
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influencia en la sefal fueron, en orden creciente del tamano del efecto: temperatura-
tiempo, tampdn-temperatura y temperatura-tiempo. En el paso de reaccién de la enzima
fosfatasa alcalina con el sustrato p-nitrofenil fosfato, la interaccion entre el tiempo y la
temperatura de incubacién, tuvo un efecto importante.

La principal desventaja de los experimentos factoriales completos es que no deben
evaluar méas de seis factores a la vez. 15 En este estudio, esto no fue un problema
porque se analizaron un maximo de cuatro factores simultdneamente y fue solo en el
recubrimiento, que es el paso de ELISA donde es obligatorio considerar la mayor
cantidad de factores al mismo tiempo. En el resto de los pasos, se redujo el nimero de
factores e interacciones, pero se tuvieron en cuenta parametros clave, como la
preparacion del tampédn, la temperatura y el tiempo de incubacion. Hasta donde
sabemos, solo existe un reporte de optimizaciéon de ELISA siguiendo el esquema de
experimentos factoriales paso a paso, ('? el cual fue realizado a un ELISA tipo sandwich.
En el trabajo de referencia se planteaba la hipétesis de que el esquema experimental
seqguido seria util en la optimizaciéon de cualquier formato de ELISA. En el presente
trabajo se logra confirmar dicha hipotesis.

Se verificé la especificidad del ELISA optimizado. Ademas, la validez de la optimizacién
fue confirmada por los resultados de la comparacién entre las curvas de titulacion de
anticuerpos especificos obtenidas con el ELISA inicial y el ELISA optimizado. En los
ensayos de unién de ligandos disenados para estudios farmacocinéticos y diagnésticos
clinicos, las agencias reguladoras requieren el desarrollo y la optimizacién de
inmunoensayos que sean capaces de detectar analitos en concentraciones
clinicamente relevantes. ) En este trabajo se demuestra que la optimizacion del ELISA,
mediante experimentos factoriales completos, logré incrementar considerablemente la
detectabilidad con respecto al ensayo mejorado por un método OFAT. Este es un
resultado importante para la aplicacion del ELISA optimizado en los estudios de
evaluacion de lainmunogenicidad no deseada contra el Heberprot-P®, en los pacientes

tratados con este biofarmacéutico.

Conclusiones
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La optimizacién paso a paso de un ELISA, mediante un disefio factorial completo de
experimentos, y la incorporacion sucesiva al protocolo de la mejor combinacién de
factores y niveles, es una estrategia clave para obtener un inmunoensayo especifico y
de mayor detectabilidad de anticuerpos especificos. Dado que los disenos
experimentales se realizan sobre la base de la teoria estadistica, el disefio experimental
propuesto en este trabajo se ha vinculado a un procesamiento estadistico simple, que
facilita la interpretacion de los resultados, sobre todo en aquellos laboratorios donde no

se dispone de asesoramiento estadistico capacitado.
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