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Resumen

Las citocinas son moléculas de bajo peso molecular que son fundamentales en la respuesta inflamatoria e inmune y en numerosos
procesos bioldgicos y celulares. Son el ingrediente activo de numerosos firmacos, producidos para tratar diferentes
enfermedades; muchas de las cuales estdn relacionadas con el funcionamiento del sistema inmune. Estos medicamentos, antes de
ser comercializados, deben cumplir con una serie de requisitos, entre los que se encuentra, la cuantificacién de la actividad
bioldgica. Este pardmetro se mide a través de ensayos bioldgicos in vivo e in vitro, siendo estos tltimos los més utilizados por su
mayor rapidez y versatilidad. Los ensayos in vitro son realizados en locales con todo el equipamiento necesario y el personal con
la suficiente experiencia para llevarlos a cabo. Existen muchos factores que pueden influir en la calidad de estos métodos
analiticos, los cuales se deben mantener bajo un estricto control para la aprobacidn final del ensayo. Por tales razones, ¢l objetivo
de esta revisién es reunir las bases teéricas para la realizacién de ensayos in vitro para cuantificar la actividad bioldgica de
citocinas, asi como los factores que influyen en la calidad de estos.

Palabras clave: Ensayos bioldgicos, lineas celulares, contaminacién, potencia bioldgica, formacos, paralelismo.

Abstract

Cytokines are low molecular weight molecules that play a fundamental role in the inflammatory and immune response and in
numerous biological and cellular processes. They are the active ingredient in many drugs, produced to treat different diseases,
many of these related to the immune system. These drugs, before being marketed, must meet a series of requirements, among
which is the quantification of biological activity. The biological activity of cytokines is measured through in vivo and in vitro
biological tests, the latter being the most widely used due to their greater speed and versatility. In vitro tests are carried out in
places with all the necessary equipment and personnel with sufficient experience to carry them out. There are many factors that
can influence the quality of these analytical methods, which must be kept under strict control for approval. For these reasons,
the objective of this review is to gather the theoretical bases for conducting in vitro assays to quantify the biological activity of
cytokines, as well as the factors that influence their quality.

Keywords: Bioassays, cell lines, contamination, biological potency, drugs, parallelism.
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Introduccion

Las citoquinas o citocinas son moléculas de bajo peso molecular que poseen la capacidad de modular la
funcién de células y tejidos. Principalmente son producidas por los leucocitos, aunque algunas de ellas son
secretadas por otros tipos celulares. Las citoquinas, ademds de tener un papel fundamental en la respuesta
inflamatoria e inmune, estan implicadas en numerosos procesos bioldgicos como la hematopoyesis,
embriogénesis y angiogénesis, asi como en diferentes procesos celulares como mitosis, diferenciacion,
migracién o incluso muerte celular. Las citocinas también, han sido utilizadas como ingrediente activo para
la elaboracion de diversos firmacos de gran importancia para el tratamiento de diferentes enfermedades [1,
23].

Los productos biotecnoldgicos obtenidos utilizando citocinas como ingrediente activo, necesitan contar
con una serie de requisitos para ser comercializados, los cuales se comprueban analizando los Ingredientes
Farmacéuticos Activos (IFAs) y los Productos Terminados (PT) de dichos firmacos. La cuantificacién de
la actividad bioldgica es uno de los pardmetros principales para comprobar la calidad de los productos con
el fin de permitir su uso clinico y comercializacién [4]. Para medir la actividad bioldgica, se utiliza un gran
numero de métodos basados en ensayos bioldgicos [5]. Un paso importante en la realizacién de estas
técnicas consiste en evaluar cudl tipo de ensayo es el mds adecuado [6]. Con este objetivo, los analistas
deben basarse en consideraciones cientificas, econdmicas, estadisticas y practicas [4].

Generalmente, los métodos utilizados para el calculo de la actividad biolégica de un producto
farmaceutico, son los ensayos in vitro basados en lineas celulares establecidas debido a que son mis
ventajosos y menos variables que los ensayos in vivo [7, 8, 9]. Los ensayos in vitro se cuantifican mediante
diferentes métodos de revelado, de los cuales el mas recomendable por su sencillez y bajo costo es el método
colorimétrico [10]. Este se basa en anadir un colorante a las células y posteriormente medir la absorbancia
mediante un lector espectofotometro [11]. Los ensayos bioldgicos se deben realizar en 4reas asépticas que
posean las condiciones adecuadas y el personal con la experiencia necesaria para llevar a cabo estas técnicas
analiticas [4].

Existen muchos factores que pueden influir negativamente en los resultados de un ensayo in vitro, los
cuales deben ser estrictamente controlados para obtener resultados veridicos. Entre esos factores se
encuentran, las contaminaciones, el diseno de la placa de cultivo y el manejo de las células durante el
ensayo. El conocimiento de estos factores y la base tedrica sobre las cuales se realizan los ensayos de
actividad bioldgica son recursos necesarios con los que debe contar todo el personal que se incorpora a los
laboratorios de control de la calidad en los diferentes centros de produccién de fairmacos. Existe mucha
informacién sobre estas técnicas analiticas, pero se encuentra muy poco sintetizada y fragmentada en
multiples fuentes bibliograficas [4, 6, 11]. Debido a las razones anteriores, el objetivo del presente estudio
es reunir las bases tedricas para la realizacion de ensayos in vitro para cuantificar la actividad bioldgica de
citocinas, asi como los factores que influyen en la calidad de estos.

Citocinas como blancos de los ensayos de actividad biolégica

Las citocinas son un grupo de proteinas de rapido crecimiento que controlan el mantenimiento y la
actividad del sistema inmune [12]. Las cuales presentan un amplio rango de actividad bioldgica sobre un
gran numero de tipos de células, sobre las cuales pueden inducir proliferacién, diferenciacién y maduracién
(figura 1) [1, 2]. Estas moléculas pueden ser producidas principalmente por células dendriticas y fagocitos
mononucleares [1] y actiian en vivo en un gran complejo de proteinas interactuantes para lograr el control
del sistema inmune [13]. Diferentes células pueden secretar la misma citocina, y solo una de estas moléculas
puede afectar severamente distintos tejidos; esta propiedad es llamada pleiotropia [14].
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Principales efectos bioldgicos de las citocinas sobre las células blanco

Figura 1. Principales efectos bioldgicos de las citocinas sobre las células blanco

Estas moléculas frecuentemente actiian en cascadas de sefalizacion; es decir, una citocina estimula a la
célula blanco a producir mds citocinas, se unen a receptores especificos y activan mensajeros intracelulares
que regulan la transcripcion de genes [14]. Estédn involucradas en procesos inflamatorios, responsables de
las infecciones [15, 16]. Ademads, se ha demostrado que son importantes en la patogénesis de muchos
desérdenes clinicos y presentan un alto potencial para el tratamiento de un amplio rango de enfermedades
[2, 11]. También, se ha demostrado su importancia en la respuesta inmune ante la infeccién por
COVID-19 [17, 18, 19, 20].

Las citocinas pueden ser divididas en clases funcionales; por ejemplo, algunas citocinas son
primariamente factores de crecimiento linfociticos, otras funcionan como proinflamatorias o
antinflamatorias, y muchas otras se encargan de la respuesta inmune ante antigenos [21]. Uno de los
grupos de citocinas mds utilizados como ingrediente activo en la fabricacién de fairmacos, son los factores
de crecimiento, los cuales son una familia de proteinas que acttan principalmente sobre tejidos no
hematopoyéticos [22]. Como las hormonas cldsicas, los factores de crecimiento son moléculas
relativamente pequenas, altamente solubles y de estructura compacta [23, 24].

Existen tres familias de factores de crecimiento bien caracterizadas, basadas en su estructura y actividad
bioldgica. La primera familia estd representada principalmente por el Factor de Crecimiento Derivado de
Plaquetas y el Factor de Crecimiento Derivado de Fibroblastos. En la segunda familia se incluye el Factor
de Crecimiento Epidérmico y el Factor de Crecimiento Transformante Beta. La ultima familia, la
constituyen los factores de crecimiento tipo insulinicos [25].

¢Qué son los ensayos biolégicos?

El desarrollo de materiales biolégicos implica la valoracién meticulosa de seguridad, eficacia y calidad. La
calidad tiene que ser evaluada con el uso de una variedad de técnicas analiticas, inmunoldgicas y fisico-
quimicas, mientras la seguridad y la eficacia son establecidas a través de estudios de toxicidad y pruebas
clinicas [26].

Los ensayos biolégicos (EB) son importantes como sefializadores de seguridad, ya que pueden medir la
potencia y pueden ilustrar eficacia como una medida directa de actividad bioldgica [5]. Los EB son técnicas
mediante las cuales se puede medir una propiedad de una sustancia por la respuesta que produce en un
sistema bioldgico [8, 27]. Estos ensayos pueden ser de varios tipos: desde ensayos in vivo hasta ensayos in
vitro que utilizan lineas celulares establecidas [11].

Los ensayos in vivo pueden proveer informacién invaluable acerca de la actividad bioldgica de citocinas,
asi como también una valoracién util de su potencia bioldgica [28, 29]. Sin embargo, tales pruebas pueden
ser de muy alto costo, implican gran nimero de animales, y son a menudo imprecisas y trabajosas de
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realizar [27, 30, 31]. Por tanto, estos métodos han sido mayormente reemplazados por ensayos in vitro que
requieren cultivos primarios de células o lineas celulares continuas [6, 32].

Ensayos bioldgicos in vitro

Para los ensayos in vitro, como consecuencia de su extenso uso, existe un amplio rango de soporte
tecnoldgico disponible y comparados con los ensayos in vivo, presentan las siguientes ventajas [13, 31].

ePresentan menor cantidad de variables incontrolables.

eSon mas econémicos y controlables.

oSe produce menor variabilidad en la respuesta bioldgica.

eEvitan el uso de animales vivos.

ePresentan mayor capacidad de procesamiento.

eSon més adecuados para la automatizacion.

eSon mis flexibles y rapidos.

ePresentan mayor rango de tecnologias disponibles.

En los ensayos basados en lineas celulares, el sujeto bioldgico estimulado por el firmaco a evaluar, es un
cultivo de células provenientes de lineas celulares establecidas (comerciales) derivadas generalmente de la
sangre, médula espinal o tejidos de organismos superiores (cuadro 1) [32].
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Cuadro 1

Ejemplos de ensayos de actividad bioldgica de Citocinas y Factores de Crecimiento basados en el uso de lineas celulares 11

Citocina Linea celular Origen Tipo de ensayo Curva dosis respuesta
IL-2 CTLL-2 Células T citotdxica murina Proliferacion celular 0,1-20UI

IFN Hep-2/ Virus mengo Carcinoma laringeo humano/Picornavirus murino Antiviral 0.1-16UI

IFN Daudi Células linfoblastoides humanas Inhibicién de la proliferacion celular 1pg — 100 pg

G-CSP GNFS-60 Leucemia mieloide murina Proliferacién celular 0.4 - 100 UI

TEN  L-929 Fibroblasto murino Citotoxicidad 0.2-4UI

FCE 3T3A31 Fibroblasto murino Proliferacién celular 0.1-20UI
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La cuantificacion de la actividad bioldgica de citocinas se puede realizar a través de varios tipos de
ensayos in vitro:

Ensayos de proliferacién y anti proliferacién celular: son los bioensayos més versatiles basados en lineas
de células para la mayoria de las citocinas [33, 34]. En estos métodos, los grados de citocinas son estimados
debido a su habilidad para estimular o inhibir la proliferacion de las células [6].

Ensayos Antivirales: se basan en un sistema célula-virus donde se evaltia un producto por su capacidad de
proteger a las células ante los efectos citopatogénicos del virus empleado. La actividad antiviral potente de
algunas citocinas constituye el principio bédsico de estos ensayos. Los procedimientos involucran la
incubacion de células susceptibles con citocinas antes la adicién de un virus y estimar el incremento en la
supervivencia de la célula debido a una reduccidn en el efecto del virus [35].

Ensayos Citotdxicos: se basan en el efecto citotéxico que posee un producto sobre las células de la linea

empleada [36, 37].
M¢étodos de revelado

En los diferentes tipos de ensayos, es necesario cuantificar, la cantidad de células resultantes debido a la
accion de la citocina que se evalua. Para esto, se utilizan reveladores que pueden ser tinciones o sustancias
que provocan reacciones quimicas observables en la célula. Los diferentes métodos de revelado se exponen a
continuacién:

Colorimétrico: es uno de los métodos mds utilizados por ser muy prictico y barato [10, 38]. Se emplean
diferentes colorantes que se incorporan a las células vivas, las cuales posteriormente se leen en un lector
fotométrico a una longitud de onda determinada que depende del colorante empleado [39]. Después de
afadido el colorante, se puede apreciar en las placas de 96 pocillos a simple vista, un gradiente de intensidad
de color proporcional a la concentracién celular, en caso de que se trate de ensayos de factores de
crecimiento en los cuales la proliferacion celular aumenta por la adicion de la citocina [40]. En este tipo de
ensayo, la concentracién celular que se observa depende de la dosis del firmaco aplicada. En los pocillos de
la placa de cultivo, donde se anade una mayor concentraciéon de citocinas, se observa que el color
desarrollado es mds intenso, en correspondencia con los pocillos donde la concentracién es menor (figura
1).

Los reveladores de los ensayos colorimétricos pueden ser: Sal de Tetrazolium (MTT), Alamar Blue,
Cristal violeta (CV), Negro amido y Rojo neutro [11].

Radioactivo: en estos ensayos se utiliza timidina tritiada, la cual se incorpora al ADN celular y es leida
posteriormente en un contador de radioactividad [41].

Ensayos que utilizan MTT como revelador: uno de los reactivos que mas se utilizan para evaluar
proliferacién celular, es la sal de tetrazolium (MTT). Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983
[41] y modificado por Denizot y Lang en 1986 [42]. Durante esta técnica, el MTT es reducida por la
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto de color rojo (formazin) (figura 2B).
Posteriormente, los cristales de formazan deben ser disueltos con el uso de un solvente [43]. Primeramente,
se suponia que la reduccién de la sal de tetrazolium solo se debia a los procesos mitocondriales durante la
cadena respiratoria, pero actualmente se sabe que también estdn implicadas las fracciones citoplasmdticas y
microsomales [44, 45].

Este método permite determinar la actividad mitocondrial de las células tratadas, de forma que la
cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan reducido. Es una prueba muy sensible y
muestra linealidad en un amplio rango de concentraciones [41]. Este revelador implica menos afectaciones
durante los ensayos, pues al consistir en una reaccién quimica, no requiere que se deseche contenido de las
placas ni que estas sean lavadas, lo cual disminuye la manipulacién y la posible pérdida de las células.

Ensayos que utilizan como revelador Cristal Violeta: la técnica de Cristal Violeta se basa en la tincién de
las células con una solucién de este colorante (figura 2A). Esto nos permite cuantificar mediante un lector
espectrofotométrico la densidad éptica (DO) de la placa [46]. Con este método, la manipulacién de las
células es muy estresante, pues para tenirlas, primeramente, es necesario desechar el contenido de las placas
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con lo cual pueden sufrir dafos. Después de tenir las placas es necesario el lavado de estas para eliminar los
excesos de colorante, proceso que también provoca la pérdida de muchas células.

Figura 2

Placas de 96 pocillos reveladas con Cristal Violeta A y MTT B En este disefio se colocé una mayor concentracién de
citocinas en los pocillos superiores por lo cual se observa una disminucién de la proliferacién celular en los pocillos

inferiores

Figura 2. Placas de 96 pocillos reveladas con Cristal Violeta (A) y MTT (B). En este disefio, se colocd
una mayor concentracion de citocinas en los pocillos superiores, por lo cual se observa una disminucién de
la proliferacidn celular en los pocillos inferiores.

Factores que pueden influir en la calidad de los ensayos in vitro basados en lineas
celulares

1. Contaminaciones por agentes microbianos

Los ensayos bioldgicos basados en lineas celulares pueden ser afectados principalmente por
contaminacién por agentes microbianos como producto de una mala manipulacién, lo cual puede ser muy
comun [47, 48, 49]. Si durante un ensayo aparecen sintomas de contaminacidn, tanto en los frascos como
en las placas de cultivo; es necesario recurrir a un nuevo cultivo celular. Las contaminaciones pueden
provocar afectaciones graves en la respuesta de las células y por tanto se obtienen resultados muy variables

[50].
2. Diseno de la placa de cultivo

Los ensayos biolégicos deben contar con un disefio adecuado de las placas de cultivo porque durante la
incubacién pueden ocurrir afectaciones en el borde de la placa [47]. Durante su disefio es importante
colocar las muestras aleatoriamente, sin utilizar los pocillos del borde. Las afectaciones que ocurren en el
borde de la placa durante la incubacién se deben al mayor intercambio que sufren estos pocillos con el
ambiente de la incubadora y la posicién que ocupe la placa dentro de esta [4].

3. Factores relacionados con el manejo de las células

Otros factores que pueden afectar los ensayos bioldgicos son: el tipo de célula que se utiliza (si son
adherentes o no), la descongelacion, densidad, confluencia, frasco utilizado en el cultivo, requerimiento de
suero, condiciones de cultivo (temperatura, CO2, humedad, tiempo), conteo de células, determinaciones
de salud de la células y estabilidad de la linea celular. También se deben tener en cuenta, la calidad de la
muestra a analizar, el diseno del ensayo, la documentacién, el personal encargado, el equipamiento y las
instalaciones [4].

Por otra parte, la descongelacién de las células puede afectar los resultados de un ensayo de actividad
bioldgica, pues constituye un proceso muy dréstico [52], esto se debe a que inicialmente, se encuentran
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almacenadas a temperaturas de -196°C en nitrdgeno liquido y pasan directamente a un bafio con 37°Cy,
por tanto, es inevitable que ocurra muerte celular [54]. En los EB las células deben ser mantenidas con una
confluencia menor del 90%. A una confluencia mayor que este valor, muchas células se desprenden por el
contacto con células vecinas [40].

En muchos ensayos bioldgicos para el control de citocinas, se utilizan células de anclaje (se adhieren a la
superficie del frasco), por tanto, se necesita una enzima que pueda escindir las proteinas de unién para
poder expandir y realizar el conteo. Para esto se utiliza la tripsina, una enzima que rompe enlaces peptidicos
en las proteinas de adhesiéon [50]. Debido a esto, las células quedan en suspensién con una forma
redondeada y con diferente morfologfa (figura 3). Es importante tener en cuenta que, la accién de la
tripsina durante un tiempo prolongado de exposicién provoca la muerte celular, lo cual crea la necesidad de
una buena manipulacion de los cultivos para que no ocurran dafios morfoldgicos y detritos celulares [48].

En algunos ensayos de actividad bioldgica de citocinas, se frecuenta estresar las células antes de afadirle el
firmaco para que su respuesta sea Optima. El estrés celular consiste en mantener las células durante 24
horas sin Suero Fetal Bobino (SFB). Durante este proceso, las células sufren porque no se les administra
suero, lo cual provoca un cese de la proliferacion debido a que este contiene factores de crecimiento
necesarios para el crecimiento [50]. Para esto, primeramente, es necesario desechar el medio de
mantenimiento de las células y poder administrarles medio sin suero. Durante este paso es necesario
climinar los residuos de SFB mediante lavados con Tampén Fosfato Salino (PBS) o de lo contrario, este
puede interferir en la respuesta celular que debe resultar de la adicién de los firmacos. Durante este paso, se
pierden células que no se encuentran adecuadamente adheridas a la superficie de las placas. Este proceso
afecta la concentracién celular a la cual deben encontrarse las células en el momento de administrarle los
fdrmacos, lo cual no implica afectaciones en la respuesta proliferativa de las células [11].
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Fibroblastos durante un EB cultivadas en medio DMEM con SFB al 10% A Células en suspension acabadas de

tripsinizar se observa su forma redondeada B Células en cultivo durante 24h con una confluencia celular aproximada

del 50% se observa la forma alargada clésica de los fibroblastos C Células en cultivo durante 72h con una confluencia
celular aproximada del 90%

Figura 3. Fibroblastos durante un EB, cultivadas en medio DMEM con SFB al 10%. A: Células en
suspension acabadas de tripsinizar; se observa su forma redondeada. B: Células en cultivo durante 24h con
una confluencia celular aproximada del 50%; se observa la forma alargada clésica de los fibroblastos. C:
Células en cultivo durante 72h con una confluencia celular aproximada del 90%.

El factor mds importante en cuanto a las células, que puede influir en los ensayos basados en lineas
celulares es la generacion que se utiliza, puesto que, el estado metabdlico y la salud de las células tienen gran
influencia en los resultados de los ensayos. Cuando se obtienen sucesivas generaciones que se compran de
una linea comercial, su respuesta tiende a variar con el numero de subcultivos que se realicen [6]. Por tanto,
las células necesitan ser renovadas periédicamente por otras que provengan del primer grupo o la calidad
del ensayo disminuye. Para asegurar alta calidad de los ensayos es necesario contar con bancos de células
originalmente obtenidas, las cuales son congeladas para renovar los cultivos [51]. Cada descongelacién no
debe ser utilizada por mas de tres meses [4].

Bancos de células
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Se deben tener en cuenta varias consideraciones en el desarrollo de los bancos de células. El origen de la
linea celular, ya sea obtenida del fabricante del producto, o adquirida por un colaborador, institucién
académica o una coleccién de cultivos debe tener documentacién que detalle la historia de la linea celular,
que justifique su aplicacién para uso comercial. La propagacién también debe ser documentada y descrita
en detalle para permitir la recreacién de una linea celular similar si fuera necesario. También debe ser
documentada informacién acerca de la linea celular durante el desarrollo de los ensayos [52].

Es necesaria una extensiva caracterizacién para asegurar la calidad y longevidad del banco de células.
Después de que la linea celular haya sido caracterizada, estard lista para crear los bancos y un sistema de
bancos debe contener un Banco Primario y Bancos de Trabajo [53].

Banco de Células Primario (BCP): est4 formado por células bien caracterizadas que se obtienen a partir
de la expansién controlada del vial de la casa comercial. Las células se conservan en nitrdgeno liquido a
-196°C. Estos bancos deben ser cuidadosamente preparados porque muchas células suelen ser sensibles a la
criopreservacion, descongelacion y condiciones de cultivo. También deben ser sometidos a un extenso
numero de ensayos que permitan asegurar su identificacion y caracterizacion antes de ser utilizados para la
validacion de estudios o para su uso regular en laboratorios [54].

Banco de Células de Trabajo (BCT): estos bancos se originan a partir de la expansién controlada del
BCP. Se conservan igualmente en nitrégeno liquido a -196°C y se emplean en los ensayos bioldgicos in
vitro. El tamafo de los bancos depende del crecimiento caracteristico de las células, el nimero de células
requerido para cada ensayo y de la frecuencia con que se realizarédn los ensayos [50].

Estdndar utilizado en los ensayos de actividad bioldgica

En los ensayos bioldgicos debe utilizarse una sustancia de referencia que debe ser un Ingrediente
Farmacéutico Activo (IFA) o producto Terminado (PT) de calidad y pureza establecida, cuya potencia
bioldgica ha sido medida en comparacién con un estindar primario. A esta sustancia se le lama Material de
Referencia (MR).

El MR es un agente critico en los bioensayos porque de su calidad dependen los resultados de estas
técnicas. Presenta propiedades suficientemente bien establecidas, por lo que puede ser utilizado como curva
de referencia en la evaluaciéon de un método de medicidn o para asignar valores a otros materiales [4].

El MR utilizado debe ser de la misma naturaleza de la citocina a ensayar, y necesita ser preparado de ser
posible, por los mismos procesos del producto al cual se le desea comprobar su calidad [11]. El estandar se
debe mantener bajo condiciones que preserven su potencia durante todo su uso. Hasta el fin del ensayo, el
estandar debe ser almacenado bajo condiciones diferentes al producto a analizar, por ejemplo, a diferente
temperatura, en distintos frascos y a diferente formulacién. También debe ser recalibrado contra un
Material de Referencia Internacional para evaluar la validez de los valores de actividad bioldgica asignados
en la calibracién inicial. De esta forma se detectan problemas que podrian determinar la aptitud o no del
MR para continuar con su uso [6].

Cilculo de la Potencia bioldgica

La actividad o potencia bioldgica son los efectos de una droga sobre un sistema bioldgico, los cuales
pueden ser benéficos o adversos. Generalmente depende de la dosis en la que se aplica el firmaco.

El célculo de la potencia bioldgica es el método utilizado para medir la calidad del firmaco en los ensayos
de actividad bioldgica. Este se realiza a partir de los datos que se obtienen en los ensayos bioldgicos in vitro.
Todo el andlisis se hace mediante métodos estadisticos de Lineas Paralelas (LP). En este tipo de andlisis, el
titulo de la muestra se obtiene mediante la comparacion de la curva dosis-respuesta de la muestra con la del
estandar utilizado (figura 4) [26]. Por la variabilidad inherente de los ensayos biolégicos, la potencia no es
una medida absoluta y es calculada preferiblemente por la comparaciéon con un MR.
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Figura 4. Curva dosis-respuesta obtenida en un EB in vitro donde se observa el comportamiento del
firmaco (Lote 1y 2), el Material de Referencia (MR) y Controles Positivos 1y 2.

Cumplimiento de paralelismo

La prueba de paralelismo es una premisa indispensable para este tipo de cdlculo. La muestra a evaluar se
debe comportar como si fuese una dilucién del MR. Es decir, que la funcién dosis-respuesta de uno pueda
ser considerada como una magnificacién del otro [55]. El célculo de los resultados de cada ensayo consiste
en ajustar las funciones logaritmo dosis contra transformacién de la respuesta a rectas paralelas. La
transformacion de la respuesta se realiza para lograr linealizar la funcién dosis-respuesta [56].

El hecho de que los ensayos cumplan con el paralelismo, significa que los valores de potencia bioldgica
obtenidos para las muestras analizadas puedan ser reportados [4]. El paralelismo es esencial para la validez
del ensayo porque implica que la relacién entre las dosis que producen un mismo efecto se mantiene
constante con la dosis [57, 58]. De no ser asi, no se podria definir la potencia, porque seria diferente para
cada dosis [55]. El paralelismo mide que la respuesta de la muestra y el MR son iguales excepto por un
factor. Eso es lo que se conoce como “Ensayo de Dilucion” [4].

El paralelismo se evalta mediante la comparacién de la varianza residual del ajuste a rectas con una
pendiente comun con la varianza residual del ajuste a rectas con pendientes diferentes. Si las rectas no se
apartan significativamente del paralelismo, el aumento de la varianza residual por emplear una pendiente
comun no serd significativo [4]. Esta premisa se basa en la suposicién de que tanto las muestras utilizadas
como el MR muestran un comportamiento similar, debido a que contienen el mismo analito especifico [4].
Por tanto, las curvas dosis-respuesta deben compartir pardmetros comunes y solo deben diferenciarse en el
desplazamiento horizontal [55]. Si no existiera paralelismo, no se podria interpretar el valor de potencia
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obtenido, lo que convierte a esta premisa en una condicién indispensable para el cilculo de la potencia
relativa de una sustancia mediante un ensayo de actividad bioldgica [4].

El paralelismo se evalta s6lo en el método de lineas paralelas. Para hablar de paralelismo, es necesario que
las DO puedan ajustarse en funcién de la dosis a través de una linea recta, ya sea directamente o después de
una transformacién. Como la potencia se calcula como la exponencial de la diferencia de intercepto entre
las pendientes, la estimacion de los limites de confianza sélo serd vélida si se cumple la linealidad [55].

Cumplimiento de la linealidad

Para determinar si se cumple la linealidad se compara la varianza residual de la regresién con la varianza
entre réplica (error puro). Si la varianza residual de la regresién no es significativamente mayor que la
varianza entre réplicas, se considera que la regresion es lineal [55].

Por tanto, estos modelos presuponen linealidad de una relaciéon dosis-respuesta. Una caracteristica de los
ensayos bioldgicos es que el comportamiento de la respuesta celular en funcién de la concentracién no es
una linea recta, por tanto, los datos obtenidos se deben ajustar mediante una regresién lineal. Una
estrategia, para superar esta premisa consiste en seleccionar una region de la curva que sea linear [4].
Debido a esto, la linealidad es indispensable para que sean validos los célculos estadisticos.

Analisis Estadistico
Graficos de control en los ensayos de actividad bioldgica

Los graficos de control constituyen una herramienta para asegurar que los ensayos se mantienen bajo
control estadistico. Un requisito indispensable para tomar los ensayos como validos es que el valor de
potencia obtenido para los controles positivos se encuentre entre las £3 DS (Desviacién estdndar) [59].
Otra condicién que indica que el ensayo se encuentra bajo control estadistico es el comportamiento de los
valores de potencia obtenidos de los controles [4]. Estos se construyen tomando en cuenta los valores de
potencia bioldgica del firmaco evaluado obtenidos en ensayos en anos anteriores y comparandolos con los
valores actuales. El objetivo principal es asegurarse de que el comportamiento de la actividad biolégica del
fdrmaco se encuentra dentro de los limites establecidos (+3 DS del valor medio reportado)
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Figura 5. Logaritmo de los valores de potencia obtenidos en los ensayos de actividad bioldgica para un
control positivo. Los valores que se reportan para los primeros 25 ensayos fueron obtenidos durante un
tiempo. A partir del ensayo 25 se reportan los valores nuevos.

Conclusiones

eLas citocinas son proteinas con diversas funciones en el organismo, las cuales son utilizadas como
ingrediente activo de numerosos firmacos; que antes de ser comercializados deben pasar por una rigurosa
revisién de calidad realizada mediante ensayos bioldgicos in vitro.

En los ensayos bioldgicos in vitro, suelen influir una serie de factores como: contaminaciones, disefio de
la placa de cultivo y manejo de las células; los cuales deben mantenerse bajo un estricto control.

eDurante los ensayos in vitro, la potencia bioldgica del firmaco es calculada tomando como base un
material de referencia con el mismo ingrediente activo, por lo que se asume que deben seguir el mismo
comportamiento.

eLos graficos de control constituyen una herramienta que permiten visualizar si el comportamiento del
fdrmaco analizado se mantiene entre los umbrales deseados y bajo control estadistico.
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