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1. RESUMEN

Este trabajo de tesis presenta el desarrollo y la validacién de la técnica de Western Blot con SDS-
PAGE (Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio), la cual permite la
deteccién y confirmacién cualitativa de la presencia de rEPOqg y de sus biosimilares como NESP
en orina humana, asi como para la determinacion de CERA (Activador Continuo del Receptor) en
suero humano, todas ellas pertenecientes al grupo S2 de la Lista de Sustancias Prohibidas de la
Agencia Mundial Antidopaje (WADA-AMA). Esta validacién se llevd a cabo en el Laboratorio
Nacional de Prevencion y Control del Dopaje de la Comisién Nacional de Cultura Fisica y
Deporte (CONADE).

Los parametros que se determinaron fueron: limite de deteccién, selectividad/especificidad,
sensibilidad, repetibilidad, reproducibilidad, contaminacién por arrastre, intervalo de trabajo,
rendimiento del proceso de inmunopurificacién e influencia del tipo de transferencia sobre la
calidad de los resultados.

El procedimiento de deteccién y confirmacién de la presencia de eritropoyetina recombinante,
biosimilares y sustancias analogas en suero y orina humana realizado mediante la técnica de
Western Blot con SDS-PAGE aqui propuesto, es selectivo/especifico para identificar rEPOy vy
NESP en orina humana y CERA en suero humano; es sensible y reproducible con un amplio

intervalo de trabajo.

2. ABSTRACT

This Thesis presents the development and validation of the technique of Western Blot with SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis), for detection and
qualitative confirmation of rEPO, and biosimilar substances as NESP, both in human urine, and
CERA (Continuous Erythropoietin Receptor Activator) in human serum, all belonging to the
group S2 from The Prohibited List of the World Anti-Doping Agency (WADA-AMA). This
validation was performed at the Laboratorio Nacional de Prevencién y Control del Dopaje of the
Comisién Nacional de Cultura Fisica y Deporte (CONADE).

The parameters were: detection limit, selectivity / specificity, sensitivity, repeatability,
reproducibility, carryover, working range, inmunopurification process performance and
influence of the kind of transfer on the quality of the results.

The procedure to detection and confirming the presence of recombinant erythropoietin,

biosimilars and similar substances in serum and human urine produced through the technique
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of Western blot with SDS-PAGE proposed here, is selective / specific for identifying tTEPOqg and
NESP in human urine and CERA in human serum,; is sensitive and reproducible with a large

working range.

3. INTRODUCCION

La validacioén es el procedimiento para demostrar que un método analitico es aceptable para el
fin que se pretende [Harris, D.C.],

En este trabajo se desarrolld la validacidén de un procedimiento cualitativo, que por definicion
es aquel que asegura la presencia o ausencia de uno o mas analitos en una muestra,
considerando sus propiedades fisicas, quimicas o biolégicas [Harris, D.C.],

Un procedimiento de validacién consiste en una verificacién de las exigencias especificas que
son adecuadas para un uso determinado, es decir, la validacién es un conjunto de operaciones
requeridas para demostrar que un procedimiento de andlisis es adecuado para la aplicaciéon
para la que se pretende utilizar.

Un método normalizado es aquel apropiado para el ensayo dentro de su alcance, publicado por
organismos de normalizacién internacional, nacional o regional, o por organizaciones
reconocidas en diferentes ambitos.

El laboratorio debe validar los métodos no normalizados, esto es, los métodos que disefia o
desarrolla, los métodos normalizados empleados fuera del alcance previsto, asi como las
ampliaciones y modificaciones de los métodos normalizados, para confirmar que los métodos
son aptos para el fin previsto. La validacién debe ser tan amplia como sea necesario para
satisfacer las necesidades del tipo de aplicacién o del campo de aplicaciéon especifico. El
laboratorio debe registrar los datos obtenidos, el procedimiento utilizado para la validacién y
una declaracion sobre la aptitud del método para el uso especifico [NMX-EC-17028-IMNC-2006],

En el ambito del control del dopaje, el laboratorio debe desarrollar, validar y documentar
métodos para la deteccién y confirmacién de sustancias presentes en muestras biolégicas que
estan indicadas en la Lista de sustancias prohibidas emitida por la WADA-AMA, asi como para
metabolitos, marcadores o sustancias similares [I5 7.0 JANUARY 2015] [Jna validacion soportada por
la WADA-AMA, puede ser empleada como respaldo ante un proceso legal.

Dentro de la validaciéon se deben de considerar algunos parametros como son:

Limite de deteccion: el cudl es la concentracién mas baja a la cual puede detectarse el analito

bajo las condiciones experimentales establecidas, inequivocamente del ruido de fondo.
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Selectividad/especificidad: es la capacidad de un método analitico para determinar la
presencia de un analito dentro de una matriz compleja, sin ser interferido por otros
componentes de la matriz.

Sensibilidad: es el cambio en la respuesta del instrumento que corresponde a un cambio en la
concentracién del analito.

Repetibilidad: es la precisién de la medida en condiciones de repetibilidad. Estas condiciones
incluyen el mismo procedimiento de medicién, mismo analista, el mismo sistema de medida y
el mismo lugar, asi como mediciones repetidas de la misma muestra.

Reproducibilidad: grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea por
dos analistas o instrumentos diferentes, usando el mismo método en diferentes dias.
Contaminacién por arrastre: es la contaminacién analitica relacionada con el analito
estudiado por el precedente, debido al arrastre de éste por el sistema analitico.

Intervalo de trabajo: intervalo comprendido entre las concentraciones superior e inferior
(incluyendo dichas concentraciones) y para las que se ha demostrado que el analito es
cuantificado con un nivel satisfactorio de repetibilidad, recuperacién y linealidad.
Rendimiento del proceso de inmunopurificacion: es la cantidad de un analito que se
recupera después de sufrir el proceso de inmunopurificacién.

Influencia del tipo de transferencia sobre la calidad de los resultados: comportamiento de
las caracteristicas de los resultados (densidad, forma, ruido de fondo, etc.) después de sufrir

cierto tipo de transferencia.

4. ANTECEDENTES

4.1 Laboratorio Nacional de Prevenciéon y Control del Dopaje-CONADE.

El Laboratorio Nacional de Prevencién y Control del Dopaje (LNPCD) de la CONADE tiene el
compromiso de generar resultado confiables y oportunos, aplicando procedimientos de ensayo
para determinar la presencia y en algunos casos la concentraciéon de sustancias prohibidas, sus
metabolitos o marcadores en muestras bioldgicas de atletas relacionados con el control
antidopaje, lo anterior a través de la implementacién y reconocimiento de un Sistema de
Gestién de la Calidad basado en los requisitos de la Norma Mexicana NMX-EC-17025-IMNC-

2006 y documentos relacionados con la acreditacion ante la Entidad Mexicana de Acreditaciédn,

12
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A.C. (EMA), asi como en el “International Standard for Laboratories” (ISL 2015) ademas en los
documentos técnicos emitidos por la Agencia Mundial Antidopaje [Pelitica de calidad del LNPCD],

El Sistema de gestiéon de la Calidad, ademads, estd basado en una filosofia de trabajo que
cumple con los principios fundamentales del sistema de acreditacién de laboratorios de la
WADA-AMA que estan descritos en el Cédigo Mundial Antidopaje y abierto a la mejora
continua. El laboratorio no puede comprometerse a ninguna actividad que ponga en peligro su
integridad e independencia de juicio en lo que se refiere a sus actividades de ensayo. El origen
de las muestras de control antidopaje que pueden ser analizadas en el laboratorio viene
limitado por el Cédigo Mundial Antidopaje, dirigido especificamente a impedir la realizacién
de analisis no ligados a programas oficiales de control antidopaje [Felitica de calidad del LNPCD],

El 9 de noviembre del 2012, el LNPCD fue acreditado por la EMA como un laboratorio que
cumple con los requisitos de competencia técnica con base en la Norma Mexicana NMX-EC-
17025-IMNC-2006, asi como en los requisitos de sistema de gestién necesarios para entregar
resultados de ensayos técnicamente validos. Posteriormente, el 26 de junio del 2013, el LNPCD
recibié la acreditacién por parte de la WADA-AMA, siendo uno de los 33 laboratorios

acreditados a nivel mundial.

4.2 Eritropoyetina.

La Eritropoyetina (EPO) es una glicoproteina plasmatica que estimula la eritropoyesis y actia
ademas sobre otras células de la sangre y sobre otros tejidos como el cerebro y el miocardio
[Fuentes, A.]_

La molécula de EPO estd compuesta por una porcién proteica de 165 aminoacidos y por una
estructura de hidratos de carbono que constituye del 35 al 40% de la molécula. El papel de
estos hidratos de carbono es mejorar la estabilidad de la molécula y prolongar su vida media.
La EPO tiene un peso molecular de 30 kDa. La estructura terciaria se compone de cuatro a-
hélices antiparalelas, con dos puentes disulfuro que se establecen entre cuatro cisteinas (Figura
4.2.1) [Alegre, A,

La principal funcién de la EPO es mantener el nimero de eritrocitos y la concentracién normal
de la hemoglobina en la sangre y recuperar los valores después de una hemorragia. Asi mismo,
estimula la proliferacién de las células progenitoras eritroides e impulsa la ontogenia del
eritrocito desde el progenitor mieloeritroide hasta el eritrocito maduro [Parham, P.J El rifién
sintetiza y segrega EPO en respuesta a la disminucién de tensiéon de oxigeno en los tejidos.

Existe un mecanismo de retro regulacién de modo que, cuando se produce una mayor
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oxigenacion de los tejidos, se frena la sintesis de EPO. El exceso de EPO provoca el aumento
del numero de eritrocitos, elevando asi el contenido de oxigeno en sangre y en consecuencia,

el transporte de O: a los tejidos Jelkmann, W.E],
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Figura 4.2.1 Estructura primaria (A) y secundaria (B) de la EPQ [Pefiuela, O]

Actualmente se dispone de diferentes tipos de EPO recombinante (rEPO) para el tratamiento de
anemias de diferente etiologia, entre ellas se enuncia la rEPOu, B, § y ® (Tabla 4.2.1) [Cabrera, L],
Asimismo se dispone de preparados comercializados de accién prolongada, como la
darbepoetina alfa (NESP, novel erythropoiesis stimulating protein; nueva proteina estimulante
de la eritropoyesis) y la eritropoyetina beta pegilada denominada CERA (Activador Continuo
del Receptor/ Continuous Erythropoietin Receptor Activator). NESP es un analogo
hiperglicosilado de la EPO que presenta distintas propiedades fisicoquimicas y biolégicas
[Pascual, J.A.] Al igual que NESP, la CERA tiene una vida media circulante muy prolongada y es
posible espaciar las dosis significativamente para obtener un control satisfactorio de la anemia

en enfermos renales [Buemi, M.]_
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Tabla 4.2.1 Agentes estimuladores de la eritropoyesis (AEEs) [Neumayer, H]

q Peso Tiempo de vida
Tipo A JSEL G Molecular media
Epoetina alfa (Ej. Eprex) 30 kDa 4 -11 horas (IV)
rhuEPO (eritropoyetina Epoetina beta (Ej. Neorecormon) 30 kDa 12 horas (IV)
humana recombinante) | Epoetina delta (Ej. Dynepo) 30 kDa 27 horas (IV)
Epoetina omega (Ej. Hemax) 35 kDa 13 horas (IV)

Darbepoetina alfa (NESP; Ej.

Agentes estimuladores de |Aranesp)

la eritropoyesis de accion
prolongada Eritropoyetina pegilada (CERA;

Ej. Mircera)

38 kDa 18 - 25 horas (IV)

60 kDa 95 horas (IV)

Péptido sintético pegilado (E;j.

Otros AEEs Hematide)

4 -5kDa 40 horas (IV)

4.3 Deteccién de EPO como sustancia dopante.

La deteccién de la administraciéon de EPO es un reto dificil, para lograrlo se conocen dos
estrategias: la deteccién indirecta y la deteccién directa de EPO en orina. Para la deteccién
indirecta existen diversos métodos. Uno de ellos consiste en la medicién de diferentes
parametros hematoldégicos que se pueden alterar tras la administracién de EPQO [Parisotto et al, 2000]
otro se basa en la medicién de la concentracién de EPO que posee una poblacién de individuos
en comun, de manera que un intervalo normal puede ser establecido y se usa para identificar
las muestras “sospechosas”. Desafortunadamente, muchas veces los valores de una poblaciéon
muestran una variabilidad muy amplia, de igual manera, los valores de EPO de una poblacién
son dificiles de establecer debido a muchos factores que afectan la concentracién de EPO de un
individuo. La deteccién directa de EPO en orina estd basada en las diferencias que posee la
composiciéon de carbohidratos de la molécula de EPO enddégena, en comparacién con la
molécula de rEPO, esto da como resultado un cambio en la carga total de la molécula a un
cierto valor de pH [asne, .l Estas diferencias pueden ser detectadas mediante el empleo de
técnicas electroforéticas, donde las proteinas se van a separar al ser sometidas a un campo
eléctrico. Dentro de las técnicas electroforéticas empleadas para la deteccién de EPO podemos

encontrar las siguientes:

15



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
TESIS

- Isoelectroenfoque (IEF). Las muestras de orina se someten a una migracién electroforética
en un gel que contiene un gradiente de pH. Las proteinas migran hasta alinearse (enfoque)
en la zona de gradiente de pH correspondiente a su punto isoeléctrico (pl) [Lasne.F.],

- Técnica de Western Blot con SDS-PAGE. Consiste en separar moléculas disueltas en una
mezcla bajo la influencia de un campo eléctrico aplicado, en funcién de su peso molecular.
La adicién de dodecil sulfato de sodio (SDS) en el gel, permite que las proteinas adquieran
una carga negativa en proporcion a su masa [Westermeier, R],

- Técnica de Western Blot con SAR-PAGE. Posee el mismo fundamento que SDS-PAGE, con
la diferencia de que en lugar de SDS, se va a agregar n-lauroilsarcosina de sodio (SAR) al
gel. SAR es un agente tensoactivo aniénico que se une especificamente a la parte proteica
de CERA ignorando las cadenas de polietilenglicol (PEG) que posee, mientras que SDS
reconoce ambas zonas [Reichel, C.],

En la tabla 4.3.1 se presentan las recomendaciones por parte de la WADA-AMA para la

eleccién del método mas adecuado para la deteccién de EPO.

Tabla 4.3.1 Técnicas de deteccién de EPO en el dopaje [WADA, Technical Document - TD2014EPO]

Procedimiento de andlisis inicial (deteccion) Procedimiento de confirmacion
Meétodo Analito Método
tEPO SDS-PAGE o SAR-PAGE
IEF y/o0 SAR-PAGE NESP IEF or SDS-PAGE o SAR-PAGE
CERA IEF o SAR-PAGE
SAR-PAGE EPO-Fc SDS-PAGE o SAR-PAGE
SDS-PAGE o SAR-PAGE Peginesatide SDS-PAGE o SAR-PAGE

4.4 Técnica de Western Blot con SDS-PAGE.

Western Blot es una técnica analitica ampliamente utilizada para el estudio de las proteinas.
Consta de las siguientes fases: electroforesis en gel, transferencia, inmunodeteccién y
revelado.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). SDS-
PAGE es el acréonimo en inglés de “Sodium Dodecyl! Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis”

(Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio) [WADA. Technical Document —
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TD2014EPO], Este tipo de electroforesis consiste en separar moléculas disueltas en una mezcla bajo
la influencia de un campo eléctrico aplicado, en funcién de su peso molecular. La adicién de
SDS en el gel, permite que las proteinas adquieran una carga negativa en proporcién a su masa.
Esta caracteristica permite diferenciar una mezcla de proteinas, ya que se considera que la
distancia de migraciéon de éstas en el gel estd determinada por el tamafio de la estructura
proteica desplegada, es decir, la longitud de su cadena, numero de aminodcidos o masa
molecular [Westermeier, R] F] SDS es un detergente de accién desnaturalizante que se une a las
cadenas polipeptidicas con una relacién de 1.4 gramos de SDS por gramo de proteina,
uniéndose aproximadamente una molécula de SDS por cada dos aminoacidos de la cadena.
Esta unién masiva de moléculas de SDS bloquea la carga propia de la molécula de proteina y le
confiere al complejo una carga neta negativa proporcional a su masa, haciendo que todas las
proteinas acomplejadas con SDS viajen hacia el anodo. La separacién de los complejos SDS-
proteina es proporcional sélo a la masa de la proteina pues todas tienen la misma carga por
unidad de masa. [Westermeier, R.]

Transferencia. Consiste en el paso de una proteina desde un soporte (por ejemplo, el gel) a
otro (por ejemplo, membrana de fluoruro de polivinilideno, PVDF) por la influencia de un
campo eléctrico. Una vez finalizada la transferencia, se realiza un bloqueo con el fin de evitar
las uniones inespecificas sobre las membranas, saturando su superficie con otras proteinas (Ej.
Proteinas de la leche).

Inmunodeteccion. Para dar fundamento a este paso, a continuacién se define la reaccién
antigeno — anticuerpo.

El concepto “llave — cerradura” ha acompafiado a la reaccién antigeno — anticuerpo. Esta unién
compromete varios aspectos, tales como las estructuras proteicas de las moléculas, las fuerzas
de unién (que en su mayoria no son covalentes sino del tipo puentes de hidrégeno), las uniones
electrostaticas y las fuerzas de Van Der Waals (Figura 4.4.1). Una de las propiedades
caracteristicas de los anticuerpos es su capacidad de reaccionar especificamente con los
antigenos inductores de su produccién (antigenos homélogos). La reaccién antigeno -
anticuerpo ocurre en dos etapas. En la primera sucede la interaccién fisicoquimica entre las
moléculas del antigeno y el anticuerpo y en la segunda esta interaccién se hace manifiesta por
la formacién de un precipitado, cuando el antigeno es soluble o de un aglutinado, cuando el

antigeno es particulado.

En la Inmunodeteccién ocurren las siguientes fases:
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1. Unién de la proteina embebida en la membrana con un anticuerpo (Ac) primario
monoclonal anti — EPO, de la clase IgG procedente de ratén. El Ac primario se une al
epitopo de la eritropoyetina comprendido entre el aminoacido 99 al 129.

2. Unién de un Ac secundario policlonal anti — IgG de ratén conjugado con biotina.

3. Unién de la estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano que posee una alta afinidad
por la biotina unida al Ac secundario.

4. Por dltimo, la adicién del sustrato enzimatico, H2O2 en presencia de luminol.

Revelado. La deteccién del complejo (anticuerpo primario + secundario + enzima) se realiza

mediante la captaciéon de la quimioluminiscencia producida al afiadir sobre la enzima su

sustrato (H202) en presencia de luminol. La produccién de luz es inmediata y muy sensible

(Figura 4.4.2).

ANTIGEND lonicos o salinos ANTICUERPO
—CHz-CHz-C-0r.....*NH3-CHz-CH:-CH

0

Hidrofobicos(van der Waals)

CH:CH:
O CHz-CH»~CH

Dipolo-dipolo
~CH2-CHz»CHz=0-....*H
[
H*..... 0-CHz-CH:-CH-

Puentes de hidrogeno
--CHCHz-CHz-0O-H... NHCHz-CHz--48

R

|
8 CHz-CHz-C=0 + H:N-CHz-CHz-CH:— i
ECH;-CH2-CH2-C = N-CH-CH:z-CH2.CHAS

' |
R

Covalentes reversibles
(bases de Schiff*

Figura 4.4.1 Tipos de uniones entre antigeno y anticuerpo [Rejas, 01
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Figura 4.4.2 Inmunodeteccién y revelado [Sigma Aldrich],
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El LNPCD de la CONADE mantiene un riguroso sistema de Gestién de la Calidad, el cual esta
acreditado por la EMA a nivel nacional y por la WADA-AMA a nivel mundial. Lo anterior crea la
necesidad de reportar resultados altamente confiables, de lo contrario y ante un resultado falso
positivo, el laboratorio serd acreedor a diversas sanciones, desde una acciéon correctiva hasta
una suspensién inmediata de la acreditacién, mas las implicaciones legales con terceros (atleta,
federacion, etc.)[WADA, I5L 2018] 1,3 forma de garantizar el buen funcionamiento de los métodos
analiticos y la obtencién de resultados confiables, es la validacién. Por lo que en este trabajo de
Tesis se presenta la validacién del procedimiento de deteccién y confirmacién de la presencia
de eritropoyetina recombinante, biosimilares y sustancias analogas en suero y orina humana
realizado mediante la técnica de Western Blot con SDS-PAGE, para que a partir de la obtencién
de parametros como son el limite de deteccidn, la selectividad/especificidad, la sensibilidad, la
repetibilidad, la reproducibilidad, la contaminacién por arrastre, el intervalo de trabajo y el
rendimiento del proceso de inmunopurificacién, se cumplan los criterios de aceptacién de
resultados y se permita conocer las limitaciones del método y garantizar que el procedimiento

genera resultados confiables.

6. HIPOTESIS DE TRABAJO

Si todos los parametros evaluados cumplen con los criterios de aceptacién de la validacioén,
entonces se contard con un método altamente confiable para la deteccién de rEPO y
Biosimilares mediante la Técnica de Western Blot con SDS-PAGE en el LNPCD de la CONADE

en muestras de orina y suero procedentes de atletas.

1. JUSTIFICACION

La administracién de EPO (EPO exdégena) se ha popularizado en la comunidad deportiva,
orillando a las autoridades de antidopaje a sancionar a los atletas que hagan uso de esta
hormona [Leuenberger, N.] En la grafica 7.1 se presenta los datos de los casos analiticos adversos a
EPO reportados por los laboratorios acreditados y que desde el afio 2003 hasta el 2014 ha
informado la WADA-AMA en su pagina electrénica. Debido a esto, el Laboratorio Nacional de
Prevenciéon y Control del Dopaje-CONADE, al estar acreditado, debe contar con

procedimientos para la deteccién y confirmacién de la presencia de rEPO y sustancias andlogas
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en suero y orina de muestras de control antidopaje y estos resultados deben de adecuados y

confiables.

Resultados analiticos adversos para EPO reportados por la
WADA en el periodo 2003 al 2014

56 56 57
60 51 51

43

40 38 36

22
20 15 17

# Resultados AA
w
o

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Aifio

Figura 7.1 Numero de casos positivos por la presencia de EPO [WADA, Statistics]

8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo General

Validar el procedimiento de deteccién y confirmacién de la presencia de eritropoyetina
recombinante, biosimilares y sustancias andlogas en suero y orina humana realizado mediante
la técnica de Western Blot con SDS-PAGE, para demostrar que los resultados obtenidos son
confiables y que el procedimiento es adecuado para la confirmacién de casos sospechosos de

dopaje, dentro del LNPCD de la CONADE, acorde a los documentos técnicos de la WADA-AMA.

8.2 Objetivo Particular

Validar la técnica mediante la determinacién de los siguientes parametros:
e Limite de deteccién

e Selectividad/Especificidad

e Sensibilidad

e Repetibilidad

e Reproducibilidad

e Contaminacién por arrastre
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e Intervalo de trabajo
¢ Rendimiento del proceso de inmunopurificacion

e Evaluar la influencia del tipo de transferencia sobre la calidad de los resultados.

9. MATERIALES Y METODO

9.1 Sustancias analizables:

- Darbepoetina a (NESP), presentacion comercial, Darbepoetina alfa Aranesp.

- Eritropoyetina recombinante o/pf (rEPO,), presentacién comercial, Eritropoyetina

recombinante BRP.

- Metoxi-polietilenglicolepoetina beta (CERA), presentacién comercial, Mircera.

9.2 Controles:

1) Controles positivos

- Muestra de orina control positiva de rEPO.; (ORE rEPO) y NESP (ORE NESP).

- Suero fortificado con CERA a concentraciones conocidas (suero positivo).

- Disoluciones de rEPO,, NESP y CERA en matriz de agua a diferentes concentraciones.
2) Controles negativos

- Orina control negativo (BLOR rEPO/NESP).

- Suero humano negativo para CERA.

- Agua calidad Milli-Q.
3) Marcador de peso molecular

- ColorBurst Electrophoresis Marker. Sigma.

9.3 Protocolo de validacion

Limite de deteccién

El limite de deteccién se determiné analizando al menos 3 alicuotas de las disoluciones de los
analitos de interés a diferentes concentraciones (para rEPO. se analizaron las siguientes
concentraciones 0.5, 0.75, 1.0 y 1.5 mUI/yL; para NESP se analizaron las siguientes

concentraciones: 1.25, 2.5, 5 y 10 pg/uyL y para CERA se analizaron las siguientes
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concentraciones: 0.05, 0.08, 0.1 y 0.15 ng/pL). Todas las concentraciones se analizaron minimo

por triplicado en al menos 3 ensayos independientes entre si.

Selectividad/Especificidad

Para determinar la selectividad/especificidad se realizaron 3 ensayos donde se analizaron las
siguientes muestras:

Ensayo 1 (xEPO.g): 4 muestras control positivas (ORE rEPO) y 4 muestras negativas (BLOR
rEPO/NESP).

Ensayo 2 (NESP): 4 muestras control positivas (ORE NESP) y 4 muestras control negativas (BLOR
rEPO/NESP).

Ensayo 3 (CERA): 4 muestras de suero positivas para CERA y 4 muestras de suero negativas

para la misma sustancia.

Sensibilidad

Para conocer si el procedimiento es sensible para la determinacién de rEPO, NESP y CERA, se
analizaron diferentes concentraciones (para rEPO. se analizaron las concentraciones de 1.0,
1.25 y 1.5 mUI/pL; para NESP se analizaron las concentraciones de 1.25, 2.5 y 5 pg/pL y para
CERA se analizaron las concentraciones de 0.05, 0.08 y 0.1 ng/pL) en un mismo gel para cada

analito.

Repetibilidad

La repetibilidad se determindé analizando al menos 3 alicuotas de concentracién
correspondientes al control inferior (CI) y 3 alicuotas de concentracién correspondientes al
control superior (CS) del limite de deteccidén de cada analito de interés detectado previamente.

Esta serie de ensayos las realizé un solo analista.

Reproducibilidad
La reproducibilidad se determiné analizando al menos 2 alicuotas de al menos 3
concentraciones de cada analito de interés en al menos 2 ensayos independientes entre si.

Todos los ensayos se realizaron por 3 analistas diferentes.

Contaminacion por arrastre
Para determinar la contaminacién por arrastre en orina, se analizaron de manera intercalada 5

muestras de control positivo para rEPO.,, NESP y 5 muestras de control negativo para
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rEPO/NESP. Para determinar la contaminacién por arrastre en suero, se analizaron de manera
intercalada 5 muestras diferentes de control positivo para CERA y 5 muestras de control

negativo para este analito.

Intervalo de trabajo
Para conocer el intervalo de trabajo se analizaron concentraciones altas y bajas de las

disoluciones de rEPO.p, NESP y CERA.

Rendimiento del proceso de inmunopurificaciéon

Para determinar el rendimiento del proceso de inmunopurificacién se analizaron 4 muestras de
orina/suero fortificadas con el analito de interés previamente al proceso de inmunopurificacién
(Inmunopurificadas), y 4 disoluciones del estdndar para cada analito (no inmunopurificadas),

todas ellas a la misma concentracion.

9.4 Descripcion del método: “Procedimiento de deteccién y confirmacion de la presencia de
eritropoyetina recombinante, biosimilares y sustancias andlogas en suero y orina

humana realizado mediante la técnica de Western Blot con SDS-PAGE”

Condiciones pre-analiticas de las muestras

Las muestras de orina a analizar deben en lo posible estar a una temperatura no superior a 9 °C,
en caso de estar congeladas, deben descongelarse antes de su uso o sumergirlas en un bafio de

agua a una temperatura no mayor de 25 °C.

El volumen de orina a usar normalmente sera de 20 mL.
Procedimiento General

I. Concentracion de las muestras de orina

La orina se concentra por filtracién a través de filtros que retienen moléculas de masa molar

superior a 30 KDa.

1. Adicionar 400 uyL de COMPLETE (Coctel de inhibidores de proteasas) a la muestra de orina.
Adicionar Tris-HC13.75 M, pH 7.4.
Comprobar el pH, entre 6.5 y 8.5.

Ll

Centrifugar a 3000 + 50 g durante 10 minutos a 20 £ 5 °C.
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Filtrar el sobrenadante en un tubo de Steriflip.

Filtrar la orina con un filtro Amicon ultra-15.

Agregar 15 mL de Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 y 300 pL de la disolucién de COMPLETE al filtro
Amicon ultra-15.

Centrifugar de nuevo bajo las condiciones anteriores. Descartar el filtrado y recolectar el
volumen de muestra ultra concentrado.

Filtrar la orina con un filtro Amicon ultra-4.

. Transferir el retentato a un microtubo.

II. Concentracion de muestras de suero o plasma para la determinacion de CERA

—

© o s w b

Transferir de 200 pL de suero o plasma a un microtubo.
Agregar 200 pL de agua calidad Milli-Q.

Agregar 400 uL de acetonitrilo.

Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 minutos a 15 °C.
Filtrar el suero con un filtro Amicon ultra-4.

Transferir el retentato a un microtubo.

III. Inmunopurificacion

Con ayuda de la reaccién antigeno-anticuerpo, se reconocen las proteinas presentes en una

muestra para aislarlas de otras moléculas que podrian ser interferentes.

La inmunopurificacién se llevara a cabo a partir del retentato de las muestras y de los controles.

En caso de haber sido congelados los retentatos, esperar a que se descongelen.

Cortar el numero de pozos necesarios de la placa de ELISA que conforma el kit de ELISA
para la determinacién de EPO (Stem cell ELISA Kit).

Agregar a cada pozo, 25 pL de la disolucién PBS 1X y todo el retentato.

Tapar cada pozo con parafilm e incubar a 37 °C en agitacién (600-800 rpm) en el
Termomezclador, durante 2 horas o toda la noche en refrigeracioén.

Preparar el buffer de elusion.

Lavar cada pozo con 400 pL de PBS 1X

Agregar a cada pozo 20 pL del buffer de elusién e incubar los pozos sin tapar a 95 °C en

agitacién (1100 rpm) durante 5 minutos.
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7. Agregar 10 pL de agua calidad Milli-Q y cargar 20 pyL de cada muestra en el gel
previamente preparado (ANEXO 4).

IV. Electroforesis en geles de SDS-PAGE

1. Colocar el gel en el médulo de electroforesis.

2. Llenar por las paredes la camara interna con buffer de electroforesis para SDS-PAGE.

3. Llenar la cdmara externa con buffer de transferencia de SDS-PAGE.

4. Colocar el marcador de peso molecular (7 uL), las disoluciones control (20 uL), los controles
positivos y negativos y, las muestras (20 pL) en su respectivo pozo.

5. Condiciones de electroforesis: 110V constantes, durante 90 minutos.
V. Inmunodeteccion
Transferencia

1. Cortar 2 grupos de papel de transferencia por gel.
Cortar la membrana de Immobilon P y la de Durapore.
Permeabilizar la membrana de Immobilon P con metanol.

Lavar la membrana de Immobilon P con agua.

o s w D

Transferir la membrana a una bandeja con buffer de transferencia para SDS-PAGE, vy

colocar encima del Immobilon P, la membrana de Durapore.

®

Una vez finalizada la electroforesis, retirar el gel.

1. Incubar el gel con buffer de transferencia para SDS-PAGE.

8. Permeabilizar los grupos de papel de transferencia con buffer de transferencia para SDS-
PAGE.

9. Armar el cassete de transferencia de acuerdo al siguiente esquema (Figura 9.3.1):

FIBRA

GRUPO DE 5 PAPELES DE TRANSFERENCIA
MEMBRANA INMOBILON/MEMBRANA DURAPORE
GEL

GRUPOQ DE 5 PAPELES DE TRANSFERENCIA
FIERA

Figura 9.3.1 Esquema del orden a seguir en la transferencia [BIO-RAD. Instruction Manual],
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16.
117.

18.
19.

20.

21

22.

. Introducir el cassette en el modulo de transferencia.

. Llenar el tanque con el buffer de transferencia para SDS-PAGE.

. Condiciones de transferencia: 110 V constante, 350 mA max., durante 45 minutos.

. Al concluir la transferencia, desmontar el sistema y recuperar la membrana de Immobilon P.
. Lavar la membrana con PBS 1X.

. Bloquear la membrana con una disolucién de leche al 5 % (Svelty 0 % grasa) durante 45

minutos a temperatura ambiente en agitacion.

Lavar la membrana con PBS 1X.

Incubar la membrana con el Anticuerpo primario (Ac primario monoclonal anti — EPO)
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion.

Lavar la membrana con una disolucién de leche al 0.5% durante 10 minttos, 3 veces.
Incubar la membrana con el Anticuerpo secundario (Ac secundario policlonal anti IgG)
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacién.

Lavar la membrana con una disolucién de leche al 0.5% durante 10 mintutos, 3 veces.

.Incubar la membrana con estreptavidina-peroxidasa durante 40 minttos a temperatura

ambiente en agitacién.

Lavar la membrana con PBS 1X durante 10 minttos, 3 veces.

Deteccion por quimioluminiscencia

Para la deteccién se empleé una cadmara de captacién de quimioluminiscencia ImageQuant LAS

4000.

1.

2
3.
4

Preparar el reactivo de quimioluminiscencia.

Saturar la membrana con el reactivo (adicionar aproximadamente 1 mL de reactivo).
Colocar la membrana saturada en la cdmara de quimioluminiscencia.

Realizar la captura de la imagen a diferentes tiempos de exposicién (por ejemplo: 5, 10, 15,
30 segundos).

Realizar el analisis de las imdgenes por medio del uso de un programa especializado
llamado GasEPO Versiéon V2.1.2, éste proporciona valores de densidad de banda en

absorbancia.
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9.5 Preparacion de soluciones

Preparacién de la disolucién de rEPO,; a concentracién del0 mUI/uL

Se realizé una dilucién 1:100 de la disolucién patrén de rEPO,g a 100 Ul/uL, agregando 990 pL
de agua calidad milli-Q a un microtubo y 10 pL de la disolucién patrén de rEPO,qg a 100 Ul/pL.
Esta disolucién resulté tener una concentraciéon de 1 Ul/uL (1000 mUI/uL).

Se realizé una segunda dilucién 1:100, agregando 990 pyL de agua calidad milli-Q a un
microtubo y 10 pL de la disolucién anterior de rEPO,s a 1 Ul/uL (1000 mUI/pL). Esta disolucién
resulté tener una concentracién de 10 mUI/pL (10000 mUI/mL) y fue utilizada para la

preparacién de las disoluciones empleadas en la determinacién del limite de deteccién.

Tabla 9.5.1 Preparacién de las disoluciones de TEPO,g para la determinacién del limite de deteccién e
intervalo de trabajo.

Concentracién final (mUI/pL) 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 2.00 2.50 | 3.00

Vol. de sol. rEPO¢g 10 mUI/pL (ul) 5.00 7.50 10.00 | 12.50 | 15.00 | 20.00 | 25.00 | 30.00

NuPAGE LDS Sample buffer 4X

25.00 | 25.00 | 25.00 | 25.00 | 25.00 | 25.00 | 25.00 | 25.00

(ML)
NuPAGE Sample Reducing

10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 | 10.00
Agent 10X (uL)
Vol. Agua Milli-Q (uL) 60.00 | 57.50 | 55.00 | 52.50 | 50.00 | 45.00 | 40.00 | 35.00
Vol. Final (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100

Preparacion de la disolucién de NESP a concentracién de 40 pg/uL

Se realizé una dilucién 1:100 de la disolucién patrén de 40 ng/pL, agregando 990 pL de agua
calidad milli-Q a un microtubo y 10 pL de la disolucién patrén de NESP a 40 ng/pL. Esta
disolucién resulté tener una concentraciéon de 400 pg/pL.

Se realizé una segunda dilucién 1:10, agregando 90 pL de agua calidad milli-Q a un microtubo y
10 pL de la disolucién anterior de NESP a 400 pg/uL. Esta disolucion tiene una concentraciéon de
40 pg/pL y fue utilizada para la preparacién de las disoluciones empleadas en la determinacién

del limite de deteccién.
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Tabla 9.5.2 Preparacién de las disoluciones de NESP para la determinacién del limite de deteccién e

intervalo de trabajo.

Concentracién final (pg/pL) 1.25 | 2.50 | 5.00 | 10.00 | 12.50
Vol. de sol. NESP 40 pg/uL (ul) 3.13 | 6.25 | 12.50 | 25.00 | 31.25
NuPAGE LDS Sample buffer 4X (uL) 25.00 | 25.00 | 25.00 | 25.00 | 25.00
NuPAGE Sample Reducing

10.00 | 10.00 | 10.00 | 10.00 | 10.00
Agent 10X (uL)

Vol. Agua Milli-Q (uL) 61.85 | 58.75 | 52.50 | 40.00 | 33.75

Vol. Final (uL) 100 100 100 100 100

Preparacién de la disolucién de CERA a concentracién de 1.7 ng/uL

Se realizé una dilucién 1:100 de la disolucién patrén de CERA a 166.67 ng/pL, agregando 990 uL
de agua calidad milli-Q a un microtubo y 10 pL de la disolucién patrén de CERA a 166.67 ng/pL.

Esta disolucién resulté tener una concentracién 1.7 ng/pL.

Tabla 9.5.3 Preparacién de las disoluciones de CERA para la determinacién del limite de deteccién e

intervalo de trabajo.

Concentracién final (ng/uL) 0.05 0.08 0.10 0.15 0.20 0.25
Vol. de sol. Mircera 1.7 ng/pL (i) 3.00 4.50 6.00 9.00 | 12.00 | 15.00
NuPAGE LDS Sample buffer 4X (uL) 25.00 25.00 25.00 | 25.00 | 25.00 | 25.00
ﬁ;ﬁiﬁ%;i?}gle Reducing 10.00 10.00 10.00 | 10.00 | 10.00 | 10.00
Vol. Agua Milli-Q (uL) 62.00 60.50 59.00 | 56.00 | 53.00 | 50.00
Vol. Final (uL) 100 100 100 100 100 | 100
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10. RESULTADOS

10.1 Limite de deteccién

El Limite de deteccién se determiné analizando diferentes concentraciones de rEPO.;, NESP y

CERA, utilizando agua calidad Milli-Q como matriz para eliminar cualquier interferencia. Para

cada analito se realizaron 4 ensayos independientes entre si. Todos los resultados se

confirmaron con los ensayos de reproducibilidad (precisién intermedia) (Tablas 10.7.2 a

10.7.13).

10.1.1 Eritropoyetina recombinante alfa y beta (xEPOg)

Para la determinacién del limite de deteccién de rEPO, se analizaron las siguientes

concentraciones: 0.5, 0.75, 1.0 y 1.8 mUI/uL (Tablas 10.1.1.1 a 10.1.1.4).

Tabla 10.1.1.1 Resultados del andlisis de rEPOs a concentracién de 0.5 mUI/yL.

Ensayo Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluaciéon | Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
3 18/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 No cumple No cumple BND
4 16/04/2013 2 No cumple No cumple BND
3 No cumple No cumple BND
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Tabla 10.1.1.2 Resultados del andlisis de rEPOg a concentracién de 0.75 mUI/pL.
Ensayo Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacion | Resultado

1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
3 18/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo

1 No cumple No cumple BND
4 16/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo

Tabla 10.1.1.3 Resultados del andlisis de rEPOs a concentracién de 1 mUI/pL.
Ensayo Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacion | Resultado
1 No cumple No cumple ?

1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
3 18/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
4 29/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.1.1.4 Resultados del andlisis de rEPOs a concentracién de 1.5 mUI/pL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptaciéon | Criterios de evaluacién | Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 16/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
3 29/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
4 30/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo

El Limite de deteccidén de acuerdo a estos resultados se establecidé en la concentracion de 0.75

mUI/pL de rEPOg.

10.1.2 Darbepoetina alfa (NESP)

Para la determinacién del limite de deteccién de NESP, se analizaron las siguientes

concentraciones: 1.25, 2.5, 5y 10 pg/uL (Tablas 10.1.2.1 a 10.1.2.4).
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Tabla 10.1.2.1 Resultados del analisis de NESP a concentracién de 1.25 pg/pL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacion | Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
3 18/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 No cumple No cumple Elevado BG
4 23/04/2013 2 No cumple No cumple Elevado BG
3 No cumple No cumple Elevado BG
Tabla 10.1.2.2 Resultados del andlisis de NESP a concentracién de 2.5 pg/pL.
Ensayo Fecha Alicuota Criterios de aceptaciéon | Criterios de evaluaciéon | Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
3 18/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
4 12/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.1.2.3 Resultados del analisis de NESP a concentracién de 5 pg/uL.
Ensayo Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacién | Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
3 18/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
4 28/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
Tabla 10.1.2.4 Resultados del andlisis de NESP a concentracién de 10 pg/uL.
Ensayo Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluaciéon | Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 28/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
3 23/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
4 29/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo

El Limite de deteccidén de acuerdo a estos resultados se establecidé en la concentracion de 2.5

pg/uL de NESP.
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10.1.3 Metoxi-polietilenglicol epoetina beta (CERA)

Para la determinacién del limite de deteccién de CERA, se analizaron las siguientes

concentraciones: 0.05, 0.08, 0.1 y 0.15 ng/pL (Tablas 10.1.3.1 a 10.1.3.4).

Tabla 10.1.3.1 Resultados del andlisis de CERA a concentracién de 0.05 ng/pL.

Ensayo Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluaciéon | Resultado

1 No cumple No cumple BND
2

1 25/06/2013 No cumple No cumple BND
3 No cumple No cumple BND
4 No cumple No cumple BND
1 Cumple Cumple Positivo
Z age

2 28/06/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2

3 04/07/2013 No cumple No cumple BND
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
Z .le

4 25/06/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.1.3.2 Resultados del andlisis de CERA a concentracién de 0.08 ng/pL.
Ensayo Fecha Alicuota Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacion | Resultado

1 Cumple Cumple Positivo
2 oy

1 25/06/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
z oy

2 28/06/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 o

3 04/07/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
Z oy

4 25/06/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo

Tabla 10.1.3.3 Resultados del andlisis de CERA a concentracién de 0.1 ng/uL.
Ensayo Fecha Alicuota Criterios de aceptacion | Criterios de evaluaciéon | Resultado

1 Cumple Cumple Positivo
2 o

1 07/06/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
Z e

2 25/06/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
Z oy

3 28/06/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 ogs

4 25/06/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.1.3.4 Resultados del andlisis de CERA a concentracién de 0.15 ng/pL.
Ensayo Fecha Alicuota | Criterios de aceptaciéon | Criterios de evaluacion | Resultado

1 Cumple Cumple Positivo
2 .

1 07/06/2013 Cumple Cumple Positivo
8 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 ces

2 25/06/2013 Cumple Cumple Positivo
8 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 "

3 28/06/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo
1 Cumple Cumple Positivo
2 "

4 25/06/2013 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo

El Limite de deteccién de acuerdo a estos resultados se establecié en la concentraciéon de 0.08

ng/pL de CERA.

10.2 Selectividad/Especificidad

Para la evaluacién de la selectividad/especificidad en muestras de orina, se analizaron 4
muestras de orina positivas para rEPO/NESP (ORE rEPO y ORE NESP) y cuatro muestras
negativas para rEPO/NESP (BLOR rEPO/NESP). Para la evaluacibn de Ia
selectividad/especificidad en muestras de suero, se analizaron 4 muestras de suero positivo

para CERA (suero positivo) y cuatro muestras de suero negativas para CERA (suero negativo).

La determinacién de la selectividad/especificidad para rEPO,s se realizé6 mediante un solo
ensayo. Los resultados cumplieron con los criterios de evaluacién y aceptacién de resultados
(Anexos 1 y 2), considerandose que este procedimiento es selectivo/especifico para el andlisis

de rEPOg en orina (Figura 10.2.1).
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A B c

Carril Muestra Evaluacién e Tk

1 MPM OK =T -

2 ORE rEPO Positivo

3 ORE rEPO Positivo

4 ORE rEPO Positivo

5 ORE rEPO Positivo m\

6 Control (-) OK )

7 BLOR rEPO/NESP | Negativo

8 BLOR rEPO/NESP | Negativo o | o= ok

9 BLOR rEPO/NESP | Negativo

10 BLOR rEPO/NESP Negativo

Figura 10.2.1 Ensayo de selectividad/especificidad para rEPO;. B) Resultados del analisis de la
membrana con base en los criterios de evaluacién y aceptacién (Anexos 1 y 2). B) Imagen representativa
de las muestras positivas (ORE rEPO) analizadas por el programa GasEPO, la primer banda es la
representativa de rEPO, la segunda es una banda inespecifica. C) Imagen representativa de las muestras
negativas (BLOR rEPO/NESP) analizadas por el programa GasEPO, la primer banda es la representativa

de uEPO, la segunda es una banda inespecifica.
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La determinaciéon de la selectividad/especificidad para NESP se realizé mediante un soélo
ensayo. Los resultados cumplieron con los criterios de evaluacién y aceptacién de resultados
(Anexos 1 y 2), considerandose que este procedimiento es selectivo/especifico para el andlisis

de NESP en orina (Figura 10.2.2).

A B C
4. ORE NESP 7.BLOR
Carril Muestra Evaluacién Neun Neuni%
27.8% 100.0%
1 MPM OK
2 ORE NESP Positivo
3 ORE NESP Positivo
4 ORE NESP Positivo (e L
5 ORE NESP Positivo : n -
6 CONTROL (-) OK
7 BLOR rEPO/NESP | Negativo e o o e
8 BLOR rEPO/NESP Negativo
9 BLOR rEPO/NESP Negativo
10 BLOR rEPO/NESP Negativo

Figura 10.2.2 Ensayo de selectividad/especificidad para NESP. A) Resultados del andlisis de
la membrana con base en los criterios de evaluacién y aceptacién (Anexos 1 y 2). B) Imagen
representativa de las muestras positivas para NESP (ORE NESP) analizadas por el programa

GasEPO, la primer banda es la representativa de NESP, la segunda banda es la representativa de

uEPO, la tercera es una banda inespecifica. C) Imagen representativa de las muestras negativas

(BLOR rEPO/NESP) analizadas por el programa GasEPO, la primer banda es la representativa de

uEPO, la segunda es una banda inespecifica.
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La determinacion de la selectividad/especificidad para CERA se realiz6 mediante un solo
ensayo. Los resultados cumplieron con los criterios de evaluacién y aceptacién de resultados
(Anexos 1 y 2), considerdndose que este procedimiento es selectivo/especifico para la

deteccion de CERA en suero (Figura 10.2.3).

A B C
35U e
Carril Muestra Evaluacion m m
1 MPM OK \
2 SUERO (+) Positiva ' .
3 SUERO (+) Positiva - -
4 SUERO (+) Positiva t [%
5 SUERO (+) Positiva
6 Control (-) OK
7 SUERO (-) Negativa L
8 SUERO (-) Negativa o il (— 7
9 SUERO (-) Negativa
10 SUERO (-) Negativa

Figura 10.2.3 Ensayo de selectividad/especificidad para CERA. R) Resultados del analisis de la
membrana con base en los criterios de evaluacién y aceptacién (Anexos 1 y 2). B) Imagen representativa
de las muestras positivas (suero fortificado con CERA a 0.25 ng/pL) analizadas por el programa GasEPO,

la primer banda es la representativa de CERA, la segunda es una banda inespecifica. C) Imagen
representativa de las muestras negativas (suero negativo para CERA) analizadas por el programa

GasEPO, se observa la presencia de una banda inespecifica.
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10.3 Sensibilidad

La sensibilidad se determiné analizando diferentes concentraciones de NESP, rEPO.; y CERA,

utilizando agua calidad Milli-Q como matriz.

Para determinar la sensibilidad para rEPOg, se analizaron las concentraciones de 1.0, 1.25y

1.5 mUI/yL por triplicado en un mismo gel.

A B
Concentracion | Volumen de
(mUI/pL) la banda
A ——— (abs)
]f 1.0 12388750
;f 3 1.0 13061950
L e e D e 1.0 10535530
1.25 17102090
1.25 19380740
fi j] 1.25 19964950
]I ji 1.5 22984320
11 7‘1 1.5 26498510
e Bl aica T ? 1.5 23145910

J \
| | !

1.0 mUL/pL  1.25 mUI/pL 1.5 mUI/uL

Figura 10.3.1 Ensayo de sensibilidad para rEPO.g. A) Imagen representativa de la membrana. B)
Resultados del volumen de banda en absorbancia obtenido para cada concentracién a través del analisis

de la membrana por el programa GasEPO.
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Para determinar la sensibilidad para NESP, se analizaron las concentraciones de 1.25,2.5y 5

pg/uL por triplicado en un mismo gel.

A B
Concentracion Volumen
v (pg/pL) de la banda
(abs)
1.25 2736143
. .dw 1.28 2813837
1.25 3422218
2.5 7302476
2.5 8281317
. 2.5 8597469
5 21828130
8 23825930
| Y l \ 5 24374860

1.25 pg/uL 2.5 pg/pL 5 pg/uL

Figura 10.3.2 Ensayo de sensibilidad para NESP. A) Imagen representativa de la membrana. B)
Resultados del volumen de banda en absorbancia obtenido para cada concentracién a través del analisis

de la membrana por el programa GasEPO.

42



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

TESIS

Para determinar la sensibilidad para CERA, se analizaron las concentraciones de 0.05, 0.08 y

0.1 ng/yL por triplicado en un mismo gel.

A B
Concentracién | Volumen de
(ng/pL) la banda
e e o e aun S SDODOD (abs)
0.08 3948120
0.05 5481561
0.08 6010558
0.08 12128480
0.08 15518490
0.08 13210220
0.1 28007860
0.1 26880710
\ | A | ) Y } 0.1 30548600

0.05 ng/uL 0.08 ng/uL 0.1 ng/uL

Figura 10.3.3 Ensayo de sensibilidad para CERA. A) Imagen representativa de la membrana. B)

Resultados del volumen de banda en absorbancia obtenido para cada concentracién a través del analisis

de la membrana por el programa GasEPO.
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25000000
20000000
15000000
10000000
5000000
0

Volumen de la banda

30000000
25000000
20000000
15000000
10000000

5000000

Volumen de la banda

0

35000000
30000000
25000000
20000000
15000000
10000000

Volumen de la banda

5000000
0

Sensibilidad para rEPO

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
Concentracién (mUIL/uL)

Sensibilidad para NESP

1 2 3 4 5 6
Concentracién (pg/uL)

Sensibilidad para CERA

0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentracién (ng/uL)

Figura 10.3.4 Gréaficas del comportamiento de la sensibilidad para rEPO.s, NESP y CERA.
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10.4 Repetibilidad

La repetibilidad para rEPO.s se determiné analizando 3 alicuotas del control inferior de rEPO a
concentracién de 0.75 mUI/pL y 3 alicuotas del control superior a concentracién de 1.5 mUI/uL

(Tablas 10.4.1 y 10.4.2).

Tabla 10.4.1 Determinacién de la repetibilidad para rEPO,s a concentraciéon de 0.75 mUI/pL.

Criterios de Criterios de
Analista Fecha Alicuota aceptacion evaluacion Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo

Tabla 10.4.2 Determinacién de la repetibilidad para rEPO,s a concentracién de 1.5 mUI/uL.

Criterios de Criterios de
Analista Fecha Alicuota aceptacion evaluacion Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo

Considerando que los resultados de repetibilidad para la identificacién de rEPO,; cumplieron

con los criterios de aceptacién y evaluacién (Anexos 1 y 2), se concluye que el procedimiento

es repetible para rEPOg.

La repetibilidad para NESP se determiné analizando 3 alicuotas del control inferior de NESP a

concentracién de 2.5 pg/uL y 3 alicuotas del control superior a concentracién de 10 pg/uL

(Tablas 10.4.3y 10.4.4).

Tabla 10.4.3 Determinacién de la repetibilidad para NESP a concentracién de 2.5 pg/pL.

Criterios de Criterios de
Analista Fecha Alicuota aceptacion evaluacion Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.4.4 Determinacién de la repetibilidad para NESP a concentracién de 10 pg/yL.
Criterios de Criterios de
Analista Fecha Alicuota aceptacion evaluacion Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo

Considerando que los resultados de repetibilidad para la identificacién de NESP cumplieron

con los criterios de aceptacién y evaluacién (Anexos 1 y 2), se concluye que el procedimiento

es repetible para NESP.

La repetibilidad para CERA se determiné analizando 4 alicuotas del control inferior de CERA a

concentracién de 0.08 ng/pL y 4 alicuotas del control superior a concentracién de 0.2 ng/uL
(Tablas 10.4.5 y 10.4.6).

Tabla 10.4.5 Determinacién de la repetibilidad para CERA a concentracién de 0.08 ng/L.

Criterios de Criterios de
Analista Fecha Alicuota aceptacion evaluacion Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo

Tabla 10.4.6 Determinacién de la repetibilidad para CERA a concentracién de 0.15 ng/pL.

Criterios de Criterios de
Analista Fecha Alicuota aceptacion evaluacion Resultado
1 Cumple Cumple Positivo
1 07/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 Cumple Cumple Positivo
4 Cumple Cumple Positivo

Considerando que los resultados de repetibilidad para la identificacién de CERA cumplieron

con los criterios de aceptacién y evaluacién (Anexos 1 y 2), se concluye que el procedimiento

es repetible para CERA.
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10.5 Contaminacion por arrastre

10.5.1 Matriz de orina

Para evaluar el efecto de arrastre, se analizaron de manera alterna diferentes muestras de

control positivo alto y control negativo. Los resultados se muestran en la Tabla 10.5.1.

Tabla 10.5.1 Resultados de contaminacién por arrastre en matriz de orina con base en los criterios de

evaluacion y aceptacion (Anexos 1y 2).

Carril Muestra Evaluacién
1 BLOR rEPO/NESP Negativo
2 rEPO Positivo
3 BLOR rEPO/NESP Negativo
4 NESP Positivo
5 BLOR rEPO/NESP Negativo
6 rEPO Positivo
7 BLOR rEPO/NESP Negativo
8 NESP Positivo
9 BLOR rEPO/NESP Negativo
10 rEPO Positivo

Como controles positivos se utilizaron las siguientes disoluciones: rEPO.s de 1.5 mUI/puL y NESP
a 5 pg/pL. Como control negativo se utilizaron 5 muestras diferentes de orinas negativas para
rEPO.; y NESP (BLOR rEPO/NESP).

En los resultados mostrados en la Figura 10.5.1, se puede observar que no existe un efecto de

arrastre o contaminacién entre los pozos.
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1.Onna(-) 2.rEPO 3. Orina (-) 4. NESP 5. Orina (-) 8.rEPC 7. Orina (-) 8. NESP €. Orina (-) 10.fEPO

Banda inespecifica

Figura 10.5.1 Analisis por GasEPO de la membrana correspondiente al ensayo de contaminacién por

arrastre en matriz de orina.
10.5.2 Matriz de suero
Para evaluar el efecto de arrastre en matriz de suero, se analizaron de manera alterna

diferentes muestras de control positivo alto para CERA y control negativo. Los resultados se

muestran en la Tabla 10.5.2, de acuerdo al orden en el que fueron cargadas en el gel.

Tabla 10.5.2 Resultados de contaminacién por arrastre en matriz de suero con base en los criterios de

evaluacién y aceptacién (Anexos ly 2).

Cazrril Muestra Evaluacioén
1 Suero (-) Negativo
2 CERA Positivo
3 Suero (-) Negativo
4 CERA Positivo
5 Suero (-) Negativo
6 CERA Positivo
7 Suero (-) Negativo
8 CERA Positivo
9 Suero (-) Negativo
10 CERA Positivo
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Como control positivo se utilizé6 suero humano fortificado con CERA a concentraciéon de 0.25

ng/uL y como control negativo se utilizé suero humano negativo para CERA.

Al realizar el analisis de los resultados se puede observar que en los carriles 3, 5y 9 de la

membrana existe una sefial quimioluminiscente debido a la gran intensidad de las bandas que

corresponden al control positivo adyacente a estos carriles, sin embargo en las imagenes

individuales de cada carril se puede observar la ausencia de bandas compatibles con las

proteinas de interés demostrando que al momento de cargar las muestras en el gel no existe

contaminacién entre ellas.

Con base en los resultados mostrados en la Figura 10.5.2, se puede observar que no existe un

efecto de arrastre entre las muestras.

5. SUERO

CERA

Banda inespecifica

1.SUERO () | 2. SUERO (+) |3. SUERO ()| 4.SUERD () |~ ) 7.SUERO (-) } - '|10.5UERO ()
NeuN% NeuN%s | NeuN% NeuN% | NeuN®% || NeuNs [ Neunse NeuN% | NeuN% | NeuN%
NeuN% NeuN% | Neuns NeuN% | NeuNs NeuN% NeuN% | Neun | NewNn

Figura 10.5.2 Analisis por Gas EPO de la membrana correspondiente al ensayo de contaminacién

por arrastre en matriz de suero.
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10.6 Intervalo de trabajo

Para conocer el intervalo de trabajo se analizaron concentraciones altas de las disoluciones de
NESP, rEPO.; y CERA.

El limite inferior del intervalo de trabajo para los analitos de interés se establecié con base en
la concentraciéon mas pequefia donde se pudo observar una sefial clara y definida; el limite
superior se establecié en la concentracién mas alta donde no se observé contaminacion de la

sefial quimioluminiscente entre carriles.

Para rEPO,; se analizaron las concentraciones de 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 y 3.5 mUI/pL. El
limite inferior para este analito se establecié en 0.75 mUI/uL (ver resultados del limite de
deteccidn) y el limite superior en 1.5 mUI/uL, debido a que en la concentracién de 2.0 mUI/pL

se observé contaminacién de la sefial quimioluminiscente entre carriles (Figura 10.6.1).
A B

TEPOy 1.5 mUI/uL Control negativo rEPOy 2 mUI/uL  Control negativo

5.1EPO 6. Control {-) 4.rEPO §. Control (-}
100.0%
Neu%

Neul

Figura 10.6.1 Determinacién del Intervalo de trabajo para rEPOgs. A) Imagen
representativa de un ensayo de concentracién de 1.5 mUI/pL de rEPOgp y una muestra
control negativa (agua). Obsérvese la ausencia de sefial en el control negativo. B)
Imagen representativa de un ensayo de concentraciéon de 2 mUI/pL de rEPOqp y una
muestra control negativa (agua). Obsérvese la contaminacién de la sefial

quimioluminiscente en el carril correspondiente al control negativo.
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Para NESP se analizaron las concentraciones de 0.625, 1.25, 2.5, 5.0, 10.0, 12.5, 15.0 pg/uL. El
limite inferior para este analito se establecié en 2.5 pg/pL (ver resultados del limite de
deteccioén) y el limite superior en 10 pg/uL, debido a que en la concentracién de 12.5 pg/pL se

observé contaminaciéon de la sefial quimioluminiscente entre carriles (Figura 10.6.2).

A B

NESP 10 pg/uL.  Control negativo NESP 12.5 pg/pLi  Control negativo

4. NESF 5. Control (-) 5 NESP 8 Control ()
Neuhl NeuN%e

100.0% NeuN%

Figura 10.6.2 Determinacién del Intervalo de trabajo para NESP. A) Imagen representativa
de un ensayo de concentracién de 10 pg/pL de NESP y una muestra control negativa (agua).
Obsérvese la ausencia de sefial en el control negativo. B) Imagen representativa de un
ensayo de concentraciéon de 12.5 pg/uL de NESP y una muestra control negativa (agua).
Obsérvese la contaminacién de la sefial quimioluminiscente en el carril correspondiente al

control negativo.
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Para CERA se analizaron las concentraciones de 0.03, 0.05, 0.08, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.50, 0.75
y 1.00 ng/pL. El limite inferior para este analito se establecié en 0.08 ng/uL (ver resultados del
limite de deteccién) y el limite superior en 0.2 ng/uL, debido a que en la concentracién de 0.25

ng/pL se observé contaminacién de la sefial quimioluminiscente entre carriles (Figura 10.6.3).

A B

CERA 0.20 ng/uLl  Control negativo CERA 0.25 ng/pL Control negativo

5 MIRCERA 8. Control (-) 5. MIRCERA. 8. Control (-]
NeuN% NeuN%

NeuN% NeuN%

Figura 10.6.3. Determinacién del Intervalo de trabajo para CERA. A) Imagen
representativa de un ensayo de concentracién de 0.20 ng/pL de CERA y una muestra
control negativa (agua). Obsérvese la ausencia de sefial en el control negativo. B)
Imagen representativa de un ensayo de concentracién de 0.25 ng/uL de CERA y una
muestra control negativa (agua). Obsérvese la contaminacién de la sefial

quimioluminiscente en el carril correspondiente al control negativo.
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10.7 Reproducibilidad (precision intermedia)

La reproducibilidad se determiné analizando al menos 2 alicuotas de 4 concentraciones de cada
analito de interés en al menos 2 ensayos independientes entre si por 3 analistas (Tablas 10.7.2 a

10.7.13). Las concentraciones analizadas para cada analito se muestran en la Tabla 10.7.1.

Tabla 10.7.1 Concentraciones de cada analito analizado.

Analito Concentracién
1 2 3 4
rEPOp (mUI/uL) 0.50 0.75 1.0 1.5
NESP (pg/pL) 1.25 2.5 5.0 10
CERA (ng/uL) 0.05 0.08 0.10 0.15

Se consideré que el procedimiento era reproducible para la determinacién de rEPO.s, NESP y
CERA cuando todos los resultados cumplian con los criterios de aceptacién y evaluacién de

resultados.

En las Figuras 10.7.1 a 10.7.3 se muestran imagenes representativas del analisis de rEPO,3, NESP
y CERA, respectivamente, de cada uno de los analistas que participaron en la evaluacién de

este parametro.

En las Tablas 10.7.2 a 10.7.13, se muestran los resultados de cada concentracién analizada de
cada analito por cada ensayo de cada analista y el resultado de la evaluacién de cada uno de

ellos.

Para la determinacién de rEPO.; a concentraciéon de 0.5 mUI/pL (Cuadro 10.7.6), se consideré
que el procedimiento presenté una baja reproducibilidad debido a que en uno de los 7 ensayos
realizados no se detecté este analito. Para las concentraciones > 0.75 mUI/uL, correspondiendo
esta concentracién al limite de deteccién, el procedimiento fue reproducible en todos los

ensayos (ver resultados en los Cuadros 10.7.7 al 10.7.9).

Para la determinaciéon de NESP a concentracién de 1.25 pg/uL (Cuadro 10.7.2), se considerd
que el procedimiento presentd una baja reproducibilidad debido a que en la tercera parte de
los ensayos, este analito no fue detectado. Sin embargo, a concentraciones > 2.5 pg/pL,
correspondiendo esta concentracién al limite de deteccioén, el procedimiento fue reproducible

en todos los ensayos (ver resultados en los Cuadros 10.7.3 al 10.7.5).
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Para la determinacién de CERA a concentracién de 0.05 ng/uL (Cuadro 10.7.10), se considerd
que el procedimiento presenté una baja reproducibilidad debido a que en mas de la tercera
parte de los ensayos, este analito no fue detectado. Sin embargo, a concentraciones > 0.08
ng/uL, correspondiendo esta concentracién al limite de deteccién, el procedimiento fue
reproducible en la mayoria de las alicuotas de todos los ensayos (ver resultados en los Cuadros
10.7.11 al 10.7.13). Las alicuotas que no cumplieron con los criterios de evaluacién fueron
debido a la presencia de artefactos que impidieron su evaluacién, sin embargo, se consideré
que el procedimiento es reproducible debido a que este efecto fue independiente de la

concentracion del analito.

Concentracion de rEPOqg
Analista

0.5 mUI/pL 0.75 mUL/pL 1 mUI/pL 1.5 mUI/pL

| VNS | —
: ——-

3 - -

Figura 10.7.1 Ensayo de reproducibilidad para la determinacién de rEPO.s. Imdgenes representativas

de al menos 3 ensayos realizados por 3 analistas diferentes.
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Concentracion de NESP
Analista

1.25 pg/pL 2.5 pg/uL 5 pg/pL 10 pg/pL

: W <4 P oo
3 o — e — “

Figura 10.7.2 Ensayo de reproducibilidad para la determinacién de NESP. Imagenes representativas

de al menos 3 ensayos realizados por 3 analistas diferentes.

Concentracion de CERA
Analista

0.05 ng/puL 0.08 ng/uL 0.1 ng/pL 0.15 ng/uL

)

Figura 10.7.3 Ensayo de reproducibilidad para la determinacién de CERA. Imagenes representativas de

al menos 3 ensayos realizados por 3 analistas diferentes.
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Tabla 10.7.2 Determinacién de la reproducibilidad para rEPO«s a concentracién de 0.5 mUI/uL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacion | Resultado

1 11/01/2013 L Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 8 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 L Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 ! Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 16/04/2013 ! No cumple No cumple BND

2 16/04/2013 2 No cumple No cumple BND

2 16/04/2013 3 No cumple No cumple BND

2 30/04/2013 ! Cumple Cumple Positivo
2 30/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 30/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 ! Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 4 No cumple No cumple Mancha
3 10/07/2013 ! Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.7.3 Determinacién de la reproducibilidad para rEPO.g a concentracién de 0.75 mUI/ yL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluaciéon | Resultado

1 11/01/2013 ! Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 8 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 ! Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 8 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 ! Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 8 Cumple Cumple Positivo
2 16/04/2013 ! No cumple No cumple BND

2 16/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 16/04/2013 8 Cumple Cumple Positivo
2 30/04/2013 ! Cumple Cumple Positivo
2 30/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 30/04/2013 8 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 ! Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 8 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 ! Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 8 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.7.4 Determinacién de la reproducibilidad para rEPOqgs a concentracién de 1 mUI/uL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacion | Resultado

1 11/01/2013 1 No cumple No cumple ?

1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 8 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 8 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 a Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 8 Cumple Cumple Positivo
2 29/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 29/01/2013 a Cumple Cumple Positivo
2 29/01/2013 8 Cumple Cumple Positivo
2 30/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 30/04/2013 a Cumple Cumple Positivo
2 30/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 a Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 8 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 8 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.7.5 Determinacién de la reproducibilidad para rEPO.g a concentracién de 1.5 mUl/mL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluaciéon | Resultado
1 11/01/2013 ! Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 16/04/2013 ! Cumple Cumple Positivo
1 16/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 16/04/2013 8 Cumple Cumple Positivo
2 29/01/2013 ! Cumple Cumple Positivo
2 29/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 29/01/2013 8 Cumple Cumple Positivo
2 30/04/2013 ! Cumple Cumple Positivo
2 30/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 30/04/2013 8 Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 ! Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 8 Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 ! Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 8 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 ! Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 8 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.7.6 Determinacién de la reproducibilidad para NESP a concentracién de 1.25 pg/pL.
Criterios de Criterios de
Analista Fecha Alicuota aceptacion evaluacion Resultado
1 11/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 23/04/2013 1 No cumple No cumple Elevado BG
1 23/04/2013 2 No cumple No cumple Elevado BG
1 23/04/2013 3 No cumple No cumple Elevado BG
2 12/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 12/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 12/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 1 No cumple No cumple BND
2 09/07/2013 2 No cumple No cumple BND
2 09/07/2013 3 No cumple No cumple BND
2 09/07/2013 4 No cumple No cumple BND
3 23/04/2013 1 No cumple No cumple BND
3 23/04/2013 2 No cumple No cumple BND
3 23/04/2013 3 No cumple No cumple BND
3 23/04/2013 4 No cumple No cumple BND
3 10/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 4 No cumple No cumple Mancha
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Tabla 10.7.7 Determinacién de la reproducibilidad para NESP a concentracién de 2.5 pg/pL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacién | Resultado
1 11/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 12/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 12/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 12/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 23/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 23/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 23/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 23/04/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.7.8 Determinacién de la reproducibilidad para NESP a concentracién de 5 pg/pL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacion | Resultado
1 11/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 16/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 18/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 28/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 28/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 28/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 23/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 23/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 23/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 12/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 12/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 12/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 16/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 16/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 16/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 02/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 23/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 23/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 23/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 23/04/2013 4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.7.9 Determinacién de la reproducibilidad para NESP a concentracién de 10 pg/pL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacion | Resultado

1 11/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 11/01/2013 8 Cumple Cumple Positivo
1 28/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 28/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 28/01/2013 8 Cumple Cumple Positivo
1 23/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 23/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 23/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 29/01/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 29/01/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 29/01/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 12/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 12/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 12/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 16/04/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 16/04/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 16/04/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 09/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 8 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.7.10 Determinacién de la reproducibilidad para CERA a concentracién de 0.05 ng/pL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacién | Criterios de evaluacion | Resultado
1 25/06/2013 1 No cumple No cumple BND
1 25/06/2013 2 No cumple No cumple BND
1 25/06/2013 3 No cumple No cumple BND
1 25/06/2013 4 No cumple No cumple BND
1 28/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
1 04/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 04/07/2013 2 No cumple No cumple BND
1 04/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 04/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
2 28/06/2013 1 No cumple No cumple BND
2 28/06/2013 2 No cumple No cumple BND
2 28/06/2013 3 No cumple No cumple BND
2 28/06/2013 4 No cumple No cumple BND
2 04/07/2013 1 No cumple No cumple BND
2 04/07/2013 2 No cumple No cumple BND
2 04/07/2013 3 No cumple No cumple BND
2 04/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.7.11 Determinacién de la reproducibilidad para CERA a concentracién de 0.08 ng/pL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacién | Resultado
1 25/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
1 04/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 04/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 04/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 04/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
2 28/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 28/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 28/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 28/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
2 04/07/2013 1 No cumple No cumple Mancha
2 04/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 04/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 04/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 1 No cumple No cumple No definida
3 10/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 4 No cumple No cumple Mancha
3 11/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.7.12 Determinacién de la reproducibilidad para CERA a concentracién de 0.10 ng/pL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacion | Resultado
1 07/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 07/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 07/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 07/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
2 04/07/2013 1 No cumple No cumple Mancha
2 04/07/2013 2 No cumple No cumple Mancha
2 04/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 04/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
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Tabla 10.7.13 Determinacién de la reproducibilidad para CERA a concentracién de 0.15 ng/pL.
Analista Fecha Alicuota | Criterios de aceptacion | Criterios de evaluacién | Resultado
1 07/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 07/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 07/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 07/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 25/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
1 28/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 1 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 2 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 25/06/2013 4 Cumple Cumple Positivo
2 04/07/2013 1 No cumple No cumple Mancha
2 04/07/2013 2 No cumple No cumple Mancha
2 04/017/2013 3 Cumple Cumple Positivo
2 04/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 09/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 10/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 1 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 2 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 3 Cumple Cumple Positivo
3 11/07/2013 4 Cumple Cumple Positivo
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10.8 Rendimiento del proceso de inmunopurificacion

Para evaluar este parametro se analizaron 8 muestras positivas para cada analito de interés. 4
muestras fueron fortificadas con el analito de interés y fueron sometidas al proceso de
inmunopurificacién (muestras inmunopurificadas); 4 muestras fueron fortificadas con el analito
de interés y se analizaron sin ser sometidas al proceso de inmunopurificaciéon (muestras no
inmunopurificadas). Todas las muestras fueron analizadas dentro del mismo ensayo para cada

analito. Las muestras fueron cargadas en el gel de manera alterna. (Tabla 10.8.1).

Tabla 10.8.1 Distribucién de muestras en el gel para evaluar el rendimiento del proceso de
inunopurificacién.

Pozo Muestra
Control
1 rEPO/NESP/CERA

Inmunopurificada

No inmunopurificada

Inmunopurificada

No inmunopurificada

Inmunopurificada

Lo I e > T e > I I~ N @S B | s}

No inmunopurificada

Inmunopurificada

© |0

No inmunopurificada
Control
10 rEPO/NESP/CERA

Para la determinacién del rendimiento del proceso de inmunopurificacién para rEPO« se
cargaron muestras de orina humana a una concentracién de 0.75 mUI/uL, la cual es la
concentracién media del intervalo de trabajo (Tabla 10.8.2).

Se utilizé un control positivo para rEPO/NESP/CERA, al principio y al final de la secuencia para

establecer la zona de positividad (Figura 10.8.1).
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Tabla 10.8.2 Determinacién del rendimiento del proceso de inmunopurificacién para rEPO.g. Los valores
del volumen de la banda fueron obtenidos con el programa GasEPO.

rEPO,; 0.75 mUIL/pL
Estandar (no
Muestra inmunopurificada inmunopurificada)

1987635 3227532

Volumen de la 2431187 2769289

banda (Abs.) 3126993 2211930

1529934 1548745

MEDIA 2268937 2439374

DESVIACION 680157 724566
Cv 29.98 29.7
RENDIMIENTO 93.01% 100%

1. rEPOINES |12 ORINAr |3 ORINA rE] |4 CRINA rE| 15 ORINA rE] |6 ORINA rE| | 7. ORINAE aoam.—z]somre 10 rEPOMNE
PAIRCERA EPO PO PO PO PO PO PO PO SPAMIRCERA

£3.4% oo% || oo% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 80.7%

CERA

NESP
rEPO

Figura 10.8.1 Analisis por GasEPO de la membrana correspondiente al ensayo de rendimiento del

proceso de inmunopurificacién para rEPOqg.

Para la determinacién del Rendimiento de inmunopurificacién para NESP se cargaron muestras
de orina humana a una concentracién de 10 pg/pL, la cual es la concentracién media del

intervalo de trabajo (Tabla 10.8.3).
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Se utilizé un control positivo para YEPO/NESP/CERA, al principio y al final de la secuencia para

establecer la zona de positividad (Figura 10.8.2).

Tabla 10.8.3 Determinacién del rendimiento del proceso de inmunopurificacién para NESP. Los valores
del volumen de la banda fueron obtenidos con el programa GasEPO.

NESP 10 pg/pL
Estandar (no
Muestra inmunopurificada inmunopurificada)

2595398 2769847

Volumen de la 1476059 2438460

banda (Abs.) 2345635 4655659

1499847 4174828

Media: 1979235 3509699

Desviacién std: 576456 1072467
CV: 29.12 30.55
Rendimiento: 56.39% 100%

1 EPONESH |2 MPE‘E‘J ORINANE |4 ORINANE S ORNANE S ORINANEIT ORINA NE |18 ORINA NER OFONA NE| 10 rEPOINES
MIRCERA o SP sP sP SP sP P PWVIRCERA

sP
192% 00% 613% 00% €5.1% o0% T4% oo% oo% 421%
00% SSO0% BT E7.9% 0 9% 12% 257% Tas% 64.1% ao%

Il | CERA

NESP

i

-
g
u | rePO
- uEPO

Figura 10.8.2 Analisis por GasEPO de la membrana correspondiente al ensayo de rendimiento del

proceso de inmunopurificacién para NESP, se observa la banda caracteristica de uEPO.
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Para la determinaciéon del rendimiento del proceso de inmunopurificacién para CERA se
cargaron muestras de suero humano a una concentraciéon de 0.1 ng/uL, la cual es la

concentracién media del intervalo de trabajo (Tabla 10.8.4).

Tabla 10.8.4 Determinacién del rendimiento del proceso de inmunopurificacién para CERA. Los valores
del volumen de la banda fueron obtenidos con el programa GasEPO.

CERA 0.1 ng/pL
Estandar (no
Muestra inmunopurificada inmunopurificada)

11315830 10885190

Volumen de la 7997208 10318450

banda (Abs.) 2138933 11624570

5502120 13893580

MEDIA 6738523 11680448

DESVIACION 3882480 1569347
Cv 57.61 13.44
RENDIMIENTO 57.70% 100%

1. rEPOMNE | 2 SUERO | 3. SUERO || 4. SUERO | §. SUERO || 6. SUERO |7. SUERO M] & SUERO |9 SUERO M|| 10. rEPONE
EPMIRCERY MIRCERA | MIRCERA || MIRCERA | MIRCERA || MIRCERA IRCERA MIRCERA IRCERA  [ISPWIRCERA)
48 4% 100.0% 100.0% 100.0% 100 0% 100.0% 100.0% 100 0% 100.0% 77.3%

22 4% 0.0% 0.0% 00% 0% 00% 00% 00% 0.0% 0.0%

RN PR R R P S | o e | CERA

rEPO
uEPO

‘i

s | NESP
-
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Figura 10.8.3 Analisis por GasEPO de la membrana correspondiente al ensayo de rendimiento del
proceso de inmunopurificaciéon para CERA, en los carriles 6 y 8 se observa la banda caracteristica de
uEPO.

En las Figuras 10.8.4 y 10.8.5 podemos observar los resultados del rendimiento del proceso de

inmunopurificacién en funcién del volumen de la banda y en funcién del porcentaje para rEPOqg,

NESP y CERA.
Rendimiento del proceso de
inmunopurificacion
14000000
:,é 12000000
& 10000000
[¢]
p 8000000
= 6000000
Q
§ 4000000
'S 2000000
> [ ]
. ]
rEPO 0.75 mUI/pL NESP 2.5 pg/uL CERA 0.1 ng/pL
Analito
B Inmunopurificada No inmunopurificada

Figura 10.8.4 Rendimiento del proceso de inmunopurificacién en funcién del volumen de la banda.

Con estos resultados se puede concluir que la molécula de rEPO es la que va a ser recuperada en un

rendimiento mayor con respecto a NESP y CERA bajo las mismas condiciones experimentales.
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Rendimiento del proceso de

inmunopurificacién

120.00%

100.00%

& 80.00%

§ 60.00%
2

£ 40.00%

20.00%

0.00%

rEPO 0.75 mUI/pL NESP 2.5 pg/pL CERA 0.1 ng/pL
Analito
B Inmunopurificada No inmunopurificada

Figura 10.8.5 Rendimiento del proceso de inmunopurificacién en funcién del porcentaje.

10.9 Influencia del tipo de transferencia sobre los resultados

Dentro de las variantes de la técnica de Western-Blot, se encuentra el uso de la transferencia

htmeda y semi-seca.

Para evaluar si el tipo de transferencia influye sobre los resultados de cada analito, se utilizaron
ambos tipos de transferencia a diferentes concentraciones de rEPO.g, NESP y CERA (Figuras

10.9.1 a 10.9.3).

Para la deteccién de los tres analitos (rEPO., NESP y CERA), en todas las concentraciones
analizadas, ambos tipos de transferencia permitieron evaluar adecuadamente los resultados

con base en los criterios de evaluacién y aceptacién indicados en los Anexos 1 y 2.

Transferencia 0.5 mUI/puL 0.75 mUI/uL 1 mUI/pL

Hameda . “
semiseca | [N | [

Figura 10.9.1 rEPOp a diferentes concentraciones.
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Transferencia 1.25 pg/pL 2.5 pg/puL 10 pg/pL
Humeda
Semi-seca e et o - e e

Figura 10.9.2 NESP a diferentes concentraciones.

Transferencia 0.1 ng/uL 0.15 ng/uL 0.2 ng/uL 0.25 ng/uL

Figura 10.9.3 CERA a diferentes concentraciones.

Con base en la calidad de las bandas observadas en los resultados se concluye que el uso de la

transferencia humeda para la determinacién de la presencia de rEPO. y NESP se ve favorecida,

ya que se observan bandas mas definidas y claras (Figuras 10.9.1 y 10.9.2, respectivamente). La

transferencia en camara semi-seca favorece en gran medida la detecciéon de CERA a las 3

concentraciones observadas de una manera mas definida que las bandas obtenidas en cadmara

himeda (Figura 10.9.3).
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11. DISCUSION DE RESULTADOS

El sistema de Gestién de la Calidad del LNPCD de la CONADE basado en la Norma Mexicana
NMX-EC-17025-IMNC-2006 que en su punto 5.4.5.2 indica que los métodos analiticos
empleados deben de estar validados para garantizar resultados confiables. La validacién
involucra la realizacién de ensayos para obtener parametros que describen la funcionalidad del
método, asi como sus limitaciones. Los parametros que se evaluaron fueron: limite de
deteccién, selectividad/especificidad, sensibilidad, repetibilidad, reproducibilidad,
contaminacion por arrastre, intervalo de trabajo y rendimiento del proceso de

inmunopurificacién.

Limite de deteccion.

El limite de deteccién se define como la concentracién mas baja a la cual puede detectarse el
analito bajo las condiciones experimentales establecidas. Para la evaluacién de este parametro
se analizaron disoluciones preparadas en agua a concentraciones conocidas para cada uno de

los analitos de interés (NESP, rfEPO.; y CERA).

El criterio que se empleé para definir el limite de deteccioén, fue la deteccién de las bandas en

el 100% de los ensayos realizados para cada concentracion.

Para conocer el limite de deteccién de rEPOy se realizaron 4 ensayos para cada una de las
concentraciones (0.8 mUI/uL, 0.75 mUI/pL, 1.0 mUI/pL y1.5 mUI/uL). La concentracién de 0.5
mUI/uL se detectd en 3 ensayos de 4, las concentraciones = 0.75 mUI/pL se detectaron en 4 de 4

ensayos, por lo tanto, el limite de deteccién se establecié en la concentracién de 0.75 mUI/pL.

Para conocer el limite de deteccién de NESP se realizaron 4 ensayos para cada una de las
concentraciones (1.25 pg/uL, 2.5 mUI/uL, 5 pg/pL y 10 pg/pL). La concentracién de 1.25 pg/uL
se detect6 en 3 ensayos de 4, las concentraciones = 2.5 pg/uL se detectaron en 4 de 4 ensayos,

por lo tanto, el limite de deteccidn se establecié en la concentracién de 2.5 pg/pL.

Para conocer el limite de deteccién de CERA se realizaron 4 ensayos para cada una de las

concentraciones (0.05 ng/pL, 0.08 ng/uL, 0.1 ng/pL y 0.15 ng/pL). La concentracién de 0.5
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mUI/uL se detect6 en 3 ensayos de 4, las concentraciones = 0.75 mUI/uL se detectaron en 4 de 4

ensayos, por lo tanto, el limite de deteccién se establecid en la concentracién de 0.08 ng/pL.

Selectividad/Especificidad.

La selectividad/especificidad se define como la capacidad de un método analitico para
determinar la presencia de un analito dentro de una matriz compleja, sin ser interferido por
otros componentes de la matriz. Con base en esta definicién se disefi6 un protocolo para
evaluar la selectividad/especificidad que presenta nuestro procedimiento para rEPO.s, NESP y
CERA. Se utilizaron cuatro muestras control positivo y cuatro muestras control negativo para
cada analito. En las muestras control positivo se debera de observar la presencia del analito de
interés sin interferencias de otros componentes. En las muestras control negativo no se debera
de detectar la presencia del analito ni de alguna interferencia. Con los resultados obtenidos
podemos asegurar que el procedimiento es selectivo/especifico para rEPO.g, y NESP en matriz
de orina, y para CERA en matriz de suero. Es importante sefialar la presencia de una banda
inespecifica en una zona de la membrana que no afecta la identificacién de rEPO,g, NESP o
CERA, la presencia de esta banda inespecifica es debido a la naturaleza policlonal del
anticuerpo secundario que le permite reaccionar con miltiples epitopos de las proteinas.
Algunos autores recomiendan que para eliminar este inconveniente se recomienda el empleo
de una segunda transferencia, también llamada transferencia acida que consiste en pasar el
anticuerpo primario unido al antigeno a otra membrana para que de esta manera sélo se

identifique lo reconocido por el anticuerpo primario monoclonal [Lasne, F.; Reichel, C.; Leuenberger, N.J_

Sensibilidad.

La sensibilidad se define como el cambio en la respuesta del instrumento que corresponde a un
cambio en la concentracién del analito. Para determinar este parametro se analizaron
diferentes concentraciones de los analitos de interés en un mismo gel para cada analito, de esta
forma observamos el comportamiento del volumen de las bandas para cada concentracién. Con
base en los resultados, se determiné que el procedimiento posee alta sensibilidad para rEPOg,
NESP y CERA al diferenciar la intensidad del volumen de banda (respuesta del instrumento)

entre concentraciones muy cercanas.
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Repetibilidad.

La repetibilidad se define como la precisién de la medida bajo condiciones semejantes, es
decir, el mismo procedimiento de medicién, el mismo analista, el mismo sistema de medida y
el mismo lugar. Para conocer si el procedimiento es repetible, se analizaron las
concentraciones alta y baja correspondientes al intervalo de trabajo de cada analito por
triplicado bajo las mismas condiciones. Con base en los resultados se determiné que el

procedimiento es repetible para los tres analitos.

Contaminacién por arrastre.

La contaminacién por arrastre, para fines de este procedimiento, es la presencia de bandas de
cierto analito en los carriles adyacentes. Para conocer si existe contaminacién por arrastre, se
analizaron disoluciones control positivo y control negativo de manera intercalada en un mismo
gel, de esta forma se logré observar si en los carriles adyacentes al analito (carriles control
negativo) existia algun arrastre de bandas. Con base en los resultados se determindé que no
existe ningun tipo de contaminacién en matriz de orina (rfEPO. y NESP). Al analizar los
resultados correspondientes a la matriz de suero, se observa contaminacién de la sefial
quimioluminiscente, esto es atribuible a la concentracién empleada para preparar las
disoluciones control positivo de CERA (0.25 ng/pL), generando que la intensidad del volumen

de la banda sea muy grande. Sin embargo, no existe un efecto de arrastre de bandas.

Intervalo de trabajo.

El intervalo de trabajo es aquel comprendido entre las concentraciones superior e inferior
(incluyendo dichas concentraciones) y para las que se ha demostrado que el analito es
cuantificado con un nivel satisfactorio de repetibilidad, recuperacién y linealidad. Con base en
esta definicién se determiné que el limite inferior del intervalo de trabajo corresponderia al
limite de deteccidén obtenido para cada analito. Para determinar el limite superior se analizaron
diferentes concentraciones altas para cada analito y se establecié en aquella concentracién

donde no existiera contaminaciéon de la sefial quimioluminiscente entre carriles.
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Reproducibilidad.

La reproducibilidad es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea por dos analistas o instrumentos diferentes, usando el mismo método en diferentes
dias. Para conocer si el procedimiento es reproducible, se realizé una serie de ensayos entre
tres analistas diferentes y en diferentes dias de andalisis. Con base en los resultados obtenidos,

se corroboré que el Intervalo de trabajo establecido para cada analito es reproducible.

Rendimiento del proceso de inmunopurificaciéon.

El rendimiento del proceso de inmunopurificacién es la cantidad de un analito que se recupera
después de realizarlo. En este trabajo se evalué el rendimiento del proceso de
inmunopurificacién, a través del analisis de muestras que se inmunopurificaron y de muestras
que no se procesaron. Con base en los resultados, se observé que el rendimiento del proceso
de inmunopurificacién es adecuado para los tres analitos, ya que cumple con los parametros
establecidos por la WADA (rendimiento mayor al 50 % para cada analito) en su Documento

Técnico TD2014EPO obteniendo el mayor rendimiento para rEPOgg.

Influencia del tipo de transferencia sobre la calidad de los resultados.

La transferencia dentro de la técnica de Western-Blot, es un paso critico para la obtencién de
bandas de calidad aceptable en la membrana de PVDF. Por este motivo, se determiné cémo
influye el tipo de transferencia a emplear en el proceso de deteccién. Los tipos de transferencia
sugeridos por la WADA son la transferencia humeda y la transferencia semi-seca. Con base en
los resultados, determinamos que ambos tipos de transferencia son utiles para la obtencién de
bandas de buena calidad, sin embargo, se recomienda el uso de la transferencia humeda para
la determinaciéon rEPO., Y NESP, asi como, el uso de la transferencia semi-seca para la
determinacién de CERA, esto con base en las caracteristicas de densidad, forma, ruido de
fondo, etc., que presentaron las bandas de cada analito después de realizar cierto tipo de

transferencia.
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12. CONCLUSIONES

Con base en los resultados del presente trabajo de Tesis, se puede concluir que el
procedimiento de deteccién y confirmacién de la presencia de eritropoyetina recombinante,
biosimilares y sustancias analogas en suero y orina humana realizado mediante la técnica de
Western Blot con SDS-PAGE, quedé validado para su uso como un método cualitativo para la
deteccién y confirmacién de rEPO, y NESP en orina humana, asi como para CERA en suero
humano.

Se determinaron los siguientes parametros:

e Limite de deteccién

e Selectividad/Especificidad

e Sensibilidad

¢ Repetibilidad

e Reproducibilidad

e Contaminacién por arrastre

o Intervalo de trabajo

e Rendimiento del proceso de inmunopurificacién

e Evaluar la influencia del tipo de transferencia sobre la calidad de los resultados.

Se demostré que al emplear este procedimiento se obtienen resultados confiables y que es
adecuado para la confirmacién de casos sospechosos de dopaje, dentro del Laboratorio
Nacional de Prevencién y Control del Dopaje, CONADE.

El tipo de transferencia (htimeda y semi-seca) no impacté en la deteccién de las bandas, pero
se recomienda el uso de la transferencia humeda para la determinacién NESP y rEPOg, asi

como el uso de la transferencia semi-seca para la determinaciéon de CERA.
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ANEXO 1
Criterios de evaluacion de resultados
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Figura 1. Ejemplo de una imagen obtenida para diferentes disoluciones control (xEPO BRP: patrén de rEPO
alfa y beta; uEPO NIBSC std (patrén de eritropoyetina humana en orina), biosimilares (Erypo™,
Neorecormon™, Hemax™ y alfaepotina™) y sustancias analogas como MIRCERA (Mircera™) y NESP
(Aranesp ™), tras la aplicacién del procedimiento de SDS-PAGE.

En aplicacién del documento técnico de la WADA TD2014EPO, los parametros a tener en cuenta
para la evaluacién de resultados seran los siguientes:

1. Caracteristicas de migracién: cada sustancia (representada en una banda), tendra una posicién
y forma de banda (ancha, definida o difusa) que estara determinada por su carga y tamafio. Esta
propiedad se puede utilizar para confirmar la identidad y/o la presencia de una sustancia
exégena (ver Figura 1).

2. El centro de gravedad o los limites de la anchura de la banda se pueden utilizar para
cerciorarse de que su posicién difiere de la posiciéon de la banda del patrén de uEPO que se ha
incluido en el andlisis (ver Figura 1).
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ANEXO 2

Criterios de aceptacion de resultados

La identificacién de la presencia de bandas, asi como de sus intensidades relativas, se hara
visualmente de forma cualitativa (con la ayuda de las aplicaciones informaticas adecuadas para
visualizar imagenes, particularmente ImageGauge y GASepo).

1. ¥EPO y biosimilares:
Presencia de una banda ubicada en la zona de migracién de la disolucién control de rEPO,
compatible con la posicién de la muestra control de rEPO y diferente a la posicién observada
para la disolucién control de uEPO y la muestra control negativa (ver Figura 1).

2. NESP
Presencia de una banda ubicada en la zona de migracién de la disolucién control de NESP (ver
Figura 1).

3. MIRCERA
Presencia de una banda ubicada en la zona de migracién de la disolucién control de MIRCERA
(ver Figura 1).

Artefactos como manchas o rasgaduras (smear), areas de excesivo background o ausencia de
sefial, que interfieran significativamente con la evaluacién de las bandas, invalidan el anAlisis.

Las disoluciones control de MIRCERA, NESP y rEPO deberan migrar y ubicarse de acuerdo a sus
propiedades proteicas, es decir en orden de migracién deberd observarse la de mayor peso
molecular, en este caso MIRCERA, seguido de NESP y finalmente rEPO. En caso de no observarse
esta distribucidn, se anulara el lote de analisis.

La presencia de artefactos electroforéticos a lo largo de la membrana, como aparicién de dobles

bandas o alteraciones en las formas de las bandas (bandas sonrisas o bandas rugosas), impediran
el analisis del lote.
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ANEXO 3

Ejemplo de un ensayo analizado por el programa GASepo (GASepo Core Version 2.1.2. 15476)
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GASepo Analysis Report e
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GASepo Analysis Report € >
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GASepo Analysis Report
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ANEXO 4

Preparacion de geles para SDS-PAGE

Las cantidades de reactivos por agregar para la preparacién de los geles dependeran de la tabla 1

y 2.

Tabla 1.Gel separador

No. de geles 1 2 3 4 5 6
Agua Milli-Q 2 4 6 8 10 12
Bisacrilamida 1.65 3.3 4.95 6.6 8.25 9.9
TRIS 1.5 M pH 1.28 2.5 3.75 5 6.25 7.5
8.8
SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
AP 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012

Tabla 2.Gel concentrador

No. de geles 1 2 3 4 5 6
Agua Milli-Q 1.4 2.8 4.2 5.6 1 8.4
Bisacrilamida 0.33 0.66 0.99 1.32 1.65 1.98
TRIS 0.5 M pH 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5
6.82
SDS 10% 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
AP 10% 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012

Nota: Las cantidades se encuentran en mlL.

Tomar un matraz para vacio con tapa de rosca de 125 mlL y rotularlo con la siguiente
informacién:
e Gel separador

e Iniciales de la persona que lo prepara

Afadir agua calidad Milli-Q, bisacrilamida, TRIS 1.5 M pH 8.8 y SDS segun las cantidades
correspondientes al nimero de geles que se desean preparar (Tabla 1).

Colocar el matraz sobre el agitador magnético e introducir la barra magnética.

Conectar al matraz la bomba de vacio y desgasificar la disolucién por 15 min en agitaciéon

constante.
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10.
11.

12.

13.

Armado del gel.
5.1. Asegurarse de que las placas de vidrio, los peines y los soportes grises de goma para el
casete, estén limpios, libres de grasa y completamente secos.
5.2. Abrir las pinzas del marco de ensamble del gel.
5.3. Sostener la placa con separadores de forma que la marca UP, quede hacia arriba y se
pueda leer correctamente.
5.4. Colocar la placa de vidrio corta sobre la placa con separadores.
5.5. Deslizar las dos placas dentro del marco de ensamble, manteniendo la placa corta hacia
el frente. Asegurarse de que ambas placas queden niveladas sobre una superficie plana.
5.6. Cuando las placas estén dentro del marco, asegurarlas con las pinzas de presiéon
frontales empujando las pinzas hacia afuera. Verificar que ambas placas estén perfectamente
alineadas en la parte inferior.
5.7. Colocar el soporte gris de goma en el soporte de ensamble.
5.8. Colocar el marco de ensamble sobre el soporte gris de goma y asegurarlo con la pinza
superior del soporte de ensamble. La marca UP quedara nuevamente legible para el usuario.
5.9. Una vez armado el casete, colocar un peine en medio de las dos placas de vidrio y
marcar la placa 1 cm por debajo de los dientes del peine, este serad el nivel que debera
alcanzar el gel separador.
Retirar la disolucién de la bomba de vacio y agregar el AP 10% y el TEMED segun las
cantidades correspondientes al nimero de geles que se desean preparar (Tabla 1).
Agitar moderadamente el matraz para homogenizar la disolucién.
Vaciar de manera suave y constante la disolucién para la preparacién del gel separador,
evitando la formacién de burbujas de aire.
Inmediatamente agregar lentamente sobre la disolucién del gel separador, agua calidad
Milli-Q para evitar la formacién de meniscos en el gel.
Permitir la polimerizacién del gel.
Tomar un matraz para vacio con tapa de rosca de 125 mlL y rotularlo con la siguiente
informacién:

e Gel concentrador

e Iniciales de la persona que lo prepara

Afadir agua calidad Milli-Q, bisacrilamida, TRIS 0.5 M pH 6.82 y SDS segun las cantidades
correspondientes al nimero de geles que se desean preparar (Tabla 2).

Colocar el matraz sobre el agitador magnético e introducir la barra magnética.
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14. Conectar al matraz la bomba de vacio y desgasificar la disolucién por 15 min en agitacién
constante.

15. Retirar la disolucién de la bomba de vacio y agregar el AP 10% y el TEMED segun las
cantidades correspondientes al nimero de geles que se desean preparar (Tabla 2).

16. Agitar moderadamente el matraz para homogenizar la disolucién.

17. Secar la superficie del gel separador con un papel f{iltro antes de agregar el gel
concentrador.

18. Agregar la disolucién para preparar el gel concentrador entre las placas de vidrio hasta que
la disolucién alcance la parte superior de la placa corta.

19. Insertar el peine del tamaiio adecuado segun el nimero de muestras a analizar y el volumen
de las muestras. El grosor del peine debera corresponder con el tamafio de los separadores
de los vidrios.

20. Asegurarse de que el peine quede bien insertado y alineado entre los separadores de la
placa de vidrio.

21. Permitir la polimerizacién del gel concentrador.

22. Para optimizar la polimerizacién de los geles, colocarlos en una camara hiumeda hasta su

empleo.
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