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DESARROLLO DE UNA PRUEBA DIAGNOSTICA PARA LA
DETECCION DE HIPOTIROIDISMO CONGENITO EMPLEANDO
ANTICUERPOS MONOCLONALES

RESUMEN

El hipotircidismo congénito (baja produccidn o ausencia de hormonas
tiroideas), una enfermedad que produce retraso mental, se caracteriza por
presentar altos niveles de TSH en sangre. Las causas que pueden originario
son: errores metabdlicos o ausencia de tejido tiroideo. Su alta prevalencia
entre la poblacién de diversas partes del mundo incluyendo México, ha
llevado al establecimiento de programas nacionales de tamizado en nifios
recién nacidos, que favarecen la deteccién oportuna de esta enfermedad. La
manera mas simple y econémica de cuantificar TSH en sangre sigue siendo
por inmunodiagndstico.

En este trabajo se desarrolldé una prueba diagnéstica para la deteccién
de hipétircidismo congénito, combinando anticuerpos monoclonales y
policlonales anti-TSH. Esta prueba utiliza sustratos colorimétricos para
peroxidasa que es el sistema generador de sefial. La sensibilidad alcanzada
con esta prueba nos permitié descartar a los individuos hipotiroideos de
los eutiroideos en un ensayo ciego. La prueba fue validada y resulté ser
altamente confiable.
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HGPRT .- Enzima hipoxantina-guaninafosforibosil-transferasa.
HRP .- Peroxidasa de rabano.
hs .- Horas.

L-glu .- L-glutamina.
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TGB .- Globulina que enlaza a las hormonas tiroideas

TK .- Timidina Cinasa.
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tris/tHCI .- Amortiguador tris-hidroxiaminometano con &cido clorhidrico.
TSH .- Hormona estilulante de la tiroides o tirotropina.

TSH-mAb 27 .- Anticuerpo monoclonal 27 unido a TSH.

T, .- Tiroxina.

T, .- Triyodotironina.
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V, .- Region variable de la cadena pesada.
V, .- Regidn variable de la cadena ligera.
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INTRODUCCION:

El diagndstico ha sido una herramienta importante en la determinacion
de enfermedades y ha sido el punto de referencia para el tratamiento de
las mismas. El diagnostico de laboratario ha venido evolucionando desde
las simples observaciones al miscroscopio y simples pruebas bioquimicas
hasta el andlisis de d&cidos nucléicos con técnicas sofisticadas como
hibridacién con sondas marcadas, reaccién de polimerasa en cadena y
patrones de corte con enzimas de restriccidn (Isada and Blakemore,1993).

Dentro de las pruebas bioquimicas e inmunoldgicas, el constante
avance del conocimiento ha permitido el desarrallo de estuches que permiten
hacer diagndsticos especfficos y de alta sensibilidad, por lo que son mas
seguros y confiables tanto para el médico como para el paciente. Muchos
de estos estuches diagndsticos deben su especificidad al uso de anticuerpos
monoclonales que son la parte fundamental del ensayo (Bayer, 1991).

1) Anticuerpos Monoclonales:

a) Estructura Bésica de los anticuerpos

Una de las formas de respuesta del organismo a las particulas extraias
al cuerpo es la respuesta humoral o generacion de anticuerpos.

Se ha demostrado que todos los anticuerpos o inmunogobulinas estdn
formados por 4 cadenas (2 cadenas ligeras y 2 cadenas pesadas) lo que
constituye la unidad bdsica; las cadenas estdn unidas por puentes disulfuros
formando una estructura de simetrfa bilateral (Fig.1)

En cada cadena polipeptidica encontramos dominios de 100-110
residuos de aminodcidos. En los dominios del lado NH, terminal de cada
cadena existe mucha mas variacién en la secuencia de aminoacidos que en
el resto de la cadena, por lo que esta regidén se conace coma region variable
para distinguirla de la otra relativamente constante (llamada regidn
constante en cada cadena). Las inmunglobulinas se cortan faciimente cerca
de la mitad de la cadena pesada en una area entre el primer y segundo
dominios constantes (C,1 y C,2). La papalna (enzima proteolitica), corta
hacia el lado amino terminal de los puentes disulfuros que unen ambas

1



cadenas pesadas, produciendo 3 fragmentos de tamano similar: 2 fragmentos
Fab, los cuales estdn formados por una cadena ligera completa unida a los
dominios V,y C,1 de la cadena pesada y un fragmento Fc que tiene la parte
carboxiloterminal del anticuerpo. Si la pepsina es usada, el sitio de corte
ocurre hacia el lado carboxilo terminal de los puentes disulfuro que unen
ambas cadenas pesadas, produciendo un gran fragmento F(ab)’, que estd
compuesto de 2 fragmentos Fab, el fragmento Fc que se produce en esta
reaccién es degradado completamente por la pepsina. La regién de la cadena
pesada que es susceptible al ataque proteolitico, por ser mas flexible y
estar més expuesta al medio que los dominios que son mas compactos, se
le conoce como regidn de “bisagra”.

Cadenalligera
CDR(:‘DR'\ Codena pessds.
YL ll CDR3J
YH >
o/
VA
f )/ Varisble
soed
= Bissgra
Fo Constante
O0CH

Fig. 1. En este esquema se ilustran los dominios que se encuentran en una molécula de
anticuerpo. L.os dominlos varlables de ambas cadenas se ubican hacla el lado amino terminal de la
molécula mientras que los dominlos constantes hacia al lado carboxilo terminal, Dentro de los
dominios variables se encuentran regiones hipervarlables que son las zonas de contacto f(sico
con el antigeno, a éstas reglones se les llama CDRs. La ublcacién de los sitios de corte para la
papaina y para la pepsina en la reglén de la bisagra ha permitido la manipulacién de estos

dominios sin afectar sus funciones bioldgicas (Sandhu,1992).



Los sitios de enlace al antigeno se asocian con los fragmentos Fab vy
mds especificamente con los dominios V, y V,mientras que la mayoria de
las actividades biolégicas de las inmunogiobulinas (e.g. fijacion del
complemento) se asocian con el fragmento Fc (Stites and Terr, 1991).

b) Tipos de Respuesta Humoral,

La respuesta inmunoldgica del organismo puede ser de dos tipos:
primaria y secundaria. En la primaria encontramos principalmente
anticuerpos IgM de poca afinidad mientras que en la secundaria encontramos
anticuerpos lgGs de mayor afinidad que son producto de una repuesta
inmune madura. En la respuesta secundaria, encontramos numerosas clonas
de linfocitos B que participan en la produccién de anticuerpos cada uno con
diferentes caracteristicas de afinidad y especificidad, lo que le da el
calificativo de ser policlonal.

Cada clona activada de linfocitos B produce una poblacion homogénea
de anticuerpos, pero la secrecidn de estos es corta debido a la vida media
de la célula. Sin embargo, con la técnica de generacion de hibridomas
desarrollada por Kohler y Milstein en 1975, se puede inmortalizar esta
produccion mediante la fusion de una célula de mieloma que es inmortal,
con una célula de linfocito B productor de un solo tipo de anticuerpo, de
esta manera se crea el hibridoma productor de un anticuerpo monocional
(Fig 2) (McCullough and Spier, 1990).

La fusidn entre las células de bazo y las células de mieloma puede
hacerse por diversos agentes entre los que se encuentran: virus (Sendai y
Epstein-Barr); compuestos quimicos como lisolecitina y polietilénglicol, o
bien, con medios fisicos como la electricidad (electrofusion) y el sonido
(fusidn electroacustica) (Liddell and Cryer, 1991).

Sin embargo, ain cuando se han desarrollado diversos métodos de
fusion, el mds empleado es el de polietilénglicol. Después de una fusion no
todas las células obtenidas son viables y de interés, debido a las posibles
combinaciones que se dan entre las células involucradas (McCullough and

Spier, 1990). Por o que, después de una fusidn es necesario seleccionar
los hibridomas obtenidos.



El proceso de seleccion se basa en el bloqueo de la via principal para
guanosina, ésta se bloquea por un antagonista de la enzima folato reductasa,
que es la aminopterina (Fig. 3). Sin embargo, ia existencia de una via
alterna, en la cual, los nucledtidos hipoxantina y guanina son convertidos a
guanosin monofosfato por accién de la enzima hipoxantina-guanina-
fosforibosil transferasa (HGPRT), permite que la sintesis de nucledtidos
continue y se asegure la supervivencia de la célula.

Inmunizacion Cultivo de Cealulas de Mieloma
N @- -
@)

Células de Bazo @ 0 Células de Mieloma )
productoras de @@ @ No F&roductoras de inmunoglobulinas
inmunoglobulinas E R'7f-

HPRTg + 1 1 2%X107)
?1 08) -

@) %
., Seleccién de Celulas
4\_4 . hibridas en medio HAT

1 Ensayo para anticuerpos

Clona productora de anticuerpo

= (hibridoma positivo)

Induccion de Ascitis

é/ é—&s‘:zﬁzz \g

Almacenaje LA ¥

de hibri_do%nas Yy k\‘—.i-((

en medio de  Anticuerpos i
congelacion  Monoclonales m touerpas

Fig. 2. En el dibujo se muestra como células de mieloma (células inmortales) se pueden
fuslonar con células de bazo (células productoras de anticuerpos) para producir hibridomas con
funcliones bioldgicas de ambas (células inmortaies capaces de producir anticuerpos continuamente).
Una vez hecha la seleccidn, los hibridomas estables puede usarse: 1) para la produccion de
ascitls en ratones en los cuales se pueden alcanzar altas concentraciones de 1-10 mg anticuerpos
monoclonales/ml de ascitls; 2) almacenaje de clonas para su preservacién y 3) produccion
contina de anticuerpos en condiciones "in vitro", La produccion de un anticuerpo monoclonal
puede hacerse a partir del cultivo del hibridoma productor en condlciones "in vitro" o de su
produccidn en liquido ascitico (Stites and Terr, 1991).

4



5-fosforibosil-1 pirofosfato
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Fig. 3 Ubicacion de las enzimas HGPR (hipoxantina guanina fosforibosil transferasa) y TK (timidina kinasa) en la
ruta metabdlica de la sintesis de acidos nucléicos (Darnell et.al., 1990).



En las células de mieloma usadas para la fusién, la enzima HGPRT
estd deteriorada junto con la TK (timidina cinasa) enzima importante para
la sintesis de bases pirimidicas.

Las células HGPRT y TK" son incapaces de sobrevivir en medio de
cultivo suplementado por hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT), dado
que se bloquea las vias principales de sintesis de purinas y pirimidinas. La
capacidad de las células HGPRT y TK para crecer en medio HAT, sdlo esta
dada por la fusion de éstas con las células de bazo que son HGPRT* y TK",
éstas células aportan la informacion genética para la expresion de ambas
enzimas funcionales.

Las células de hibridomas seleccionadas, ahora contienen las dos
propiedades més importantes de sus progenitores: la inmortalidad y la
actividad productora de anticuerpos, por lo que seran capaces de producir
poblaciones homogéneas de anticuerpos, es decir, anticuerpos monoclonales,
de forma constante (McCullough and Spier, 1990).

Usos y aplicaciones de los anticuerpos monoclonales:

Los anticuerpos monoclonales tienen un amplio rango de usos en
diferentes dreas tanto en plantas como en animales. Las dreas pueden ser
divididas en investigacion, diagndstico, profilaxis y terapia (McCullough
and Spier, 1990).

La investigacion es el area con mayor uso de anticuerpos, los cuales
han sido las herramientas para hacer estudios de antigenos, estructura de
variaciones antigénicas, andlisis e identificacién de proteinas de superficie
en celulas que son especificas y pueden usarse como marcadores para
identificar subpoblaciones celulares, analisis de neoplasias, etc (McCullough
and Spier, 1990).

Por medio de anticuerpos, los bidlogos celulares han estudiado
antigenos de diferenciacion en células del sistema nervioso, e identificado
neurotrasmisores y receptores. Dentro de los estudios endocrinolégicos,
también se han hecho anticuerpos monoclonales contra diversas hormonas,
con los cuales, se ha obtenido informacion detallada acerca de la estructura
antigenica hormonal y de la influencia de estas hormonas en funciones



fisiologicas (McCullough and Spier, 1990).

El uso de los anticuerpos monoclonales en el diagndstico, se basa en
su capacidad para identificar de forma segura los epitopes presentes en
una muestra y los cambios antigénicos que puedan haber ocurrido en ésta.
Asl se pueden identificar y diagnosticar los patégenos asociados con alguna
enfermedad particular, los cambios antigénicos que ocurren durante una
neoplasia, los desdrdenes fisiolégicos y las enfermedades autoinmunes
(McCullough and Spier, 1990).

De todas estas aplicaciones, también se ha demostrado que los
anticuerpos monoclonales, no solamente identifican los patégenos o cambios
antigénicos en los blancos estableciendo las huellas antigénicas, sino que
también son mas seguros y rapidos que los anticuerpos policlonales. Esta
caracteristica los hacen importantes en el diagnéstico de enfermedades,
con lo cual se pueden dar tratamientos mas tempranos y opoitunos.

Una forma de prevenir una enfermedad, producir un ataque directo al
blanco y dar proteccion a un organismo, es por inmunizacion pasiva (uso de
anticuerpos en un organismo virgen para dar proteccion). En este aspecto,
se ha observado el potencial que tienen algunos anticuerpos monoclonales
para dar proteccién contra virus, bacterias o parasitos, muchos de estos
anticuerpos no son capaces de neutralizar al patégeno “in vitro“, pero si
de dar proteccion “in vivo'. La forma de accién de estos anticuerpos es
ayudando a la opsonisacion del patégeno para mejorar la fagocitosis y dar
muerte al blanco (McCullough and Spier, 1990).

Por otro lado, los anticuerpos monoclonales también pueden conjugarse
covalentemente a drogas o toxinas vegetales, lo que permite hacer un
ataque mas dirigido y especifico al blanco que se quiere eliminar. De esta
manera se tiene un mejor control de los sitios de accién de las drogas no
solamente por el uso de bajas concentraciones, sino porque se disminuye
la interferencia de éstas en el metabolismo del organismo que se intenta
salvar y le ayuda a mantener la tolerancia a la misma. Ejemplo de ello son
las drogas utilizadas en el tratamiento contra algunos tipos de cdncer
(McCullough and Spier, 1990).

Actualmente, con el desarrollo de las técnicas de biologla molecular
e ingenierfa genética, los anticuerpos monoclonales murinos pueden
emplearse en los tratamientos contra cancer y leucemias.



Los anticuerpos monoclonales murinos contra cancer humano aplicados
directamente al hombre enfermo para dar inmunoterapias son antigénicos,
por lo que, los rechazos y la neutralizacion por los anticuerpos humanos no
se hacen esperar. El conocimiento de la estructura y funcion de los
anticuerpos ha permitido la manipulacion de sus dominios y ha llevado a la
creacion de anticuerpos quiméricos principalmente del tipo murino-humano
(regiones variables murinas unidas a regiones constantes humanas que
pueden activar mecanismos de accion del complemento ayudando asi al
paciente). De esta manera se disminuye su antigenicidad y se conservan
sus propiedades de reconocimiento y enlace al blanco (Fig. 4). En la
"humanizacion” de los anticuerpos quiméricos Unicamente se conservan los
CDRs murinos; de esta manera se reduce todavia mds la antigenicidad de
las regiones variables murinas que son sustituidas por secuencias de
aminodcidos humanas (Shandu,1992; Wright et al., 1992).

Otra de las areas que se ha heneficiado con la manipulacion genética
de los anticuerpos es la ingenierfa de proteinas y la enzimologia. La ingenieria
genética de los anticuerpos también ha permitido el desarrollo de anticuerpos
cataliticos; estos anticuerpos se producen en ratones usando como
inmunogeno el estado de transicion del sustrato durante una reaccion
enzimatica. A través de la manipulacion genética de los "dominios variables
catéliticos" de estos anticuerpos, se pueden unir a otras proteinas o con
regiones constantes de anticuerpos de otras especies incluso su
"humanizacién" y ahora formar anticuerpos con propiedades cataliticas de
reacciones enzimaticas no presentes en la naturaleza propia de una especie
(Benkovic, 1992).

2) Eje hipotalamo-hipdfisis-tiroideo

Los sistemas nervioso y enddcrino interactan modulando su funcion
de manera reciproca. Esta interdependencia funcional la podemos observar
en la estrecha y constante relacion que tiene el eje hipotdlamo-hipdfisis-
tiroides en todos los vertebrados superiores (Fig. 5) (Li, et al., 1994).

La glandula tiroides como parte de este eje estd controlada a tres
niveles: a nivel tiroides, de hipdfisis e hipotdlamo.



Anticuerpo de raton Anticuerpo quimérico Anticuerpo "humanizado®
(humano-raton)

Fig. 4. Las inmunoglobutinas son proteinas globulares que tienen dominios con funciones
especlficas, lo que ha permitido la manipulacién genética de estos en diferentes especies
principalmente en ratones, ratas y humanos; facilitando la creacién de anticuerpos quiméricos
{ratén-humano) que luego podrén ser "humanizados" y utilizados en terapias contra diferentes
enfermedades. En la figura se muestra como los anticuerpos quiméricos se forman por la
manipulacién de los dominlos de dos especies diferentes, mientras que los anticuerpos humanizados
se forman por la manlpulacién de los CDRs que son sustituldos en los anticuerpos de la especie
huésped por aquéllos que tienen la capacidad de reconocer a un antigeno en particular (Sandhu,
1992).

Cuando los tirotropos de la pituitaria que secretan la TSH son estimulados
por la TRH hipotalamica (Hormona Liberadora de Tirotropina) se observa
que la TRH ejerce efectos rapidos a nivel de secrecién y efectos lentos a
nivel de sintesis y acumulacién de tirotropina. Cuando la tiroides es
estimulada por la hormona pituitaria TSH (Hormona Estimulante de la
Tiroides) (Fig. 6) se produce un estimulo rapido en esta glandula (considerando
las pasos de sintesis hormonal, secrecion o funcién en general. Fig. 7). Las
células que forman la adenohipdfisis son también controladas por las
hormonas tiroideas T4 y T3 (tiroxina y triiodotironina, respectivamente)
(Demeester-Mirkine and Dumont, 1980).

El hipotdlamo también inhibe la secrecion de TSH por otro péptido
que es la somatostatina. Las neuronas que controlan la secrecion de TRH
son probablemente controlados por centros nervios sensibles a las hormonas
tiroideas y a cambios del medio ambiente como son el estress, el frig, etc.

Diversas causas en alguno(s) de los componentes del eje hipotdlamo-
hipotisis-tiroidea, pueden producir cambios o ausencia de las
concentraciones hormonales normales produciendo un estado patoldgico en
el individuo.



A rep L e it

Por lo que, la primera pregunta a contestar es si el paciente es un
individuo eutiroideo, hipertiroideo o hipotiroideo. La historia clinica, el
examen fisico y pruebas sensibles del funcionamiento tiroideo, son los
indicadores del estado funcional del paciente en turno.

Con el término de eutiroidismo denominamos a los individuos normales
o sanos, con el de hipertiroidismo aquellos que tienen las concentraciones
de hormonas tiroideas mdas altas de lo normal. En este trabajo se hace
mayor referencia a los individuos hipotiroideos que son aquellos que tienen
niveles bajos de hormonas tiroideas en el suero o sangre.

3) Hipotiroidismo:

El hipotiroidismo es una enfermedad sistémica que se caracteriza
por una baja secrecion de hormonas tiroideas y puede presentarse a cualquier
edad por diversas causas, por lo que puede dividirse en dos tipos:

1) Hipotiroidismo congénito (cretinismo en el recién nacido)
Il) Hipotiroidisme adquirido (juvenil y adulto)

En ambos casos hay varios mecanismos que pueden dar lugar a una
deficiente praduccion de hormonas tiroideas (Goémez Vargas et al.,, 1977).

Otra de las clasificaciones que ha sido propuesta, es la adoptada por
la Asociacién Americana de Tiroides, la cual se basa en la etiologia del
sindrome. Esta distingue diferentes formas de hipotiroidismo que pueden
ser:

a) H. Primario
b) H. Secundario
¢) H. Terciario

En el hipotiroidismo primario el origen del desorden esta en la tiroides
misma, la cual es incapaz de producir adecuadas cantidades de hormonas;
las causas pueden ser pérdida o ausencia de tejido tiroideo o defectos
bioquimicos en la sintesis de la hormona.
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Fig. 5§ Eje hipotdlamo-Hipdfisis-Tiroldeo.- En esta fig. se obserban las interacciones entre
los componentes del eje, asf como las proteinas que constantemente se unen a las hormonas
tiroideas (Li, et.al. 1994)
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Fig 6. Cascada regulatorla activada por TSH epn firocitos humanos. En los tirocitos humanos se han observado dos
mecanismos de transduccién de sefiales; 1) produccidn de AMP ciclico por medio de la enzima adenilato clclasa (Ac)
y 2) produccién de inositol trifosfate (IP,) v diacliglicerol (DAG) por la enzima fosfolipasa C (PLC) da fosfatidilinositol
4,5 difostato (PIP,). En ambos casos existe la participacién de proteinas G (Gs y Gp), estas son protelnas de
transduccldn que enlazan GTP o GDP para activar o inhibir a las enzimas efectoras (adenilato clicasa o fosfolipasa
C). La produccién de estos segundos mensajeros {AMPc¢, 1P,y DAG) promueve la activaclon de otras protelnas cinasas
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oxldacién, secrecién hormonal, crecimlento, etc. Una disminucidn de la hormona TSH o fa activaclén de proteinas G
Inhibitorias (Gi) asocladas a otro tipo de receplores presentes en la membrana pueden Inhibir esta cascada de
reacclones (Vassart and Dumont, 1992; Berridge, 1993),
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Fig. 7. Sintesis, almacenamiento y secrecion de las hormonas tiroideas

Los pasos que intervienen en la sintesis de las hormonas tiroldeas y que se ilustran en la figura,
son los sigulentes: 1) Captacidn o transporte de yodo (bomba de yodo); 2) Oxidaclién del yodo
(peroxidasa); 3) Organificaclén; 4)Acoplamiento de las mono y diyodotirosinas; 5) Protedlisis
de la tiroglobulina (proteasas y peptidasas) y 6) Desyodacion de las mono y diyodotirosinas
{deshalogenasa).

El transporte del yodo al Interior de la célula folicular se realiza a través de un proceso

activo llamado "bomba de yodo", que es estimulado por la tirotropina, probablemente por la
induccidn de la sintesis de enzimas que aumentan la capacidad de la bomba de yode. Dentro de Ia
célula folicular, la organificacién del yodo, es declr, su incorporacién al proceso de biosintesis,
es una etapa esencial que se lleva a cabo por un sistema de peroxidasa ya identificado.
La tiroglobulina, proteina que sirve de depdsito del material hormonal, tiene un peso molecular
de 660 000; esté formada por 5 650 aminoacidos, de los cuales 125 corresponden a tirosina. En
esos residuos se lleva a cabo la yodacion para producir monoyodotirosina(MIT), precursor
necesario de la diyodotirosina(DIT). La formacién de las yodotironinas (tiroxina y triyodotironina)
se realiza mediante la accién de enzlmas acopladoras que unen dos diyotirosina para formar
tiroxina (T4); o bien, diyodotirosina con monoyodotirosina y producir triyodotironina (T3).
Finalmente, las mono y diyodotirosinas que no fueron acopladas pierden sus dtomos de yodo al
actuar sobre ellas una enzima deshalogenasa. Los atomos de yodo liberados son reutilizados para
la formacién de hormonas tlroldeas. Las hormonas tiroideas biolégicamente actlvas (T3 y T4)
son liberadas de la tiroglobulina por un proceso de protedlisis, que se inicia con el estimulo de la
tirotropina. Las microvellosidades del apice de la célula folicular toman porciones del coloide y
lo introducen al interior donde se unen a lisozomas que contienen enzimas proteoliticas. En la
forma de coloide es llevado hacla la base de la célula y los productos de la protedlisis son
transportados hacia la circulacién sanguinea (Gomez Vargas et al,, 1977; Goodman y Van
Middlesworth, 1980).
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En el hipotiroidismo secundario la insuficiencia tiroidea resulta de
una ausencia de estimulacién por TSH como consecuencia de unh enfermedad
pituitaria. Las dos causas mas frecuentes son adenomas y el sindrome de
Sheehan que resulta luego de un proceso trombo embdlico en los vasos
porta-hipofisiales

El hipotiroidismo terciario es causado por una lesion hipotalamica
que induce un insuficiencia de TRH. l.as causas mas comunes son las lesiones
nerviosas (malformaciones), trauma craneal, tumores y sindrome de Sheehan.

El cuadro clinico de este padecimiento puede variar de acuerdo al

grado de deficiencia hormonal, mecanismos involucrados en el desorden y
edad en la que se presenta esta enfermedad (Tachman and Guthtie, 1984).

i) Hipotiroidismo Congénito

1) Hipotiroidismo_en_el recién_nacido:

La hormona tiroidea desempefia un papel importante en el crecimiento
y maduracion del organismo, por lo cual su deficiencia en esta etapa
produce el sindrome de cretinismo, estado que se caracteriza por retraso
psicosomatico profundo y permanente. Las causas principales son los errores
congénitos de la sintesis y metabolismo de las hormonas tiroideas (Fig. 7
y Tabla 1).

En el diagndstico y manejo del hipotiroidismo es esencial considerar
el dafio mental residual. Existen datos estructurales y funcionales del
papel de la hormona tiroidea en el crecimiento y maduracién del sistema
nervioso central (Dussault and Ruel, 1987; Moltz and Postellon, 1984);
aunque su mecanismo no es bien conocido, parece depender de la sintesis
de proteinas y de otros constituyentes del cerebro en desarrollo. El cuadro
clinico depende del grado de insuficiencia tiroidea, del tiempo de inicio vy
de la maduracion del proceso.

Aunque los recién nacidos parecen normales, los sintomas mas
tempranos son inespecificos: letargla, dificultad para comer, constipacion
y persistencia de ictericia neonatal; se requieren varias semanas o meses
para demostrar el retraso en el crecimiento y en el desarrollo. Sin embargo,
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Tabla |

Causas del Hipotiroidismo Congénito (cretinismo)

Disgenesia Tiroidea

Deficiencia de Yodo

Ingestion de Drogas antitiroideas

Errores Enzimaticos: Incapacidad para concentrar Yodo
incapacidad para organificar Yodo

incapacidad para acoplar yodotirosinas
y formar yodotironinas

Incapacidad para deyodinar yodotironinas
Secrecidn de yodotironinas anormales en suero

(Gomez-Vargas et al., 1977)

la ausencia en los centros de osificacién en la epifisis distal del fémur y
proximal de la tibia, sugieren deficiencia de la hormona tiroidea
intraunterinamente. Por este motivo, el diagnostico del hipotiroidismo en
el recién nacido es dificil y depende de la perspicacia del médico.

E!' cuadro completo del hipotiroidismo neonatal se presenta
gradualmente; la cabeza es grande con cuello corto, pelo escaso, dspero y
fontanelas abiertas. La base de la nariz es ancha y plana, hay labios
gruesos con macroglosia, bradicardia, abdomen abultado, a menudo con
hernia umbilical, hipotonfa muscular generalizada e hiporreflexia
osteotendinosa. Un examen radioldgico del térax muestra cardiomegalia, y
el del esqueleto, la falta de ntcleos de osificacion en la rodilla, el cuboides
y la columna vertebral (Gémez Vargas et al., 1977).

El hipotiroidismo en el recién nacido debe ser tratado inmediatamente
con dosis sustitutivas de hormona tiroidea. El éxito en el tratamiento
depende de la edad en que se inicia, el diagndstico temprano y la continuidad
del tratamiento sin interrupcion, con lo cual es probable que se produzca
un desarrollo normal (Gomez Vargas et al.,, 1977).



) Hipotiroidismo Adquirido

2) Hipotiroidismo _juvenil:

Este se presenta después de los 2 afos de edad durante el crecimiento.
En esta etapa el sistema nervioso central se ha desarrollado, por lo que la
repercusion en este sistema no es tan grave. En la mayor parte de los
casos no existe una causa bien determinada, aunque son numerosos los
datos que sugieren que se trata de un cuadro secundario a una tiroiditis de
Hashimoto (enfermedad autoinmune, produccién de anticuerpos
antitiroideos); las otras causas se presentan esporadicamente (Tabla 1l).

3)_Hipotiroidismo_en el adulto:

Este padecimiento en el adulto es raro y es 4-7 veces mas frecuente
en la mujer que en el hombre. Se caracteriza por un principio insidioso vy
pueden pasar varios afos con sintomatologia inespecifica y poco aparente
(Tachman and Guthrie, 1984). Son varias los causas que pueden dar lugar a
una deficiente producciéon de hormonas tiroideas en el adulto (Tabla U);
entre ellas se encuentran las siguientes:

a) Destruccion o sustitucion del parénquima tiroideo. En mas de la
mitad de los casos, la tiroides se atrofia en forma. progresiva sin causa
aparente. Hallazgos recientes parecen indicar que este hecho pudiera
corresponder a una etapa tardia de una tiroiditis de Hashimoto, ya que se
ha podido comprobar que esta es la evolucion natural de dicho proceso.
Ademas de los niveles elevados de anticuerpos anti-tiroides, el cuadro
puede coincidir con otros padecimientos enddcrinos (insuficiencia
suprarrenal, diabetes, hipogonadismo) y no enddcrinos (anemia perniciosa,
artritis reumatoide, lupus eritematoso) todos ellos con un fondo de
naturaleza inmunoldgica.

b) Post-tratamiento. La causa mas comdn de hipotiroidismo es como
complicacién del tratamiento con yodo radioactivo y quirdrgico del
hipertiroidismo.

¢) Sintesis o liberacién impedida. Ademas de las drogas antitiroideas
habituales, como son los derivados de las tiocarbamidas, se ha atribuido
hipotiroidismo a la administracion crénica de resorcinol, cobalto,
esteroides, yodo, carbonato de litio, etc.



Tabla Il

Causas del Hipotiroidismo Adquirido (juvenil y/o del adulto)

1.- Primario
a) Idiopatico
b) Postquirdrgico
¢) Post-tiroiditis
d) Medicamentos

2.- Secundario
a) Panhipopituitarismo
b) Deficiencia selectiva de TSH

3.- Hipotaldmico o terciario

(Gomez Vargas et al., 1977)

d) Ausencia de estimulo hipotalamo-hipofisiario. Puede ser selectivo
o multiple, involucrando el resto de las hormonas hipofisiarias. El sitio de
lesion puede localizarse en la hipodfisis o el hipotdlamo, denominandose
hipotiroidismo secundario o terciario, respectivamente.

Los efectos de la ausencia de hormonas tiroideas pueden observarse
en los diferentes aparatos y sistemas del cuerpo y manifestarse como
alteraciones de la piel o alteraciones cardiovasculares, neuroldgicas,
musculoesqueléticas, mentales, hematoldgicas y genitales, entre otras.

4) Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH):

Por estudios embrioldgicos, se ha demostrado la presencia de
tiroglobulina y la captacion de yodo por la tiroides desde las 8-10 semanas
de vida intrauterina, mientras que la pituitaria empieza a producir TSH a
las 12 semanas y el eje hipotdlamo-hipofisis-tiroidea es completamente
funcional hasta las 20 semanas (Willi and Moshang, 1991).

17



La mayor parte de la hormona tiroidea estd enlazada por la globulina
(TGB). Concentraciones relativamente altas de TGB en la sangre materna
favorecen la distribucion de ésta hormona en la circulacion materna. Existen
evidencias que han demostrado que cantidades significativas de hormonas
tiroideas pasan a través de la placenta. En fetos hipotiroideos, cantidades
significativas de hormonas tiroideas pueden ser transportadas a través de
la placenta, lo que explica el que los fetos tengan un desatrolio normal y
que la deficiencia se manifieste después del nacimiento (Nathanielsz,
1976; Vulsman, et.al. 1989; Larsen, 1989; Willi and Moshang, 1991).

Por estudios hechos en mujeres embharazadas se ha logrado conocer
las concentraciones de TSH en fetos durante el segundo trimestre de
gestacion (Tabla Hl). Se ha observado que a partir del segundo trimestre

Tabla

Concentracion de TSH en el segundo trimestre de gestacion
con circulacion umbilical intacta (Gennser et al., 1975)

Vena Arteria Arteria Liquido Liquido
Materna Umbilical | Umbilical | Amniotico | Amniotico
{varén) {mujer) {varén) (mujer)
hTSH 5 6 9 8 12
+ 0.3 5-7 7-13 7-10 9-15
tU/mi
‘ (9) (2) @ @ @

se inicia un incremento de T4 libre, T4 total y TGB que se mantiene hasta
término del embarazo. Para TSH también hay un incremento que se inicia
alrededor de las 18 semanas, para luego mantenerse desde alrededor de las
25 semanas hasta el término (Fig. 8); pero en unos minutos después del
nacimiento hay un aumento de TSH de casi 10 veces mds, el cual es
causado por exposiciéon al frio u otros factores del medio ambiente
extrauterino (Nathanielsz, 1976; Yoshida y Col., 1986; Radunovic y Col.,
1991).

Los primeros estudios que condujeron al descubrimiento de la TSH,
se iniciaron con Niepce y Rogowitsch hacia 1851-1888, quienes observaron,
en autopsias hechas a pacientes muertos por cretinismo, ciertas alteraciones
de la glandula tiroides e hiperplasias pituitarias; pero no fue
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sino hasta a mediados del siglo 20 que se establecid el concepto del eje
pituitario-tiroides por Hoskins; entre 1912-1916 Smith y Allen, tomando
como modelos experimentales renacuajos de anfibios, observaron atrofia
en la tiroides y un lento crecimiento sin metamorfosis si eran
hipofisectomizados; en 1922, Smith y Smith, demostraron que la pituitaria
secreta una sustancia que mantiene el tamafo de la tiroides en las zorras,
ya que la inyeccién de un extracto crudo de pituitaria bovina podia preservar
la tiroides en animales hipofisectomizados. Philip Smith apoyado en sus
investigaciones posteriores, ampli6 mas sus observaciones y demostré
mas tarde que inyecciones de piluitarias de rata o bovinas reparaban
parcialmente la funcionalidad de la tiroides en ratas hipofisectomizadas
(Magner, 1990).

Sin embargo, el crédito del descubrimiento del factor tirotrdpico
pituitario se ha otorgado a Max Aron de Estrasburgo y/o a Leo Loeb de St.
Louis. Ambos reportaron independientemente, en 1929, que extractos de
partes anteriores de pituitaria causaban alargamientos a las glandulas
tiroides en cuyos y mostraron estudios histologicos de crecimiento celular
y secrecion (Magner, 19890).
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La purificacion de la TSH se inicié con los primeros intentos de P.
Condiiffe y R. Bates en 1957, usando dietilaminoetil celulosa (DEAE celulosa),
pero, finalmente, fue hasta 1969 cuando J. Pierce y Liao lograron obtener
TSH altamente pura por medio de cromatografia de intercambio idnico y en
1971, ellos mismos, lograron identificar y definir las subunidades alfa y
beta de la TSH, y su secuencia de aminoacidos; posteriormente demostraron
que la subunidad beta determina la especificidad biolégica de este
heterodimero (Magner, 1990).

La TSH u Hormona Estimulante de la Tiroides, es una glicoproteina
derivada de la pituitaria, de un peso molecular de 28000 - 30000 daltons;
estd compuesta de dos subunidades conocidas como alfa (o) y beta (B), que
tienen un peso molecular de 14.7 y 15,6 Kilodaltons respectivamente.
Estas subunidades no estan unidas covalentemente. La TSH esta quimicamente
relacionada a otras gonadotropinas pituitarias como son FSH (Hormona
Estimulante de los Foliculos) y LH (Hormona Luteinizante), y a la CG
(Gonadotropina Corionica) de origen placentario. La TSH es sintetizada por
los tirotropos del l6bulo anterior de la pituitaria y es aimacenada en
granulos secretorios, que luego se liberan a la circulacion de manera
tregulada. Asi, se une a sus receptores en las células tiroideas y activa la
liberacion de las hormonas tiroideas (fig. 6 y 7) (Magner, 1990).

Una de las caracteristicas de las hormonas glicoproteicas
adenohipofisiarias, es su alto contenido de carbohidratos; en las subunidades
alfa y beta de la TSH constituyen el 21% y 12% de su peso respectivamente.
Estudios de biosintesis de TSH en células intactas han demostrado que hay
un procesamiento postraduccional que incluye glicosilacion y luego
combinacion de las subunidades libres alfa y beta para formar el dimero de
TSH. En cultivos de células de pituitaria se ha observado la existencia de
subunidades alfa y beta con diferente peso molecular, luego de hacer la
disaciacion del dimero de TSH; con ayuda de glicosilasas se demostré que
las subunidades alfa de diferente tamafio quedan reducidas por la accion
de estas enzimas a 11000 daltons, la subunidad beta de TSH en presencia
de glicosilasas también presentd el mismo fendmeno: su peso quedd reducido
aproximadamente a 13000 daltons. Los diferentes pesos moleculares
encontrados en ambas subunidades representan diferentes estados de
glicosilacion postraduccional y de maduracion. A estos diferentes estados
de glicosilacidn se les responsabiliza de la heterogeneidad en la carga de
TSH; por técnicas de isoelectroenfoque se ha observado que la molécula de
TSH humana presenta varias isoformas dentro de un amplio espectro, que

20



van desde formas acidicas hasta neutras y alcalinas. Se ha observado que
las isoformas de TSH alcalinas y neutras son mds inmunogénicas que las
acidicas, por lo que son reconocidas tanto por anticuerpos policlonales
anti-TSH y anti-subunidad p como por anticuerpos monoclonales anti-TSH
y anti-subunidad f (Miyai et al., 1969; Magner, 1990 y Sergi et al., 1990).

Por otro lado, existen también evidencias que las formas alcalinas y
neutras son mas bioactivas que las formas acidicas en la produccion de
AMPc y en la estimulacion del crecimiento celular en células de tiroides.

Estas evidencias sugieren que los carbohidratos presentes en las
hormonas glicoproteicas modulan su actividad bioldgica, por lo que juegan
también un papel importante (Miyai, et al., 1969; Magner, 1990 y Sergi et
al,, 1990).

5) Bioensayos y Radioinmunoensayos:

Antes de la disponibilidad de las hormonas puras y de la introduccion
de los radioinmunoensayos, los bioensayos eran ampliamente usados para
la estimacion de la concentracion de una hormona en la sangre; sin embargo,
estos eran laboriosos y poco sensibles.

Algunos bioensayos para TSH se basaron en el efecto de ésta hormona
sobre la actividad de la gldndula tiroides; el bioensayo mas simple era la
medicién del peso de la glédndula tiroides, pues se consideraba que una
hiper o hipotrofia de la glandula indicaba una hiper o hiposecrecién de la
hormona relevante; pero posteriormente otro tipo de respuestas fisioldgicas
fueron consideradas, por ejemplo: 1) la medicion de la concentracion de
TSH y de las hormonas T3 y T4; 2) por medicidn de la retencion o liberacion
de yodo radioactivo por la gldndula tiroides; 3) por un examen histoldgico
de tejido tiroideo; y 4) la produccion de AMP ciclico en lineas celulares
especificas (Bennett and Whitehead, 1983; Leedman et al., 1992; Mckenzie,
1958a; Mckenzie, 1960b).

Con el desarrollo de los diversos bioensayos para TSH, se hizo necesario
establecer un Estandar Internacional para Tirotropina (TSH), y en 1953,
con la participacion de varios laharatorios en 8 diferentes paises,
organizados por el Comité de Estandarizacion Bioldgica de la Organizacion
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Mundial de la Salud, se establecio la definicion de una Unidad Internacional
de Actividad como la actividad biolégica de 13.5 mg del Estandar
Internacional de Tirotropina (Musset and Perry, 1955).

Posteriormente, con el desarrollo de los radioinmunoensayos en |os
ultimos 20 afos, se ha ampliado nuestro conocimiento acerca de la fisiologia
de la tiroides y nos ha permitido hacer un mejor manejo de las enfermedades
tiroideas. Los programas de tamizado neonatal para la deteccion de
hipotiroidismo congénito han reducido la incidencia del retraso mental en
los pafses industrializados. Dentro de las pruebas diagndsticas usadas se
encuentran principalmente los inmunoensayos pata tirotropina (TSH),
tiroxina (T,), triyotironina (T,), aparte de los examenes fisicos. Otras de
las pruebas adicionales son ensayos de tiroglobulina, o hacer un scan
tiroideo junto con una fina biopsia. El desarrollo de un ensayo ultrasensible
de tirotropina puede llegar a ser la prueba ideal dentro del diagndstico de
enfermedades de la tiroides (Bethune, 1989).

La experiencia clinica ha validado al inmunoensayo de TSH como una
prueba fundamental para el diagndstico de enfermedades de la tiroides, ya
que tiene las siguientes ventajas:

1).- La sintesis y secrecion de TSH hecha por la parte anterior de la
pituitaria estd bajo control positivo por la hormona hipotaldmica TRH
(Hormona Liberadora de Tirotropina) y bajo control negativo por accion de
las hormonas tiroideas. Asf, cuando el eje hipotalamo-hipdfisis estd intacto,
el TSH presente en el suero refleja directamente la accion de las hormonas
tiroideas sobre las células de la pituitaria. Si asumimos la necesidad de
saber la accion de las hormonas tiroideas sobre sus tejidos blancos, TSH
refleja razonablemente el estado de la tiroides (Bayer, 1991).

2).- El control negativo que ejercen las hormonas tiroideas sobre la TSH
contrarresta las fluctuaciones de estas mismas, mantiene el eutiroidismo
y amplifica la respuesta de TSH. Una caida o una alta produccion de hormonas
tiroideas particularmente tiroxina libre (T, libre) se refleja 10 veces mas
en cambios inversos de la liberacién de TSH por la pituitaria (Bayer,
1991).

Por otro lado, la TSH del suero no siempre refleja el estado tiroideo
del paciente, principalmente cuando se ha iniciado un tratamiento: el
reestablecimiento de la secrecién de TSH puede tomar dias o semanas para
alcanzar el nuevo equilibrio. Por lo que una segunda prueba es la medicion
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de T, libre en suero. La tiroxina juega un papel importante en el control
negativo que ejercen las hormonas tiroideas sobre la pituitaria y se
correlaciona comparativamente bien con los niveles de TSH periféricos
(Bayer, 1991).

En un intento por aminorar los efectos producidos por una deficiente
produccién de hormonas tiroideas, la aplicacion de pruebas diagndsticas
para la deteccion de hipotiroidismo congénito puede hacerse a partir del
segundo trimestre de gestacion, pero no antes de las 16 semanas porque el
volumen de liquido amnidtico es todavia pequefio (D'Alton, 1994; Wilde,
1994), o bien, como lo establecen la mayoria de los programas neonatales
para la deteccion de hipotiroidismo congénito, es hacer la toma de muestras
de sangre dentro de las primeras horas después del nacimiento. Numerosas
estrategias para la identificacion de las enfermedades tiroideas han sido
desarrolladas, lo que ha permitido en algunos casos el diseiio de algoritmos
(Bayer, 1991; Willi y Moshang, 1991; Wild, 1994).
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ANTECEDENTES:

La glandula tiroides, junto con la hipdfisis y el hipotdlamo, forman
el llamado eje hipotdlamo-hipofisis-tiroideo, dentro del cual existe una
constante interdependencia funcional de sus componentes, que se inicia
desde el desarrollo embrionario y contintian hasta la vida adulta, por lo
que las alteraciones funcionales que alguno de sus componentes pueda
sufrir, afectan a todo el eje y son la causa de algunas enfermedades.

Por otro lado, luego de la publicacion de Kohler y Milstein, en 1975,
"Produccion continua de anticuerpos de especificidad predefinida”, surgieron
varios grupos de investigadores interesados en la produccion de anticuerpos
monaclonales contra TSH y su uso potencial en diagnostica. Los grupos de
Soos y Ridgway estdn dentro de los primeros grupos que intentaron obtener
anticuerpos monoclonales. Soos y Siddle (1982a), luego de 4 fusiones
lograron producir y caracterizar 10 anticuerpos monoclonales de los cuales
5 fueron especificos para TSH; estos anticuerpos fueron propuestos para
hacer radioinmunoensayos.

Por otro tado Ridgway y cals., también en 1982 lograron la abtencidn
de un anticuerpo monoclonal anti-TSH con una constante de disaciacion de
4.04 X 10° M que fue mayor a la que se obtuvo con el antisuero paliclonal
de ratdon durante ta inmunizacion 9.8 X 10" M. Esta baja afinidad del
anticuerpo limité su uso a la purificacion de TSH y a su empleo en técnicas
de inmunohistoquimica como sonda inmunofluorescente.

En un segundo intento Soos y cols. (1984b) obtuvieron 23 anticuerpos
monoclonales especificos para TSH en 4 fusiones. El rango de afinidad
encontrado fue de 10*M-10'""M y la minima concentracién de TSH probada y
detectada fue 1plU/ml.

Denyer y cals. (1985) lograron obtener 27 anticuerpos manaclonales
a partir de 2 fusiones, de los cuales solamente se caracterizaron 6
anticuerpos y solo 3 de ellos resultaron ser especificos para TSH, con una
constante de afinidad en el rango de 5.0 - 23 X10 "* M. Posteriarmente
consideraron que sus monoclonales podrian tener uso potencial en el
diagnostico clinico.

Benkirane y cols. (1987a), inicialmente produjeron 13 anticuerpos

monoclonales de las cuales 4 fueron especificos para TSH, con rango de
afinidad que varié de 10°M - 10" M; consideraron su uso para
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radioinmunoensayos, con una sensibilidad de 0.1 plU de TSH/ml, y para
inmunohistoquimica.

Mas tarde en ese mismo afio Benkirane y cols. (1987b), en un segundo
intento produjeron 28 anticuerpos monoclonales luego de varias fusiones
con un rango de afinidad de 10® M - 10 " M. Estos anticuerpos fueron
empleados para hacer correlaciones de estructura-funcion, mapeo antigénico
de la superficie en la molécula de TSH y sus subunidades. Al mismo tiempo
se planted el uso de monoclonales como una alternativa para conocer la
estructura tridimensional de TSH. Estos estudios han revelado la existencia
de 12 epitopes distintos en TSH.

Una alternativa utilizada por Benkirane y cols. (1987¢), fue la de
producir anticuerpos monoclonales inmunizando con el complejo TSH-mAb
27 (uno de los monoclonales anti TSH producidos anteriormente) para
bloquear uno de los sitios mas inmunogénicos de la molécula de TSH y
exponer las regiones débilmente antigénicas. En estas fusiones se obtuvieron
anticuerpos monoclonales que reconocen sitios diferentes y complementan
a los identificados anteriormente. Sin embargo, aunque se obtuvieron estos
tipos de anticuerpos complementarios, Unicamente se caracterizo al
monoclonal 515 que reconoce al complejo TSH-mAb27 y tiene una afinidad
de 8X10°M que es mas alta que la presentada por el mAb27.

Dentro de los grupos japoneses que también han participado con sus
aportaciones para el estudio de la TSH, estd el grupo de Endo y cols.
(1989), que hizo 21 fusiones para la obtencién de 33 anticuerpos
monoclonales de los cuales 19 fueron especificos para TSH y su constante
de afinidad vario de 9.6 X10 * M - 57 X 10 ° M. Estos anticuerpos fueron
utilizados para la elaboracién de un mapa antigénico de TSH, para conocer
los cambios que sufre al unirse con su receptor, y para conocer los cambios
que sufre la concentracion de esta hormona durante los diferentes estados
fisioldgicos y/o patolégicos por medio de inmunoensayos,

En 1990, Braun y Charreire produjeron 11 anticuerpos monoclonales
de los cuales 5 fueron especificos para TSH su rango de afinidad varid
desde 53 X 10 * M - 1.9 X 10 " M. Los anticuerpos producidos fueron
usados como inmundgenos para producir anticuerpos anti-idiotipo y hacer
estudios de unién a receptor, y se consideré que podrian tener un uso
potencial en diagndstico clinico.

Existen otros grupos japoneses cuyas investigaciones con
monoclonales se han enfocado més al estudio de los receptores de TSH y a
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la generacién de sefiales de transduccién (Kawakami et al., 1993); otros a
estudios de los mecanismos de regulacion de la biosintesis de TSH vy
secrecion (Nakamura et al,, 1993); o de la estructura y regulacion del gen
de TSH (Miyoshi, 1994; Miyai, 1994).

En general, la produccion de anticuerpos monoclonales por todos los
grupos antes citados se ha dirigido hacia 3 objetivos principalmente:

1) Hacer estudios basicos de regulacion, estructura y biosintesis de
TSH, estudios de unidn a receptores y generacion de seiiales de transduccion;
algunos de los anticuerpos obtenidos se han empleado en ensayos diagnosticos
0 como sondas en inmunohistoquimica.

2) Construir un mapa antigeénico de la TSH.
3) Construir un mapa de estructura tridimensional de la TSH.

Los estudios hechos por Soos, Benkirane y el grupo japonés de Endo
Yuichi son los unicos que lograron identificar varios epitopes reconocidos
por sus repectivos anticuerpos monoclonales.

Dentro de las alternativas para lograr obtener nuevos anticuerpos
monoclonales contra ésta u otras proteinas, y que a la vez permitan establecer
si los sitios de reconocimiento por estos anticuerpos (1) se encuentran en
la supetficie de la molécula o en su interior, (2) si reconocen una secuencia
primaria o una estructura conformacional y (3) si este sitio de
reconocimiento se encuentra en una subunidad o se forma por interaccion
de mds de una subunidad, estd el empleo de pequefias secuencias peptidicas
especificas de la protefna de interés. La produccién de anticuerpos
monoclonales por esta via ha permitido la obtencion de anticuerpos mas
especificos, lo que permite la identificacion de una proteina en particular
con respecto a aquéllas con las que puede tener una alta homologia. Esta
alternativa fue considerada y hecha por Bidar y cols. (1991) con gran
éxito, ya que lograron la obtencion de 51 monoclonales anti-subunidad B de
TSH, luego de emplear pequefas secuencias péptidicas de esta subunidad
como antigenos para inducir una respuesta.

Sin embargo, debemos tener en cuenta que los anticuerpos especificos
que reconocen sitios en el interior de la proteina no pueden ser utilizados
para su aplicacién en inmunoensayos de diagndstico pero si para lograr
informacién acerca de la topologia de la molécula de interés.
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Finalmente, debemos recordar que la respuesta humoral depende de
ciertos factores entre los que se encuentran los siguientes:

1) Proceso de inmunizacion.

2) Dosis del antigeno.

3) Inmunogenicidad del antigeno.

4) Capacidad de la respuesta humoral del animal.

En el caso de anticuerpos monoclonales, otro factor determinante es
la estabilidad de los hibridomas que los producen.
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DESARROLLO DE UNA PRUEBA DIAGNOSTICA PARA LA
DETECCION DE HIPOTIROIDISMO CONGENITO EMPLEANDO
ANTICUERPOS MONOCLONALES

OBJETIVO GENERAL

Montar un inmunoensayo para la deteccién de Hipotiroidismo Congeénito

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Obtener hibridomas productores de énticuerpos monoclonales contra
la Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH) humana.

2) Seleccionar, clonar y expandir los hibridomas de interés.
3) Purificar y caracterizar los anticuerpos monoclonales.

4) Producir anticuerpos policionales de conejo anti hCG (Gonadotropina
Coridnica humana) y anti TSH (Hormona Estimulante de la Tiroides humana).

5) Montar el ensayo de deteccion de hTSH utilizando estandares.
6) Montar ensayos de deteccién de hTSH con muestras reales.

7) Validar el ensayo diagndstico.
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MATERIAL Y METODOS

.- Protocolo de inmunizacion de ratones donadores para |la
produccion de hibridomas

1.- Se reconstituyé cada frasco de TSH (113 pg){Lab. Porton] en 550
pl de 0.9% de NaCl estéril y se hicieron alicuotas de 100 pl, de esta
manera se tuvo una concentracion de hormona de 200 pg/ml. Los frascos
con las hormonas reconstituidas y separados en alicuotas, al igual que las
hormonas liofilizadas se guardaron a - 20°C.

2.- Se utilizaron ratones Balb/C de 9 semanas de nacidos. En promedio
el periodo de inmunizacién duré de 5-6 meses.

3.- Una de estas alicuotas de TSH, se mezclo con Adyuvante Completo
de Freund (ACF), en una proporcion de volumen de 1:1 se agitaron
vigorosamente el hasta formar una suspensién homogénea. Los 200 ul
resultantes se inyectaron por via intraperitoneal. El ACF se utilizo
Unicamente en la primera inmunizacion, las inmunizaciones posteriores se
hicieron de la misma manera pero con Adyuvante Incompleto de Freund
(AlF).

4.- Las inyecciones se repitieron a las 2, 6 y10 semanas después de
hacer la primera inmunizacién (semana cero "0").

5.- La determinacidn del titulo de anticuerpos en los sueros de los
ratones inmunizados se hizo a las 7 semanas después de hacer la primera
inmunizacién. Los sueros fueron obtenidos por sangrados de pequefios cortes
que se hicieron en la cola.

6.- Si el titulo de los anticuerpos era bajo (< 25000); se volvieron a
repetir las inmunizaciones por espacio de otras 3-4 semanas. En este caso
la determinacion del titulo de anticuerpos se hizo a los 5-7 dias después
de haber hecho cada inmunizacién adicional.

7.- Tres o cuatro dias antes de la fusidn, se hizo una Ultima inmunizacion
con 20 pg de TSH/100 pl en 0.9% de NaCl por via intravenosa.
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.- Protocolo para la determinacion del titulo de anticuerpos
(ELISA)

1.- Adsorcion del antigeno al soporte. Como soporte se utilizaron
placas de 96 pozos. Se prepard una solucion de TSH (4 pg/ml} en 0.05-0.1
M de amortiguador carbonato/bicarbonato pH 9.6 a 4°C. Se colocaron 50 !
de esta solucién en cada pozo (200 ng de hormona/poza), y se dejo incubando
toda la noche a 4°C.

2.- Se lavaron los pozos 3 veces, 5 min c/u, con una solucion de PBS
conteniendo 0.05% de Tween 20 en agitacion constante. Cada lavado se
hizo con 350 ul por pozo de esta solucion.

3.- Se bloquearon los pozos con una solucion de 0.5% de gelatina/0.2%
de Tween 20 disueltos en PBS. Se colocaron 350 pl/pozo y se dejaron
incubar 2 h a 37°C.

4.- Se lavaron los pozos como en el paso 2.

5.- Se hicieron diluciones seriadas 1:2 de los sueros con PBS (las
diluciones se hicieron partiendo de 1:1000 hasta 1:64000). Se colocaron
100 pt de cada dilucién/pozo y se dejaron incubar 1 h a 37°C.

6.- Se lavaron los pozos como en el paso 2.

7.- Se incubaron los pozos con anticuerpos de cabra anti-
inmunoglobulinas de ratén conjugados a peroxidasa. Se adicionaron
100pul/pozo y se incubaron 1 h a 37°C. (Nota: Este segundo anticuerpo se
usé a una dilucién de 1:7000).

8.- Se lavaron los pozos como en el paso 2.

9.- Se reveld la reaccidn adicionando el sustrato ABTS.

Preparacion de solucion reveladora con ABTS para ELISA

1.- Se prepard un amortiguador de acido cltrico 50 mM y se ajustd el
pH a 4.0 con 10 N de NaOH. Esta solucion es estable por 1 mes a 4°C,
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2.- Se prepararon las siguientes soluciones concentradas:

a) 40 mM de ABTS (se disolvio el ABTS en agua y se prolegio de la
luz). Esta solucion es estable por 6 meses a 4°C.

b) 600 mM de H,0, (50 ul de una solucion comercial de H,0, al 30% se
adicionaron a 750 pl de agua desionizada). Esta solucién es estable por 1
mes a 4°C,

c) 10% SDS (para parar la reaccion).

3.- Preparacion de la solucion de revelado:

Por cada 5 ml de amortiguador de 4cido citrico se adicionaron 25 pl
de la solucidn concentrada de ABTS y 20 pl de la solucidon concentrada de
H.O..

Se colocaron 100 pi/pozo y se dejé reaccionar 30 min a temperatura
ambiente. Para detener la reaccidn se adiciond un volumen igual de 5%
SDS, se dejo incubar de 3 a 5§ min y luego se leyd la absorbancia de 410 a
415 nm.
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illl.- Protocolo de Fusion

a).- Obtencidon de células de bazo de ratones inmunizados

1.- Se extrajo el bazo de ratones inmunizados en condiones asépticas
dentro de una campana de flujo laminar empleando material de cirugia
esteéril.

2.- Se colocé el bazo con ayuda de unas pinzas en una caja Petri
estéril y se lavé rapidamente con Medio Eagle Modificado por Dulbeco
(DMEM) frio.

3.- Se rompio el bazo y se disgrego el tejido celular. Se resuspendid
el tejido celular del bazo en un tubo conico de 15 ml con 10 ml de medio
DMEM frio.

4.- Se dejo sedimentar los grumos a 4°C por 5 minutos.

5.- Luego se paso el sobrenadante a un tubo conico de 50 ml.

6.- Se centrifugd a 2000 RPM/5 min y se descartd el sobrenadante.

7.- Se agrego el amortiguador de lisis a la pastilla celular, para
eliminar eritrocitos.

8.- Se mezcld suavemente por 1 minuto.

9.- Se diluyd con 25 ml de medio DMEM frio.

10.- Se centrifugd a 2000 RPM/5 min y se descartd el sobrenadante.
11.- Se resuspendié en 10 ml de medio DMEM frio.

12.- Se contaron las células (10® células/bazo aproximadamente).
13.- Se conservaron las células del bazo en frio y luego se transferieron

al tubo con células de mieloma (como se menciona en el siguiente inciso),
una vez que habian sido contadas para la fusion.
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b) Obtencién de las células_de mieloma

1.- Se cultivaron células de mieloma cepa P3-X63-Ag8.653 en medio
DMEM conteniendo 10% de Suero Fetal Bovino (SFB). Las células de mieloma
se colectaron por centrifugacion 10 minutos a 500 rpm y luego se lavaron
con medio DMEM (temperatura ambiente).

2.- Se colectaron 25 X 10° células en 10 ml y se mezclaron con las
células de bazo previamente obtenidas. La proporcion de celulas de bazo
por células de mieloma es de 4:1.

3.- Se centrifugaron 5 min a 1000 RPM/min. Se aspiro el sobrenadante
y se colocaron 300 pl de medio DMEM fresco.

c) Fusion

1.- Se adicionaron 1.5 ml de Polietilenglicol (PEG) 4000 al 50%, en

un lapso de 30 segundos a 37°C y se agitaron suavemente con la punta de la.

pipeta.

2.- Se dejaron en reposo 90 segundos a 37°C ( y en la segunda fusidn
a temperatura ambiente), y se agitaron suavemente con la punta
ocasionalmente.

3.- Se diluyeron con 7.5 ml de DMEM a 37°C lentamente, en un lapso
de 3 minutos.

4.- Se adicionaron 20 ml de medio DMEM (37°C) en un lapso de 60
segundos y se dejo reposar de 5 a 10 minutos.

5.- Se agregaron 30 ml de medio preparado con DMEM y 20% de Suero
Fetal Bovino (SFB).

6.- Se centrifugaron a 1000 RPM por 5 minutos a temperatura ambiente
y luego se descartd el sobrenadante.

7.- Las celulas se resuspendieron en medio de cultivo DMEM

complementado con 20% SFB, Oxalacetato-Piruvato-lnsulina (OPI),
Glutamina (L-glu).
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8.- Se prepararon 50 ml con 10 X 10° linfocitos (para 5 placas, 10
mli/placa). Se colocaron 200ul/pozo (2 X 10° células/placa, 20000
células/pozo).

9.- El resto de células producto de la fusién se aforé a 20 ml con el
mismo medio antes descrito (para 2 placas). Se colocaron 200 pl/pozo.

10.- 24 h después de incubar las células, se agregaron 100 pl/pozo
de medio DMEM, 20% SFB, OPI, L-glu y HA,T (Histidina-Aminopterina-
Timidina). La concentracion de aminopterina es 2X debido al volumen inicial
puesto en cada pozo.

Este protocolo fue también empleado para la segunda fusién excepto
que el producto de fusién se repartié en 3 placas.
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IV.- Protocolo de "slot blot"

1.- Se prepard cada una de las hormonas (TSH, LH, FSH, CG ) y AS a
una concentracion de 50 ng/ul (aproximadamente 15 ng/slot) en PBS y se
adicionaron 40 pug/ml de azul de bromofenol. Recordemos, que las hormonas
liofilizadas se reconstituyeron en 0.9% de NaCl estéril y las diluciones se
hicieron con PBS.

2.- Con ayuda de un "Phastgel sample" del PhastSystem (Pharmacia),
se marcaron en relieve los pozos sobre Parafiim presionando con una goma.
Los pozos en relieve sirvieron para poner y tomar las muestras; para
evitar contaminacion se hicieron pozos nuevos para cada tipo de hormona.

3.- Por otro lado, se colocd un filtro de nitrocelulosa sobre un filtro
de papel Whatman que estaba sobre capas de papel absorbente.

4.- Las muestras se colocaron de una manera uniforme en los pozos
de papel parafilm. La aplicacion de las muestras sobre la nitrocelulosa se
hizo' con un aplicador del PhastSystem que es un peine con 12 dientes, lo
que permitid la aplicacion simultdnea de varias muestras (cada diente
tiene una capacidad de 0.3 ).

Forma de_aplicacion: 1) Se introdujeron los dientes del peine en los
pozos para tomar las muestras. 2) La aplicacion de las muestras sobre la
nitrocelulosa se hizo con una ligera presion. 3) Se hizo una aplicaciéon de
una hormona diferente cada vez, colocando una debajo de la otra y procurando
formar 12 hileras con diferentes hormonas, la presencia del azul de
bromofenol ayudd a ubicar la posicion de las muestras y a un mejor
alineamiento de las mismas. 4) Se utilizé un aplicador diferente para cada
hormona (Fig. 1).

5.- Una vez colocadas las muestras se dejo que la nitrocelulosa se
secara a temperatura ambiente. Con lapiz se marco la orientacion de las
muestras. Se dejaron equilibrar las tiras en una solucion amortiguadora de
PBS y 0.05% de Tween 20 por 10 min en agitacién constante y temperatura
ambiente.

Fabricacidn de_tiras: La formacion de hileras con diferentes hormonas
permitio hacer cortes entre ellas y formar pequefias tiras que llevaban los
4 tipos diferentes de hormonas necesarias para seleccionar los anticuerpos
especificos contra TSH de aquellos que daban reaccién cruzada con alguna




otra de las glicoproteinas que se emplearon.

6.- Para bloquear los sitios inespecificos se utilizo la solucion de
Blotto/Tween compuesta por 5% de leche en polvo descremada, 0.2% de
Tween 20 y 0.02% de azida de sodio disueltos en PBS. Se incubaron 2 h a
temperatura ambiente y agitacion constante.

7.- Se lavaron las tiras 3 veces 5 min cada vez con amottiguador PBS
y 0.05% Tween 20, a temperatura ambiente y agitacion constante.

8.- Las tiras se dejaron secar a temperatura ambiente por 10 min, y
se colocaron entre 2 filtros de papel Whatman y se guardaron dentro de
una caja de Petri seliada con parafilm y cubierta con papel aluminio a
-20°C.

9.- Antes de utilizar las tiras se dejaron a temperatura ambiente en
la caja por 20 minutos, luego se equilibraron por 10 minutos en una
solucién amortiguadora de PBS y 0.05% de Tween 20 en agitacion constante.

10.- Para hacer el tamizado se tomaron 100 pl de los sobrenadantes
de cultivo de los hibridomas y se colocaron en pozos de piacas de ELISA, se
les adicionaron 100 pl de PBS vy, luego, se introdujeron las tiras, procurando
que el lado de la nitrocelulosa donde se aplicaron las muestras no quedara
orientado hacia las paredes del pozo. Se tapd la placa y se dejé incubando
1 h a temperatura ambiente, en agitacion constante.

11.- Con vacfo, se absorbieron todos los sobrenadantes y se lavaron
las tiras con una solucién amortiguadora PBS y 0.05% Tween 20. Se hicieron
3 lavados de 5 minutos c/u a temperatura ambiente y agitacion constante.

12.- Ah{ mismo se hizo la incubacién con el segundo anticuerpo
(conjugado de peroxidasa anti raton). Se colocaron 200 pl /pozo, se tapd
la placa y se dejo incubando 1 h a temperatura ambiente y agitacion
constante.

13.- Se lavaron las tiras como en el paso 11,
14.- Se cambiaron las tiras a los pozos de otra placa destinada
Unicamente para el revelado con 3'3-Diaminobenzidina (DAB), sin alterar

el orden de las tiras y por lo tanto de los sobrenadantes que se probaron.
La manipulacion de la tiras se hizo con ayuda de unas pinzas.
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V.- Protocolo de revelado con 3'3-Diaminobenzidina (DAB)
1.- Se prepard un amottiguador de 50 mM de Tris/HCI pH 7.5.

2.- Se hizo una solucién de Co-Ni al 1% (Se pesaron 0.25 g de CoCl, y
0.25 g de NiCl, se disolvieron por separado cada uno en 5 ml de agua
desionizada. Ya disueltos se mezclaron ambas sales y se aforaron a 25 ml,
esta solucion es estable por un afio a 4°C en un frasco ambar).

3.- Se prepardé una solucion de H,0, al 1%. (Se mezclaron 970 pl de
agua desionizada y 33 pl de la solucién comercial de H,0,).

4.- El orden de adicién de los reactivos fue de la siguiente manera:
Por cada 5 ml de amortiguador 50 mM Tris/HCl pH 7.5.

a) Se adicionaron 3 mg de 3'3-Diaminobenzidina. (Se usaron guantes

para su manejo).

b) Se agregaron150 ul de la soluciéon de Co-Ni 1%.

c) Se agité invirtiendo constantemente el tubo hasta disolverlo
completamente.

d) Se adicionaron 25 pl de la solucién de H,Q, 1%.

5.- El tiempo de revelado estuvo en funcion de la intensidad de la
sefal que uno deseara; normalmente entre 5-20 min.

6.- Se lavaron las membranas 3 veces, 5 minutos cada vez con 50 mM
de Tris-HCl pH 7.5 y luego una vez con agua desionizada.

7.- Se dejaron secar las membranas sobre un filtro a temperatura
ambiente.
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VI.- Protocolo de clonaciéon por dilucion limitada

1.- Se tomaron de cada pozo que resultd positivo, células en crecimiento
y se hizo una dilucién para obtener una densidad de 2000 células/ml.

2.- Luego se hizo una dilucion de la muestra para obtener una densidad
de 336 células en un volumen de 4 ml.

3.- Se tomaron 2 ml de la diluciéon anterior y se adicionaron 500 ul
de medio de cultivo para dar un volumen final de 2.5 ml y se repartieron en
24 pozos, la densidad por pozo fue de 7 células/pozo.

4.- Se tomaron 1.71 ml de la dilucidon del punto 2, se adicionaron 3.3
ml de medio de cultivo y se repartieron en 48 pozos; la densidad fue de 3
células/pozo.

5.- A los 285 pl restantes de la dilucidon del punto 2 se le adicionaron
2.2 ml de medio de cultivo y se repartieron en 24 pozos; la densidad fue de

1 célula/pozo.

Vil.- Protocolo de inmunodifusion

1.- Se prepard un gel de 1% de agarosa en Tris/HCl pH 7.2 de 2-3 mm
de grosor sobre un acetato o caja de Petri desechable.

2.- Con ayuda de un horadador se hizo un pozo central y luego se
hicieron de 3-4 pozos alrededor de éste; en el pozo central se colocd la
muestra y en los pozos de la periferia los antisueros anti-inmunoglobulinas
de ratén. La distancia del centro del pozo de la muestra al centro de cada
pozo de antisuero fue de 7.5 mm.

3.- Se hicieron las diluciones correspondientes de los antisueros
siguiendo las indicaciones de los fabricantes.

4.- Se hicieron de 3 aplicaciones de 10 ul de la muestra y 5 aplicaciones
de 5 pl de antisueros.

5.- Se dejaron incubando a temperatura ambiente en una camara
humeda durante toda la noche.
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6.- A las 24 h siguientes se observd la formacion del precipitado.

VIll.- Protocolo para la produccion de liquido de ascitis

1.- Se inyectaron en ratones, por via intraperitoneal, 200-500 pl de
Pristano y se dejaron transcurrir 10-15 dias antes del siguiente paso.

2.- Se inyectaron, intraperitonealmente, a los ratones tratados con
pristano, 1-5X10° células de hibridomas viables contenidos en un volumen
de 500 pl de medio de cultivo.

3.- Se dejaron transcurrir nuevamente 10-15 dias hasta que fue
visible un aumento de volumen peritoneal en los ratones.

4.- Se limpid la parte ventral del raton con etanol 70% y dentro de
una campana de flujo laminar se hizo la extraccion del liquido ascitico. La
obtencién del liquido ascitico se hizo por puncién de la cavidad
intraperitoneal con agujas G18X1'/, mm, se dejé drenar por si solo el
liquido ascitico y se colectd en tubos estériles de 15 ml. Normalmente, en
el liquido ascitico hay células de hibridoma, por lo que, luego de terminar
la colecta se centrifugd 5 minutos a 500 RPM.

5.- Se extrajeron los sobrenadantes que contenian los anticuerpos y
se colocaron en tubos que luego se guardaron a -70°C. La pastilla de
células obtenida algunas veces se utilizd para cultivar "in vitro" o se
desechd. K

6.- Si la pastilla de células obtenida viene acompafada de algunos
eritrocitos, estos pueden ser lisados por un tratamiento con amortiguador
de lisis (0.83% de cloruro de amonio en 10 mM Tris/HCI).

IX.- Protocolo de congelacion y descongelacion de células

1.- El medio de congelacidén se prepard de la siguiente manera: 40%
Suero Fetal Bovino (SFB);10% DMSO en medio DMEM (se disolvid primero el
DMSO en el medio DMEM y se esterilizo por filtracion, luego se adiciond al
filtrado el SFB). Este medio fue alicuoteado y guardado a -20°C.
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2.- Se colectaron en tubos estériles de 15 o 50 ml los sobrenadantes
y células de las cajas de cultivo. Se determind la densidad celular y se
centrifugé a 500 RPM durante 5 minutos.

3.- Los sobrenadantes fueron transferidos a tubos estériles y guardados
a -20°C. Las pastillas de células obtenidas fueron resuspendidas con medio
de congelacion; el volumen necesario estuvo dado en base a la densidad
celular previamente determinada; la densidad de células para congelar fue
de 9X10° células/mi/vial.

4.- Los frascos de células para congelar se envolvieron en una(s)
toalla(s) de algodén para formar una cubierta de aproximadamente 1 cm de
espesor y se guardaron temporalmente a -70°C durante 24 hs, luego de las
cuales se transfirieron a los contenedores de nitrégeno liquido.

NOTA: El tiempo entre la resuspension de células en el medio de congelacion
y la colocacién de los frascos a -70°C debe ser lo mds corto posible.

5.- Para descongelar el frasco con células congeladas, se limpid con
etanol 70% y se coloco dentro de un hafio a 56°C durante un tiempo no
mayor de 1 minuto; se sumergidé unicamente la parte del tubo que contiene
el medio de congelacion y luego se limpid con etanol 70%.

6.- Dentro de una campana de flujo laminar se abrié el frasco y se
transfirid el sobrenadante a un tubo de 50 ml, se adicioné medio DMEM a
temperatura ambiente para lavar las células y diluir el DMSO, por
centrifugacion por 5 minutos a 500 RPM.

7.- Se descartd el sobrenadante y se resuspendid la pastilla de células
en medio de cultivo DMEM conteniendo 15% SFB, OPl y L-Glu a temperatura
ambiente, se sembraron en cajas y se dejaron incubando a 37°C.
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X.- Protocolo de purificacion de los anticuerpos IgG1 usando
proteina A y amortiguadores de alta fuerza idnica.

1.- Se ajusto la concentracion de NaCl en la preparacion cruda de los
anticuerpos (suero, sobrenadante de cultivo o ascitis) a 3.3 M. Se adiciono
1/10 de volumen de 1M de Tris/HCI pH 8.9. Se checo el pH.

2.- Se pasd la soluciéon de anticuerpos a través de la columna de
proteina A previamente equilibrada con el amortiguador anterior. La proteina
A acoplada a Sefarosa tiene capacidad de 5 mg de IgG1/ml de resina. La
velocidad de flujo para el cargado fue de 10-15 ml/h, el tamano de las
fracciones colectadas durante el cargado fue de 50 gotas/tubo.

Nota: Los sobrenadantes de cultivo tienen de 20-50 pg/ml de anticuerpo
monoclonal, y los ascitis entre 1 y 10 mg/ml.

3.- Se lavo la columna con 10 volimenes de 3M NaCl y 50 mM de
Tris/HCI pH 8.9 a una velocidad de flujo de 50-60 ml/h; el tamafo de las
fracciones que se colectaron fue de 40 gotas/tubo.

4.- Se lavd la columna con 10 volumenes de 3M NaCl y 10 mM de
Tris/HCl pH 8.9 a una velocidad de flujo de 50-60 mi/h, el tamafo de las
fracciones colectadas fue de 40 gotas/tubo.

5.- La elucién de la columna se hizo con 10 volimenes de amortiguador
de citratos 100 mM pH 6.0 a una velocidad de flujo de 50-60 ml/h. Se
colectaron fracciones de 20 gotas/tubo (aproximadamente 1 ml/tubo); cada
tubo de coleccion contenia 200 pl de 1M Tris/HCI pH 8.0. Se agité suavemente
cada uno de los tubos para que las fracciones colectadas tuvieran pH de 7.

6.- La absorbancia se leyd a 280 nm. (La determinacién de la
concentraciéon de anticuerpo purificado se hizo considerando que 1 DO=
0.714 mg/mi).

7.- La columna se equilibré con 100 mM Tris/HCI pH 8.9, conteniendo
0.02% de azida de sodio, y se guardo en refrigeracidn.

8.- Los anticuerpos purificados fueron concentrados por medio de un
sistema de ultrafiltracion de Amicon y luego dializados contra PBS,
conteniendo 0,02% de azida de sodio, toda la noche a 4°C.

9.- Los anticuerpos concentrados y dializados fueron guardados en
refrigeracion hasta su uso posterior.
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Xl.- Adsorcién de anticuerpos policlonales por cromatografia de
afinidad

1.- Se hidrataron 1.5 g de Sepharosa 4B activada con bromuro de
ciandgeno (Pharmacia) con 1 mM de HCI.

2.- La resina se dividié en 2 partes equitativas para hacer 2 columnas,
a una de las cuales se le pegd suero humano y a la otra gonadotropina
coriénica humana (CGh).

3.- Al término del acoplamiento, se empacaron 2 columnas pequefas
de 2 ml clu.

4.- El suero de conejo obtenido se paso a través de ambas columnas,
primero por la columna con suero humano y luego por la columna con CGh.
(Este paso puede desarrollarse conectando ambas columnas entre si).

5.- La muestra de suero (3 ml) se diluyé con un volumen de 100 mM
de Tris/HCI pH 7.5. La velocidad de flujo que se ulilizé durante el cargado
fue de 15 ml/h. El tamano de las fracciones colectadas durante el cargado
fue de 100 gotas/tubo.

6.- El lavado de la columna se hizo con 100 mM de Tris/HC! pH 7.5,
conteniendo 300 mM de NaCl, a una velocidad de flujo de 60 a 100 mi/h. El
tamafio de las fracciones colectadas en este paso fue de 100 gotas/tubo.
(El volumen de la solucién de lavado fue de 75-100 ml).

7.- La elucion se hizo con 100 mM de dcido acético a una velocidad de
flujp de 100 mli/h y el tamand de las fracciones colectadas fue de 20
gotas/tubo. Cada tubo contenia 500 ul de 1 M Tris/HCI pH 8.0 para neutralizar
el pH de las fracciones. (El volumen de la solucion de elucidn fue de 25-30
ml).

8.- Se leyd absorbancia a 280 nm.

9.- Se dializaron los anticuerpos adsorvidos contra un amortiguador
100 mM fosfatos pH 8.0 conteniendo 1 mM de EDTA (este paso se hizo para
tener a los anticuerpos en medio libre de grupos amino para poder hacer la
reaccion de conjugado por medio del 2-iminotiolano) y luego se concentraron.
La determinacion de la concentracion de los anticuerpos purificados se
obtuvo considerando que 1 DO= 0.714 mg/ml.
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Xli.- Protocolo basico de conjugacion de peroxidasa a
anticuerpos

1).- El anticuerpo a conjugar debe estar minimo a una concentracion
de 1mg/m! en amortiguador 100 mM fosfatos pH 6.8. En caso de no ser asi
se deberd concentrar y dializar en el amortiguador antes mencionado.

2).- Se disolvieron 10 mg de peroxidasa en 1 ml de amortiguador 100
mM carbonatos pH 9.2.

3).- Se disolvieron 2-4 mg de periodato de sodio en 1 ml de agua
(esta solucién tiene una concentracion de 16-18 mM de periodato de sodio).
Esta solucién se usé inmediatemente luego de su preparacion (esta solucién
es sensible a la luz).

4).- En un tubo con tapa se mezclé 250 pl de la solucién de periodato
de sodio con 250 pl de la solucién de peroxidasa, se incubd 2 hr a temperatura
ambiente en la oscuridad y se dejo agitando sobre un oscilador.

NOTA: Hubo un cambio fisico de coloracion en la reaccién. La solucion de
peroxidasa es café o ambar y cuando se puso a reaccionar con el periodato
se tornd color verde (oxidacién reversible del grupo hemo de la peroxidasa).

5).- Se recorté la punta de una pipeta pasteur para hacer una
minicolumna, se tapd la punta con un parafilm y se colocé un poco de fibra
de vidrio siliconizada, se colocé dentro de la minicolumna 1 mg/ml de
anticuerpo del paso 1y 500 pl de la solucién de peroxidasa oxidada con
“periodato de sodio del paso 4. Se adicionaron 250-300 mg de Sephadex
G-25 a la mezcla de anticuerpo-peroxidasa. Se incubaron 3 hr a temperatura
ambiente en oscuridad. (La presencia del Sephadex en la mezcla de reaccion
disminuy6 el volumen de agua e increment6 la concentracién del anticuerpo y la
peroxidasa. Esto mejora el proceso de conjugacién). Existe en este paso otro
cambio de coloracidn la reaccién vira de verde a café o ambar nuevamente.

6).-Se lavé la columna con 750 pl amortiguador carbonatos pH 9.2
para eluir el conjugado.

7).- Se preparéd una solucidn fresca de 5 mg/ml de borohidruro de

sodio en 0.1 N de NaOH y se adiciond inmediatamente 38 ul de esta solucién
a la mezcla de anticuerpo-peroxidasa colectada en el paso anterior, se
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dejo incubando 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

8).-Se prepard nuevamente otra solucién de borohidruro de sodio a la
misma concentracion y se adicionaron 112 pl de esta mezcla a la reaccion
anticuerpo-peroxidasa, se incubaron 60 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad. El borohidruro de sodio estabiliza las bases de Schiff entre
la enzima y los anticuerpos.

9).- El conjugado se dializd contra un amortiguador de 50 mM Tris/HCI
pH 7.2, 150 mM de NaCl y 1 mM de EDTA.

10).- Se checd la formacion del conjugado en un gel, se determind el
titulo de actividad del conjugado y se midid actividad de peroxidasa.

a).- El titulo de actividad del anticuerpo se midio por ELISA y por
"slot blot".

b).- Las unidades de actividad del conjugado, se determinaron por los
deltas de absorbancia producidos por 1pl de conjugado en 1 m! de solucion,
la reaccion se monitored durante los primeros 5 minutos a temperatura
ambiente. Para hacer los calculos correspondientes, se considerd que 1
unidad de actividad de peroxidasa produce 32.4 unidades de absorbancia a
415 nm.
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Xlll.- Protocolo para la identificacion de cadena ligera de los
anticuerpos monoclonales

1) Se incubaron 50 |l de TSH recombinante/pozo de una solucion de
TSHr 5 pg/ml en 100 mM amortiguador carbonatos pH 9.6. El tiempo de

incubacién fué de toda la noche a 4°C.

2) Se lavaron los pozos 3 veces con 50 mM Tris/HCI pH 8.0 conteniendo
150 mM NacCl, 40 mM MgSO, y 0.05% Tween 20.

3) Se bloguearon los pozos con 300 pl/pozo de 50 mM Tris/HCI pH
8.0 conteniendo 0.5% de gelatina y 0.2% Tween durante 2 h a 37°C.

4) Se lavaron los pozos igual que 2.

5) Se incubaron 50 pl/pozo del monoclonal de interés a una
concentracién de 5 pg/mi en 50 mM Tris/HCI pH 8.0 conteniendo 500 mM
NaCl, 0.1 mg/ml de gelatina y 0.05% Tween 20. El tiempo de incubacién fue
de1hag37C.

6) Se lavaron los pozos igual que 2.

7) Se incubaron 50 pl/pozo de anticuerpos policlonales de conejo
anti-cadena lambda (l) y kappa (k) de ratdon durante 1 h a 37° C. Estos
anticuerpos son comerciales y se usaron como lo indica el fabricante.

8) Se lavaron los pozos igual que 2.

9) Se incubaron 50 pl/pozo de HRP-anti-lgs de conejo durante 1 h a
37° C. El conjugado se usé a una dilucion de 1:2000 en 50 mM de Tris/HCI
pH 8.0 conteniendo 500 mM NaCl, 0.1 mg de gelatina/ml y 0.05% Tween 20.

10) Se lavaron los pozos igual que 2.

11) Se revelé con ABTS 15 min (50 pl/pozo) y luego se paré la
reaccion con 50 pl/pozo de 5% SDS. Se leyo a 410 nm.
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XIV.- Protocolo para la cuantificacion de TSH en sangre de niilos
recién nacidos

l.- Adsorcion del anticuerpo de captura a las placas (Maxisorp, Nunc).

1.-Se usaron placas de 96 pozos, a los cuales se les aplicaron 100 pi
/pozo de una solucidn de anticuerpos monoclonales C6 (5pg/mi) en 100 mM
amortiguador carbonatos pH 9.6 a 4 °C, durante toda la noche.

i.- Blogueo de las placas.

2.- Se hicieron 3 lavados de 200 pl/pozo cada vez con amortiguador
Tris/NaCl/MgSQ,/Tween 20 (50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 40 mM MgSO, y
0.05% Tween 20).

3.- Se bloguearon con 200 pl/pozo de una solucidn de 0.5% de gelatina

y 0.2% de Tween 20 en 50 mM Tris/HCI pH 8.0, durante 2 horas a temperatura
ambiente.

Il.- Elucion v captura de TSH.

4.- Lavados igual que 2.

5.- Se pusieron, 100 pl/pozo de amortiguador
Tris/Gelatina/NaCl/Tween (50 mM Tris/HCI pH 8.0, 0.1 mg de gelatina/m,
500 mM NaCl, 0.05% Tween 20), y luego se colocaron los circulos de papel
conteniendo la muestra y los estandares. Se dejaron eluyendo y capturando
durante 16 horas a temperatura ambiente en agitacion.

Al término de fa elucion se retiraron los papelitos y el sobrenadante
de los pozos.

V.- Pegado del anticuerpo policlonal de conejo_anti-TSH.

6.- Lavados igual que 2.

7.-Se agregaron 100 pl/pozo de un dilucion de suero anti-TSH1:5000
en amortiguador Tris/Gelatina/NaCl/Tween 20; se dejaron incubando 1 h a
temperatura ambiente.

47



V.- Pegado del conjugado_peroxidasa_ anti-inmunoalobulina_de conejo.

8.- Lavados igual que 2.

9.- Se adicionaron 100 pl/pozo de conjugado diluido 1:2000 en
amortiguador Tris/Gelatina/NaCl/Tween 20; se dejaron incubando 1 h a
temperatura ambiente.

VI.- Revelado.

10.- Lavados igual que 2.

11.- Se agregaron 100 ul/pozo de ABTS en 50 mM 4&cido citrico pH
4.0 y se dejaron incubando 30 min a temperatura.

12.- Se agregaron 100 pl/pozo de SDS al 5% para detener la reaccion.

13.- Se leyeron las absorbancias a 415 nm.

Nota: Las plU de TSH/mI de los estandares utilizados son las siguientes:
A= 0.1, B= 11.4; C= 28.4; D= 56.8; E= 113.6; F(QCl)= 40-60; G(QCll)= >80 y
H(QClIh= <30.
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XV.- Protocolo del uso de trehalosa en placas como preservador

1.- Se prepararon placas con el monoclonal C6 (5 pg de C6/ml). Se
colocaron 100 pi/pozo y se incubaron toda la noche a 4°C.

2.- Se hicieron 3 lavados con 50 mM Tris/HCI pH 8.0 conteniendo 150
mM NaCl, 40 mM MgSQ,y 0.05% Tween 20. Se usaron de 200 pl/pozo.

3.- Luego se bioquearon con 0.5% gelatina y 0.2% Tween 20 contenidos
en 50 mM de Tris/HCI pH 8.0. Se incubaron 2 h a 37°C.

4.- Lavados igual que 2.

5.- Se colocaron 100 pi/pozo de una solucion de trehalosa 20 mg/ml
en 5 mM Tris/HCI pH 8.0 y se dejaron secar a 37°C. Luego se envolvieron
con pléstico autoadherible y se guardaron a temperatura ambiente.

6.- Se probo la efectividad de estas placas a los 20 dias. Antes de
usarse estas, se lavaron 1 vez con el amortiguador de lavado usado en el
paso 2.

7.- Para probar la efectividad de las placas con trehalosa se prepararon
placas nuevas (sin trehalosa) que sirvieron como control positivo. En ambas
placas (trehalosa y control positivo) se usaron los estdndares de la Cia.
IEM Diagnostika. La elucion de los estdndares se hizo durante toda la noche
a temperatura ambiente con agitacion en 50 mM Tris/HCI pH 8.0 conteniendo
500 mM NaCl, 0,1 mg de gelatina/mi y 0.05% de Tween 20. Se colocaron
100 pl/pozo.

8.- Lavados igual que 2.

9.- Los pozos se incubaron con el suero de conejo anti-TSH a una
dilucién de 1:5000 en 50 mM Tris/HCI pH 8.0 conteniendo 500 mM NaCi, 0.1
mg de gelatina/ml y 0.05% de Tween 20. La incubacion fue de 1 h a
temperatura ambiente sin agitacion y se colocaron 100 pl/pozo.

10.- Lavados igual que 2.

11.- El conjugado HRP-anti-conejo (100pl/pozo) se usd 1:2000 en 50
mM Tris/HC| pH 8.0 conteniendo 500 mM NaCl, 0,1 mg de gelatina/ml y
0.05% de Tween 20. La incubacién fue de 1 h a temperatura ambiente sin
agitacion.
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12.- Lavados igual que 2.

13.- Se revelé con 100 pl/pozo de ABTS 30 min a temperatura
ambiente y luego se paro la reaccién con 100 pl/pozo de 5% SDS. Se leyd la
absorbancia a 415 nm.

NOTA:

En ambas placas (trehalosa y control positivo) se probaron al mismo
tiempo otras diferentes condiciones de elucién y de captura de los estandares:

En los pozos de las columnas 1 y 2 de cada placa la elucidon de los
estandares, la incubacién con el suero anti-TSH (1:5000) y la incubacidn
del conjugado HRP-anti-conejo se hizo por separado (como se venia haciendo
rutinariamente).

En los pozos de las columnas 4 y 5 de cada placa la elucion de los
estandares se hizo poniendo en el amortiguador de elucion el suero anti-TSH
(1:5000) y luego se incubd por separado el conjugado HRP-anti-conejo.

En los pozos de las columnas 7 y 8 de cada placa la elucion de los
estandares se hizo poniendo en el amortiguador de elucién el suero anti-TSH
(1:5000) y el conjugado HRP-anti-conejo (1:2000) simultdneamente.

Los volimenes en cada caso fueron de 100 pl/pozo.
Las plU de TSH/ml de los estandares utilizados son las siguientes:

A= 0.1; B= 11.4; C= 28.4; D= 56.8; E= 113.6; F(QCl)= 40-60; G(QCll)= >80 y
H(QGIIN= <30.



RESULTADOS:

1) Obtencion de hibridomas.

Cuando los ratones inmunizados con TSH comercial alcanzaron titulos
altos de anticuerpos (definidos por el método de fijacion del anticuerpo)
se llevaron a cabo las fusiones.

Para hacer el tamizado de los hibridomas se desarrolid la técnica de
“slot blot". En el disefio del slot blot empleado aqui, se utilizaron
simultdneamente las 4 hormonas de interés en una superficie muy pequena
de membrana que cortada en forma de tira facilitd su manipulacion. Las
concentraciones de hormona de 15 ng por slot fueron suficientes para
observar una buena sefal y poder hacer la seleccion; ademas se usaron
volimenes pequefios de sobrenadante de cultivo para hacer el ensayo, lo
que permitio hacer un tamizado masivo de manera facil, sencilla y rapida a
los hibridomas en crecimiento. El criterio de seleccion de los hibridomas
se hizo de la siguiente manera: 1) recordemos que tenemos en cada tira la
presencia de las 4 glicoproteinas de interés; 2) cada una de estas hormonas
esta formada por 2 subunidades; una subunidad alfa (&) que es idéntica en
todas y una subunidad beta () que presenta diferencias y que es particular
de cada una de ellas; por lo que es comun la obtencidn de anticuerpos tanto
especificos como anticuerpos que dan reaccidon cruzada aunque se hayan
hecho inmunizaciones con una hormona pura; 3) en base a lo anterior se
seleccionaron inicialmente,  aquellos anticuerpos que Unicamente
reconocieron a TSH en las tiras empleadas (Fig. 1) y en segundo término,
aquellos anticuerpos que reconocieron a TSH con mayor afinidad y con un
ligero reconociento por alguna de las otras hormonas presentes (Fig. 2).

Se realizaron 2 fusiones y se obtuvieron 2 hibridomas estables
productores de anticuerpos, uno(C6) especifico para TSH y otro(F12) que
reconoce TSH y FSH. Los registros generales de cada fusion se muestran en
las Tablas | y Il respectivamente.

En la primera fusion se hizo una modificacion al protocolo basico, el
producto de fusidn se repartié en 7 placas (5 de las cuales se llevaron a
una densidad de 20000 células/pozo con el objeto de obtener 1
hibridoma/pozo y de reducir la competencia, mientras que en las otras 2
placas se repartio el resto de la fusidn, considerando tener aproximadamente
una densidad de 6X10° células/pozo). En la segunda fusion el producto de la
fusion se repartio en 3 placas (como lo sugiere el protocolo basico).
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HIBRIDOMAS INESPECIFICOS

En esta fotografia se muestra la sefal producida por los anticuerpos
monoclonales especificos en las tiras que se disefiaron para hacer el
tamizado discriminativo. En la fotografia se senalan las placas y los
pozos de donde crecieron y se aislaron los hibridomas que produjeron
esos anticuerpos especificos. De estos hibridomas solamente C6 se
mantuvo estable. GA+ (placa con células alimentadoras); FA- (placa
sin células alimentadoras).

GA+/C2

GA+/G10 FA-/B2

FA-/G9

Fig. 2

En esta fotografia se muestran las sefales producidas por fos
anticuerpos, tanto especificos como aquellos gue dan reaccién
cruzada con alguna de las otras hormonas presentes en las
tiras. (ver el esquema superior de la foto para identificar las
diferentes hormonas con las que hay reconocimiento). GA+
(placa G con células alimentadoras); FA- (placa F sin células
alimentadoras). E7;B6; C2; G10; B2 y G9 son los pozos donde
crecieron y se aislaron estos anticuerpos.



REGISTROS GENERALES DE LA PRIMERA FUSION

Num. de “colonias"
o conglomerados

Placas sembradas

Total de pozos
con crecimianto

%

Al BICID|E]|FA] GA
1 3 4 161316 (12 (23 57/156 36.5
2 2 212 (1 1 4 8 20/156 12.8
3 2 5 |14 21/156 13
4 1 4 10 15/156 9.6
5
6 212 211110 9 26/156 16.7
Dispersas 6 1181 1 1 17/186 10.9
Num. dé pozos con
Cracimlento/placa | 13| 9 [10]7 |16] 36 | 65 156/672 23.2

Tabla 1.- En esta fusion se plaguearon 672 pozos; solamente en 156 pozos se observé crecimlento,
lo que representa el 23.2%. La observacidn periédica de estas pozas can crecimiento permitio
conocer el niim. de "colonias” a conglomerados de células que en ellos crecfan y considerar si el
anticuerpo presente en el sabrenadante de cultiva era producido por 1, 2 o més de ellos, lo que
podria sugerir si se trataba de 1, 2 0 mds diferentes tipos de anticuerpos presentes en el medio.
Dentro de los 156 pozos considerados como el 100%, aproximadamente el 37% de ellos presentaban
una sola "colonia“, mientras que el porcentaje de pozos con 2 o mds "colonias" vari¢ del 9 al
16%. El hibridoma C6 fue obtenido a partir de la placa GA y su pozo de origen tuvo 1 sola
“colonia“. Posteriormente fue clonado y sus clonas fueron identificadas como hibridomas

productores de Inmunoglobulinas 1gG;,.
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REGISTROS GENERALES DE LA SEGUNDA FUSION

Nim. de "colonias" Placas sembradas Total de pozos o
o conglomerados ; > 3 con crecimiento
1 18 22 10 50/87 57.5
2 5 8 1 14/87 16.1
3 2 2187 2.3
4
5 2 2187 2.3
G 3 3 6/87 6.9
Dispersas 6 3 4 13/87 14.9
g‘r‘;“c&ﬁ ::f;;f::a 29 | 40 18 87/288 30.2

Tabla 1l.- En la segunda fusidn se plaquearon 288 pozos y en 87 de ellos se ohservé crecimiento
celular, lo que representd el 30.2%. En estos 87 pozos, considerados como el 100%,
encontrd que pozos con una sola "colonia” también se encontraban en un alto porcentaje {58%),
mientras que el resto de los pozos con creclmiento presentaban 2 o méas "colonias". El hibridoma
F12 fue obtenido a pastir de la placa 1 y su pozo de origen tuvo 1 sola "colonia”, este hibridoma
fue "expandido y clonado, sus clonas fueron identificadas como hibridomas productores de

inmunoglobulinas 1gG,.



En la primera fusidon observamos crecimiento en 156 pozos (23.2%)
de los 672 sembrados. Se seleccionaron 8 hibridomas productores de
anticuerpos monoclonales especificos para TSH y 4 hibridomas productores
de anticuerpos que daban reaccidn cruzada con algunas de las otras hormonas
empleadas (FSH, LH, GC). Todos se clonaron y se expandieron (ver Tabla I).

En la segunda fusion se observd un crecimiento en 87 pozos de los
288 sembrados, lo que representa un crecimiento del 30.2%. En esta fusion
se seleccionaron 19 hibridomas productores de anticuerpos anti-TSH y 5
hibridomas productores de anticuerpos que reconocen algunas de las otras
hormonas glicoproteicas (ver Tabla II).

En ambos casos las primeras pruebas de tamizado se empezaron a
hacer entre los 8 y 10 dias después de haberse hecho la fusion; los pozos
que resultaban seleccionados periodicamente se volvian a monitorear
mientras se expandian o clonaban. Sin embargo, se observé una pérdida de
la produccion de los anticuerpos en 34 de los 36 hibridomas seleccionados;
solamente se conservé en dos de ellos que aun permanecen estables: uno
(C6) especifico para TSH y otro (F12) que reconoce TSH y FSH. En este
ditimo fa TSH se reconocié con mayor afinidad que la FSH. Estos hibridomas
fueron expandidos y clonados, las clonas obtenidas fueron inyectadas en
ratones para producir ascitis; indculos de 7X10° a 5X10¢ células fueron
suficientes para obtener buenos resultados.

1) _Isotipos de las cadenas ligeras y pesadas de los monoclonales obfenidos.

Por pruebas de inmunodifusién se identificd que tanto en sobrenadantes
de cultivo como en liquido ascitico estos anticuerpos (C6 y F12) son
inmunoglobulinas de tipo 1gG,. Por ELISA se identificd que la cadena ligera
para ambos era del tipo K (kappa).

La purificacion de sendos anticuerpos se hizo a partir de liquido
asclitico de ratdon por medio de cromatografia de afinidad, utilizando una
columna de proteina A acoplada a sefarosa junto con amortiguadores
conteniendo una concentracidon elevada de sal para hacer el pegado; para
hacer la elucién se usd amortiguador de citratos pH 6.0 (Fig 3A y 3B) y por
medio de la técnica de slot blot se pudo monitorear la actividad del
anticuerpo antes y después de la purificacion. Posteriormente para
determinar si estos anticuerpos monoclonales reconocen el mismo sitio o
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Cromatograma de la purificacion del anticuerpo
monoclonal C6 por Proteina A acoplada a Sefarosa
a partir de liquido ascitico
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50 mM Tris/HCl pH 8.0 y 3 M NaCl

10 mM Tris/HCl pH 8.0y 3 M NaCl

100 mM buffer citratos pH 6.0

Absorbancisz 280 nm
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Fig. 3A. Purificacion del anticuerpo monoclonal Cé por protefna A, a partir de 1 ml de liquido
ascitico. Cada ml de ascitis utilizado contenfa aproximadamente 5-6 mg de anticuerpo monoclonal
C6. Las interacciones no i6nicas e hidrof6bicas entre el fragmento Fc de las IgG, y la proteina A
se favorecieron por |a presencia de alta concentracion de sal en los amortiguadores de cargado y
lavado (3 M NaCl), mientras que la elucién del anticuerpo pegado a la columna con 100 mM de
amortiguador de citratos pH 6.0 permitié mantener la funcionalidad después de |a purificacion.
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FIG 3B. Andlisis electroforético en un gel no reductor de acrilamida 7.5 % en presencia de
8DS, de los anticuerpos purificados por cromatograffa de afinidad. En el carril 1y 7 se muestran
los marcadores de peso molecular, el carril 2 liquido ascitico de GA/C6/F3 diluido 1:100, en el
carrif 3 llquido ascitico de 1/F12/F1 diluido 1:100, en el carril 4 igG, de GA/C6/F3, en el
carrl 5 I9G, de 1/F12/F1(ambos purificados por proteina A acoplada a Sepharosa CL-4B alta
sal),.en el carril 6 IgG, de GA/C6/F3 puriticado por proteina A acoplada a Sepharosa CL-4B en
condiciones baja sal,
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uno muy cercano en la molecula de TSH, se hicieron ensayos de competencia.
Para lo cual, se marco uno de los anticuerpos, (C6) con peroxidasa (Nakane
and Kawaoi, 1974) y se determind que ambos anticuerpos reconocen sitios
diferentes en la molécula de TSH (Fig 4).

1) Formato inicial de la prueba diagndstica y sus nuevas_ estrategias,

Inicialmente se habia considerado utilizar ambos anticuerpos
monaoclonales para la prueba diagnostica. Recordemos que se trata de un
ELISA tipo sandwich; este formato consiste en pegar un anticuerpo
monoclonal (anticuerpo de captura) a la placa y el empleo de un anticuerpo
conjugado a peroxidasa (anticuerpo revelador) que reconoce un sitio diferente
en el antigeno (Fig. 5A). Sin embargo, los resultados obtenidos hicieron que
se reconsiderara este formato por las siguientes razones:

a).- Por medio de repetidas clonaciones y subclonaciones se observd que
F12 era un hibridoma poco estable. ‘

b).- El hibridoma F12 es muy sensible a pasos de congelacion y descongelacion
(cuando se descongelaban frascos con clonas de F12 productoras de

anticuerpos una semana 0 un mes después de congelar no mastraban
crecimiento).

c).- Se habia observado que F12 tiene poca actividad como anticuerpo, no
solamente en sobrenadante de cultivo o en liquido ascitico, sino sobre
todo, en el purificado por proteina A y concentrado.

d).- Aunque se hicieron otras fusiones posteriormente no se logré obtener
otros hibridomas estables de interés.

Por otra parte, es importante mencionar que el diagnostico basado en
la prueba de ELISA tipo sandwich usando 2 anticuerpos monocionales es un
formato patentado, por lo que, para evitar infringir los derechos de esta
patente se buscaron otras estrategias.

Todo esto indicé que uUnicamente podriamos contar con el monoclonal
C6 para nuestros ensayos. Por tanto, en base a nuestros resultados y al
material disponible, el disefio de la prueba diagndstica se cambi¢ con
respecto a los anticuerpos a utilizar en el ensayo, pero conservando el
formato ELISA tipo sandwich.



Ensayo de competencia entre los
anticuerpos monoclonales C6 y F12
(se usé el conjugado HRP-C6)
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Fig. 4. Eneste ensayo se pegaron por separadoy en pozos diferentes los anticuerpos monoclonales
F12 y C6. Por otro lado se hizo el conjugado C6-peroxidasa, que luego se incubd con diferentes
concentraciones de TSH durante 4 hs a 37°C; se adicionaron 100 g de cada concentracion de esta
mezcla en los pozos previamente preparados con los monocionales y se incubaron 1 h a 37°C. Los
resultados revelaron que cuando F12 es el anticuerpo de captura, existe un pegado del complejo
TSH-C6-peroxidasa al soporte, y por lo tanto hay generacion de sefal cuando se agrega el
sustrato de peroxidasa (ABTS); por el contrario, cuando C6 es el anticuerpo de captura no hay
pegado del complejo TSH-C6-peroxidasa y no hay generacién de sefal. Esto es debido a que los
anticuerpos C6 del conjugado (que esté en solucion junto con la hormona) reconocen y se pegan a
epitopes de una gran nimero de moléculas de TSH, por lo que, se saturan los sitios de reconocimiento
en fa hormona y cuando se adicionan af pozo no son capaces de pegarse al soporte, En este ensayo
se concluye que C6 y F12 tienen diferentes sitios de reconocimiento en TSH. Existe una baja
sefial cuando usamos F12 en el soporte, debido a que este hibridoma F12 tiene poca afinidad por
TSH (como se confirmé posteriormente).

59



A) Formato inicial (monoclonal-monoclonal)
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B) Formato de la primera estrategia (monoclonal-policlonal)
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Fig. 5. Diferentes estrategias para la prueba diagndstica consideradas en este proyecto
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Para ello, se propusieron las siguientes estrategias:

En la primera estrategia se inmovilizé el monoclonal C6 a la placa,
luego se incubd con TSH y el revelado se hizo con anticuerpos policlonales
de conejo anti-CG conjugados con peroxidasa (HRP) (Fig. 6B y Fig. 6). El uso
de este conjugado fué considerado por el hecho de que la subunidad alfa (o)
presente tanto en fa CG como en TSH es idéntica, por lo que, estos anticuerpos
también reconocen a TSH (comprobado experimentalmente).

Para la segunda estrategia se peg6 C6 a la placa, se incubd con TSH y
luego se utilizé para el revelado primero el suero total de conejo anti-TSH
y segundo el conjugado de peroxidasa anti-inmunoglobulinas de conejo
(Fig. 5C). En este caso se uso el suero de conejo anti-TSH por no contar con
suficiente hormona TSH para la purificacion de tales anticuerpos.

Ambas estrategias fueron exploradas y los resultados se mencionan
a continuacion:

En la Fig. 7 se observan las curvas de sensibilidad obtenidas en
ambas estrategias. En la grafica, observamos que hay una baja sefial para
la primera estrategia. Esto, debido a la baja afinidad que tienen los
anticuerpos policlonales anti-subunidad alfa (a) de CG por TSH (titulo de
1:150 para TSH y 1:16000 para CG). Mientras que para la segunda estrategia
se observa una mayor sefial. Aqui consideramos que el suero de conejo
anti-TSH por tener un titulo mayor de 1:128,000 nos permitié la deteccion
de pequefas cantidades de TSH cuando se usé junto con el conjugado de
peroxidasa anti-inmunoglobulinas de conejo. La baja sefial obtenida con la
primera estrategia fue una limitante, como también lo fue contar con
anticuerpos policlonales anti-TSH sin purificar, con los cuales, pensamos
que esta senal podria mejorarse considerablemente. Sin embargo, una mejor
aplicacion de la afinidad de estos anticuerpos policlonales anti-TSH sin
purificar fue demostrada en la segunda estrategia; razén por la cual se
decidié continuar de esta forma.

IV) _Segunda_estrategla como formato final de la_prueba_ diagndstica.

Por los resultados obtenidos se decidié optar finalmente por la segunda
estrategia para continuar con el desarrollo de la prueba diagnostica. Por lo
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Cromatograma de la purificacion
de anticuerpos policlonales de conejo
anti-gonadotropina coriénica humana
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Fig. 6. La purificacién se hiz6 por cromatografia de afinidad a través de una columna de
Sepharosa que tenfa acoplada gonadotropina coriénica. Ademas se observé que los anticuerpos
policlonales purificados por este método presentaron una actividad funcional hasta 2 ng/mil.
Estos anticuerpos fueron utilizados para hacer conjugados de peroxidasa-anti-CG por el metédo
de NalPO, (Nakane and Kawaoi, 1974). Una vez obtenidos los conjugados se les determind un
titulo de 1:150 para TSH y 1:16000 para CG.

62



Curva de sensibilidad para TSH empleando
dos nuevas estrategias
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Fig 7. En esta grafica observamos un cambio en la magnitud de la sefal, cuando comparamos las
dos nuevas estrategias (ver texto). Para este ensayo primero se peg6 el monoclonal C6 ai
soporte y luego se incubaron 100 ul/pozo de cada una de las concentraciones de TSH durante 2h a
temperatura ambiente en agitacidn. Para la primera estrategia se emple6 como anticuerpo
revelador el conjugado peroxidasa-anti-CG, pero que reconocen también a TSH. En la segunda
estrategia se emplearon como anticuerpos reveladores el suero de conejo anti-TSH diluido 1:
2000 y el conjugado peroxidasa-anti-conejo 1:2000. Los tiempos de Incubacién para los
anticuerpos empleados en ambas estrategias fueron de 1 h a temperatura ambiente en agitacion.
Luego se reveld con ABTS y se ieyeron a 30 minutos de reaccién. Los resultados mostraron que

hay una mejor sefial para la segunda estrategia ain en las bajas concentraciones de TSH empleadas.
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que con dicha estrategia, exploramos la sensibilidad con un mayor rango de
valores que fueron los siguientes: 480; 160; 80; 40; 20, 10; 5; 2.5, 1.25;
0.625; 0.125; 0.062; 0.031; 0.015 plU de TSH/ml. Se colocaron 100ul de
cada concentracion por pozo. En esta curva se puede observar que el limite
de sensibilidad es de 0.062 ulU de TSH/ml (Fig. 8).

La sensibilidad observada en nuestro sistema fue indispensable, puesio
que en el procesamiento de la muestra a analizar se parte de una dilucion
de 3 pl de sangre seca absorbida en papel filtro que se eluye en un volumen
de 100 ul. Por ensayos posteriores pudimos comparar la magnitud de la
sefal en la deteccion de TSH, cuando ésta provenia de una muestra de
sangre seca absorbida en papel filtro, o cuando la muestra de sangre era
diluida directamente en solucion. En la Fig. 9 se observa que hay una mejor
sefial cuando la TSH proviene de la dilucion de sangre directa en el
amortiguador que cuando se eluye del papel filtro, lo que representa una
recuperacion durante la elucion del 85% al 90% de la muestra incial y que
existe una muy pequena retencion de la hormona en el papel! filtro.

Aln cuando existe esta pequena retencion de la muestra, la sensibilidad
obtenida con esta estrategia fue bastante buena. Por lo que se procedié a
demostrar su eficacia y confiabilidad en un ensayo ciego para su validacion
como prueba diagndstica.

V)_Validacién del_ensayo ciego.

Dado que la incidencia de nifos con hipotiroidismo congénito en
nuestra poblacion es de 1:1,700 calculamos, inicialmente, que el nimero
de muestras para validar el ensayo deberfa de ser de 10,000. Pero con el
fin de poder reducir dicho nimero, se planed que artificiaimente (de manera
ciega) se incrementaria el nimero de muestras positivas.

La reproducibilidad de controles por duplicados en un mismo ensayo
fue muy alta (mayor de 95%). Asimismo, la reproducibilidad entre ensayos
realizados el mismo dia o en dias distintos fue elevada, especialmente,
con concentraciones mayores de 8.9 plU/ml, lo que le da confiabilidad al
ensayo. Esto se ilustra en la Fig. 10, donde puede verse que hay muy poca
variacion en la magnitud de la senal. El valor de corte establecido para
detectar a los niflos con probable hipotiroidismo congénito es de 25 plU/ml.
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Curva de sensibilidad para TSH
usando dos anticuerpos reveladores
(100 pl de solucién/pozo)
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Fig. 8. En esta grafica se muestra la curva de sensibilidad para TSH cuando se usaron dos
anticuerpos reveladores, En este ensayo se colocaron 100 yl de cada concentracién/pozo y se
incubaron toda la noche a temperatura ambiente en agitacién. Los anticuerpos anti-TSH se
usaron a una dilucién de 1:2000 y el conjugado peroxidasa-anti-igs de conejo 1:2000. Ambos
anticuerpos se incubaron 1 h a temperatura ambiente en agitacion y luego se revelaron con
ABTS.



Curvas de sensibilidad para TSH obtenidas
en dos diferentes condiciones experimentales
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Fig. 9. Para este ensayo se sigui6 la segunda estrategia. En la grafica se muestra la sensibilidad
obtenida bajo diferentes condiciones: 1) colocando directamente una dilucién en el pozo de 3
de sangre en 100 ul de amortiguador y 2) eluyendo de papel absorbente 3 pl de sangre seca
(preparada en el laboratorio) en un volumen de 100 pl. En este paso la elucién y captura de TSH
se hizo durante toda la noche a temperatura ambiente en agitacion. Para este ensayo, el suero de
conejo anti-TSH se usé a una dilucién de 1:2000 y el conjugado de peroxidasa-anti-conejo se
diluyé 1:2000. Ambos anticuerpos se incubaron 1 h a temperatura ambiente. En la grafica
observamos que hay una ligera disminucién de la sefial para la segunda condicién, esto debido a
una falta de recuperacién total de las moléculas de TSH presentes en cada muestra. Sin embargo,
la magnitud de la sefial nos permitié detectar hasta 0.015 plU de TSH/pozo con una A,,, de 0.08
aproximadamente.

66



Absorbancias obtenidas de los controles
en diferentes ensayos
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Fig.10. En esta grafica se comparan las lecturas de los controles entre ensayos hechos en
diferentes dias; en ella, se observa como se sobrelapan las lecturas en las concentraciones que se
indican, fo cual habla del bajo coeficiente de variacién que hay y de la reproducibilidad de fa
prueba diagndstica propuesta. Los puntos en cada una de las curvas que se indican son el promedio
de los controles y sus duplicados en 5 placas hechas por dfa.
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Las muestras fueron valoradas con nuestro ensayo de manera ciega.
Al igual de lo que ocurre en el Sector Salud, las muestras positivas
después de la primera prueba fueron analizadas una vez méas. Para la
validacion, las muestras fueron simplemente categorizadas en positivas
(valores mayores a 25 ulU/ml) o negativas (valores menores a 25 plU/mi).
El cruce de los resultados de nuestra prueba con los del Sector Salud se
hizo al término del andlisis de las 3,932 muestras.

Para la valoracion se cruzaron los datos en una tabla de 2 X 2, como
se indica en la Tabla lll. Los resultados, tanto después de la primera
prueba como de la segunda, se dan en la Tabla IV. Como se observa en ésta
tabla, los resultados fueron altamente satisfactorios: todos los casos
positivos fueron detectados como tales (sensibilidad 100%) y el numero de
falsos positivos fue muy bajo (especificidad de 99.95%). Los resultados
obtenidos en nuestro sistema comparan muy favorablemente con los
resultados del Sector Salud que en el ultimo ano tuvieron un 5% de falsos
positivos, lo que los ha llevado a cambiar de marca de estuches diagndsticos.

VI)_Almacenaje_de placas _conteniendo_el _monocional C6,

Considerando lo laborioso que puede ser preparar las placas un dia
antes de hacer el ensayo, se prepararon varias placas con el anticuerpo
monoclonal C6, a las cuales, se les adiciond un agente estabilizador de
moléculas como es la trehalosa que es un disacdrido (Blakeley, et.al. 1990;
Colaco, et.al. 1992); se dejaron secar a 37 °C. y se guardaron a temperatura
ambiente. La presencia de este agente estabilizador ayuda a mantener la
viabilidad de los anticuerpos en seco, las placas fueron probadas a los 20
dias después en el ensayo. Los resultados se muestran en la Fig. 11.

Por otro lado, es de mencionar que existen en el mercado numerosos
estuches para TSH en los que el tipo de muestra a analizar puede ser: suero
o sangre. Nosotros optamos por esta ultima, porque ha sido establecido
oficialmente dentro de los programas neonatales de prevencion en paises
desarrollados, la colecta de muestras de sangre en papel filtro que facilitan
su manipulacion y almacenaje; pero creemos que también podrian
establecerse la condiciones para que los anticuerpos propuestos en este
proyecto se emplearan en el andlisis para ambos tipos de muestras.
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TABLA lIl. PARAMETROS DE UNA TABLA2X 2

RESULTADO DE LA
PRUEBA DE REFERENCIA
HC+ HC-
+ a b VPP=
RESULTADO (VP) (FP) [a/(at+b)]1x100
DE LA
PRUEBA - o] d
(FN) (VN)
e %100 [d/ (b+d)] %100 atb+c+d
PREVALENCIA=
{atc)/ (at+b+ctd)
EXACTITUD=
[ (a+d) / (a+b+c+d) 1 *100
DONDE:

HC+= nifios con hipotiroldismo congénito {comprobado)
HC-= nifios sin hipotiroidismo congénito

V= verdadero; P= positivo; F= falso; N= negativo
VPP= valor predictivo positivo (porcentaje de la muestra con prueba
positiva que tiene HC) '
VPN= valor predictlvo negativo (porcentaje de la muestra con prueba
negativa que no tiene HC)
SENSIBILIDAD= porcentaje de la muestra con HC con prueba positiva
ESPECIFICIDAD= porcentaje de la muestra sin HC con prueba negativa




TABLA IV, VALIDACION DEL ENSAYO DE ELISA PARA LA
DETECCION TEMPRANA HIPOTIROIDISMO CONGENITO

RESULTADOS DESPUES DE LA PRIMERA PRUEBA

RESULTADO DE LA
PRUEBA DE REFERENCIA
HC+ HC-
+ 25 8 VPp=
RESULTADO (vp) (FP) 75.76
DE LA
PRUEBA - 0 3899
{FN) (VN)
MUESTRA=
1932
PREVALENCIA (x 10,000)=
63.58
EXACTITUD=
99.80
RESULTADO DESPUES DE LA SEGUNDA PRUEBA
RESULTADO DE LA
PRUEBA DE REFERENCIA
HC+ HC-
+ 25 2 ' ypp=
RESULTADO (VP) (FP) < i93759
DE LA
PRUEBA -
k100100 <

MUESTRA=
3932

PREVALENCIA (x 10,000)=
63.58

EXACTITUD=
99.95
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Estabilidad de las placas conteniendo el anticuerpo
monoclonal C6 y almacenadas con trehalosa
a temperatura ambiente

——a—— Trehalosa ~—& ~[rescas

0.7 ettt —

Absorbancia 415 nm
ABTS

0 20 40 60 80 100 120
ulU de TSH/ml

Fig. 11. Veinte dias después de haberse preparado y almacenado a temperatura ambiente fueron
probadas. Cuando se compararon estas placas con otras preparadas previamente antes de Iniciar
("frescas") el ensayo, observamos que la magnitud de la sefial para ambos casos es la misma, lo
que significa la conservacion del estado funcional de los anticuerpos monoclonales pegados a la
placa en condiciones secas sin refrigeracion. Este ensayo se hizo con est4ndares de sangre seca
que se eluyeron toda la noche. Las concentraciones de TSH para este ensayo fueron las siguientes:
0.1; 11.4; 28.4; 56.8 y 113.6 plU de TSH/ml. Los anticuerpos reveladores fueron suero de
conejo anti-TSH 1: 5000 y peroxidasa-anti-lgs de conejo 1:2000. Los resultados obtenidos
hasta ahora nos permitieron considerar a la trehalosa dentro del desarrollo de este proyecto

para facilitar la manipulacién y almacenaje de un gran nimero de placas.

71



DISCUSION:

1).- Por los resultados obtenidos en nuestro laboratorio (una baja frecuencia
de hibridomas anti-TSH por fusion y la pérdida de estabilidad de casi
todos los hibridomas) consideramos la necesidad de hacer varias fusiones
para obtener una coleccién de anticuerpos, y luego seleccionar aquellos
con uso potencial en el diagnoéstico. Aun cuando han sido mencionadas
varias referencias en la seccién de Antecedentes, en la mayoria de los
casos no se menciona ninguna explicacion acerca de la baja frecuencia de
hibridomas positivos anti-TSH, ni de la pérdida de estabilidad que estos
pueden llegar a tener. En realidad son pocos los grupos que muestran sus
resultados con un poco mas de detalle; por ejemplo Soos y Siddle (1982)
en su primer intento obtuvieron 5 hibridomas especificos anti-TSH en "4
fusiones"; en un segundo intento, Soos y col. (1984) obtuvieron 22 hibridomas
anti-TSH en "4 fusiones"; Benkirane y col. (1987h) obtuvieron 17 hibridomas
en "varias fusiones"; Benkirane y col. (1987a) obtuvieron 13 hibridomas
de los cuales 4 fueron especificos para TSH. El caso mas extremo es el de
Endo y col.(1989) que hicieron "21 fusiones" para la obtencion de 33
anticuerpos monoclonales; solamente Braun y Charreire (1990) hacen
referencia en sus resultados a la pérdida de estabilidad observada en 14
de los 24 hibridomas obtenidos en una fusién, de los 11 hibridomas que
conservaron su estabilidad sdlo 5 hibridomas fueron especificos para TSH;
mientras que Ridgway y col.(1982) obtuvieron solamente un anticuerpo
monoclonal en una fusién. Por estudios hechos en los Ultimos afos se
piensa que la pérdida de estabilidad es producto de varios factores. Por un
lado Grigsby y col.(1993) reportaron evidencias sobre la susceptibilidad a
la degradacién o pérdida del ADN que tienen los hibridomas; por otro lado
Kessler y col.(1993) dicen que la estabilidad de los hibridomas murinos
depende tanto de la linea clonal como de la composicién de los medios de
cultivo. Mas tarde Nonaka e Hirai (1994) comprobaron la existencia de un
componente téxico presente en el suero fetal bovino que en cantidades de
microgramos inhibe y mata a las células en cultivo; por lo que Lumanglas y
Wang (1993) han propuesto el empleo de liquido de ascitis en lugar del
suero fetal bovino como complemento en el medio de cultivo. Ellos
identificaron la existencia de un componente proteinico presente en el
liquido ascitico que aumenta 4 veces mds la produccion de anticuerpos en
tos cultivos.

El alto costo de estas hormonas glicoproteinicas y la falta de
disponibilidad inmediata, junto con la baja frecuencia de hibridomas
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positivos y su falta de estabilidad, plantean la necesidad de buscar nuevas
alternativas; una es utilizar péptidos sintéticos disenados a patrtir de las
secuencias de aminoacidos de las subunidades de TSH. Esta alternativa ha
sido usada por Bidar y col.(1991), que inmunizando con pequefas regiones
peptidicas lograron obtener 51 anticuerpos monoclonales en "4 fusiones".
Otra alternativa es expesar anticuerpos en fagos, partiendo de hibridomas
positivos o de poblaciones de linfocitos. (Winter y col, 1994; Griffiths y
col. 1994).

2).-Diferentes tipos de muestras han sido aplicadas directamente sobre
filtros para hacer los "dot blots o slot blots". Las muestras aplicadas han
variado desde parasitos (Pappas y col., 1983) hasta antigenos puros (Herbrink
y col., 1982), que han sido revelados con diferentes sustratos. El empleo
de los "dot o slot blots" ha ido desde la deteccion de anticuerpos en sueros
hasta su empleo en el tamizado de cultivos de hibridoma. Towbin y Gordon
(1984) fueron quienes propusieron al ‘“immunoblotting" y al "dot
immunobinding" como métodos de diagndsticos alternativos en los que se
pueden usar pequefas cantidades de antigenos y probar mds de un antigeno
simultdneamente. Ademds sus estudios indicaron que concentraciones de
1 0*M del primer anticuerpo solo requerian de 1 h de incubacion para reconocer
a su antigeno. Nghiem (1988) aplicé la idea de la miniaturizacién de estos
"immunodot-blots" y su empleo en el tamizado de los cultivos de hibridomas
pero ahora usando muy pequefos volumenes de sobrenadante. Finalmente
Ekins y Chu (1994), continuando con la miniaturizacién, han propuesto el
disefio y el desarrollo de un inmunoensayo "microspot". Con este disefio del
ensayo "microspot", se podrian hacer andlisis de diferentes analitos
simultaneamente por el uso de anticuerpos marcados con diferentes
fluoroforos. La especificidad alcanzada en estos tipos de ensayos fue
propuesta por Brennand y col.(1986) al sugerir hacer "dot blot" tipo sandwich
para evitar el enmascaramiento de epitopes y mejorar la sensibilidad. Con
la introduccién de los sustratos quimoluminiscentes en los "immuno-dot"
por Bakkali y col.(1994) los "dot blots" han aumentado su sensibilidad y
continuan siendo una herramienta sencilla e importante no solo en la
investigacion bdsica sino también para la investigacion aplicada.

La técnica del "slot blot" desarrollada en nuestro laboratorio nos
permitio: a) emplear concentraciones muy pequefias de hormonas con respecto
a aquellas usadas en un ELISA, lo que significo un ahorro a nuestra economia;
b) probar las cuatro hormonas relacionadas simultdneamente para
seleccionar especificamente a los hibridomas productores de anticuerpo
de interés, con lo cual evitamos preparar placas de ELISA especificas para
cada una de ellas; c) tomar unicamente 100 ul de sobrenadante de cultivo
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por pozo para hacer el tamizado y d) analizar mas de 10 sobrenadantes de
cultivo simultdneamente en un tiempo corto. De esta manera alcanzamos
satisfactoriamente el objetivo principal: hacer una seleccion discriminativa
para identificar los hibridomas productores de anticuerpos anti-TSH de
aquellos que daban reaccién cruzada. Con las variantes que ofrece esta
técnica pensamos que podria emplearse para hacer una segunda seleccion
dentro de los hibridomas especificos. Esta seleccidn seria para saber
cuales anticuerpos tienen alta afinidad. Por las metas alcanzadas en este
campo como la miniaturizacién, especificidad y sensibilidad y por las
perspectivas futuras de los ensayos diagndsticos, pensamos que nuestro
diseio de "slot blot" seria todavia mds atractivo y eficiente si lo
emplearamos en una segunda seleccién, en la cual, disminuyendo la cantidad
de hormona por "slot" y diluyendo los volumenes de sobrenadante todavia
mas, permitiria hacer una seleccién preliminar de aquellos hibridomas
que produjeran anticuerpos de mayor afinidad.

3).- Las dos alternativas propuestas para el estuche diagndstico son formatos
de ELISA tipo sandwich pero a la vez son diferentes sistemas de
amplificacion. En ambas la amplificacion se da después de la captura de
TSH. En el caso de la primera alternativa, solamente existe un anticuerpo
monoclonal de captura pegado al soporte y luego del pegado de TSH a éste,
se da la unica amplificacién por la participacion de los anticuerpos
policlonales anti-CG conjugados con una enzima.

En la segunda alternativa también se inicia con el anticuerpo
monoclonal de captura pegado al soporte, luego del pegado de TSH al
anticuerpo de captura se dan 2 amplificaciones, la primera por la
participacién de los anticuerpos policlonales de conejo anti-TSH y la segunda
por el empleo de anticuerpos policlonales anti-conejo conjugados con una
enzima.

Aunque hemos obtenido una mejor sensibilidad con la segunda
alternativa también es cierto que representa un mayor nimero de pasos y
que una de las tendencias siempre presentes en las pruebas diagndsticas
es que éstas tienen que ser sencillas y féciles de hacer. En la gréfica de la
Fig. 7 en la que se muestran estos resultados se usé el conjugado peroxidasa
anti-CG y no el conjugado peroxidasa anti-TSH ( por no contar con él), por
lo que podriamos esperar "quizds un mejoramiento” en la sefal cuando se
utilice éste ultimo conjugado. Alcanzar la sensibilidad usando un anticuerpo
revelador en vez de dos nos permitiria hacer el ensayo mas simple.

4).- Por lo resultados obtenidos hasta ahora, ain cuando no hemos
determinado la constante de afinidad, podemos afirmar que el anticuerpo
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monoclonal C6 tiene alta afinidad puesto que nos permite detectar pg de
hormona/ml. Esta sensibilidad es suficiente para el fin diagndstico que se
buscaba. Sin embargo, es posible proponer que mejorando la sensibilidad
de nuestro ensayo incluso pudiera emplearse coma apoyo diagnéstico para
otros padecimientos tiroideos en los que los niveles sanguineos de TSH
estan muy disminuidos (e.g. hipertiroidismo). Actualmente con el desarrollo
de sustratos florescentes, quimoluminescentes o bioluminescentes, o el
disefio de nuevos sistemas de amplificacion (Kricka, 1993) para los ensayos
diagnosticos, se ha observado que estos pueden mejorar los limites de
sensibilidad. Se sabe que en el caso de la quimoluminescencia la sensibilidad
puede mejorarse hasta por un factor de 10 a 100 veces. Algunos de estos
ensayos diagndsticos por quimoluminescencia pueden detectar
concentraciones subclinicas de TSH (Ross y col.,1989a y Ross y col., 1990b).

5).- El objetivo principal del proyecto fue la produccion de anticuerpos
monaclonales y su empleo en diagndstico de hipotiroidismo congénito en
nifos. Esta prueba mide niveles de TSH en sangre seca de nifios recién
nacidos. La sangre es colectada en papel filtro para facilitar su manipulacion
y almacenaje, por lo que la muestra puede ser tomada a distancia y luego
llevarse a un laboratorio para su procesamiento.

Por otro lado, La Secretaria de Salud publicd el dia Jueves 22 de
Septiembre de 1988 en el Diario Oficial de la Federacién: que la concentracion
de 25 plU de TSH/ ml de sangre debe ser el limite maximo normal. Con
dicho Iimite de corte, el ELISA implementado durante este trabajo identificé
correctamente a quienes no padecen la enfermedad de quienes la padecen.
Ademas, se generaron reactivos bioldgicos que permitirian realizar mas de
3 000 000 pruebas.

La incorporacién de este ensayo de manufactura mexicana como parte
del conjunto de pruebas para la deteccion de enfermedades tiroideas, podria
llevarse a cabo si es tranferido a la Secretaria de Salud o a alguna empresa
particular. Por lo que creemos que en un futuro cercano podria tener una
aplicacion importante, en la cobertura del programa nacional para la
deteccion temprana de hipotiroidismo congénito.
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Apéndice de Amortiguadores

1) PBS 1X

Se disolvieron 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de Na,HPO, y 0.24 g de
KH,PO, en 800 ml de agua destilada. Se ajusté el pH a 7.2 y se afor6 a 1 |.

2) 100 mM Carbonato/Bicarbonato pH 9.6

Se pesaron 0.840 g de NaHCO, y se aforé a 100 ml. Se pesd 1.059 g de
Na, (0, y se aforé a 100 ml. Se colocé en hielo la solucién de NaHCO, y se
ajusto el pH a 9.6 con la solucién Na,CO,.

3) 100 _mM_CGitrato/Ac._citrico pH 6.0

Se pesaron 10.50 g de acido citrico monohidratado y se disolvieron
en 500 ml de agua destilada. Se pesaron 14.70 g de citrato de sodio
dihidratado y se disolvieron en 500 mi de agua. Se tomaron 200 mi de la
solucién de citrato de sodio y se ajusto el pH a 6.0 con &cido citrico.

4) 50 mM_Acido Citrico pH 4.0

Se pesaron 4.8 g de dacido citrico y se disolvié en 400 ml de agua
destilada, se ajustd el pH a 4.0. Se aforé a 500 mi y guardd en refrigeracién.

5) 1M Tris/HCl pH 7.2; 7.5: 8.0; y 8.9

Para preparar cada una de éstas soluciones con diferente pH, se
pesaron 121.14 g de Tris-(hidroxi)-aminometano base y se disolvieron en
800 mi de agua destilada. Se ajusté al pH deseado con HC! concentrado y
luego se aforé a 1l

6) 100 mM buffer fosfatos pH 6.8

Se adicionaron 49 ml| de 0.2 M Na,HPO, y 51 mi de NaH,PO, y se
aforaron a 200 ml con agua destilada.
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7) 100 mM Acido Acético_glacial

Se adiciond 1 ml de acido acético glacial a 173 ml de agua destilada.

8) 10X _de Tris/NaCl/MgSQO,/Tween (solucion de lavado para ELISA)

Se pesaron 87.66 g de NaCl (1.5 M), 48.14 g de MgSO, (400 mM) y se
disolvieron en 500 mM Tris/HCI pH 8.0. Se aforo all con el mismo buffer y
se filtrd por 0.2 um. Por cada litro de solucién de lavado 1X se adicionaron
500 pl de Tween 20. Esta solucién se guardd a 4°C.

9)-Solucidn para incubacién de anticuerpos en ELISA

Tris/Gelatina/NaCl/Tween: Para cada 100 ml de buffer 50 mM Tris/HCI
pH 8.0 conteniendo 500 mM NaCl se disolvieron 10 mg de gelatina (0.1
mg/ml) con ayuda de un ligero calentamiento; cuando esta solucidon alcanzo
la temperatura ambiente se adicionaron 50 ul de Tween 20. Esta solucion
se guardd a 4°C.

Apéndice de soluciones de bloqueo

1) Solucién Blotto/Tween para slot blot |

5% leche en polvo descremada, 0.2% de tween 20 y 0.02% azida de
sodio disueltos en PBS.

2) Solucion Gelatina/Tween para ELISA

0.5% de gelatina, 0.2% Tween 20 disueltos en 50 mM Tris/HCI pH 8.0

Apéndice de cultivo

1) Medio DMEM_(con glucosa y L-glutamina_sin_bicarbonato_de sodio_pH 7.0)

Se disolvid en el contenido de un frasco en 1 | de agua destilada
estéril se adicionaron 3.7 g de bicarbonato de sodio y se ajustd el pH a 7.0

85



burbujeando CO,. Se esterilizo por filtracion y se alicuoted, se protegié de
ta luz y se guardo a 4 °C (como indica el fabricante)

2) Suero fetal bovino

El suero fue descomplememto antes de se usado durante 45 min a 58
°C y luego fue alicuoteado en volumenes de 100 ml. Se guardaron a -20 °C
hasta antes de usarlos.

3) Solucion OPI 100X

Se pesaron 0.15 g de oxalacetato, 50 mg acido piruvico y adicionaron
200 unidades internacionales de insulina, se disolvieron en 10 ml de agua
destilada esteril, la soluciéon se esterilizd por filtracion. Se alicuoted y se
guadaron a -20°C (Harlow and Lane, 1988).

4) Solucién de L-Glutamina 100X

Se prepararon 10 ml de 200 mM de L-glutamina con agua destilada
estéril, la solucién se esterilizd por filtracién. Se alicuoted y se guardaron
a -20°C (Liddell and Cryer, 1991).

5) Suplemento HAT 100X

Se disolvié un frasdo de HAT 50X (hipoxantina 5 X 10°M; aminopterina
2 X 10°M y timidina 8 X 10*M) en la mitad del volumen recomendado. Se
alicuoted, protegio de la luz y se guardé a 4°C.

6) Suplemento Aminoptetrina 100X

Se disolvio un frasco de Aminopterina 50X (2 X 10° M) en la mitad
del volumen recomendado. Se alicuoted, se protegié y se guardé a 4°C.

7) Solucién_Gentamicina

Una solucién de gentamicina 80 mg/ml fue esterilizada por filtracién,
se alicuoted y se guardo a 4°C.
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8) Medio de cultivo para células de mieloma, linfocitos T y B.

20% de SFB en medio DMEM

9) Medio_de_ cultivo_selectivo para hibridomas

20% de SFB, 1X de OPI, 1X L-glutamina, 1X HAT en medioc DMEM.

La adicion de 1X de aminopterina y 25 pg/ml de gentamicina fue
opcional de acuerdo a las circunstancias. Inicialmente la concentracion de
suero fetal bovino fue de 20% pero se bajo gradualmente hasta 10% (esto
se hizo tanto para el medio 8 como el 9 de esta apéndice).

10) Polietilenglico 50%

Para las fusiones se utilizé PEG de un peso molecular de 3000-3700.
Un frasco de 5 g de Polietilenglicol se autoclaved por 5 min a 121 °Cy
luego se adicioné 5 ml de medic DMEM (como indica el fabricante). Se
alicuoted y se guardé a 4°C.
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