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Ensayos de alto rendimiento utilizados en farmacognosia: Seleccion,
optimizacion y validacion de métodos de inhibicion enzimatica por
espectrofotometria UV-visible

[High-throughput screening assay used in pharmacognosy: Selection, optimization and validation of
methods of enzymatic inhibition by UV-visible spectrophotometry]

Graciela Granados-Guzman, Noemi Waksman de Torres, Rocio Castro-Rios, Ricardo Salazar-Aranda*

Departamento de Quimica Analitica, Facultad de Quimica Analitica. Universidad Auténoma de Nuevo Leon. Madero y Aguirre Pequerio s/n,
Colonia Mitras Centro. Monterrey, N. L., México.

* E-mail: ricardo.salazarar@uanl.edu.mx

Abstract

In research laboratories of both organic synthesis and extraction of
natural products, every day a lot of products that can potentially
introduce some biological activity are obtained. Therefore it is necessary
to have in vitro assays, which provide reliable information for further
evaluation in in vivo systems. From this point of view, in recent years has
intensified the use of high-throughput screening assays. Such trials
should be optimized and validated for accurate and precise results, i.e.
reliable. The present review addresses the steps needed to develop and
validate bioanalytical methods, emphasizing UV-Visible spectro-
photometry as detection system. Particularly focuses on the selection of
the method, the optimization to determine the best experimental
conditions, validation, implementation of optimized and validated
method to real samples, and finally maintenance and possible transfer it
to a new laboratory.

Keywords: High-throughput screening assays; validation studies; in vitro.

Resumen

En los laboratorios de investigacion, tanto de sintesis organica como de
extracciéon de productos naturales, diariamente se obtienen una gran
cantidad de productos que potencialmente pueden presentar alguna
actividad bioldgica. Por esta razdn es necesario contar con ensayos in vitro
que proporcionen informacion confiable para continuar la evaluaciéon en
sistemas in vivo. Desde este punto de vista, durante los ultimos afios se ha
intensificado el uso de ensayos de alto rendimiento. Dichos ensayos
deben ser optimizados y validados para obtener resultados exactos y
precisos, es decir confiables. En la presente revisién se abordan las etapas
necesarias para desarrollar y validar métodos bioanaliticos, haciendo
énfasis en la espectrofotometria Ultravioleta-Visible como sistema de
deteccion. Particularmente se enfoca en la seleccidn del método, la
optimizacion para determinar las mejores condiciones experimentales, la
validacion, la aplicacion del método optimizado y validado a muestras
reales y, por ultimo, el mantenimiento y posible transferencia de éste a un
nuevo laboratorio.

Palabras Clave: Ensayos de rastreo de alto rendimiento; estudios de
validacion; in vitro.
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INTRODUCCION

Los ensayos de alto rendimiento surgieron
hace dos décadas y se han convertido en una
herramienta ampliamente utilizada en la
busqueda de nuevos farmacos. Debido a que se
trata de métodos in vitro, han sido fuertemente
promovidos por todos los sectores industriales
con el propdsito de poder generar datos
confiables que sean mas relevantes para
humanos, ademds de disminuir el uso de
animales de estudio (Szymanski et al., 2012).

Los ensayos de alto rendimiento son basi-
camente procesos de rastreo y ensayo que se
enfocan en un solo mecanismo. Son utilizados
tanto por cientificos industriales como por inves-
tigadores académicos. Su propdsito principal es
acelerar el descubrimiento de nuevos farmacos,
mediante el rastreo de una gran cantidad de
compuestos a una velocidad que puede exceder
los varios cientos de compuestos por dia o por
semana, lo cual es de vital importancia ya que en
sintesis quimica se genera un gran numero de
nuevos compuestos. Esta alta demanda de resul-
tados hace necesario que los ensayos se lleven a
cabo en placas de 96 o mds pozos, siendo el
sistema de deteccion UV-Vis el mas ampliamente
utilizado, aunque existen otros como, por
ejemplo, la fluorescencia. Los ensayos de alto
rendimiento son también utilizados para la
caracterizacién metabdlica y farmacocinética, asi
como para obtener datos toxicologicos sobre
nuevos farmacos (Szymanski et al., 2012; Martis et al.,
011; Schroeder et al., 20n). Uno de los puntos mas
interesantes de la tecnologia de estos ensayos, es
que puede reducir costos, lo cual ha hecho que se
consideren como métodos alternativos a aquellos
que utilizan equipos especializados como HPLC y
su utilidad no se restringe solo al desarrollo de
nuevos farmacos, sino que se utilizan en el moni-
toreo de contaminantes en agua y suelos, en el
estudio del metabolismo de plantas, evaluacion
de la actividad de extractos de plantas, estudios
en la calidad de carnes y otros alimentos, estudio
de la toxicidad de diversas sustancias, etcétera.
Sin embargo, para considerar a los bioensayos
como una alternativa real a procesos cuanti-
tativos mds costosos, en necesario llevar a cabo
una validacion analitica de éstos.

http://jppres.com/jppres

Validacién de ensayos de alto rendimiento

El objetivo general de llevar a cabo la
validacion analitica de cualquier procedimiento,
es demostrar que el método es aceptable para los
propdsitos previstos, los cuales en el caso que nos
ocupa pueden ser determinar la actividad bio-
légica o farmacolégica de una nueva entidad
quimica. En general, la calidad de un ensayo esta
definida por la robustez y reproducibilidad de
una sefal detectable que permite que un proceso
bioldgico sea cuantificado, ya sea en ausencia de
cualquier compuesto de prueba o en la presencia
de compuestos (Elli-Lilly, 2007). Sin embargo, como
lo expresa Stevenson (201) “‘uno de los retos es
obtener medidas absolutas de exactitud, lo cual es
de suma importancia, ya que la falta de exactitud
dificulta comparar los resultados de dos ensayos,
asi como su capacidad para ser reproducidos”. Si
bien se pueden realizar comparaciones de
precision, basadas en replicados, esto no es
directamente transferible a la exactitud. Aun
utilizando la mejor tecnologia disponible, dos
ensayos pueden mostrar diferencias en las medias
y la precision, incluso asumiendo que uno de los
ensayos precede al segundo, por lo que no se
puede elegir con confianza entre alguno de los
dos resultados. Todo esto se vuelve sumamente
relevante cuando se quiere transferir un método
de un laboratorio a otro.

Esta problemadtica se ejemplifica con el méto-
do cromogénico de inhibicién de o-glucosidasa.
Una sintesis de los resultados obtenidos de una
busqueda bibliografica acerca de la aplicacion de
dicho método se puede ver en la Tabla 1. La
evaluacion de la inhibicion enzimatica (Fig. 1) se
realiza midiendo la producciéon del p-nitrofenol
liberado a partir del p-nitrofenil-o-D-glucopira-
nosido a 405 nm. En presencia de un inhibidor se
aprecia una disminucién en la absorbancia.
Diversos trabajos de investigacion incluyen el
compuesto acarbosa como control positivo o
compuesto de referencia.

A partir de los datos de la Tabla 1 se puede obser-
var que los resultados de inhibicién enzimatica
reportados por el control positivo, acarbosa son
muy diferentes con un rango de valores de CI,,
desde 0,00037 hasta 17 mg/mL. Incluso, los
resultados son diferentes cuando se utilizo el
mismo método con “pequefias variaciones”, como
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Tabla 1. Revision del procedimiento de inhibicion de a-glucosidasa, de levadura.

Validacién de ensayos de alto rendimiento

ClL, Autor Enzima  PNPG  PNPG Buffer pH Temp. Incu- A Vol. Otros componentes DMSO Meétodo utilizado
acarbosa (U/mL) (mM) (mg) fosfatos (°C) bacién (nm) Total
(mg/mL) (M) (min) (mL)
< 0,010 Ren et al., 2011 0,040 0.5 0,003 N.I 6,8 37 5/30 405 0,2 0,1 M Na,CO, no Kim et al., 2004
0,00037 Apostolidis & Lee, 1,000 5 0,075 0,1 6,9 25 10/5 405 0,2 N.L. no N.I

2010
0,029 Lee et al., 2008 3,000 20 0,063 N.I 6,5 37 10/35 405 0,1 N.I no Pistia-Brueggeman &

Hollingsworth, 2001
0,15 Wang et al., 2012 1,000 5 0,075 0,1 6,9 25 10/5 405 0,2 N.L. meOH Apostolidis & Lee, 2010
0,27 Wu et al., 20m 0,500 N.L N.L 0,1 6,9 37 10/60 400 2 N.L meOH Chapdelaine et al., 1978;
Matsui et al., 1996

0,437 Chan et al., 2010 0,032 2 0,090 0,1 7 37 20 400 320 N.I. si Matsui et al., 1996
0,504 Choudhary et al, 0,250 0,7 N.L 0,05 6,9 37 N.L 400 N.L N.L no Matsui et al., 1996

2010
0,678 Heo et al., 2009 0,700 5 0,075 0,1 7 T.amb 5/5 405 o,11 2 g/L AB+o,2 g/L NaN; si Watanabe et al., 1997
0,678 Lee et al., 2010 0,700 5 0,075 0,1 7 T.amb 5/5 405 o,11 2 g/L AB+0,2 g/L NaN, si Watanabe et al., 1997
0,894 Kang et al., 201 0,200 2,5 0,015 N.I. 6,8 37 15/15 405 0,24 0,2 M Na,CO, si Kang et al., 2009
1,081 Kang et al., 2012 0,200 2,5 0,015 N.L 6,8 37 15/15 405 0,24 0,2 M Na,CO, si Kang et al., 2011
6,2 Subramanian et al,, 0,100 N.L N.L 0,1 7 T.amb 5/5 405 N.L 2 g/L AB+o,2 g/L NaN; si Kim et al., 2000

2008
10 Linwei et al., 2012 0,075 3 1,247 0,67 6,8 37 30 400 3,48 0,1 M Na,CO; no Kim et al., 2004
17 Shai et al., 2010 0,600 2,9 N.LI. N.L. 6,9 25 5 405 N.L. hervir 2 min si Matsui et al., 1996
N.I. Hou et al., 2009 0,010 10 N.I N.I n.i 37 30 400 0,5 0,1 M Na,CO; no Matsui et al., 1996

AB: Albumina bovina; Cl50: Concentracion inhibitoria 50; DMSO: Dimetilsulféxido; meOH: Metanol; N.IL.:

amb.: Temperatura ambiente.

http://jppres.com/jppres

Dato no indicado; PNPG: p-Nitrofenil-a-D-glucopiranosido; T.
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psitrofenil a-D-ghucopiranosido a-D-ghucopiranoside peaitrofenol

Figura 1. Reaccién del sustrato p-nitrofenil-a-D-gluco-
piranosido con a-glucosidasa.

en el caso de Chan et al. (2010), Choudhary et al. (2010),
Shai et al. (2010) Y Hou et al. (2009) quienes utilizaron
como método base el propuesto por Matsui et al.
(1996).

Los valores de CI, que se presentan en la
Tabla 1, se obtuvieron utilizando acarbosa, en una
solucion de reaccion totalmente transparente. Sin
embargo, en todos los trabajos que se listan en la
Tabla 1, se evalué la actividad de extractos
naturales: de plantas, de hongos o de algas. En
ninguno de esos trabajos se menciona si los
extractos presentaban alguna coloracién; sin
embargo, se sabe que las plantas contienen una
gran cantidad de compuestos polifenélicos como
los flavonoides, que por si mismos tienen color.

Los compuestos polifenolicos (puros o en
extractos) reaccionan con Na,CO, produciendo el
ion fenoxido, que presenta una coloracion
amarilla. Si la medicién se realiza a una longitud
de onda entre 400-405 nm, la presencia del ion
fenoxido constituye una interferencia importante,
por lo que pudieran descartarse compuestos
utiles por fallas en el manejo de la técnica
instrumental. Esta interferencia de color, debe ser
tomada en cuenta pues afecta la exactitud de la
determinacion. Una opcion para lograrlo, es
tomar la absorbancia de la muestra como blanco
para eliminar la interferencia de la matriz.

Si bien no existe un consenso general acerca
de como se deberia llevar a cabo un proceso de
validacién para bioensayos, en la literatura se
ofrecen diferentes guias practicas. Por ejemplo,
Ederveen (2010) en su reporte “A practical approach
to biological assay validation” propone cuatro
etapas a seguir para desarrollar y validar un
ensayo bioldgico. Estas se presentan en la Fig. 2.

La presente revision se enfoca en ensayos que
utilizan la técnica espectrofotométrica UV-Vis,
que ademds se caracteriza por ser sencilla,
economica y versatil.

http://jppres.com/jppres
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— + Capacidad del instrumento
Seleccion + Estabilidad de reactivos
del método +  Seleccion del control positivo
+ Calibracién de material a utilizar

v

Optlle'aCIon + Disefio de experimentos
del método
Linealidad
- . = Exactitud
Validacion Precisidn

Limites de detecciény cuantificacién
Interferencia de matriz
Robustez

v
Mantenirient +  Remplazo de reactivos y/o estandares
aHenmenio.y + Remplazo de equipo

mejora + Transferenciaa otro laboratorio

L=

Figura 2. Etapas del proceso para el desarrollo y validacion
de un ensayo bioanalitico.

Seleccion del método

Es importante recordar que los ensayos in vitro
se desarrollan en ambientes artificiales en los que
los sistemas bioldgicos estudiados pueden ser
inestables o bien exhibir actividad por debajo de
su potencial. Ademas, existe un gran nimero de
bioensayos en los cuales los métodos base se
llevan a cabo en volimenes superiores a 1 mL; sin
embargo, para que puedan considerarse de alto
rendimiento, tienen que llevarse a cabo la
miniaturizacion en placas de 96 o mds pozos,
para poder cumplir asi con el principal requisito
de este tipo de ensayos, que es el poder analizar
un gran numero de muestras en corto tiempo.

En este tipo de ensayos, se utilizan soluciones
diluidas almacenadas por largos periodos de
tiempo y es necesario mantener una baja varia-
bilidad y respuestas suficientemente altas.

Como una primera fase es recomendable
seleccionar un método base. Dicha seleccion estd
relacionada con el propésito y resultados que se
requieren del experimento, asi como de otros
factores logisticos y limitaciones en la operacion
como pueden ser costos, equipo y reactivos
disponibles, tiempo y bioseguridad (Ederveen, 2010).

En lo relativo al equipo con el que se lleva a
cabo el andlisis, es necesario tomar en cuenta las
condiciones en que se utiliza, sus caracteristicas
técnicas y limitaciones. En el caso de la espectro-
fotometria UV, se debe considerar la longitud de

] Pharm Pharmacogn Res (2014) 2(1): 4


http://jppres.com/jppres

Granados-Guzman et al.

onda de trabajo, ademas si el instrumento cuenta
con un monocromador o filtros, el material de las
celdas de lectura, la precision y sensibilidad
propia del instrumento, asi como las limitaciones
de la ley de Beer.

De acuerdo con Macarrén y Hertzberg (201), la
estabilidad de los reactivos debe ser evaluada
utilizando las mismas condiciones previstas para
el experimento, asi mismo debe monitorearse si
la sefial va disminuyendo con el tiempo, ya que
en los ensayos de alto rendimiento los requeri-
mientos de estabilidad son mayores que en otras
areas de investigacion. La guia para el desarrollo
de ensayos y ensayos de alto rendimiento (Elli-
Lilly, 2007) recomienda determinar la estabilidad
de los reactivos tanto en condiciones de almace-
namiento como de ensayo tomando en cuenta:
las especificaciones del fabricante, las condicio-
nes de almacenamiento y los resultados de un
monitoreo de la sefial del reactivo a través del
tiempo.

La calidad de un ensayo esta determinada por
su capacidad para distinguir con exactitud una
diana de otra que no lo es. Para este proposito es
indispensable el uso de controles positivos y
negativos o blancos. Un andlisis cuidadoso de los
controles permitird identificar errores en la
manipulacién de reactivos o el procesamiento de
muestras. Los problemas obvios deben resolverse
antes de validar el ensayo. Aun después de
solucionar estas fallas, se pueden esperar errores
aleatorios debidos a fallas en el equipo o fallas
usuales en el laboratorio. Estos errores deben ser
tomados en cuenta cuando se realice la vali-
dacién del ensayo (Macarron & Hertzberg, 20m).

Optimizacion del método

Un ensayo de alto rendimiento debe realizare
bajo las condiciones 6ptimas. Establecer dichas
condiciones se facilita con el uso de un disefio de
experimentos. Es importante sefalar que cuando
se realiza una busqueda bibliografica de un ensa-
yo particular, generalmente se encuentra que se
hicieron “pequefias modificaciones” a los méto-
dos base, sin embargo no se menciona si se rea-
lizé una optimizacién o incluso si se evalud algun
parametro de validacién.

http://jppres.com/jppres
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Un gran ndmero de factores pueden ser
evaluados en un proceso de optimizacidn; sin
embargo, el conocimiento previo de las variables
involucradas es de mucha ayuda en la seleccién
de los mas apropiados. Los factores mdas comu-
nes en los ensayos in vitro son los siguientes:

e Concentracion de reactivos (sustrato, fuen-

te de radicales libres, buffers, etc.).

e Tiempo y temperatura de incubacion.

¢ Solvente utilizado.

¢ Longitud de onda de lectura.

e Sensibilidad a la luz.

e Forma en que se detiene la reaccidn.

e Origen de los reactivos (p. ej. fuente de

enzimas, marca, grado de pureza).

Ademas, es necesario considerar las limita-
ciones propias de la técnica, como por ejemplo el
cumplimiento de la Ley de Lambert-Beer o el
efecto del ruido instrumental. La ley de Lambert-
Beer enuncia que para una radiacién monocro-
matica, la absorbancia es directamente propor-
cional al camino optico a través del medio y la
concentracion de la especie absorbente (Skoog et
al, 2008). Si esta ley no se cumple, se pierde la
proporcionalidad y, por lo tanto, no se tiene la
relacion entre la absorbancia que se obtiene expe-
rimentalmente y la concentracion del analito en
cuestion.

Diseiio de experimentos

Si bien la optimizacion clasica de los factores
experimentales se lleva cabo variando un factor
mientras el resto se mantienen constantes, en el
proceso de optimizacion de ensayos bioanalitcos
el numero de variables a estudiar puede ser muy
grande. Abordarlas de manera individual resulta
poco conveniente, ya que puede ser un proceso
largo por el gran nimero de pruebas necesarias.
Ademas, las conclusiones obtenidas en el estudio
de cada factor tendran validez restringida, porque
no es posible estudiar la interaccion entre los
mismos. Adicionalmente, en la mayoria de los
casos es inviable debido al alto costo y el tiempo
invertidos.

Los disefios de experimentos se definen como
una secuencia completa de pasos que aseguran
que se obtendran los datos apropiados, de modo
que permitan un andlisis objetivo que conduzca a
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deducciones validas con respecto al problema
establecido (Mercado Hernandez y Santoyo Stephano,
2005).

El objetivo de un disefio de experimentos es
estudiar si el cambio en un factor produce una
mejora en el proceso, para lo cual es necesario
realizar pruebas que lo demuestren. La meto-
dologia de los disefios de experimentos estudia
como variar las condiciones (factores) habituales
de realizacion de un proceso, para aumentar la
probabilidad de detectar cambios significativos
en la respuesta, de esta forma se obtiene un
mayor conocimiento del comportamiento del
proceso de interés.

En el disefio de experimentos clasico se elige
cierto numero de factores que se considera tienen
efecto sobre la respuesta. Dependiendo del
numero de factores y de sus posibles rangos, se
puede elegir entre diferentes disefios. Todos los
factores se varian de manera simultdnea y
sistematica, lo cual permite que puedan ser medi-
das la significancia de un factor especifico o bien
la interaccion entre ellos. Por lo general, los
factores que se utilizan son los extremos de los
rangos de operacion y se puede utilizar una fun-
cidn lineal o polinominal para interpolar la region
entre esos extremos (Lutz et al., 1996).

Entre los disefios de experimentos disponibles,
la eleccion estd determinada por el objetivo del
experimento y el conocimiento que se tenga de
las condiciones experimentales del ensayo. Entre
estos disefios se pueden mencionar los de rastreo,
los factoriales, ya sea fraccionados o completos,
los de superficie de respuesta y los generados por
computadora (Altekar et al., 2006).

Los disefios de rastreo son conocidos también
como de Resolucion Il y se utilizan para explorar
condiciones experimentales cuando se conoce
poco del ensayo. Con este tipo de disefios es
posible encontrar el efecto de cada factor, pero
no se pueden interpretar las interacciones.

El disefio factorial completo es conceptual-
mente el mas sencillo de establecer y de inter-
pretar. Los datos que se obtienen para todas las
combinaciones de factores, permiten el estudio
de cada factor y de la interaccion entre ellos. Por
su parte, en el disefio factorial fraccionado se
realiza una menor cantidad de experimentos vy,

http://jppres.com/jppres
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por lo tanto, no se obtiene informacién de todas
las interacciones, mientras que en el factorial
completo al haber una mayor cantidad de
pruebas si puede conseguirse esta informacion.

El modelo de superficie de respuesta se utiliza
para obtener informacién precisa sobre los
efectos de un factor incluyendo su magnitud y
direccion. Este tipo de disefio proporciona una
prediccion precisa de las respuestas dentro de la
region experimental y es muy util para identificar
las condiciones 6ptimas. El disefio Box-Behnken,
una variante del modelo de superficie de res-
puesta, permite la estimaciéon de los efectos
principales, interaccidon de dos factores y efectos
cuadrdticos. Es util cuando un conjunto de
factores puede ser considerado como las condi-
ciones estandar después de algunos disefos de
rastreo factorial.

El disefio D-6ptimo es un disefio generado por
computadora en el que el usuario elige un nu-
mero aceptable de corridas, identifica los efectos
principales y las interacciones de interés y permi-
te a la computadora generar un disefio.

Actualmente se cuenta con una gran variedad
de programas para realizar el disefio de
experimentos, entre los cuales se encuentran:
STATGRAPHICS, MODDE, STATA, etc. en sus
diferentes versiones.

Optimizacién del pardmetro con mayor influencia

Una vez realizada la valoracion de los
parametros mads influyentes se procede a
encontrar las condiciones Optimas para cada
factor. El camino a seguir depende de los resul-
tados del disefio de experimentos. Si mas de un
factor o la interaccion de éstos tienen efecto
significativo sobre el ensayo, se puede realizar un
método simplex o un disefio de superficie de
respuesta para encontrar las condiciones éptimas.
Pero si solo un factor tiene efecto relevante sobre
el ensayo, se deben realizar pruebas variando la
concentraciéon de éste, hasta encontrar las
mejores condiciones experimentales.

Validacion de ensayos de alto rendimiento

Los ensayos de alto rendimiento requieren de
experimentos basados en principios cientificos
aceptados, en los que se utilicen controles apro-
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piados que puedan demostrar que el trabajo
experimental se lleva a cabo de manera adecuada;
por lo que, ademads de optimizar las condiciones
experimentales para lograr el mejor desempefio,
es muy importante asegurar que los resultados de
los experimentos sean exactos, confiables y repro-
ducibles. Con este proposito se utiliza la valida-
cion analitica de cualquier ensayo, la cual ademas
puede establecer las limitaciones de dicho
ensayo.

Los parametros que deben evaluarse durante
una validacion analitica de los ensayos de alto
rendimiento aparecen en diversos reportes y arti-
culos de revision como los de Ederveen (2010),
Tuomela et al. (2005) y Rozet et al. (20m) en los cuales se
hace referencia a guias Internacionales como las
de la ICH, la IUPAC, la AOAC y la EURACHEM.
Ademas, recientemente han surgido guias espe-
cificas para bioensayos o ensayos bioanaliticos
tales como: la guia para la industria relacionada
con validaciéon de métodos bioanaliticos emitida
por el Departamento de Salud de Estados Unidos
y la FDA (US DHHS & FDA, 2001); la Guia de valida-
cién especifica para ensayos de alto rendimiento
realizada por la compaiiia Eli Lilly (2007), el reporte
para ensayos bioldgicos realizado por Ederveen
(2010); y el capitulo 1033 de la USP dedicado a la
validacion de ensayos bioldgicos (USP, 2010).

Uniformidad de placa y evaluacién de la variabi-
lidad de la serial

Un ensayo de alto rendimiento debe realizarse
en placas de 96 o mas pozos. La evaluacion de la
uniformidad de placa es basicamente la evalua-
cién de la precision dentro de una misma placa y
entre ellas.

Para realizar esta determinacién se utilizan
tres niveles de sefial, que se traducen en tres
niveles de concentracion:

e Sefial maxima: es la medida de la senal

maxima que puede presentarse.
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e Sefial minima: mide el ruido de fondo de la
sefial. En ensayos de inhibicion se trata de
una reaccion sin estimulo.

e Sefial media: estima la variabilidad de la
sefial en un punto entre la sefial maxima y
minima. Para ensayos de inhibicién es la
CI,, del control positivo.

Las pruebas deben realizarse con reactivos
preparados de forma independiente y preferente-
mente debe repetirse la prueba en diferentes dias.
Para cada seiial debe calcularse el coeficiente de
variacion en cada placa, el cual debera ser menor
al 20% (Elli-Lilly, 2007).

Factor Z

Este para’metro, descrito por Zhang et al., (1999),

es un coeficiente adimensional que proporciona
una medida de separacién entre los controles
positivos (maxima sefial) y negativos (sefal
minima) en un ensayo, es decir, representa la
variabilidad y el rango dindmico entre este
conjunto de controles.
La Tabla 2 presenta el significado de los valores
para este factor. El factor Z es por tanto, un dato
que califica la calidad del ensayo y que toma en
cuenta, ademads, la variacién asociada con la
medida de controles de referencia. Se calcula
utilizando la féormula siguiente:

3 3DE de muestra +3DE del control *
|media de la muestra — media del control|*

Donde:

DE: Desviacion estandar
*Nota: si se trata de un ensayo de activacidn/agonista, se
tomaran los datos del control positivo (que proporciona la
seflal maxima); si se trata de un ensayo de
inhibicion/antagonista, se tomaran los datos del control
negativo (que proporciona la sefial minima).
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Tabla 2. Valores y significado del factor Z (Zhang et al., 1999).

Validacién de ensayos de alto rendimiento

Valor del Factor Z  Estructura del ensayo Ensayo

1 DE=o0 no hay variacion o el rango dinamico tiende al infinito. Ideal

1>Z> 0,5 Ventana de deteccion grande. Excelente

0.5>Z>0 Ventana de deteccion pequeiia. Pobre

o No hay ventana de deteccién, la variacion de la sefal de la muestra y la Poco confiable
variacion de la sefial del control son muy cercanas.

<o No hay ventana de deteccidn, la variacidn de las sefiales de muestra y control se Imposible

superponen.

Linealidad

Ya que en los articulos de revision para validar
métodos bioanaliticos se hace referencia a la guia
de la ICH (2005), se toma en cuenta la siguiente
definicion: la linealidad de un proceso analitico se
define como la capacidad (en un rango dado) de
obtener un resultado que sea directamente
proporcional a la concentracidon del analito en la
muestra. Si existe una relacion lineal, la prueba
puede evaluarse utilizando un método estadistico
apropiado, como el calculo de una regresion
lineal por el método de minimos cuadrados. Para
establecer la linealidad se necesita un minimo de
cinco concentraciones y se recomienda llevar a
cabo triplicados. Ademds, como se menciona en
la Guia para la Validacion de Métodos Bio-
analiticos (US DHHS & FDA, 2001), para este tipo de
ensayos se debe generar una curva para cada
analito que se desee estudiar y ésta deberd ser
preparada en la misma matriz en la que se
supone estara el analito.

Para el caso de los ensayos de alto rendimiento
es sumamente importante establecer la lineali-
dad, ya que permite calcular de manera confiable
la concentracion efectiva media (inhibitoria, letal,
toxica, etc.) para las diferentes pruebas. Dicha
concentracién media se utiliza para comparar la
efectividad de los compuestos evaluados, ya sean
nuevos o controles positivos.

Rango lineal

El rango de un procedimiento analitico se
define, segtn la ICH (2005) como el intervalo entre

http://jppres.com/jppres

la mayor y menor concentracion del analito en la
muestra para la cual el procedimiento ha demos-
trado ser preciso, exacto y lineal. Normalmente,
el rango lineal deriva de estudios de linealidad y
depende de la aplicacion que tendra el proce-
dimiento.

En los ensayos de alto rendimiento es
importante que las concentraciones efectivas del
80, 50 y 20% se encuentren dentro del rango
lineal. Cuando se utiliza la técnica de espectrofo-
tometria UV es necesario que el rango lineal se
encuentre en el rango de mayor exactitud
espectrofotométrica. El rango de exactitud foto-
métrica ha sido calculado por diversos autores:
Ayres estableci6 que cuando se trabajaba con
valores de absorbancia entre 0,22 y 0,7 se logra la
mayor exactitud (Ayres, 1949); Rothman et al. (1975)
indicaron que el rango con mayor precision
relativa es entre 0,2 y 0,8 (Skoog et al,, 2008). Estos
valores dependen del error espectofotométrico
del instrumento.

Precision

Las guias de la ICH (2005) y la OMS (1997), defi-
nen que la precisiéon de un procedimiento ana-
litico expresa la concordancia (grado de disper-
sidn) entre una serie de mediciones obtenidas de
un muestreo multiple de la misma muestra
homogénea, bajo condiciones prescritas.

La precision, por lo general, se expresa como
la varianza, desviacién estdndar o coeficiente de
variacion (CV) de, al menos, nueve determina-

ciones que cubran un rango especifico para el
procedimiento; por ejemplo, tres niveles de
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Tabla 3. Formas de evaluar la precisién en ensayos bioanaliticos.

Validacién de ensayos de alto rendimiento

Precision Fuente

Referencia

Realizar un ANOVA para cada nivel de
concentracion

Advances in validation, risk and uncertainty
assessment of bioanalytical methods

Rozet et al., 2011

El valor promedio no debe variar mds de  Guidance for industry, bioanalytical method validation US DHHS & FDA,

15%, excepto cuando este cerca del LC
puede ser de 20%

%DSR <10

El CV no debe variar mas de 15%, excepto  Guideline on bionalytical method validation

cuando este cerca del LC puede ser de
20%

Validation overview of bio-analytical methods

2001

Tuomela et al., 2005

EMEA/CHMP/EWP,

2011

LC: Limite de cuantificaciéon; %DSR: Desviacion estandar relativa; CV: Coeficiente de variacion.

concentracién (alto, medio y bajo) por triplicado.
En la Tabla 3, se listan los valores con los que se
puede considerar un método preciso. La precision
se puede considerar a tres niveles: repetibilidad,
precision intermedia y reproducibilidad:

e Repetibilidad: Expresa la precisiéon bajo
las mismas condiciones de operacion en
un intervalo de tiempo corto. También se
conoce con el término de precision intra-

ensayo.
e Precision intermedia: Expresa la precision
intra-laboratorios: diferentes dias,
diferentes analistas, diferentes equipos,

etcétera.
e Reproducibilidad: Expresa la precision
entre laboratorios (estudios colaborativos,

Tabla 4. Evaluacion de la exactitud para ensayos bioanaliticos.

aplicados por lo general para estandarizar
una metodologia).

Exactitud

La exactitud expresa la cercania entre un valor
encontrado experimentalmente y wun valor
convencional, aceptado como verdadero o un
estandar de referencia (US DHHS & FDA, 2001). La
exactitud se determina replicando el analisis de
muestras que contengan cantidades conocidas
del analito y deben realizarse al menos cinco
determinaciones por concentracion. Se recomien-
da utilizar al menos tres concentraciones a
niveles alto, medio y bajo. En la Tabla 4, se
refieren los valores para considerar a un método
exacto.

Exactitud Fuente

Referencia

El valor promedio no debe variar mas de Guidance for industry, bioanalytical method

15%, excepto cuando este cerca del LC validation
puede ser de 20%

Cercana a 100%, ademds de consistente y Validation overview of bio-analytical methods

repetible.

El CV no debe variar mas de 15%, excepto Guideline on bioanalytical method validation

cuando este cerca del LC puede ser de 20%

US DHHS & FDA,

2001

Tuomela et al., 2005

EMEA/CHMP/EWP,

2011

LC: Limite de cuantificaciéon; CV: Coeficiente de variacion.
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En el caso de los ensayos de alto rendimiento,
la exactitud es el parametro que causa la mayor
problematica. Como mencionan Tuomela et al.
(2005), “la determinacion de la exactitud por lo
general requiere de un estdndar de oro o bien, de
un método aceptado con el cual pueda ser
comparado el ensayo de interés”. La dificultad
reside en que no siempre se cuenta con un
estandar de referencia o de un método aceptado
para hacer una comparaciéon. Cuando se presenta
este caso, una estrategia a seguir es adicionar
muestras reales con cantidades conocidas de un
analito (Ederveen, 2010; USP, 2010; Cendejas-Bueno et al.,
2012).

Por ejemplo, Cendejas-Bueno et al. (2012) validaron
un método por HPLC y un bioensayo para
cuantificar posaconazol en muestras de suero
humano. El bioensayo fue un método microbio-
logico descrito anteriormente para monitorear el
posaconazol. La exactitud se determiné experi-
mentalmente utilizando muestras de suero
adicionadas con posaconazol a cinco niveles de
concentracién (se establecié previamente una
curva de calibracion) y se calculd la exactitud
como porcentaje de error relativo. También se
realiz6 una comparacién entre los métodos
calculando el coeficiente de correlacion intra
clase y por una regresion lineal por el método de
cuadrados perfectos y se considerd el método de
HPLC como el de referencia.

Por otro lado, Serra et al. (2005) realizaron la
validacion de un ensayo colorimétrico para hacer
un rastreo in vitro de extractos de plantas con
potencial accién de inhibicion sobre la enzima
convertidora de angiotensina (ECA). El método
se baso en la escision del sustrato hipuril-glicil-
glicina por la enzima convertidora de angioten-
sina y su subsecuente reaccion (de la glicil-
glicina) con el acido trinitro-bencen-sulfénico
para formar la 2,4,6-trinitrofenil-glicil-glicina
cuya absorbancia se determina a 415 nm. En este
ensayo, no se utilizo un control positivo, sino que
se adicion6 a diferentes muestras glicil-glicina a
tres niveles de concentracion; es decir, se
adicion6o directamente el compuesto que se
formaria, si la ECA reaccionara con el sustrato y
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que forma el compuesto colorido con el &4cido
trinitrobencensulfénico. La exactitud se calculo
como porcentaje de recuperacion.

Limite de deteccién y cuantificacién

El limite de deteccién (LD) se define como la
menor cantidad o concentracion de un analito en
una muestra que puede distinguirse confiable-
mente de cero (IUPAC, 2002; AOAC, 2002). Existen
diversas formas de determinarlo y se utiliza la
que se ajuste a las necesidades del ensayo. La ICH
en su guia de validaciéon para procedimientos
analiticos, menciona que se hace la evaluacion
visual por medio del andlisis de muestras con una
concentracion conocida del analito (ICH, 200s5). La
guia de la AOAC (2002) indica que el limite de
deteccion puede calcularse en base a la
variabilidad del blanco.

El limite de cuantificacion (LC) es la menor
cantidad o concentracién de analito en una
muestra que puede ser cuantificado con exactitud
y precisidn aceptables (ICH, 2005). Basicamente, se
determina de la misma forma que el LD, de
hecho pueden calcularse de manera simultanea.

Especificidad o Interferencia de matriz

La validacién, tal como lo establecen las guias
de Ell Lily (2007), USP (2010) e ICH (2005) se lleva a
cabo con controles positivos en solucion; sin
embargo, las muestras reales, como los productos
naturales que son mezclas complejas de un gran
numero de componentes, pueden causar inter-
ferencias durante la determinacién, ya que
algunos pueden presentar color.

La especificidad de un método es la capacidad
de medir exacta y especificamente un analito en
presencia de componentes esperados en una
mezcla compleja. Puede ser expresada como el
error que se obtiene cuando el procedimiento
experimental se aplica al analito en presencia de
la matriz, comparado con el resultado que se
obtiene del analito sin ninguna sustancia afadida
(en solucién); el error no tiene que ser del 0%,
pero debera ser preciso y reproducible
(EMEA/CHMP/EWP, 20n). Otra forma de investigar
los efectos de matriz, es analizando por lo menos
seis replicados adicionados al maximo y minimo
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nivel de concentracion (de acuerdo al rango
lineal). Se evaltia con el coeficiente de variaciéon
para la concentracion y este no debe exceder el
15% (EMEA/CHMP/EWP, 20n).

Robustez

La OMS define la robustez como el grado de
reproducibilidad de un ensayo utilizando las
mismas muestras (o controles), pero con peque-
flas modificaciones a las condiciones estandares
(o condiciones validadas), como son: diferentes
temperaturas, tiempos de incubacion, longitudes
de onda, etc. (Skoog et al., 2008). La robustez evalua
las variables operacionales y ambientales del
método. Puede evaluarse ya sea mediante un
Analisis de Varianza (ANOVA) o bien, si las
variables que quieren estudiarse son muchas,
puede utilizarse un disefio de experimentos como
el factorial fraccionado.

Mantenimiento y mejora

Es altamente recomendable realizar el monito-
reo periddico del ensayo de alto rendimiento,
utilizando controles tanto positivos como
negativos. Cuando se obtengan resultados erré-
neos es importante comprobarlos y aplicar
acciones correctivas y preventivas, para garanti-
zar el buen desempefio del ensayo (Ederveen, 2010).

Para mantener en buen funcionamiento un
ensayo de alto rendimiento es recomendable:

e Utilizar el mismo equipo de la validacion,
siempre que se mantenga calibrado y en
buenas condiciones.

e Especificar el material que se utiliza, para
mantener las mismas condiciones.

La fuente y/o caracteristicas de los reactivos
deben mantenerse para utilizar reactivos de la
misma calidad.

Es importante llevar a cabo nuevamente las
pruebas de validacion con controles en los casos
siguientes:

e Si se utiliza un nuevo estandar de
referencia, se debe probar junto con el
estandar anterior.

¢ Si se utiliza un nuevo equipo o software. Ya
que cada equipo cuenta con diferentes
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caracteristicas de precision, exactitud y
sensibilidad propias.

e Si el ensayo lo llevara a cabo un nuevo
analista, en este caso se llevard a cabo un
panel con muestras problema para evaluar
si el entrenamiento fue exitoso.

e Si el ensayo se transferira a un nuevo
laboratorio, se deben llevar a cabo las
pruebas de validacidon para asegurar que el
ensayo es reproducible con exactitud y
precision,  utilizando los  controles
establecidos.

CONCLUSIONES

Si bien los ensayos de alto rendimiento se han
utilizado ampliamente durante un largo periodo
de tiempo y han demostrado ser de utilidad en
diferentes campos de la ciencia, sobre todo en el
descubrimiento de nuevos compuestos con acti-
vidad farmacolégica, no se encuentran con
frecuencia trabajos donde se realicen la optimiza-
cion y la validacion de los métodos bioldgicos.
Ademas, a pesar de que existen diversas guias que
hacen referencia a la validacion de ensayos bio-
analiticos, parece no haber un consenso respecto
a los parametros que deben ser validados. Por
este motivo se debieran atender las recomenda-
ciones de las diferentes guias y articulos de
revision. Con el propdsito de garantizar la
confiabilidad y calidad de los resultados obteni-
dos, particularmente la necesidad de utilizar
controles positivos y negativos reproducibles que
permitan comparar, de manera fidedigna, los
resultados inter-laboratorio.
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