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RESUMEN

La mayoria de los errores congénitos del metabolismo y las endocrinopatias, causas de
mortalidad infantil, no producen sintomas clinicos al momento del nacimiento pero si
biomarcadores elevados que posibilitan su deteccion temprana mediante programas de pesquisa
neonatal (PN). La hiperplasia adrenal congénita (HAC) se caracteriza por crisis de pérdida de
sales, virilizacion de genitales externos en hembras, crecimiento acelerado y retardo de la
pubertad. La incidencia global de la forma clésica es de 1:15 000 neonatos vivos. Los resultados
mas relevantes fueron para TSH de siete hibridos especificos donde se obtuvieron 13 hibridomas
secretores de 1gG1 con constantes de afinidad de 3x107-8,5x10° L/mol. Para 170HP de cuatro
hibridos especificos se obtuvieron 15 lineas secretoras de IgG1 e 1gG2b con afinidad de 1,07-
4,02x10° L/mol. Para tripsina se obtuvieron dos lineas secretoras de 1gG1 con valores de afinidad
de 3,98x10° y 8,14x10° L/mol. La mayoria de los AcMs anti-170HP funcionaron en la fase
solida del ensayo UMELISA®. De 123 nifios negativos a HAC, dos tuvieron resultados
superiores al nivel de corte del programa (55 nmol/L) cuando se empled el AcM. El AcM anti-
tripsina 4C9E11 mostré una leve RC y reconoce un epitopo diferente al del 4C9C9. El
UMELISA® sandwich disefiado cuantifico la tripsina con una exactitud satisfactoria demostrando

la potencialidad de los AcMs para la normalizacion de un ensayo de PN de FQ. Finalmente se
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obtuvieron AcMs especificos a TSH, 17-OHP y tripsina humana de utilidad en ensayos
UMELISA® para el diagnostico de HC, HAC y FQ, respectivamente.

Palabras clave: Anticuerpos monoclonales, TSH, 17a-hidroxiprogesterona, tripsina humana,
hipotiroidismo congénito, hiperplasia adrenal congeénita, fibrosis quistica, diagnéstico neonatal.

INTRODUCCION

La mayoria de los errores congénitos del metabolismo y las endocrinopatias, causas de
mortalidad infantil, no producen sintomas clinicos al momento del nacimiento pero si
biomarcadores elevados que posibilitan su deteccion temprana mediante programas de pesquisa
neonatal (PN).

El hipotiroidismo congeénito (HC), principal causa de retraso mental tratable, tiene una incidencia
mundial de 1:3 000 a 1:4 000. Ocasionada por la ausencia anatomica o funcional de la tiroides
genera un incremento en sangre de tirotropina (TSH, del inglés thyroid-stimulating hormone). En
Cuba se pesquisa con el UMELISA® TSH NEONATAL, ensayo de captura que utiliza placas de
ultramicroELISA (UMELISA) recubiertas con anticuerpos monoclonales (AcMs) especificos
contra la subunidad B de la TSH. Se precisa generar AcMs con mayor afinidad y especificidad
por la hormona para mejorar dicho diagnosticador.

La hiperplasia adrenal congénita (HAC) se caracteriza por crisis de pérdida de sales, virilizacién
de genitales externos en hembras, crecimiento acelerado y retardo de la pubertad. La incidencia
global de la forma clésica es de 1:15 000 neonatos vivos. Ocasionada por la deficiencia de una de
las enzimas de la esteroidogénesis del cortisol, genera acumulacion de 17a-hidroxiprogesterona
(17-OHP). En Cuba se pesquisa con el UMELISA® 170H Progesterona NEONATAL, ensayo
competitivo para la medicion de 17-OHP mediante la utilizacion de anticuerpos policlonales
(AcPs) especificos de conejo en la fase sélida?. La obtencion de AcMs anti-17-OHP especificos
permitiria mejorar el proceso productivo y el desempefio del estuche en comparacién con los

antisueros convencionales.
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La fibrosis quistica (FQ) se origina por mutaciones en el gen codificante para la proteina
reguladora de la conductancia transmembrana de la FQ. Su funcién reducida o ausente provoca
complicaciones multisistémicas. El reflujo de las enzimas pancreaticas al torrente sanguineo
incrementa los niveles de tripsina humana, principal marcador diagnéstico. En Cuba, la FQ
presenta una incidencia superior a 1:9 000 neonatos vivos® pero no se dispone de AcMs para

normalizar un ensayo UMELISA® de PN.
OBJETIVO

General: Obtener AcMs especificos a TSH, 17-OHP vy tripsina humana Utiles en ensayos

UMELISA® para el diagnostico de HC, HAC y FQ, respectivamente. Especificos:

e Obtener AcMs especificos a TSH, 17-OHP y tripsina humana.

e Determinar la reactividad cruzada (RC) de los AcMs frente a biomoléculas relacionadas
estructural y funcionalmente con TSH, 17-OHP y tripsina.

e Evaluar los AcMs en las fases solida y liquida de los ensayos.

e Estudiar el reconocimiento de epitopos por los AcMs.

e Evaluar preliminarmente los AcMs en ensayos UMELISA® para muestras de sangre seca
sobre papel de filtro (SSPF).

MATERIALES Y METODOS

Reactivos quimicos y bioldgicos: Del CIE (Cuba) se obtuvieron ratones BALB/c, tripsin6geno
humano, 17-OHP-3-(O-carboximetil) oxima-albumina sérica bovina (17-OHP-BSA), anti-1gG de
raton (obtenida en carnero) y conjugados 17-OHP-fosfatasa alcalina (FA) y anti-lgG de raton
(obtenida en carnero)-FA. SIGMA (E.U.A.) proporcion6 adyuvantes completo e incompleto de
Freund (ACF y AIF), medio de cultivo (DMEM/F-12) y sus suplementos HT (hipoxantina-
timidina) y HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina), L-glutamina, penicilina-estreptomicina,
polietilenglicol-dimetilsulféxido (PEG-DMSQO), PMSF (del inglés phenylmethylsulfonylfluoride)
y reactivos quimicos para preparacion de soluciones. Scripps®, Athens Research®, Gibco® y
Calbiochem® (E.U.A.) suministraron TSH, tripsina humana, suero fetal bovino (SFB) y sistema

Hybridoma Subisotyping Kit, Mouse, respectivamente.
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Equipamiento y accesorios: Lavador automatico de placas MW-2001, lector de placas PR-521,

ponchador y juego de reactivos y placas UMELISA® (Tecnosuma Internacional S.A., Cuba).

Inmunizacion de ratones BALB/c: Un grupo de ratones se inmunizd subcutaneamente con 50 g
de TSH en ACF, seguido de tres reinmunizaciones intraperitoneales de igual dosis en AIF; se
midid la respuesta inmune (R1) mediante un UMELISA® indirecto y se administrd una Gltima
dosis de refuerzo. Otro grupo fue inmunizado intraperitonealmente con 50 pg de 17-OHP-BSA,
primero en ACF y una semana después en AIF. Después de determinar la Rl por un UMELISA®
de captura, el animal mejor respondedor recibié tres dosis consecutivas de 400 pg del
inmunogeno en AlF. Se reevalud la respuesta y se aplicé una dosis final de 400 pug de 17-OHP-
BSA. En otro grupo se aplicaron tres dosis de 100 ug de tripsinégeno humano por via
intraperitoneal, primero en ACF y el resto en AIF con intervalos de 21 dias. Se evalud la Rl
mediante un UMELISA® indirecto y se aplico una dosis final de refuerzo.

Sensibilizacion de placas para los ensayos UMELISA®: Para los ensayos indirectos se
recubrieron placas con 15-17 uL/pozo de TSH a 0,8 ug/mL en disolucion carbonato-bicarbonato
pH 9,6 (CB) y con tripsina humana a 2 ug/mL en PBS (del inglés phosphate buffered saline
solution), estabilizada con 0,5 mmol/L del inhibidor PMSF. Las placas se incubaron en camara
himeda por 18 h entre 2-8 °C y por 4 h a temperatura ambiente (TA, 20-25 °C), respectivamente.
Para el ensayo de captura se sensibilizaron placas con 10 pg/mL de anti-IgG de ratén en CB, 18 h
entre 2-8 °C.

Luego se aspird la disolucion de recubrimiento y se lavo con 28-30 uL por pocillo de PBS-
Tween® 20. Se afiadieron 15 pL por pozo de disolucion de bloqueo (BSA 14,5 umol/L, sacarosa
0,15 mol/L, Tween® 20 0,45 mmol/L) y se incub6 1 h a TA. Se aspir6 la disolucion de bloqueo y
se secaron las placas por 2 h a 37 °C. Las placas se conservaron entre 2-8 °C selladas junto con
una bolsa de silice gel como desecante. Evaluacion de anticuerpos: Las muestras (suero de raton,
sobrenadante de cultivo, ascitis, AcM purificado) se afiadieron por duplicado a las placas
(10 pL/pozo). La incubacion en camara humeda fue de 2h a 37°C para los UMELISA®
indirectos y 1 h a 37 °C para el de captura. Las muestras se aspiraron y se lavaron cuatro veces las
placas con disolucion de lavado ((HOCH2)sCNH2-HCI 0,37 mmol/L, NaCl 3,76 mol/L, NaNs

.
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0,769 mol/L, Tween-20 1,1 mmol/L, pH 7,8), a razén de 28-30 uL/pozo, en el lavador.
Seguidamente, para los ensayos indirectos se adicionaron 10 plL/pozo de conjugado anti-lgG de
raton-FA y se incubaron las placas por 1 h a 37 °C en camara himeda. Para el ensayo de captura
se aplicaron 10 pL/pozo del conjugado 17-OHP-FA y se incub6 por 1 h a TA. Se repitio el
lavado, se aplicaron 10 uL/pozo del sustrato 4-metilumbeliferil fosfato (5 mmol/L) y las placas se
incubaron durante 30 min a TA en camara humeda para el revelado de la reaccion. Finalmente, se

detecto la sefial de fluorescencia con el lector de placas.

Generacion y produccién de AcMs: Se aplic6 la tecnologia del hibridoma con algunas
modificaciones. Los esplenocitos se mezclaron con células de mieloma murino (P3/X63-Ag8) en
proporcién 10:1 en presencia de PEG-DMSO. Los hibridos que crecieron en el medio selectivo
HAT con 10% de SFB (v/v) se evaluaron para la presencia de anticuerpos especificos mediante
los ensayos UMELISA® descritos anteriormente. Los cultivos con sefiales de fluorescencia
superiores a 150 unidades se clonaron repetidamente mediante dilucion limitante y fueron
ensayados con el sistema Hybridoma Subisotyping Kit, Mouse para clasificar las
inmunoglobulinas. La produccién in vitro e in vivo de los AcMs y la purificacion a partir de
ascitis se realizo segln Baluja y colaboradores®.

Caracterizacion de los AcMs: Para determinar la constante de afinidad se procedi6 segun Baluja
y colaboradores* con un UMELISA® indirecto que implico el recubrimiento de placas de
poliestireno con cuatro concentraciones de TSH, 17-OHP-BSA y tripsina humana y la

preparacion de 11 diluciones dobles seriadas para cada anticuerpo.

Se evaluaron sustancias con homologia estructural o funcional que pueden interferir en los
neonatos. Con los AcMs en la fase sélida de los ensayos UMELISA® se evaluaron controles de
dichos marcadores preparados en las mismas condiciones que las moléculas en estudio, excepto
para tripsina humana donde se evaluaron los AcMs mediante un ensayo indirecto con placas
recubiertas con las sustancias homologas en las mismas condiciones descritas para la tripsina

humana.
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Para determinar el reconocimiento de epitopos de la TSH se realizé un ensayo de inhibicion entre
los nuevos AcMs y los que se utilizaban en la fase solida del ensayo UMELISA® TSH
NEONATAL segln lo planteado por Baluja y colaboradores®. El reconocimiento de epitopos de

la tripsina se realizo mediante un ensayo de competencia descrito por Stable®.

Evaluacion de los AcMs en la fase solida de los ensayos UMELISA®: Se evaluaron calibradores
de 0 a 48 mUI/L de TSH con placas recubiertas con los AcMs especificos segun lo descrito por

Frometal.

Se recubrieron placas con los AcMs anti-170HP a 2-6 ug/mL en CB, 18 h a TA, luego se
procedid segln lo antes descrito. Para la inmovilizacion indirecta, a placas sensibilizadas con
10 pg/mL de anti-lgG de ratén, después del lavado se les afiadio disolucion de bloqueo que
contenia los AcMs (0,1-0,4 pg/mL) y se incubd por 1 h a TA. Finalmente se procedi6 segun lo
antes descrito. Con el AcM 6E2G9 se midieron las concentraciones de 170HP en muestras de
SSPF segUn el protocolo propuesto por Gonzalez y colaboradores®. Se evaluaron 123 muestras de
neonatos cubanos, con el AcM en la fase sélida a 2 pg/mL y mediante inmovilizacién indirecta a
0,2 pg/mL. Para comparar con el ensayo UMELISA® 170H Progesterona NEONATAL se

analizo la media, la mediana, la varianza y los percentiles 98, 99 y 99,5 de la distribucion.

Segun el procedimiento planteado por Stable® se disefid un ensayo UMELISA® sandwich para
tripsina con placas recubiertas con 8 pg/mL del AcM 4C9C9 y el 4C9E11 conjugado a FA para
el revelado. A partir de una curva de calibracion preparada con tripsina humana en el intervalo de
0-500 ng/mL se cuantificaron controles de SSPF procedentes del CDC (del inglés, Center for
Disease Control and Prevention).

RESULTADOS

Para TSH de siete hibridos especificos se obtuvieron 13 hibridomas secretores de 1gG1 con
constantes de afinidad de 3x107-8,5x10° L/mol. Para 170HP de cuatro hibridos especificos se
obtuvieron 15 lineas secretoras de 1gG1 e 1gG2b con afinidad de 1,07-4,02x10° L/mol. Para
tripsina se obtuvieron dos lineas secretoras de 1gG1 con valores de afinidad de 3,98x10° y
8,14x10° L/mol.
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De los AcMs anti-TSH el 1A4D10 reconocié la subunidad o, comdn para todas las hormonas
glicoproteicas. EI 10B12C7 reconocio la interfase a-f de la TSH. Los demas eran afines por la
cadena B, de ellos el 7G11E3 reconocio bajas concentraciones de la hormona en solucion y
mostré 100 % de inhibicion con los AcMs 4A2A8 y 2C1G10 de la fase sélida de los ensayos
UMELISA® TSH demostrando su capacidad de reemplazarlos eficientemente.

La mayoria de los AcMs anti-170HP funcionaron en la fase sélida del ensayo UMELISA® 170H
Progesterona NEONATAL directamente entre 2-4 ug/mL y en inmovilizacion indirecta a 0,2 o
0,4 ng/mL. Los AcMs de la familia 6E2 mostraron valores de RC menores de 3 % comparables
con los del antisuero utilizado en el ensayo UMELISA®. Con el AcM 6E2G9 se evaluaron
muestras de SSPF de neonatos prematuros, enfermos, con estrés de parto o provenientes de partos
maltiples. En estas condiciones pueden aumentar los falsos positivos (FP) debido a la elevada
sintesis de esteroides hidrosolubles que pueden interferir en los ensayos de pesquisa. De
123 nifios negativos a HAC, dos tuvieron resultados superiores al nivel de corte del programa
(55 nmol/L) cuando se empled el AcM, siendo seis veces menor el porcentaje de FP con respecto
al ensayo control probando la sustitucion eficiente del antisuero de conejo por el 6E2G9 en el
UMELISA®.

El AcM anti-tripsina 4C9E11 mostr6 una leve RC y reconoce un epitopo diferente al del 4C9C9.
El UMELISA® sandwich disefiado cuantifico la tripsina con una exactitud satisfactoria
demostrando la potencialidad de los AcMs para la normalizacion de un ensayo de PN de FQ.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron AcMs especificos a TSH, 17-OHP vy tripsina humana de utilidad en ensayos
UMELISA® para el diagnostico de HC, HAC y FQ, respectivamente.

RECOMENDACIONES

Continuar con la evaluacion y normalizacion de los ensayos UMELISA® con los nuevos AcMs.

-
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