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L. INTRODUCCION

En el mundo actual, el pesquisaje neonatal se ha convertido en una practica sistematica para la
estrategia de prevencion en la atencion materna infantil y el diagndstico de diferentes enfermedades
Heredo-Metabolicas e infecciosas.

El reconocimiento y cuantificacion de la enfermedad genética y/o congénita sirve de base para el
desarrollo de programas que miden su impacto en la poblacion y desarrollan estrategias para
prevenirlas (Binkel y cols., 1953).

El desarrollo por Guthrie, en los primeros afios de la década del 60, de metodologias mas simples
basadas en técnicas de inhibicion del crecimiento bacteriano para la deteccion de fenilalanina,
aplicable también a otros metabolitos y la utilizacidén de la coleccion de muestras de sangre en papel de
filtro, posibilitaron la rapida extension del pesquisaje a escala masiva para la fenilcetonuria (Guthrie y
Sici, 1963).

Las enfermedades Heredo-Metabolicas comprenden el 1% de las admisiones en hospitales pediatricos
y se ha calculado una incidencia global de 2.5 por mil recién nacidos. Esta cifra resulta al calcular la
totalidad de las enfermedades Heredo-Metabdlicas en conjunto, puesto que cada una en particular es
infrecuente (Alliende y cols., 1999).

Las base principal del pesquisaje neonatal es la captacion de todos los recién nacidos para la
determinacion de las enfermedades cuyos sintomas clinicos pueden ser imperceptibles en el momento
del nacimiento. Estas enfermedades provocan dafios irreversibles en caso que no se realice el
diagndstico temprano o no se aplique el tratamiento sustitutivo y precoz (Abreu y Dodge, 1999; Serrat-
Prat, 2000).

Dentro de los requisitos para el establecimiento de los programas de Pesquisaje Neonatal esta el
analisis de la incidencia de estas enfermedades en la poblacion, ademas del empleo de métodos
simples de coleccion de muestras, el disefio de ensayos reproducibles y altamente confiables, para lo
cual es necesario una aceptada sensibilidad y especificidad, una alta relacion costo-beneficio y la
existencia de métodos adecuados para la confirmacion y el seguimiento de los casos detectados, asi
como la aplicacion del tratamiento lo mas temprano posible (Rosenfeld y cols., 1997; Pollit, 1997,

Abreu y Dodge, 1999; Murray, 1999; Serrat-Prat, 2000).
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El pesquisaje masivo sostenible ha sido un criterio defendido por muchos investigadores en la
busqueda de métodos practicos en la atencion preventiva para el alcance de las grandes masas
poblacionales.
Se han desarrollado un grupo de criterios que funcionan como condicionales para el establecimiento de
programas de pesquisaje, los mismos son:
1. Prevalencia y severidad de la enfermedad
Disponibilidad de tratamiento efectivo
Posibilidad de prevencion
Justificacion ética y médica
Beneficio evidente para las personas y la sociedad.
Meétodo de pesquisaje apropiado (prueba de bajo costo)
Acceso al pesquisaje

Aceptabilidad de la prueba

OHR>*® "o

Voluntad politica y social
10. Personal técnico motivado y entrenado
En la década de los 80 se comenzd en Cuba el desarrollo de una tecnologia que podia compatibilizar
las necesidades de un sistema de salud altamente socializado con las posibilidades de un pais en
desarrollo (Fernandez y cols., 2002). A partir de estos esfuerzos iniciales se desarrollé el Sistema Ultra
Micro Analitico (SUMA) y la técnica de ultramicroELISA (UMELISA), las que con el uso de
ultramicrovolimenes de muestras y reactivos, asi como la automatizacion permiten el estudio de un
gran numero de muestras, resultando atractiva para la realizacion de estudios a escala masiva
(Fernandez y cols., 2002, Carlos, 1998).

En Cuba, la estandarizacion en 1986 de un inmunoensayo enzimatico de tipo “sandwich" soportado
en el sistema SUMA, constituyo la base analitica que permiti6é el desarrollo del Programa Nacional de
Deteccion Precoz de Hipotiroidismo Congénito (HC), basado en la medicion de la hormona estimulante del
tiroides (TSH) en muestras de suero de cordon umbilical.

La red nacional de laboratorios de diagnéstico SUMA, conjuntamente con los departamentos

provinciales de endocrinologia pediatrica, constituyeron el soporte logistico,
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analitico y clinico respectivamente para el diagnostico y tratamiento de los casos detectados.

Por otra parte, a partir de la experiencia en el establecimiento de Programas Nacionales y teniendo como
premisa la experiencia en el ambito mundial, demostrada a través de mas de veinte estudios prospectivos
para la deteccion en la etapa neonatal de Fibrosis Quistica (FQ), mediante la determinacion de la Tripsina
Inmunoreactiva Humana (TIR) sola o conjuntamente con la deteccion de las mutaciones mas frecuentes
que conducen a esta patologia, pretendimos estandarizar un ensayo inmunoenzimatico de tipo “sandwich”,
a partir de la obtencion de AcMs especificos a la TIR, que permita a través de la infraestructura creada en
el pais, dar respuesta practica al diagnéstico de FQ en la etapa neonatal.

Las premisas del establecimiento de la pesquisa neonatal para FQ en Cuba, fueron dadas por Guerra y
cols., en 1984. En ese estudio se evaluaron cerca de 23 mil recién nacidos utilizando como marcador
albumina en meconio, a través del uso del BM-Test (ensayo para la determinacién semicuantitativa de
albumina en meconio) y la inmunodifiisiéon radial simple, empleando un suero monoespecifico a la
albumina (Fernandez y cols., 1976), obteniéndose una prevalencia de 1:4558 nacidos vivos y una tasa
estimada de portadores de 2,9%.

Los inmunoensayos que utilizan anticuerpos presentan una amplia versatilidad, experimentandose en las
ultimas décadas, a partir del desarrollo de la tecnologia de anticuerpos monoclonales, un incremento
notable en la especificidad de las técnicas (Kloler y Milsten, 1975; Borrebaeck, 2000).

Teniendo en cuenta los éxitos mostrados por la aplicacion del sistema SUMA vy las técnicas de UMELISA
en la solucion de diferentes problemas de salud en el ambito nacional (Fernandez y cols., 2002) y para
respuesta practica al pesquisaje masivo y el diagndstico de enfermedades Heredo-Metabolicas, decidimos
obtener anticuerpos monoclonales especificos y de alta afinidad por lo que nos propusimos la siguiente
hipdtesis de trabajo A partir de la obtencion de los anticuerpos monoclonales especificos y de alta
afinidad por la TSH y la Tripsina pueden ser disefiados ensayos inmunoenzimaticos para el

pesquisaje neonatal del Hipotiroidismo Congénito y Fibrosis Quistica
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Para la realizacion de nuestro trabajo nos trazamos los siguientes 0Objetivos
Obtener anticuerpos monoclonales especificos y de alta afinidad para la TSH y la tripsina.
Demostrar ja aplicacion de los AcM obtenidos en diagnostico neonatal del Hipotiroidismo
Congeénito y la Fibrosis Quistica.
- Analizar los resultados de los Programa para la deteccion Precoz del Hipotiroidismo
Congeénito.
TAREAS
1. Obtener anticuerpos monoclonales contra f-TSH humana y definir la capacidad de estos
de reconocer especificamente S-TSH en solucién unci vez fijados a un soporte solido.
2. Sustitucion de anticuerpos policlonales empleados hasta el momento en el UMELISA TSH
por AcM especificos y de alta afinidad.
3. Obtener anticuerpos monoclonales contra Tripsina humana y definir la capacidad de estos
de reconocer especificamente Tripsina en solucion una vez fijados a un soporte sélido o
luego de ser conjugados a biotina.
4. Emplear un protocolo sencillo de purificacion de la Tripsina humana y la TSH por
inmunoafinidad.
5. Obtener anticuerpos policlonales contra Tripsina humana y definir la capacidad de estos
de reconocer especificamente Tripsina en solucion una vez fijados a un soporte solido o
luego de ser conjugados a biotina.
6. Evaluar e! funcionamiento de los Programas para la Prevencion del Hipotiroidismo
Congeénito.
Si bien existen trabajos previos en la literatura sobre la obtenciéon de AcMs murinos contra la
TSH y Tripsina humanas, la novedad cientifica de estos resultados radica en la obtencion de
AcMs especificos y de alta afinidad que permitieron el desarrollo de técnicas de UMELISA
empleando la tecnologia SUMA.
El disefio de una metodologia facil y reproducible en la purificaciéon de la Tripsina humana asi
como la TSH (cromatografia de Inmunoafinidad), nos permitira disponer de una de las materias

primas indispensables en el desarrollo del estandar para el UMELISA TIR
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Neonatal y de inmunogeno para la obtencion de nuevos AcMs y policlonales, ademas de su empleo en las
técnicas de UELISA para el seguimiento productivo de los AcM.

Por otra parte se demostro el impacto en el funcionamiento del Programa Nacional para la prevencion del
Hipotiroidismo Congénito luego de la sustitucion de los anticuerpos policlonales por anticuerpos
monoclonales especificos y de alta afinidad, lo que ha repercutido en el incremento de la eficiencia del
programa y de esa forma lograr que luego del establecimiento del tratamiento temprano, el desarrollo
neuropsiquico de casi todos los nifios diagnosticados por el Programa y tratados, sea similar al de otros
nifios sanos estudiados, y los que han arribado a la edad escolar se encuentren cursando la ensefianza
primaria y secundaria normal. El Programa de evaluacion y estimulacion neuropsiquica ha resultado
altamente satisfactorio en la deteccion y estimulacion de las habilidades y destrezas que cominmente se
afectan en el desarrollo psicomotor.

Adicionalmente se presentan los resultados obtenidos en Brasil y México con el empleo del UMELISA
TSH Neonatal comercializado por la Tecnologia SUMA.

El aporte practico principal del trabajo de tesis ha sido precisamente la obtencion de AcM especificos y de
alta afinidad que han posibilitado el desarrollo de técnicas de UMELISA para el diagndstico precoz del
Hipotiroidismo Congénito (HC) y la Fibrosis Quistica (FQ), esta tltima, no pesquisada en la etapa neonatal
en nuestro pais. Ademas estos ensayos constituyen un importante renglén exportable, ya que en un
conjunto de paises latinoamericanos, la tecnologia SUMA y las técnicas de UMELISA han posibilitado la
pesquisa neonatal de HC y existe un mercado disponible a partir de legislaciones que establecen la
obligatoriedad de la pesquisa de FQ en la etapa neonatal. Todo esto, nos permitird penetrar en el mercado
de estos paises y adquirir divisas que contribuyan a soportar los Programas Nacionales establecidos,
ademas de contribuir con el diagndstico de estas enfermedades en nuestro continente que pueden ser
limitantes en el desarrollo normal de los nifios.

Partes de la tesis ha sido presentada en diversos eventos cientificos nacionales e internacionales asi como
en el Forum de Ciencia y Técnica a nivel nacional, donde el trabajo de los AcM anti TSH obtuvo mencion
especial y a nivel de base el trabajo sobre la generalizacion de los AcM anti TSH resulto relevante. A nivel
de base el trabajo de obtencion de los AcM anti Tripsina y la purificacién por inmunoafinidad de la

Tripsina



empleando los AcM resulto relevante en el afio 2001, 2002 y 2003. Los resultados de esta tesis han sido
publicados en cuatro articulos en la revista Hybridoma and Hybridomics en los afios 2000, 2002 y 2003 y
cuatro en la revista del CENIC de Ciencias Bioldgicas en el afio 2002 y 2004.

El trabajo de la tesis consta de las siguientes partes: Introduccion, Revision Bibliografica, Materiales y

Meétodos, Resultados, Discusion, Conclusiones, Recomendaciones y Referencias Bibliograficas.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. Enfermedades heredo-metabdlicas.
Los “Errores Congénitos del Metabolismo” son trastornos que afectan todas las fases del metabolismo
y son heredados como caracteristicas mendelianas simples las que devienen en una anomalia funcional
de una proteina especifica. Estas enfermedades se heredan en su mayoria como caracteres autosémicos
recesivos, otras se heredan ligadas al cromosoma X
0 como caracteres autosomicos dominantes (Marrero, 2001).
Estos trastornos presentan una frecuencia variable de aparicion. En algunos casos aparece la
predominancia racial o étnica y en otros casos se distribuye de manera uniforme en las diferentes razas
y grupos.
La apariciéon de las manifestaciones clinicas es también variable, apareciendo algunas desde el
nacimiento o antes, otras solo en la vida adulta o ni siquiera entonces. Algunos trastornos son mortales,
otros son compatibles con una vida de duracion normal y en estado normal de salud (Raimann y cols.,
1999).
Las enfermedades metaboélicas hereditarias en su gran mayoria reflejan una mutacion de un gen
especifico y a partir de su estudio puede ser dilucidada la afectacion en cuatro niveles:

1- anivel del gen.

2- anivel de la proteina que codifica.

3- anivel del paso metabolico en el cual la proteina actia.

4- anivel del fenotipo clinico o quimico.
Entre las mas de 300 enfermedades que han sido reconocidas hasta el momento, cerca de 100 pueden
ser reveladas en el periodo neonatal o0 muy tempranamente en la infancia, estas comprenden el 1% de
las admisiones en hospitales pediatricos y se ha calculado una incidencia global de 2.5 por mil recién
nacidos. Esta cifra resulta al calcular la totalidad de las enfermedades metabdlicas en conjunto, ya que
cada una en particular es infrecuente (Raimann y cols., 1999).
Las enfermedades genéticas junto con los defectos de nacimiento son los mayores contribuyentes a las
alteraciones en el desarrollo que generan mortalidad y morbilidad en la nifiez. En América Latina entre
el 10 y el 20% de los nifios sufren de alguna enfermedad cronica y dentro de este grupo cerca del 10%

sufre de alguna enfermedad cronica severa



que afecta seriamente sus actividades de la vida diaria, siendo el retraso mental una de las
discapacidades mas graves. La mayoria de estas enfermedades son genéticas o tienen un componente

genético (Marrero, 2001).

2.2. Hipotiroidismo Congénito.

El Hipotiroidismo Congénito (HC) es una enfermedad provocada por la deficiencia en la produccion
de hormonas tiroideas, constituyendo la causa mas frecuente de retraso mental evitable en el nifio, con
una frecuencia aproximada a escala mundial de 1:4 000 recién nacidos. El déficit de hormonas
tiroideas en las primeras etapas de la vida, cuando se esta llevando a cabo la maduracion y el
desarrollo del sistema nervioso central (SNC), trae por consecuencia un dafio severo, la mayor parte de
las veces irreversible, del desarrollo neuropsiquico del nifio (Dussault, 1993).

La primera asociacion entre el hipotiroidismo y el retardo mental se realizo hace mas de 400 afios por
Paracelsus en 1527 y es Thomas Curling el primero que describe el Hipotiroidismo Esporadico en
1850 (Foley, 1996; Dussault, 1997).

La deficiencia de hormona tiroidea ha sido reconocida hace mas de dos siglos como una causa
significativa de retardo en el crecimiento y el desarrollo (Fisher, 1986). El sindrome de HC se conoci6
antes del advenimiento del tamizaje masivo para esta enfermedad. Curling en 1850, describio el primer
nifio con manifestaciones de HC y la ausencia de la glandula tiroides en la autopsia, mientras que Osler
(1870) relacion6 la deficiencia de la funcion tiroidea con cambios caracteristicos encontrados en el
hipotiroidismo esporadico. En 1891 Murray demuestra que el extracto de tiroides puede mejorar varios
de los hallazgos en el cretinismo, pero no es hasta la década de 1970 que se demuestra
convincentemente la importancia del tratamiento temprano de HC para evitar las secuelas
neuropsicolégicas de esta enfermedad (Foley, 1996; Dussault, 1997).

Bruchy y McCune (1944) describieron el desarrollo mental de nifios Hipotiroideos con tratamiento
adecuado y esto se amplié por otros investigadores. Diferentes grupos de trabajo demostraron que el
tratamiento antes del tercer mes de edad mejora el prondstico del desarrollo mental en los infantes con
HC y demostraron que ocurria un dafio cerebral irreversible si el tratamiento no era iniciado antes de
los tres meses de vida (Dussault, 1993). Por otra parte Jacobsen y Brandt, describieron que solo un
tercio de los nifios recién nacidos afectados se diagnosticaron clinicamente antes de la edad crucial
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subjetividad de los signos y sintomas, por lo cual la escasez de los primeros signos y sintomas en
infantes con HC entorpecieron el diagndstico primario y el tratamiento en muchos casos (Dussault,

1993).

2.2.1. Etiologia del Hipotiroidismo Congénito. Aspectos bioquimicos y genéticos.

La casi totalidad de los recién nacidos hipotiroideos no presentan signos clinicos apreciables para ser
diagnosticados por examen fisico, solo el 5% puede ser identificado y diagnosticado al nacer (La
Franchi, 1999). La incidencia a escala mundial de Hipotiroidismo Congénito permanente es
aproximadamente 1:4000 (incluyendo los transitorios aproximadamente 1.3000) (Fisher, 1991).

En el Programa Cubano se han evaluado, empleando el UMELISA TSH policlonal, mas de dos
millones de recién nacidos, con cerca de 700 nifios diagnosticados, para una frecuencia de 1: 3201
(Carvajal y cols., 2001). Aproximadamente el 8% de los casos son esporadicos, debido a disgenesia de
la glandula tiroides y el resto se debe a factores hereditarios originados por errores en la sintesis de
tiroxina o por la presencia de anticuerpos matemos (Macchia y cols., 1999; Gruters y Krude, 1999).

Las causas fundamentales de HC y su etiologia se muestran en la tabla 1:

Tabla 1. Etiologia e Incidencia de! Hipotiroidismo Congenito.

Etiologia Incidencia
Hipotiroidismo Congénito (total) 1:3000-1 1:4000
Disgenesia de la tiroides 1:4500
Errores innatos en la sintesis de tiroxina 1:30 000
HC mediado por anticuerpos matemos 1:25 000-1 100 000

Hipotiroidismo hipotalamico-hipofisiario 1:25 000-1 100 000

La disgenesia de la glandula, como causa mas comun de HC, se caracteriza por ser 3 veces mas
frecuente en hombres que en mujeres (Carvajal y cols., 2001). Se presenta en el 35- 40% de los casos
con ausencia total de la glandula, entre el 30-45% se evidencia una glandula ectopica en cualquier

localizacion, desde la base de la lengua hasta la posicion
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habitual de la tiroides y en el 5% solamente estan presente algunos rudimentos de ésta, y se denomina
funcional mente hipoplasia (Devos y cols., 1999; Herndndez y cols., 1999).

Los principales avances en la comprension de estos mecanismos se derivan del descubrimiento de
genes que codifican tres factores de transcripcion: factor 1 de transcripcion tiroidea (TTF-1)
(DeVriendt y cols., 1998), factor 2 de transcripcion tiroidea (TTF-2) (Zannini y cols., 1997) y el PAX-
8 (De Felice y cols., 1998; Fabbro y cols., 1998). Estos factores de transcripcion son importantes
durante la morfogénesis y diferenciacion de la tiroides (Gagne y cols., 1998).

La dishormogénesis de la glandula tiroidea esta dada por errores innatos en la sintesis de tiroxina, la
que ocurre a nivel de los pasos metabolicos que tienen lugar en la tiroides (Pohlenz y cols., 1998).
Ademas se ha descrito otro defecto que consiste en el error en la sintesis del receptor de la TSH
(Porcellini y cols., 1997; Levine y cols, 1995), causado por mutaciones en el gen de la proteina Gsa
(proteina unida a guanina).

El HC puede ser consecuencia del Hipotiroidismo Central (hipotaldmico-hipoficiario) que se
caracteriza por niveles persistentemente bajos de la hormona T4. Las causas fundamentales del
Hipotiroidismo Central estan dadas por el desarrollo anormal, ya sea del hipotalamo o de la hipo&fisis, y
por la deficiencia aislada en la sintesis de la TSH. Esta ultima causa se encuentra asociada a la
herencia (De Zegher y cols., 1995).

En el caso del Hipotiroidismo Transitorio las causas de su aparicion pueden estar asociadas a la
administracion de drogas anti-tiroideas durante el embarazo o al final del mismo y el empleo de
antisépticos yodados en los neonatos (Chun-Po y cols., 1994). El Hipotiroidismo Transitorio es mas
comun en nifios prematuros con mayor incidencia en aquellos de menor edad gestacional (Delange y
cols., 1984), esta situacion se incrementa aun mas en las zonas con deficiencia de yodo, ya que el nifio
prematuro necesita mas entrada de yodo a su organismo para mantener un balance positivo de este
elemento (Boeber y cols., 1996).

Otro factor que propicia la aparicion del HC es la presencia de anticuerpos matemos, los cuales
después del paso a través de la placenta provocan el bloqueo de los receptores especificos de la TSH
(Inomata y cols., 1999). Esta condicion es denominada Enfermedad Autoinmune de la Tiroides
(A1TD), la cual puede caracterizarse por la presencia de anticuerpos anti-Tiroglobulina y anti-

Tioperoxidasa (Delange y cols., 1983; Sunthornthepvarakul y cols., 1995).
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2.2.2. Diagnéstico y Tratamiento.

El diagnostico del HC en el recién nacido se realiza mediante mediciones de la concentracidon en
sangre de la hormona T4 o de la TSH por técnicas de inmunoensayo. Como marcadores del
diagndstico temprano se emplean la determinacion de las hormonas TSH y Tiroxina en suero de
cordon (Programa Cubano) o en muestras de sangre seca sobre papel de filtro. En esta tesis

abordaremos el empleo de la TSH ya que es el marcador primario del Programa Cubano.

2.2.2.1 Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH) o Tirotropina.

La TSH juega un papel importante en la regulacion de la actividad de la glandula tiroidea a través del
receptor especifico de la TSH; el gen que codifica esta proteina de membrana se encuentra localizado
en la posicion 14q 31 del cromosoma humano (Ahlbom y cols., 1997). En la década del 20 del pasado
siglo se descubrid de la actividad estimulante de la tiroides (Magner 1994; Grossmann y cols., 1997) y
en la década del 70 se realizd la determinacion de la secuencia aminoacidica primaria de las
subunidades de la TSH (Pierce, 1981), posteriormente se realizo la clonacion de los genes para la
subunidad a y p (Hayashizaki y cols., 1985; Wondisford y cols., 1988a; Wondisford y cols., 1988b),
asi como del gen que codifica para el receptor de la TSH (Parmentier y cols., 1989; Nagayama y cols.,
1989; Misrahi y cols., 1990; Libert y cols., 1989).

Otro paso de avance en el conocimiento de la estructura de la TSH ocurri6 en el afio 1994 con la
obtencion de la estructura cristalizada de una hormona estructuralmente relacionada, la gonodatropina
corionica humana (hCG) (Lapthom y cols., 1994; Wu y cols., 1994), lo que mostré que las hormonas
glicoproteicas pertenecen a la superfamilia de los factores de crecimiento cisteinicos (cystine knot
growth factors).

La TSH es un heterodimero compuesto por dos subunidades unidas no covalentemente (Grossmann y
cols, 1997; Magner, 1994). El peso de la molécula deducido por la secuencia aminoacidica de ambas
subunidades es aproximadamente de 28.000 Da y un 15% adicional dado por los carbohidratos. La
subunidad a de la TSH es comin a las hormonas foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH) y
gonadotropina corionica humana (hCG) (Grossmann y cols., 1997). La subunidad B le confiere a la
molécula la posibilidad de interactuar con el receptor celular de la TSH de forma especifica, el cual

regula la
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formacion de la proteina madura (heterodiniero). La subunidad B es inactiva y requiere la union no

covalente con la subunidad o para expresar su bioactividad hormonal.

2.2.3. Terapia y Seguimiento Clinico de nifios con Hipotiroidismo Congénito
diagnosticados.

La L-tiroxina sintética es el tratamiento de eleccion para el HC. Es necesario establecer la presencia de
la enfermedad y su causa, pues los pacientes con Hipotiroidismo Transitorio pueden requerir solo un
corto tiempo de terapia. De esta terapia no se conocen efectos adversos en morbilidad, mortalidad o
calidad de vida (Kaplan, 1993).

La respuesta a la terapia de reemplazo con L-tiroxina confirma que la hipétesis de diagnostico precoz y
tratamiento con esta, garantiza un desarrollo normal del nifio ¢ incluso coeficientes de inteligencia con

valores normales (Buist y cols., 1992; Kaplan, 1993).

2.3. Fibrosis Quistica.

La Fibrosis Quistica (FQ) constituye la enfermedad hereditaria letal mas frecuente en la raza blanca,
con una incidencia de 1:3.200 recién nacidos (RN) en EUA (Garred y cols., 1999). En nuestro pais, si
bien no disponemos de datos definitivos, los estudios realizados constatan la existencia de cerca de 300
casos para una incidencia aproximada de 1 cada 4000 y la prevalencia de portadores sanos en la
poblacion general de aproximadamente 1:31 (Guerra, 1984).

En 1938 Andersen realizé la primera descripcion de la enfermedad, y la llamé Fibrosis Quistica del
pancreas (Murray, 1999). La también conocida mucoviscidosis, posteriormente fue identificada como
un desorden de las glandulas exocrinas (Murray, 1999).

En la década del 50 del pasado siglo crece notablemente el conocimiento acerca de esta enfermedad
con el primer ensayo diagnostico basado en la determinacidon de los valores elevados de sales en el
sudor (Di Santi'Agnese y cols, 1953). Tres décadas después fue descrito el defecto bioquimico basico
dado por el canal de cloro situado en la membrana apical dependiente de adenil monofosfato ciclasa,
(AMP ciclico). En 1989 fue demostrado a escala molecular la composicion de este desorden a través
del descubrimiento del gen que codifica para la proteina reguladora de transmembrana de la Fibrosis

Quistica (CFTR) y las mutaciones mas frecuentes (Karem y cols., 1989)
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2.3.1. Etiologia de la Fibrosis Quistica. Aspectos bioquimicos y genéticos.

La FQ es una enfermedad que en la mayoria de los casos se manifiesta en la infancia, con sintomas
respiratorios y gastrointestinales, ya que la acumulacién de secreciones a nivel de bronquiolos
condiciona infecciones secundarias (Rainisio y cols., 2000) y producto del aumento del tejido
conjuntivo (fibroso) y del tejido adiposo a nivel del pancreas, se produce atrofia de los acinos
pancreaticos (Serra-Prat, 2000).

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes de la FQ suelen aparecer durante las primeras 48 horas de
nacido; destacandose el el ileo meconial, que es la obstruccion del intestino delgado por un meconio
viscoso (aproximadamente el 15% de todos los nifios con FQ presentan ileo meconial al nacimiento),
insuficiencia pancreatica, impacto intestinal (equivalente al ileo meconial), prolapso rectal, retraso del
crecimiento e intolerancia a la glucosa. Entre los signos clinicos menos frecuentes (entre el 2 y el 10%
de los pacientes) tenemos la cirrosis hepatica, hipertension portal (varices esofagicas), diabetes clinica,
deficiencia vitaminica (A, E, K), deficiencia de lactosa (Wilfond y cols., 1994). Menos del 2% de los
pacientes suele presentar hipoproteinemia con edema (Cuasiorcor agudo) (Lai y cols., 1997),
invaginacion intestinal, pancreatitis aguda recurrente, calcificacion del pancreas, ulcera duodenal,
colelitiasis, colecistitis y neumatosis intestinal.

Otras manifestaciones clinicas de la FQ son la enfermedad pulmonar obstructiva cronica severa, puede
notarse la repeticion de episodios rino-bronquiales y de bronquitis (Wang y cols., 2000), azoospermia
obstructiva por anomalias anatomicas del tracto urogenital en casi todos los varones (Chillon y cols.,
1995; Mak y cols., 1999), altas concentraciones de iones Na+ y CI- en el sudor (Denning y cols.,
1980), asi como niveles elevados de tripsina en sangre de recién nacidos (Vazquez, 1999; Landeira,
2002).

La enfermedad es causada por mutaciones en el gen que codifica para la proteina reguladora de la
conductancia transmembrana de la FQ, que funciona como un canal de CT ubicado en la membrana
apical de diferentes tejidos. Este canal i6nico presenta 12 dominios de transmembrana, 2 dominios de
union a nucledtidos y 1 dominio R con funcion reguladora de la conductancia ionica (Welsh y Smith,
1993; Stutts y cols., 1995; Davis y cols., 1996; Posadas, 2002).

En 1953 se observo que el sudor de los pacientes fibroquisticos contenia niveles elevados de

electrolitos (Perera y cols, 1953) Recientemente varios investigadores han demostrado
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que los pacientes fibroquisticos presentan una conductancia anormal de iones CI- dentro y fuera de las
células (Schulz, 1969; Quinton y Bijman, 1983). Normalmente las secreciones isotonicas viajan desde
los acinos de las glandulas sudoriparas hacia la superficie de la piel y las células epiteliales reabsorben
el cloruro de sodio (NaCl), lo que resulta en un sudor hipoténico (con bajas concentraciones de sales),
sin embargo los conductos sudoriparos de los pacientes con FQ son impermeables al CI- por lo tanto el
NaCl permanece en las secreciones y el sudor es salado (Guggino, 1999; Lyczac y cols., 2002).

En pacientes con FQ, las glandulas mucosas del sistema respiratorio producen grandes cantidades de
secreciones espesas que se adhieren a las vias respiratorias y bloquean los bronquiolos. Esto
condiciona la entrada de microorganismos infecciosos tales como: Staphilococcus aureus y
Pseudomona aeruginosa (Salcedo, 1999; Wine, 1999; None y cols., 2000), que debilitan el movimiento
de mucus por el epitelio ciliar, lo que conlleva a la obstruccion e infeccion de las vias respiratorias,
convirtiéndose en un ciclo (Abreu y Dodge, 1996; Bronsveld y cols, 1999).

Los nifios con FQ tienen pulmones normales al nacer (Chow y Landau. 1982; Hausler y cols., 1999),
pero pueden presentar infecciones persistentes en las vias aéreas a los pocos dias de nacidos (Khan y
cols., 1995; Nixon y cols., 2002), causando hiperinflacidon, obstruccién e inflamacion de las vias
respiratorias a partir del primer afio de vida (Gappa y cols., 2001; Rarganathan y cols., 2001).

De las enzimas pancreaticas, potencialmente utilizadas como marcadores de disfunciones pancreaticas,
solo la tripsina es producida en el pancreas, por lo que el analisis de los niveles de Tripsina
Inmunoreactiva (TIR) en sangre constituye un indicador especifico de la funcion pancreatica (Rock y
cols., 1990; Waters y cols., 1990).

En las fases iniciales de la enfermedad en los pacientes con FQ, se detectan concentraciones séricas de
tripsina anormalmente elevadas debido a la obstruccion de los conductos pancreaticos, lo que provoca
el reflujo de la reserva funcional acinar al torrente circulatorio (Crossley y cols., 1979) como
consecuencia de la autodigestion pancreatica secundario a la previa acumulacion de la tripsina en el
pancreas (Abreu y Dodge, 1996).

Se ha observado una mayor correlacion entre el fenotipo y el genotipo en relacion con la suficiencia
pancredtica Las mutaciones mas frecuentes se diferencian en suficientes pancreaticas o insuficientes

pancreaticas.
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2.3.2. Diagnostico y tratamiento.

Existe el consenso de que el diagndstico de la FQ se debe basar fundamentalmente en la presencia de uno
o mas rasgos fenotipicos presentes en la FQ como: enfermedad pulmonar obstructiva cronica severa,
enfermedad sinusal cronica, anormalidades gastrointestinales o nutricionales, azoospermia obstructiva en
varones (Mak y cols., 1999), sindrome de pérdida de sales, FQ en familiares de primer grado y un ensayo
de pesquisa neonatal positivo como resultado de niveles elevados de la Tripsina Inmunoreactiva Humana
(TIR) (Larsen y cols., 1994; Stern, 1997; Rosemstein y Curting, 1998).

Son necesarias ademas para la confirmacion del diagndstico pruebas de laboratorio que indiquen
disfuncién del CFTR documentadas por una concentracion de iones Cl- elevada en el sudor (prucba de
sudor positiva, alteraciones caracteristicas en el transporte ionico a través del epitelio nasal; diferencia de
potencial nasal transepitelial anormal) (Knowles y cols., 1995) y mutaciones causantes de la enfermedad
en ambas copias del gen CFTR (Larsen y cols., 1994; Segal, 1999).

Para llegar al diagnostico de la FQ se emplean diferentes pruebas de laboratorio: Prueba del sudor, para
determinar las concentraciones de iones Cl' y Na en el sudor (Birnkrant y Stern, 1991; Callen y cols.,
2000); pruebas genéticas para determinar la presencia de alguna mutacion del gen CFTR (Dork y cols.,
1991); analisis de semen en adultos para determinar azoospermia obstructiva, lo que se debe confirmar
con una biopsia testicular (Handelsman y cols., 1984; Mak y cols., 1999); prueba de la funcion
pancreatica exocrina (Nousia- Arvanitakis y cols., 1978; Blyte y Farrel, 1984); medicion de la diferencia
de potencial nasal (Knowles y cols., 1995). Estas pruebas deben combinarse para obtener un diagnostico
preciso sobre la presencia de la enfermedad.

La combinacion de ensayos para la determinacion cuantitativa de la Tripsina Inmunoreactiva humana y la
deteccion de las mutaciones mas frecuentes (TIR/ADN), han demostrado su alta sensibilidad debido al
amplio rango de mutaciones conocidas para la proteina CFTR y han sido designados como los ensayos
mas efectivos para implementar en los programas de pesquisa neonatal, por la Conferencia Internacional

de Pesquisaje Neonatal de FQ (Seltzer y cols., 1991; Corbeta y cols., 2002).

15



2.3.2.1. Tripsinogenos.

Los Tripsindgenos fueron de las primeras enzimas aisladas y caracterizadas, ademas han sido empleadas
como modelo de estructura de proteina y su funcidon. El Tripsindgeno se cristalizé del pancreas bovino
por Kunitz y Northrop en 1936, y en el jugo pancreatico humano por Haverback y cols., en 1960 y fue
parcialmente purificado de los extractos de pancreas humano por Buck y cols., en 1962.

La tripsina en sintetizada y secretada por las células acinares del pancreas exocrino en forma de su
precursor, tripsindgeno. Se han estudiado dos isoformas del tripsindgeno, las cuales son convertidas en
tripsina activa por accion de la enteroquinasa duodenal, que en presencia de iones calcio (Ca®") la cual
remueve el hexapéptido valina-(aspartico)s-lisina del tripsindgeno, liberando la forma activa de tripsina.
El jugo pancreatico humano contiene tres isoenzimas del Tripsindgeno que difieren en el punto

isoeléctrico (pl) (Guy cols., 1978).

2.3.2.2. Expresion de los Tripsindogenos.

Tripsinogeno-1 y -2 representan aproximadamente el 19% de la proteina total en el jugo pancreatico y el
Tripsindgeno-1 estd dos veces mas concentrado que el Tripsindgeno-2 (Figarella y cols., 1969; Guy y
cols., 1978). La isoenzima minoritaria, el Tripsindogeno-3, se encuentra en muy bajas concentraciones y
representa menos del 0.5% de las proteinas de las secreciones normales del pancreas humano normal
(Rinderknecht y cols., 1984). En el suero de los individuos sanos las concentraciones medias del
Tripsinoégeno-1 y -2 son de 15 a 26 ug/L y 5.5 ug/L respectivamente (Borgstrom y Ohlsson, 1976;
Geokas y cols., 1979; Florholmen y cols., 1984)

Las Tripsinas fueron encontradas por primera vez fuera del tracto gastrointestinal por Stenman y
colaboradores (Stenman y cols., 1988) en quistes de tumores ovaricos donde las concentraciones son
mayores que 2600 pg /L (Koivunen y cols., 1990). En pacientes pancreatomisados es posible detectar
bajas concentraciones de las isoenzimas tripsinogeno- 1 y -2 con los valores de pl similares a los
tripsindogenos pancreaticos, lo cual indica que los Tripsinégenos en el suero no sélo son de origen

pancreatico (Itkonen y cols., 1996, Fujimura T, y cols., 1998).

16


Mercedes
Texto escrito a máquina
16

Mercedes
Texto escrito a máquina


La forma mayoritaria circulante en el torrente sanguineo es el tripsindgeno, la tripsina en el suero
humano se encuentra asociada a alguno de los inhibidores séricos que reconocen esta proteina. Un 50%
de la tripsina circulante se asocia con la a-2 macroglobulina (A2M). Otra gran parte de la tripsina
interacciona con la a-antitripsina formando un complejo. Solo se mantiene libre un pequefio porcentaje
de la tripsina total. La determinacion de tripsindogeno y tripsina tiene un impacto importante en la
deteccion, diagnostico y tratamiento de la FQ (Crossley y cols., 1979). Los ensayos que cuantifican la
presencia de tripsindgeno se basan en el reconocimiento de las moléculas ya estén libres o asociadas a sus
inhibidores (Crossley y cols., 1979).

La presencia del tripsinogeno en el suero humano en cantidades por encima de 70 ng/mL se interpreta
como indicativo de FQ, aunque puede estar relacionada con causas tan diversas como: (a)
hipertripsinemia transitoria, (b) distres respiratorio, (¢) taquipnea neonatal transitoria, (d) aspiracion de
meconio, (e) bajo adgar en el ler y Sto minutos de nacido por asfixia; todas presentan un nivel de tripsina

dos veces mayor que la de los neonatos aparentemente normales (Pollit, 1998).

2.3.2.3. Tratamiento.

La atencion de los pacientes con FQ debe ser abordada por un equipo multidisciplinario y estar dirigida a
evitar complicaciones y mejorar su calidad de vida. El tratamiento actual pone énfasis en dos cuestiones:
mejorar el estado nutricional del paciente y actuar enérgicamente con antibioticos adecuados cuando
aparecen las primeras infecciones respiratorias con Staphylococcus aureus y Psetidomonas sp.
(Brinson y cols., 1998; Salcedo, 1999; Skov y cols., 2000; Boyle y cols., 2001; Vlahakis y Aksamit,
2001).

Como tratamiento nutricional se incluyen enzimas pancreaticas que sustituyen las que el pancreas no
puede enviar al intestino debido a la obstruccion de sus conductos, se requiere la supresion acida y el
suministro de complementos de vitaminas A, D, E y K. El ileo meconial es tratado con enemas
hiperosmolares en el 50% de los recién nacidos, el resto de los casos requiere cirugia (Segal, 1999). Las
lesiones hepaticas pueden retrasarse e incluso, revertirse, con el uso de acido ursodeoxicélico En general,
se recomienda a los pacientes el consumo de dietas hipercaldricas, libres de sal (Abreu y Dodge, 1996;

Steinkamp y cols., 2001,.
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Otras propuestas de tratamiento, un mas avanzadas, son la terapia génica, en la cual el acido
desoxirribonucleico complementario (ADNCc) para el gen CFTR, que ya ha sido clonado (Elton y Geddes,
1995) se introduce en las células epiteliales afectadas, corrigiendo el defecto del canal de Cf en
aproximadamente un 10% de las células respiratorias (Drumm y cols., 1993), aunque con una baja
eficiencia debido a las respuestas inflamatorias sistémicas que ocurren (Crystal y cols., 1994; Slattery y
cols., 2001). También se ha propuesto la modulacion farmacoldgica del transporte idnico, ya que el
defecto fisiologico asociado con el producto anormal del gen CFTR es la combinacion de una defectuosa
secrecion de CI' (Riordan, 1993) y una excesiva absorcion de Na*, lo que promueve una absorcion pasiva
de agua desde el lumen y por tanto, la inhibicion de la absorcion de Na con un antagonista como la
amilorida mejora la condicion del paciente (Boucher, 1992). La activacion de canales alternativos de CI'
con nucléotidos trifosfato (Sprague K y cols., 2000) puede contribuir a mantener las concentraciones

efectivas de ambos electrolitos en la superficie apical de las células (Prados C y cols., 2000).

2.4. Anticuerpos en el desarrollo de los ensayos inniunoenzimaticos.

Los origenes de los inmunoensayos se encuentran estrechamente vinculados en primera instancia al
descubrimiento de los anticuerpos a finales del siglo XIX, asi como al primer mareaje exitoso realizado a
inicios de los afios 30 del pasado siglo y las referencias del mareaje fluorescente de anticuerpos para la
técnica de inmunofluorescencia. Sin embargo, s6lo mediante el desarrollo ulterior de la inmunoquimica,
la quimica de las proteinas y la enzimologia es que se consigue llegar a la etapa actual de desarrollo
(Ferndndez y cols, 2002).

El primer avance alcanzado por los inmunoensayos fue el desarrollo de ensayos competitivos empleando
isotopos radiactivos y posteriormente los ensayos inmunoenzimaticos (Engvall E, y Perlman P, 1971).
Estos resultados trazaron las pautas para la expansion en el uso de estas tecnologias y particularmente en
las investigaciones de biomoléculas y la quimica clinica.

En la primera ectapa del desarrollo de los ensayos inmunoenzimaticos se empleaban anticuerpos
policlonales obtenidos a partir de conejos inmunizados, los que presentaban buena respuesta inmune
contra los diferentes inmundgenos aunque se observaban dificultades con relacion al nivel de la respuesta

con algunas preparaciones de antigenos.
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Un cambio radical se produjo con el desarrollo de los anticuerpos monoclonales (AcM) descrito por
Kohler y Milstein en 1975, esta tecnologia permite la obtencion de AcM murinos, los que ademas de ser
altamente especificos poseen dos atributos que han contribuido al éxito de los mismos como reactivos
analiticos. En primer lugar, son sustancias quimicamente bien definidas, su naturaleza y estructura son
bien conocidas y esto permite la formulacion de preparaciones estables y ademas facilita
considerablemente los procedimientos para su conjugacion a trazadores tales como sustancias
fluorescentes, enzimas, radioisotopos, oro coloidal, moléculas electron-densas (ferritina), biotina, etc. En
segundo lugar, son reactivos susceptibles de ser preparados en forma pura, en condiciones muy
controladas y en grandes cantidades.

En lo concerniente a aplicaciones biomédicas, los AcM han desplazado de muchas aplicaciones a los
anticuerpos policlonales, han permitido el desarrollo y avance de numerosas y nuevas pruebas
diagndsticas y son en la actualidad los reactivos de eleccidon para aplicaciones analiticas. En las tGltimas
décadas se ha experimentado un incremento notable en la especificidad de las técnicas de inmunoensayo
que emplean anticuerpos. Esto se puede constatar en la gran variedad de ensayos desarrollados con
diferentes principios ya sean competitivos o no competitivos, dependiendo del nimero de epitopos
disponibles para ser detectados por los anticuerpos. Otro paso importante fue el empleo de los
anticuerpos unidos a un soporte sélido capturando antigenos y cuantificandolos a través del empleo de
otro anticuerpo (que reconoce otro epitopo del antigeno) marcado (Wide, 1971; Macolini y Masseyef,
1975).

En la década del 90 se impuls6é ademas la automatizacion, la cual repercutié en la reduccion del tiempo
de los ensayos sin comprometer la sensibilidad de los mismos, como son ensayos para el , diagnostico
temprano de embarazo (Baluja y cols., 2000, Baluja, y cols, 2002), proteinas asociadas a ciertos tipos de
cancer como ¢l PSA (ANN ARBOR, MI, 2002) y el CEA (Gunther y cols., 2002), o proteinas
indicadoras de infecciones por virus como Hepatitis B (Acosta y cols., 2000a) y para el desarrollo de
técnicas de cuantificacion de TSH (hormona estimulante de la tiroides) en el pesquisaje del HC. En la
actualidad los ensayos para la deteccion y/o cuantificacion de estas moléculas utilizan AcM y en su
mayoria son inmunoensayos en los que una enzima (ELISA), un radioisotopo (RIA) o un colorante

(“dipstick™) sirven como medio de deteccion.
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Se pueden producir anticuerpos contra cualquier componente bioldgico, como las proteinas, lipidos,
carbohidratos o acidos nucleicos. También se han producido anticuerpos especificos a proteinas
desnaturalizadas, empleado agentes desnaturalizantes y empleando proteinas sintéticas y
recombinantes (Acosta y cols., 2000a; Acosta y cols., 2000b; Acosta y cols., 2000c¢).

En la pasada década se incremento el uso del concepto de afinidad de un anticuerpo por su ligando en
el analisis de los fenomenos inmunoldgicos. Aparejado a esto se analizaron los factores que influyen
en la afinidad de los anticuerpos, particularmente la diversidad, la regulacion de la respuesta humoral,
la multivalencia y otras propiedades relacionadas (Glaser y cols 1993; Morton y cols., 1995; Nieba y
cols., 1996).

Las fuerzas que estabilizan esta unién son no covalentes y estan determinadas por la naturaleza
quimica de la solucion reguladora empleada. Entre las fuerzas que estabilizan esta unién se
encuentran: uniones electrostaticas, puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals y fuerzas de
dispersion de London (Glaser y col 1993; Morton y cols., 1995).

La determinacion de la constante de afinidad (Kaf) se puede realizar por diferentes métodos que
incluyen el equilibrio de dialisis, la electroforesis capilar y la emision de “quenching" de
fluorescencia; y mas recientemente los ensayos inmunoenzimaticos, la resonancia y los biosensores
opticos (Englebienne, 1998; Chiem y Harrison, 1998; Ricoux y cols., 2000, Novo y cols., 2001).

La ley de accion de masas provee las bases para el calculo de la Kaf de un anticuerpo en ensayos en
fase sélida, y un gran nimero de ecuaciones matematicas se han desarrollado para facilitar los calculos
experimentales de la Kaf en la interaccidon antigeno-anticuerpo. Las mas empleadas son las descritas
por Scatchard (1949) y Erp y colaboradores (1991).

En 1987 Beatty y colaboradores desarrollaron un método para la determinacion de la Kaf empleando
un ensayo inmunoenzimatico no competitivo, basado en la concentracion de anticuerpo que
corresponde al 50% de la densidad optica en las curvas sigmoides que son obtenidas en el

inmunoensayo.

2.4.1. Anticuerpos monoclonales para inmunopurificaciéon por afinidad.
Una de las formas de disponer de las proteinas indispensables para la preparacion de los calibradores y
controles para los ensayos inmunoenzimaticos han sido a través de la purificacién por inmunoafinidad.

La inmunoafinidad es una de las técnicas mas poderosas
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en la purificacion de proteinas. Los ligandos inmovilizados pueden ser tanto antigenos como anticuerpos.
Estos pueden ser empleados para la purificacion de proteinas solubles y péptidos, proteinas de
membranas solubilizadas, virus y hasta células intactas. Tradicionalmente se empleaban anticuerpos
policlonales y estos fueron remplazados por AcM. A través del empleo de métodos de pesquisaje
apropiados es posible obtener hibridomas raros, productores de anticuerpos de elevada especificidad y
afinidad, utiles para su empleo en la purificacion de antigeno.

En la purificacion por inmunoafinidad el empleo de AcM presenta una serie de ventajas. Una de estas es
la posibilidad de realizar la purificacion en una sola etapa cuando se emplean AcM de moderada a alta
afinidad (K, 10 a 10 L/moles) preservando la integridad estructural del antigeno con una recuperacion
mayor al 90% e incrementando el tiempo de vida del inmunadsorbente pudiendo llegar hasta cientos de
ciclos. La elucion de los antigenos normalmente ocurre en un rango de pH (pH 2 6 3) y la capacidad de
union es por lo menos 10 veces mayor cuando se emplean AcM, que si se utilizan anticuerpos
policlonales.

En principio, los AcM son sin lugar a duda una garantia en la constancia de su produccion,
homogeneidad, lo que conlleva a una gran reproducibilidad de lote a lote de inmunoadsorbente.

Los AcM pueden ser unidos covalentemente a diferentes matrices, empleado variedades de métodos de
acoplamiento. Es recomendado el empleo de agarosa al 4% y el método de bromuro de cianogeno. El
empleo de AcM en la purificacion por inmunoafinidad es ampliamente discutido por Goding (Goding,
1986).

Chase y colaboradores demostraron que existe una relacion lineal entre la capacidad de union del
inmunoadsorbente y por lo tanto del anticuerpo inmovilizado (Chase, 1984). La habilidad de un
inmunadsorbente de unir bajas concentraciones de antigeno depende de la constante de disociacion. No
se observan cambios en la constante de disociacion a bajas concentraciones de anticuerpos; por el
contrario; las propiedades cinéticas mejoran. De esto se infiere que los experimentos de inmunoadsorcion

deben realizarse en corridas a altos flujos.
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2.4.2. Adsorcion de Anticuerpos.

La union de antigenos o anticuerpos a un soporte solido puede hacerse de forma covalente o por
adsorcion no-covalente (Voller y cols., 1979; Oellerich, 1984; Fayol y Ville, 1991; Tijssen, 1993;
Harlow, y cols., 1998; Guttormsen y Kasper, 2001; Ochoa, 1998; Ochoa y col 2000).

En los ELISA es extremadamente importante el paso de sensibilizacion de la fase solida. En estos
ensayos hay una proporcionalidad entre el niimero de moléculas inmovilizadas en la primera capa
sobre la matriz sélida y las que reaccionan en la segunda capa, esta proporcionalidad continia en
capas ulteriores y es responsable de la sensibilidad del ensayo (Voller y cols., 1979; Lovborg, 1984;
Esser, 1988; Tijssen, 1993; Harlow y cols., 1998; Ochoa y cols., 2000; Steinitz y Baraz, 2000).
Ademas es vital que la orientacion de las moléculas inmovilizadas sea la correcta; por ejemplo, los
anticuerpos deben unirse por el fragmento constante del anticuerpo (Fe) para permitir una interaccion
adecuada con el antigeno.

La adsorcion de las biomoléculas depende principalmente de las débiles pero numerosas fuerzas de
atraccion intermoleculares, basadas en polaridades eléctricas intramoleculares; alternativas y
estacionarias, mediadas principalmente en el primer caso por grupos hidrofébicos y en el segundo por
grupos hidrofilicos (Lovborg, 1984, Ochoa y cols., 2000, Tijssen, 1993; Steinitz y Baraz., 2000;
Labsystems Research Centre, 1998; Suzuki y cols., 1997).

Aunque existe un gran nimero de materiales (cloruro de polivinilo, polipropileno, acrilico,
nitrocelulosa, entre otros) el poliestireno es el mas usado por su excelente cualidad optica, por facilitar
enlaces estables y su dureza mecanica (Lovborg, 1984, Ochoa y cols., 2000, Tijssen, 1993; Steinitz y
Baraz, 2000; Labsystems Research Centre, 1998; Suzuki y cols.,, 1997). Las microplacas de
poliestireno pueden ser estandares o de alta captacion. Estas tultimas ademas de los grupos
hidrofobicos caracteristicos de este material, tienen una fina red de grupos hidrofilicos capaces de
establecer puentes de hidrogeno. La alta energia requerida para la introduccion de atomos de oxigeno,
nitrégeno u otros grupos polares al poliestireno puede ser producida por irradiacidon gamma o beta.
Esta modificacion produce una superficie con excelentes propiedades para la captacion de moléculas

hidrofilicas (Harlow y cols., 1998; Ochoa y cols., 2000, Steinitz y Baraz 2000).
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La inmovilizacion del material bioldgico a emplear depende principalmente de las caracteristicas de
soporte solido, propiedades de la biomolécula, la concentracion de la biomolécula, el tiempo y la
temperatura del proceso en el recubrimiento, el empleo de soluciones reguladoras de pH

La concentracion optima de recubrimiento a una temperatura, tiempo y solucion reguladora de pH
definidos, habitualmente se determina cuando el punto de mayor del concentracion de la curva
estandar para el analito de empleado para este fin, se alcance en el ensayo la mayor sefial de
fluorescencia, generalmente mantenida a concentraciones superiores (“meseta”) (Harlow y cols., 1998;
Ochoa y cols., 2000, Steinitz y Baraz, 2000). En la practica se prefiere recubrir a un ligero exceso de
material bioldgico, siempre y cuando se cumplan las condiciones anteriores. Los posibles espacios
libres se bloquean con moléculas que no interfieran con el inmunoensayo enzimatico, como la
albumina sérica bovina, gelatina, leche descremada, caseina, sueros de diferentes especies animales y
el tween 20 que ademas de ser un efectivo detergente es un verdadero agente bloqueador (Lovborg,
1984; Tijssen, 1993; Steinitz y Baraz, 2000; Labsystems Research Centre, 1998; Suzuki y cols., 1997;
Ochoa y cols., 2000).

2.4.3. Mareaje de anticuerpos y sistema de deteccion.

Desde los afios 1930s se han realizado estudios para la evaluacion de la capacidad de los anticuerpos
de mantener sus funciones inmunoldgicas después de la manipulacion. Se han aplicado anticuerpos
marcados con enzimas, sustancias quimioluminiscentes sustancias fluorescentes para la deteccion de
diferentes antigenos (Reiner, 1930; Bronfenbrenner, 1930; Marrack, 1934; Eagle, 1936; Coons, 1971).
La utilizacion de antigenos y anticuerpos marcados con diferentes sustancias posibilito el desarrollo de
inmunoensayos ultrasensibles, que son capaces de detectar sustancias en el orden de los pocos
nanogramos por mililitro y a veces menos. Las técnicas ultrasensibles pueden en general agruparse de
acuerdo a la naturaleza del marcador empleado. Aunque la literatura recoge un nimero importante de
sustancias de diferentes naturaleza empleadas como marcadores de antigenos y anticuerpos, realmente
solo un grupo de ellas han devenido en métodos de inmunoensayo de gran aplicacion. Dentro de los
marcadores mas utilizados podemos sefialar los siguientes:

m Radioisétopos
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m  Enzimas

m lones lantdnidos

m  Sustancias fluorescentes

m Sustancias quimioluminiscentes
La utilizacion de enzimas como marcadores de antigenos, haptenos y anticuerpos con propositos de
inmunoensayos cuantitativos, se describié por primera vez de manera independiente y casi simultanea
por dos grupos de trabajo: (Engvall y Perlmann, 1971 y Van Weemen y Schuurs, 1971) apoyados en
los trabajos realizados por Nakane y Pierce en 1966 y por Catt y Tregear en 1967 marcando
anticuerpos con enzimas para estudios histoldgicos.
Se han presentado varios métodos para la unién de enzimas a los anticuerpos (Campbell y Bhatnagar,
1976; SufTin y cols., 1979; Johnson, y cols., 1980). La mayoria de ¢stos usan reactivos que forman
uniones covalentes entre la enzima y el anticuerpo. EI método del glutaraldehido, introducido por
Avrameas, ha sido el de mayor aceptacion (Avrameas y Ternynck, 1969; Avrameas, 1969a). El
glutaraldehido produce los complejos de la enzima- proteina con la preservacion parcial de actividades
enzimaticas e inmunologicas.
En 1979, se introdujo el uso de interaccidon avidina-biotina en las técnicas inmunoenzimaticas
(Guesdon y cols., 1979). La avidina es un glicoproteina (68 kDa) y la biotina es una vitamina soluble
en agua de pequefio tamafio (244 Da); existe una afinidad excepcionalmente fuerte entre estas
moléculas (constante disociacion 10" moles) lo cual se explota en las técnicas inmunoenziméticas
(Bayer y cols., 1979; Hsu y Raine, 1983). La aplicacion en los ELISA de este método de amplificacion
depende del anticuerpo biotinilado (Bayer y cols., 1979), del anticuerpo primario especifico o el
anticuerpo secundario marcado y de la enzima biotinilada o el conjugado avidina - enzima. No se ha
observado ninguna disminucién en la capacidad de reconocimiento antigeno - anticuerpo marcado con
biotina, comparandolos con los anticuerpos sin marcar (Guesdon y cols., 1979; Hsu y Raine, 1983;
Hsu, 1990). La avidina tiene un punto isoeléctrico alto de aproximadamente 10 y a pH neutro cambia
positivamente. Por consiguiente, puede unirse de forma inespecifica a las estructuras cargadas
negativamente como el nucleo. Otra desventaja es que la avidina es un glicoproteina y reacciona con

moléculas como las lectinas a través de los carbohidratos.
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La introduccion y sustitucion de la avidina por la estreptavidina ha superado las desventajas del
sistema de deteccion de avidina-biotina. (Buckland, 1986). La estreptavidina es una proteina (60kDa)
y al igual que avidina presenta una afinidad alta por la biotina. La estreptavidina tiene un punto
isoeléctrico cerca del pH neutro y por consiguiente posee solo unos pocos grupos que pueden
reaccionar a pH neutro. Ademas la estreptavidina no es un glicoproteina y por consiguiente no se une a
las lectinas. Una tercera desventaja, tanto de la avidina como la estreptavidina, es la union a biotina

endogena (Hsu, y Raine, 1990) problema que puede superarse bloqueando el sitio de union.

2.4.4. Inmunoensayos para el Hipotiroidismo congénito y la Fibrosis Quistica.

Los inmunoensayos son ampliamente usados en los laboratorios clinicos ya que son los mas eficientes
y seguros de los métodos analiticos disponibles. En la década pasada se perfeccionaron nuevos
sistemas y reactivos para inmunoensayos. La mayor tendencia ha sido alejarse de los ensayos en fase
liquida que involucran marcadores radioisotopicos y en su lugar se han desarrollado ensayos
homogéneos rapidos o de fase solida que resultan de facil operacion en cualquier lugar,
semiautomatizados o automatizados, ensayos precisos, confiables y capaces de medir los analitos de
interés en el orden de pico o atomoles. (Voller y cols., 1981).

Los ensayos disefiados para la cuantificacion de TSH y Tripsina se basan en el principio de doble
anticuerpo o “sandwich” en el cual el analito reacciona con un exceso de anticuerpo unido a la fase
solida. El segundo anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal conjugado con una enzima,
radioisotopos o con moléculas que tienen alta actividad de emision de luz (Crossly y cols., 1979).

En el campo del diagnostico durante muchos afios se emplearon antisueros policlonales obtenidos por
métodos convencionales a partir de la sangre de animales inmunizados. Estos antisueros atin cuando
estén dirigidos contra un mismo antigeno, en muchos casos no poseen la suficiente especificidad y
sensibilidad que requieren los ensayos modernos y ademas su caracter agotable hace dificil la
repetibilidad necesaria para muchas de sus posibles aplicaciones diagndsticas (Davis y Rao, 1984).
También presentan reactividades cruzadas imposibles de resolver cuando alguno de los determinantes

relevantes del antigeno posee una alta homologia estructural con los de otro antigeno.

25



Los problemas de falta de homogeneidad y reproducibilidad de los antisueros convencionales han sido
resueltos mediante preparaciones estables y reproducibles de AcM, con especificidad, afinidad y clase
conocidas, capaces de producirse de manera continua y controlada para garantizar su disponibilidad
permanente.

Los AcM no pueden reproducir enteramente el comportamiento observado con las preparaciones
policlonales y pueden tener un funcionamiento distinto en ensayos inmunologicos de diferentes tipos
dependiendo de las caracteristicas de la interaccion del par AcM-epitopo y de las alteraciones en la
afinidad que pueden producirse cuando los anticuerpos se unen a matrices o fases solidas (Zenke y
cols., 1991). La solucion de estos problemas es la combinacion controlada de diferentes AcM contra
un antigeno, hasta lograr una preparacion que posea las propiedades requeridas. El uso de mezclas de
anticuerpos monoclonales puede incrementar la sensibilidad de un ensayo hasta hacerlo comparable
con el ensayo biologico mas sensible (Fazekas de StG y Scheidegger, 1980). Por todas estas razones
los anticuerpos monoclonales se han convertido en un elemento importante del mercado

biotecnologico actual.

2.4.4.1. Inmunoensayos para el diagnostico del Hipotiroidismo Congénito.

Hasta la década del 79 y principios del 80 los radioinmunoensayos fueron los métodos mas usados
para la determinacion de TSH en el pesquisaje neonatal de HC. Sin embargo los problemas asociados
con los métodos radioisotopicos condujeron al desarrollo de nuevas metodologias que usan enzimas o
sustancias fluorescentes como marcadores (Engvall y Perlman, 1971; Woodhead y Weeks, 1991). Las
nuevas técnicas de ensayos para cuantificar TSH, tales como ensayos quimioluminiscentes,
inmunoensayos fluorimétricos de tipo ELISA son mas ventajosos ya que tienen buena sensibilidad y
no usan marcadores radioactivos (Camargo, 1991).

Las pruebas quimioluminiscentes son las menos utilizadas en el diagnostico de HC. En estos ensayos
una reaccion quimica, proporciona la energia necesaria para inducir la emision de luz en una molécula
y se utiliza generalmente una sustancia llamada luminol o éster de acridinio como marcador, lo cual le
proporciona buena sensibilidad a los mismos (Hemmila y cols, 1984; Torresani y Sherz, 1986a).

La metodologia de la fluorescencia resuelta en el tiempo o fluoroinmunometria de resolucion,

conocidos como ensayos DELFIA (Dissociation Enhancement lanthanide
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Fluoro Immuno Assay) (Torresani y cols., 1986b), utiliza iones lantdnidos como el europio, samario y
el terbio, que forman quelatos muy estables donde el tiempo de caida de la fluorescencia es muy largo,
lo cual permite un incremento considerable de la sensibilidad. Esta es una de las pruebas mas
utilizadas para el pesquisaje neonatal de HC.

Otros ensayos que son ampliamente utilizados para este propdsito son los inmunoensayos enzimaticos,
en los cuales la deteccion del compuesto a determinar se realiza al evaluar los cambios de
concentraciéon en el producto de una reacciébn enzimatica. Los ensayos inmunoenzimaticos
heterogéneos utilizan un soporte sélido en el cual se fija uno de los componentes de la reaccion
(Volbracht y cols., 1987) y es necesario la realizacion de lavados intermedios para separar los
componentes que han reaccionado con la sustancia fijada en el soporte, de los que no lo han hecho, sin
que se modifique la actividad de la enzima utilizada en el sistema. Son ensayos muy sensibles y
especificos. Dentro de estos se pueden citar los enzimoinmunoensayos (EIA), en los cuales el producto
de la reaccion provoca un cambio de color que puede medirse en un espectrofotometro (Tuuminen y
cols , 1991). También se emplean los inmunoensayos enzimaticos fluorescentes, que utilizan sustratos
fluorigénicos y la fluorescencia obtenida por la reaccion enzimatica se mide en un fluorimetro. Otros
ensayos con este mismo principio cuya fase solida son discos de papel de filtro con fibras de vidrio,
entre los que se encuentran los del sistema Stratus, son muy poco utilizados para el pesquisaje ya que
son muy costosos (Rugg y cols., 1988; Castiiieiras y cols., 1991).

Una variante de los inmunoensayos enzimaticos fluorescentes son los LIMELISA (Fernandez y cols.,
1991), cuya fase s6lida son tiras de ultramicroELISA que usan s6lo 10 fiL como volumen de reaccion,
lo cual los hace muy econdémicos y particularmente ideales para el pesquisaje.

En la actualidad los métodos diseniados para medir niveles de TSH en el diagnéstico neonatal de HC,
generalmente utilizan anticuerpos monoclonales o mezclas de ellos, bien en el recubrimiento de la fase
solida o acoplados al marcador. Algunas de las firmas comerciales que ofertan estuches para el
pesquisaje de HC en recién nacidos como la FUJIIREBIO INC, DELFIA y Labsystems utilizan un
sistema de doble anticuerpo, con lo cual han logrado incrementar la sensibilidad y especificidad de

estos ensayos (Torresani y Sherz, 1986a; Torresani y cols., 1986b, Tuuminen y cols., 1991).

27



Se ha cuantificado TSH, basicamente, por inmunoensayos. El radioinmunoensayo (RIA), si bien
constituyod en su momento un paso de avance tecnologico, limitaba la utilidad clinica de la TSH al
diagnédstico del Hipotiroidismo Primario (Odell y cols., 1965) El desarrollo de inmunoensayos no
competitivos tipo "sandwich" con potencialidades analiticas y clinicas superiores, ha ampliado la
utilidad clinica de esta prueba (Quinn y cols., 2002). Actualmente, estos ensayos son ampliamente
usados desplazando a los RiAs en la evaluacion de disfuncion tiroidea. Por sus caracteristicas, los
ensayos sandwich cumplen con una serie de directivas, tanto analiticas como clinicas, que los
catalogan de primera linea para la evaluacidon funcional tiroidea, de forma que permiten disefar
estrategias que proporcionan una maxima informacion con la mejor eficiencia y un minimo de costo
para la generalidad de las situaciones clinicas encontradas en las consultas de tiroides Los avances en
el campo de la metodologia diagndstica han permitido que hoy podamos contar con este tipo de
ensayo de mejor precision, especificidad, mayor amplitud de rango de trabajo, sensibilidades de 10 a
100 veces mejor que los RIAs y la posibilidad de realizar protocolos sencillos y rapidos (<3 hs) que lo

hacen muy practicos para la asistencia clinica.

2.4.4.2. Inmunoensayos para el diagnostico de la Fibrosis Quistica.

Existe el consenso de que el diagnostico de la FQ se debe basar fundamentalmente en la presencia de
uno o mas rasgos fenotipicos consistentes con la FQ como: enfermedad pulmonar obstructiva cronica
severa, enfermedad sinusal cronica, anormalidades gastrointestinales o nutricionales, azoospermia
obstructiva en varones (Mak y cols., 1999), sindrome de pérdida de sales, FQ en familiares de primer
grado y un ensayo de pesquisa neonatal positivo (TIR) (Larsen y cols., 1994; Stem, 1997; Rosemstein
y Curting, 1998).

Son necesarias pruebas de laboratorio que indiquen disfuncion del CFTR documentadas por una
concentracion de iones Cl- elevada en el sudor (prueba de sudor positiva, alteraciones caracteristicas
en el transporte i6nico a través del epitelio nasal (diferencia de potencial nasal transepitelial anormal)
(Knowles y cols., 1995) y mutaciones causantes de la enfermedad en ambas copias del gen CFTR
(Larsen y cols., 1994; Segal, 1999).

Para llegar al diagnostico de la FQ se emplean diferentes pruebas de laboratorio: Prueba del sudor,
para determinar las concentraciones de iones CP y Na en el sudor (Birnkrant y Stern, 1991; Callen y
cols., 2000); pruebas genéticas para determinar la presencia de alguna mutacion del gen CFTR (Dork

y cols., 1991) andlisis de semen en adultos para determinar
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azoospermia obstructiva, lo que se debe confirmar con una biopsia testicular (Handelsman y cols.,
1984; Mak y cols., 1999) prucba de la funcién pancreatica exocrina (Nousia- Arvanitakis y cols.,
1978, Blyte, 1984) medicion de la diferencia de potencial nasal (Knowles y cols., 1995) lavado
bronco-alveolar (Khan y cols., 1995). Estas pruebas deben combinarse para obtener un diagnostico
preciso sobre la presencia de la enfermedad.

La tripsina inmunoreactiva ha sido mediada por diferentes métodos en los ultimos 20 afios.
Inicialmente fueron empleados los ensayos de tipo RIA (Radioinmunoensayos) donde empleaban
anticuerpos policlonales (Crossly y cols., 1979).

Desde octubre de 1987 con el desarrollo de los ensayos de tipo inmunoenzimaticos empleando el
principio “sadwich” comenzaron a emplear anticuerpos monoclonales y en julio de 1992 los
fluoroinmunoensayos empleando diferentes anticuerpos monoclonales La combinacion de ensayos
TIR/ADN, que recientemente han demostrado su alta sensibilidad, debido al amplio rango de
mutaciones conocidas para la proteina CFTR y han sido designados como los ensayos mas efectivos,
para implementar en los programas de pesquisa neonatal, por la Conferencia Internacional de

Pesquisaje Neonatal de FQ (Seltzer y cols., 1991; Corbeta y cols., 2002).

2.5. Tendencias actuales en la Pesquisa Neonatal.

En los tltimos afios ha ganado terreno la conviccion de que la solucion global a diversos problemas de
salud solo puede alcanzarse mediante la realizacion de estudios a escala masiva, dependiendo del
desarrollo de métodos de Pesquisaje que estudien a todos los componentes del grupo poblacional
(Hannon y Therrell, 1991; Armas y cols., 1994; Rosenfeld y cols., 1997).

Los criterios aceptados para incluir una enfermedad en un programa de Pesquisa Neonatal para Errores
Congénitos del Metabolismo son los siguientes (Buist y Tuerck, 1992; Monagan, 2002).

1) La enfermedad resulta en una morbilidad (mental o fisica) y/o mortalidad severa si no se
diagnostica en el periodo neonatal.

2) El diagndstico clinico por un simple examen fisico no es totalmente efectivo y no se podria
identificar la enfermedad.

3) Existe disponible el tratamiento efectivo

4) Existe una mejoria significativa con el tratamiento temprano.
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5) La enfermedad tiene una incidencia relativamente alta.

6) Existen métodos de deteccion simples, rapidos, confiables y baratos.

2.5.1. Programas de Pesquisa Neonatal de Hipotiroidismo Congénito.

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda la realizacion de pesquisajes masivos como “Una
actividad primaria en medicina preventiva y como contribuciéon a la recoleccion de informacion
cientifica sobre una poblacion asi como a la practica inmediata de salud publica (Hannon y Rherrell
1991; Fernandez y cols., 2002).

Ellos exploran los riesgos individuales de una poblacion dada y una vez encontrados, se requiere de
pruebas confirmatorias y el diagnostico. El pesquisaje clasico en una poblacion de recién nacidos, se
lleva a cabo para enfermedades clinicamente no detectables y que sean tratables antes que los efectos
sean irreversibles.

El Hipotiroidismo Congénito retne todos los criterios para incluir esta enfermedad en un programa de
pesquisa neonatal para errores congénitos del metabolismo (Buist y Tuerck, 1992).

La escasez de signos y sintomas clinicos en el recién nacido en los primeros momentos de la vida y la
necesidad de comenzar un tratamiento temprano para prevenir el retardo mental aparejado con la
disponibilidad de métodos altamente sensibles para la medicion de T4 y TSH en liquidos biologicos,
condujo al desarrollo de programas experimentales de pesquisa de HC en neonatos en Québec (1972) y
Pittsburgh (1973) seguidos por programas regionales en los estados de Oregon y Nueva Inglaterra en
los Estados Unidos (Fisher y cols., 1979). Estos programas comenzaron la pesquisa basandose en la
determinacion primaria de tiroxina.

Teniendo en cuenta que el déficit de hormonas tiroideas condiciona un aumento en la secrecion de
TSH en sangre, Irie y colaboradores desarrollaron un programa con objetivo similar pero
fundamentado en la determinacion de esta Gltima hormona (Fernandez y cols., 2002). Los trabajos
posteriores de Naruse y colaboradores (Naruse, 1983) favorecen la utilizacion de la determinacion de
TSH sobre la determinacion de T4 en el diagnostico precoz de HC. El uso de la TSH posibilita ademas
la confirmacién del diagnodstico de HC primario y disminuye el nimero de resultados falsos positivos

en el pesquisaje cuando se utiliza T4 como determinacion primaria.
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En los programas de pesquisaje de HC se utilizan dos tipos de muestras para el diagnostico, en
dependencia de la estructura establecida para los mismos (Pass, 1996). En la mayoria de los paises se
utilizan muestras de sangre seca sobre papel de filtro, obtenidas por puncién del talén del recién
nacido entre el tercer y séptimo dia de vida (Lemonnier y cols., 1996) lo cual ofrece algunas ventajas:
*  No interfieren factores perinatales en la determinacion de TSH, ya que la muestra no se toma
del corddon umbilical y se reduce considerablemente el niimero de nifios a recitar para la
confirmacion.
»  La utilizacion de muestras de sangre seca colectadas sobre papel de filtro facilita la extraccion,
manipulacion, transporte y conservacion del material biologico.
* El pesquisaje puede realizarse en regiones de dificil acceso o en lugares con recursos
limitados.
El Programa Cubano se inici6 a partir del 1986, después del desarrollo en Cuba de un ensayo
inmunoenzimatico para la deteccion de la hormona estimulante del tiroides, TSH, usando placas
de UltramicroELISA con los fundamentos tecnologicos establecidos para el SUMA
(American Academy of Pediatrics, 1993).
Los casos positivos (TSH > 30 mUI/L) son citados a la consulta con el pediatra endocrindlogo para su
evaluacion integral y se toma una segunda muestra del talon; simultineamente se le indica tratamiento
preventivo con levotiroxina hasta que se reciba el resultado de la segunda muestra. Si esta muestra es
normal, se suspende el tratamiento. Si se confirma la segunda prueba como positiva, se establece el
diagndstico de Hipotiroidismo Congénito.
En algunos paises como Cuba se utilizan muestras de suero del cordon umbilical, lo cual es posible ya
que casi el 100% de los partos son institucionales y de esta forma se garantiza el pesquisaje a todos los
recién nacidos. En este caso la toma de la muestra es muy precoz lo cual garantiza el diagndstico y el
tratamiento oportuno de los nifios afectados (Guell y cols., 1988).
A pesar del evidente beneficio que implican para el nifo, la familia y la sociedad la disponibilidad de
tales programas, esto ha sido un privilegio para paises con alto grado de desarrollo econémico debido
en parte al alto costo de los reactivos necesarios para ejecutarlos. La organizacion de programas con

caracter masivo en paises en vias de

31



desarrollo se ha dificultado no s6lo por las condiciones econdmicas y sociales, sino por la carencia de
un sistema analitico capaz de combinar ensayos econémicos con tecnologia avanzada.

En Latinoamérica la pesquisa de HC se inicié en San Paulo en 1976. En el 4" Congreso de la
Sociedad Internacional de Pesquisaje Neonatal (ISNS) realizada en Estocolmo, Suecia en junio de
1999, los representantes de los paises de América Latina presentes (Cuba, Chile, Uruguay, Costa Rica,
Brasil, Argentina y México) aportaron sus datos para tener un panorama de la situacion del pesquisaje
de HC en estas areas. Mas de 6 000 000 de nifios nacen cada afio en estos paises y solo 3 251 000 eran
pesquisados (53.5% del total) (Iorcansky, 1999). Los porcentajes de cobertura son variables: Cuba
98%; Chile 96.5%; Uruguay 99%; Costa Rica 91%; Brasil 60%; Argentina 44.5% y México 38.6%.
En nuestro pais el desarrollo del Sistema Ultramicro Analitico (SUMA) cred las bases para el
establecimiento de programas masivos orientados al diagnoéstico de errores congénitos. La
introduccidon de esta tecnologia en otros paises, principalmente de América Latina, ha permitido la

creacion y desarrollo de programas dirigidos al diagnostico neonatal preventivo (Prometa, 2000).

2.5.2. Programas de Pesquisa Neonatal de la Fibrosis Quistica.

El objetivo de la pesquisa neonatal es diagnosticar y prevenir las consecuencias graves de las
enfermedades heredo-metabdlicas antes del desarrollo de la sintomatologia clinica. Existe el consenso
en la necesidad de contar con sistemas de pesquisa de estas enfermedades que sean simples,
confiables, economicos y que permitan estudiar a grupos relativamente grandes de la poblacion
(Armas y cols., 1994; Rosenfeld y cols., 1997; Murray, 1999).

Pocas enfermedades retinen todos los criterios para ser incluidas en un programa de pesquisa masivo.
La pesquisa del hipotiroidismo congénito y la fenilcetonuria constituyen los programas mas
extendidos en el mundo y cuentan con una experiencia de tres decadas de funcionamiento (Monaga,
2002). Actualmente en muchos paises se ha incluido la pesquisa de otras enfermedades, entre las que
se encuentra la FQ (Abreu y Dodge, 1996; Serra-Pratt, 2000).

Sin una estrategia de deteccidn precoz, la FQ se suele diagnosticar hacia los 3 ¢ 4 afios de vida (Farrel

y Mischler, 1992; Serra-Pratt, 2000). En ese momento los pacientes ya pueden
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presentar sintomas graves de la enfermedad Es por esto que la pesquisa neonatal y el diagndstico
temprano de la enfermedad permiten mejorar la calidad y la esperanza de vida de los pacientes
(Audrézet y cols., 1993; Hasselbald y Hedges, 1995; Stern, 1997).

Desde los afios 90 del pasado siglo, se han establecido diversos protocolos de pesquisa de la FQ,
considerando las siguientes estrategias: 1) una sola determinacion de TIR durante la primera semana
de vida (Rock y cols., 1990; Flume y cols., 2001); 2) realizacion de una primera determinacion de TIR
durante la primera semana de vida y en los recién nacidos con una pesquisa positiva, realizacion de
una segunda determinacion de TIR en otra muestra de sangre un mes mas tarde, 3) combinacion de la
determinacion de TIR vy el estudio de mutaciones especificas del acido desoxirribonucleico (ADN) en
una misma muestra de sangre obtenida durante la primera semana de vida (Rock y cols., 1989, Gregg
y cols., 1997; Serra-Pratt, 2000).

Contar con ensayos que permitan el diagndstico de la FQ en muestras de sangre seca sobre papel de
filtro de recién nacidos, es una herramienta valiosa en los programas de deteccion temprana de

enfermedades metabdlicas heredables (Peres y cols., 1990; Murray, 1999).

2.6. El costo- beneficio de los programas de pesquisa neonatal.

Varios estudios han sido realizados acerca de la relacion costo-beneficio de los programas de pesquisa
de HC de recién nacidos en EE.UU. y Canada (OMS, 1991). El costo beneficio en la mayoria de los
casos se basa en un estimado de la carga que representa para la sociedad un retardado mental que
necesita de cuidado institucional

Todos los estudios demuestran un ahorro sustancial para la sociedad sin considerar la contribucion de
una mejor calidad de vida para el nifio y la familia. La oficina americana de asesoria tecnoldgica
reporta que por cada caso detectado se ahorran 93 000 dolares estadounidenses, cuando se comparan
con nifios que requieren de cuidados especiales al no ser detectados por el programa (OMS. 1991;

Pollit RJ, 1997).
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3.

MATERIALES Y METODOS

3.1. Antigenos

1- . Subunidad B-TSH comercial (SCRIPPS, San Diego) con mas del 95% de pureza

2- . Tripsina-1 comercial (SCRIPPS, San Diego) con mas del 95% de pureza.

3- . Tripsindégeno purificado por inmunoafinidad con mas del 90% de pureza (Centro de

Inmunoensayo, Habana).

3.2. Inmunizacion y generacion de los hibridomas.

Se inmunizaron ratones BALB/c con 50ug de antigeno segliin el esquema, diluidos con solucion
fosfato salino 0,15mol/L, pH 7.3 (SFS) mezclado con igual volumen de adyuvante completo de
Freund (Sigma) por via subcutanea. Se repitid esta dosis a los 21, 42 y 63 dias con adyuvante
incompleto por via intraperitoneal y siete dias después se extrajo la sangre del seno retroorbital para
analizar los titulos de los anticuerpos especificos.

Los procedimientos generales seguidos para la obtencion de los hibridomas se desarrollaron segun lo
descrito por Kohler y Milstein (1975) con algunas modificaciones (Acosta cols., 2000a). Los
esplenocitos de los ratones con mayor titulo fueron fusionados con la linea de mieloma murino no
secretor P3-X63.Ag8-653 usando polietilen glicol (PM 1500 Sigma). Las células se cultivaron durante
diez dias en placas de 96 pozos (Greiner) con medio selectivo DULBECCO F12 (Gibco) que contenia
hipoxantina-aminopterina-timina (HAT, Sigma), pasado este tiempo se comenzd a retirar la
aminopterina del medio. La presencia de anticuerpos especificos en los sobrenadantes de cultivo se
evalué cuando se observaba un crecimiento celular que cubria aproximadamente 2/3 partes del pozo

cultivado.

3.2.1. Pesquisaje y clonaje de los hibridomas.

La seleccion de los cultivos secretores de anticuerpos especificos a la p-TSH, Tripsina-1 y
Tripsindgeno se realiz6 mediante UMELISA.

Para el pesquisaje de los cultivos secretores de la primera fusion (inmunogeno P-TSH) se recubrieron
las placas UMELISA (Greiner), con una concentracion proteica de 1 pg/mL en solucion reguladora
Na,COs, 2.93g de NaHCO03 y 0.2g NaN3, para 1 litro de agua destilada, pH 9.6, durante toda la noche
(TN, 16-18 horas) a 4°C.
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En el caso del pesquisaje de los cultivos secretores de la segunda y tercera fusion (inmundgenos
Tripsina-1 y Tripsindgeno) se recubrieron las placas con Tripsina-1 comercial a una concentracion
proteica de 4 pug/mL en SFS, pH 7.2, durante 4 horas a temperatura ambiente (TA, 20-25°C).
Concluido el tiempo de incubacion del recubrimiento se realizé el lavado de las placas sensibilizadas
con SFS, pH 7.2, Tween 20, al 0.05%. Seguidamente las placas se preservaron con solucion de
bloqueo (SFS, pH 7.2, Tween 20, al 0.05%, suero de albumina bovina (SAB) al 1% y sacarosa 2%)
durante 1 h a TA. Se aspir6 la solucion de bloqueo y se secaron las placas a 37°C durante 2 horas. Las
placas se sellaron herméticamente, empleando la termoconformadora Compaker 5, en una cubierta de
cloruro de polivinilo y papel de aluminio, adicionandole silica gel como desecante. Las placas selladas
son conservadas entre 2-8°C hasta su uso.

El procedimiento de montaje de la prueba fue el siguiente:

Se aplicaron 10 pL los sobrenadantes de cultivo puros o diluidos 1:2 con Tris-HCI1 0.05 mol/L, pH 7.8
y se incubaron por 2 horas a 37°C en camara himeda A continuacion las placas se lavaron 4 veces
empleando el lavador automatico MAS 301 (Centro de Inmunoensayo (CIE), Habana, Cuba) y se
incubaron por 1 h a 37°C con 10 uL con una solucion de conjugado (anticuerpos de carnero anti-IgG
de raton unido con fosfatasa alcalina, CIE, Habana). Las placas se lavaron nuevamente y se afladieron
10 puL por pozo del sustrato 4 metil-umbeliferil.fosfato Smmol/L, en solucion reguladora
dietalonamina 0.92mol/L, MgCL2 0.72mmol/L, NaN; 7mmol/L, pH 9.8. La fluorescencia producto de
la reaccidon se midio al cabo de los 30 minutos de incubacion a TA empleando el lector Fluorimetro-
Fotometro PR-501 (CIE, Habana). Los pocilios con una fluorescencia 3 veces superior al control
negativo (sabrenadante de mielona no secretor X63) se consideraron positivos. Como control positivo
se empled en el caso del pesquisaje de los anticuerpos especificos a la B-TSH un AcM comercial
(ICN, Biochemical, Finlandia) a una concentracion de 0.5 pg/ml, mientras que en el pesquisaje de los
anticuerpos especificos a la Tripsina o Tripsindgeno se utilizé un AcM comercial de la firma Bioclon
(Autralia) a una concentracion de 0.5ug/mL.

De cada fusion se seleccionaron los hibridos positivos y se clonaron al menos dos veces por dilucion

limitante (Campbell, 1991a, 1991b).
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3.3. Determinacion de la clase, subclase y tipo de inmunoglobulina de cada AcM.

La clase, subclase de inmunoglobulina se determino a partir de los sobrenadantes de cultivo de los
hibridomas, por inmunodificiéon doble en gel de agar (Ouchterlony y Nilsson, 1973) con empleo de
sueros clasificadores anti-lg de raton comercial (Sigma). Para este ensayo los sobrenadantes
se concentraron 20 veces para el ensayo. Adicionalmente se empled el estuche de anti-
subclases (Calbiochem) con algunas modificaciones para ser empleadas las placas de UMELISA y la
tecnologia SUMA. La modificacion consistid en el empleo de anticuerpos de carnero anti-lg
de conejo conjugados a fosfatasa alcalina (en lugar del conjugado ofertado en el estuche) para ser

utilizado en la lectura el fotometro-Fluorimetro PR 501.

3.4. Produccion de liquido ascitico y purificacion de los AcM

Para la produccion de liquido ascitico, a partir del cual purificar los AcMs, se emplearon ratones
BALB/c (CIE, Habana) tratados diez dias antes con adyuvante incompleto de Freund (Sigma). Se
utilizaron 20 animales por grupo y se inocularon con 0.5 ¢ 1,5x10° células por animal. El liquido
ascitico se obtuvo por puncion abdominal, este se sometid a centrifugacion para eliminar residuos de
fibrina, y se conservo a -20°C hasta su empleo. La purificacion de los AcMs a partir de liquido
ascitico, se realizo mediante cromatografia de afinidad en columna de Sepharosa-Proteina A CL 4B
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Se empleo una solucion de glicina 1.5mol/L, pH
8.9 en el paso de adsorcion. Los liquidos asciticos se diluyeron 1:2 con esta misma solucion. La
elucion de cada subclase de anticuerpo se realizé con acido citrico 0. Imol/L a pH 6 para IgGl y pH 5
para 1gG2a. Se estim6 la concentracion de AcM por mL de liquido ascitico a partir del recobrado
obtenido en la purificacion. La concentracion del AcM purificado se determind por la medicion de la
densidad optica a 280nm y la especificidad se confirmo mediante la técnica de UMELISA descrita en
el acapite 3.2.1 pero empleando como antigenos para el recubrimiento de las placas moléculas

relacionadas estructuralmente como se describe en el siguiente acapite.
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3.5. Ensayos de UMELISA para la determinacion de la especificidad de los AcM obtenidos.

Para la realizacion del UMELISA indirecto las placas de poliestireno de alta captacion de %
posiciones con capacidad maxima de 30UL producidas (Firma Greiner, Alemania) fueron recubiertas
de forma pasiva con los Ag de interés.

Para la evaluacion de la especificidad se emplearon las hormonas FSH, LH (Sigma) y hCG
(Laboratorio de Purificacion de Proteinas, Centro de Inmunoensayo). El procedimiento de
recubrimiento y montaje del ensayo se describio en el acapite 3.2.1.

Para la evaluacion de la especificidad de los AcMs anti Tripsina se emplearon proteinas estructural
mente relacionadas: o,-antitripsina-Tripsina, o-quimotripsindgeno A tipo II (bovino), a-
quimotripsinogeno tipo I-S (bovino), a-quimotripsindgeno tipo VII (bovino), fosfolipasa Az (bovina),
quimotripsina (humana), tripsina tipo IX (porcina), tripsina tipo XI1 (bovina), tripsindgeno (bovino)
todas ofertadas por la firma Sigma. El procedimiento de recubrimiento y montaje de ios ensayos se

describid en el acapite 3.2.1.

3.6. Conjugacion de anticuerpos policlonales anti cadena a TSH con la fosfatasa alcalina.
Los anticuerpos policlonales obtenidos en carnero anti cadena a-TSH (Producidos en el Vivario,
Centro de Inmunoensayo) se unieron covalentemente a la enzima fosfatasa alcalina mediante el

procedimiento de conjugacion con glutaraldehido en un paso (Avrameas, 1969a).

3.7. Conjugacion de la Tripsina a biotina.

La tripsina-biotina fue preparada segin el método descrito por Bayer y Wilchek, 1996. El
procedimiento de biotinilacion fue optimizado por el Laboratorio de Purificaciones del Centro de
Inmunoensayo, empleando una relacion molar de 80 ug de biotina por cada mg de Tripsina en SFS,

0.15mol/L, pH 7.2.

3.8. Preparacion del conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina.
El conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina fue preparado segin el método del glutaraldehido en un
paso (Avrameas, 1969a). Para la conjugacion se sigui6 el procedimiento optimizado en el Laboratorio

de Pesquisaje Neonatal del Centro de
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Inmunoensayo, empleando una relacion molar de 4 mg de fosfatasa alcalina por cada mg de
estreptavidina.
Se prepara una dilucion intermedia de 1:4700 del conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina con SFS,

0.15mol/L, pH 7.2.

3.9. Reconocimiento de los antigenos en solucién por los diferentes AcM.
Tomando en consideracion que se pretendia seleccionar AcM utiles para el disefio de técnicas
inmunoenzimaticas de tipo “sandwich”, se evalué la capacidad de los AcMs de reconocer los

antigenos en solucion.

3.9.1. Reconocimiento de la Tripsina en solucion.

La capacidad de capturar al antigeno por los diferentes AcM anti-Tripsina se determinoé recubriendo
las placas de poliestireno (Greiner) con los AcM por separado en solucion reguladora Tris-HCI
0.05mol/L, pH 8.0, a una concentracion fija de Sug/mL, y se bloquearon con solucion de preservo
(acapite 3.2.1). A continuacion se afadieron a cada pozo 10uL, de antigeno biotinilado (Tripsina -
biotina) a concentraciones que oscilaron entre 250 y 0.5ng/mL en SFS-SAB 1% y se incub6 durante
TN a TA. Luego de varios lavados, se aplico 10 uL del conjugado estreptavidina/Fosfatasa alcalina ha
una dilucidn 1:100 000 y después de un nuevo lavado, la técnica se desarrolld acorde a lo descrito en
al acapite 3.2.1. Para la evaluacion se estimé el valor de R% y el analisis de varianza para la docima de

la pendiente y la falta de ajuste (Serret y Rosales, 1997; Statgraphics© plus for Windows TM, 1998).

3.9.2. Reconocimiento de la TSH en solucion.

La capacidad de capturar al antigeno por los diferentes AcMs anti P-TSH se determiné recubriendo las
placas de poliestireno (Greiner) con los AcM por separado y una mezcla relacion 1:1 de los AcM 2C1-
G10 y 4A2-A8, en solucion reguladora Tris-HCI 0.05mol/L, pH 8.0, a una concentraciéon fija de
Sug/mL, y se bloquearon con solucion de bloqueo (acapite 3.2.1). A continuacion se anadieron a cada
pozo 10 uL de TSH a concentraciones que oscilaron entre 200 y 10mUI/L en Tris HCL 0.05mol/L, pH
7.8, y se incubd 2 horas a 37°C. Luego de varios lavados, se aplico 10 pL de una solucion de
anticuerpos de carnero anti a-TSH conjugados a fosfatasa alcalina a una dilucion 1:15000. Después de

lavar varias
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veces, la técnica se desarrolld acorde a lo descrito en al acapite 3.2.1. Para la evaluacion se estimo el
valor de R y el analisis de varianza para la docima de la pendiente y la falta de ajuste (Serret y cols,

1997, Statgraphics® plus for Windows TM, 1998).

3.9.3. Determinacion del reconocimiento de epitopos.

Para la determinacion del reconocimiento de epitopos seguimos diferentes estrategias:

a) Ensayo de competencia (inhibicion), se emplearon placas de UMELISA recubiertas con 5fig/mL
del AcM 1 en solucion reguladora Tris-HCI 0.05mol/L, pH 8.0. Como control se empleo ¢l antigeno
(Calibrador TSH 200mUI/L) en solucion reguladora SFS 0.15mol/L, pH 7.2 y un conjugado policlonal
anti o-TSH a una dilucion 1:15000 (Laboratorio de Pesquisaje Neonatal, Centro de Inmunoensayo,
Cuba). La solucion de antigeno fue preincubada en solucion con el segundo AcM (AcM 2, 10ug/mL)
durante 1 ha 37°C y se aplica a la placa de reaccion recubierta con el AcM 1. La incubacion se realizd
durante 2 horas a 37°C en camara humeda. Se calculo el porcentaje de inhibicion de union (I) del
AcM2 preincubado con el antigeno, I=100-(Flu. jxI00/Flu. ) donde Flu; = fluorescencia de la mezcla
de AcM vy antigeno, Flu.,.x fluorescencia del AcM en ausencia del AcM 2. Se consideraron positivos
porcentajes de inhibicion de la unidén del AcM 2 mayores del 50%.

b) Ensayo de competencia (inhibicion), empleando placas de UMELISA recubiertas con el AcM
1(5pg/mL) en solucion reguladora Tris-HC1 0.05 mol/L pH 8.0. Como control se empled 125ng/mL de
Tripsina-biotina en solucion reguladora SFS 0.15mol/L, pH 7.2. Adicionalmente se utilizd en esta
prueba el AcM comercial de la firma Bioclon (Australia). La solucion de antigeno es preincubada en
solucion con el segundo AcM (10ug/mL AcM 2) durante 1 h a 37°C y se aplica a la placa de reaccion
recubierta con el AcM 1. La incubacion se realizd durante TN a TA en camara hiimeda. El
procedimiento del calculo del porcentaje de inhibicion se realizé segin lo descrito anteriormente.

c) Técnica de Dot Blot. La estructura lineal o conformacional de los epitopos identificados por los
diferentes AcM, anti-Tripsina se evalud mediante la técnica de Dot Blot. Se prepararon dos soluciones
de Tripsina, a una concentracion final de Sug/mL, como sigue: Solucidn 1- Solucion reguladora salina

fosfato (SFS) 0.15mol/L, pH 7.2 (Antigeno sin desnaturalizar).
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Solucion 2 - Solucién reguladora salina fosfato (SFS) con B-mercaptoetanol calentada por 5 minutos a
100 °C (Antigeno desnaturalizado).

Se aplicaron al vacio 100 puL de estas soluciones sobre una membrana de nitrocelulosa. Como
antigeno no relacionado se empleo SAB a la concentracion y variantes ya descritas para el Antigeno.
La nitrocelulosa se incub6d 30 minutos a TA con una solucion de preservo (SFS-ASB al 1%, sacarosa
2%). Luego se afiadieron por separado cada uno de los AcMs a 5Spg/mL en SFS, incubando la
membrana durante 30 minutos TA. El siguiente paso consistio en lavar la nitrocelulosa con SFS-T 5
veces, seguido por la adicion de un conjugado anticuerpos de carnero anti-lgG de raton/fosfatasa
alcalina (Laboratorio de Purificaciones, CIE), diluido 1:4000 en SFS, pH 7.2 y se incub6 30 minutos a
TA. Se repiti6 el lavado y se afiadi6 el sustrato de deposito de la fosfatasa alcalina (BCIP/NBT de la

Sigma) 10 minutos, al cabo de lo cual se detuvo la reaccion lavando con agua destilada.

3.10. Preparacion de los AcM anti-Tripsina 3H9 y 2G6 biotinilados.

Los anticuerpos biotinilados fueron preparados segin el método descrito por Bayer y Wilchek, (Bayer
y Wilchek, 1996). El procedimiento de biotinilacion fue optimizado por el Laboratorio de Hepatitis
del Centro de Inmunoensayo, empleando una relacién molar de 80 pg de biotina por cada mg de AcM

anti-Tripsina 2G6 o 3H9 en solucion reguladora SFS 0.15mol/L, pH 7.2.

3.10.1. Determinaciéon del reconocimiento de la Tripsina por los AcM 2G6-Biotina y
3H9-Biotina.

Se emplearon placas recubiertas con 4ug/mL de Tripsina comercial a segun lo descrito en el acapite
3.2.1. Se aplicaron 10 pL del AcM 2G6-biotina o 3H9-biotina convenientemente diluido (desde 1
fig/mL hasta 0.05 pg/mL. Luego de la incubacion (Ih a TA) y varios lavados se aplico el conjugado
estreptavidina/fosfatasa alcalina 1:100 000. Una vez concluido un nuevo ciclo de lavados se siguio el
ensayo segun lo descrito en el acapite

3.2.1. Para la evaluacion se estim6 el valor de R?, y el analisis de varianza para la docima de la

pendiente y la falta de ajuste (Serret y Rosales, 1997; Statgraphics® plus for Windows TM, 1998).
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3.11. Determinacion de la constante de afinidad.
La determinacion de la constante de afinidad (Kaf) se realizé mediante una modificacién del método
descrito por Beattly y cols.,(1987) para ser empleado el sistema SUMA
El recubrimiento de las placas de UMELISA se realizd empleando las soluciones reguladoras
establecidas en el acapite 3.2.1 utilizando diluciones seriadas de B-TSH desde 1ug/mL hasta
0.125ug/mL o Tripsina desde 4ug/mL hasta 0,5ug/mL. Posterior a la incubacion del recubrimiento se
realizd el lavado de las placas ajustado a un ciclo de lavado con la solucidon reguladora SFS
0,01mol/L; pH 7,2. Las diluciones seriadas de los AcMs (solos o acoplados a biotina en el caso de los
AcM anti Tripsina) en evaluacion se realizaron con la solucion reguladora SFS 0.01mol/L, 30
minutos, antes de ser aplicada en la placa de reaccion, cubriendo un rango desde 2 hasta
0.00175fig/mL. Las placas fueron incubadas durante Ih a 37°C en camara himeda. Posterior a la
incubacion se realizaron 4 ciclos de lavado para eliminar los componentes no fijados. Se empleo al
conjugado de los anticuerpos de carnero anti-IgG de raton /Fosfatasa Alcalina (0.5ug/mL). La
incubacion del conjugado se realizd durante 1h a 37°C en camara hiumeda, el lavado de las placas asi
como las siguientes etapas del montaje se realizd segun lo descrito en el acapite 3.2.1.
El ensayo se realizoé durante tres dias consecutivos empleando tres réplicas y se determind la Kaf
segun la formulacion realizada por Beattly. La media de los valores de fluorescencia obtenidos se
representd en un eje de coordenadas en funcién del logaritmo de la concentracion de anticuerpo para
obtener una serie de curvas sigmoides.
La determinacion de la Kaf se realizd a partir de la concentracion de anticuerpo correspondiente al
50% de fluorescencia y se relaciond cada una de las curvas con la obtenida a la mayor concentracion
de antigeno. Para el calculo se empled la siguiente formula:

Kaf = (n-1)/2(n[ Ab']t-[ Ab]t)
donde: n = [Ag]t/[Ag']t

[Ab]t = Concentracion total de anticuerpo que corresponde al 50% de fluorescencia en la
curva con la mayor concentracioén de antigeno de recubrimiento.

[ Ab']t = Concentracion total de anticuerpo que corresponde al 50% de fluorescencia en la

curva que s€ compara.
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3.12. Determinacion del punto isoeléctrico.
La determinacion del punto isoeléctrico (p 1.) se realizd empleando el procedimiento descrito en el

manual de usuario del PHAST SYSTEM (Suecia).

3.13. Estudio de los AcIVfs como inniunoligando.

3.13.1. Seleccion del AclM con caracteristicas adecuadas para inmunopurificar
Tripsina a partir de pancreas mediante un sistema UMELISA.

El procedimiento de montaje fue el siguiente: A las placas recubiertas con los AcMs se afiadio la
Tripsina conjugada a biotina a una concentracion de 125ng/mL en SFS-SAB 0.1%, y se incubd
durante TN a TA. Seguidamente se prob¢ la elucion del antigeno biotinilado anadiendo 10 pL/pozo de
glicina, 0.2mol/L pH 2.8, durante 1 h a 37°C, o SFS, pH 7.4. Luego se continué el desarrollo de la
técnica segun lo reportado en el acapite 3.2.1. En este ensayo, la condicién de elucion minima es
aquella cuando se emplea en la elucion SFS pH 7.4 (control negativo), por lo que la fluorescencia
obtenida sera maxima. En consecuencia, los resultados del experimento se expresaron para cada AcM
como:

CCE = 100 - (Flu luego de eluir con glicina 0.2 mol/L /Flu luego de eluir con SFS) x 100 CCE.
Capacidad de Captura y Elucion del AcM en cuestion, expresado en %.

Flu: Fluorescencia.

3.13.2. Empleo de AcM para la Purificacion de Tripsina por Inmunoafinidad.

El AcM 3H9 purificado a partir de liquido ascitico se acoplé a la Sepharosa CL 4B activada con
bromuro de ciandgeno, a 20mg de AcM por mg de gel seco, de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante (Pharmacia Biotech AG, Suecia).

Se determind el porcentaje de union del AcM a la matriz mediante un ensayo UMELISA para la
cuantificacion de la IgG de ratdn descrito en el siguiente acapite.

El material de partida a purificar fue tejido pancreatico, se utilizo polvo de acetona (que contenia
tripsina a menos de un 5% de pureza). La solucion de acoplamiento fue SFS, pH

7.2. en presencia de un inhibidor de proteasas (PMSF) 174mg/L. El material a purificar se aplico a la
columna a 0.32mL/minutos Se realiz6 el lavado con NaCl 0.01 mol/L. Para la elucion empleo glicina
0.2mol/L, pH 2.8, a un flujo de 0.5mL/minutos. El eluato se dializé inmediatamente en solucidén

reguladora SFS 0.1 mol/L pH 7.0, PMSF 174mg/L. Todo el
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proceso se controlé mediante un medidor de absorciéon UV situado en linea y un registrador. La
concentracion se determind mediante la técnica de Lowry y cols., (1951) donde se emplea SAB como
curva patron.

El porcentaje de pureza se calculd mediante una electroforesis en gel SDS-poliacrilamina 12,5%,
segun el procedimiento empleado en el laboratorio de Purificacion de Proteinas, Centro de

Inmunoensayo.

3.13.3. Seleccion del AcM con caracteristicas adecuadas para inniunopurificar TSH a partir de
Hipofisis mediante un sistema UMELISA.

Los AcMs con caracteristicas adecuadas para inmunopurificar TSH a partir de hipofisis se
seleccionaron mediante un sistema UMELISA en el cual las placas (Greiner) se recubrieron de manera
independiente con 15 pL/pozo de una solucion de 10 pg de cada AcM por mL de Tris-HCI 0,05 M,
pH 8.0, durante toda la noche a 4°c. Luego de bloquear con PBS-BSA 1 % sacarosa 5 % durante 1
hora a TA, se afadi6 a las placas las hormonas glicoproteicas aplicando el estandar F el cual presenta
una concentracion de 48 mUI/L (4,8 ng/mL).

La incubacion de la TSH del estandar se realizé durante 2 horas. Seguidamente se probd la elucion del
antigeno afiadiendo 10 uL/pozo de Glicina, 0.2M pH 2.8, durante 1 hora a 37°C, NaCl 1M glucosa 10
mM o de PBS pH 7.4 y luego de una incubacién de 1 hora para TSH se realizé el lavado con Tris
HCL pH 7.4. Seguidamente se afiadié el conjugado policlonal anti subunidad a para TSH en a las
placas recubiertas con los AcM anti p-TSH 2C1-G10, 4 A2-A8, 10G8-F4. Seguido de un nuevo
lavado se continud el desarrollo de la técnica con la adicion del sustrato especifico de la fosfatasa
alcalina.

En estos ensayos, la condicion de elucion minima es aquella que se produce en PBS pH 7.4 (control
negativo), por lo que la fluorescencia obtenida sera maxima. En consecuencia, los resultados del
experimento se expresaron para cada AcM como:

CCE = 100 - (Flu luego de eluir con Glicina 0.2 M /Flu luego de eluir con PBS) x 100 donde CCE es

la Capacidad de Captura y Elucion del AcM en cuestion, expresado en %. Flu es la fluorescencia.
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3.13.4. Empleo de AcM para la Purificacion de TSH por Inmunoafinidad.

El AcM 10G8-F4 purificado a partir de liquido ascitico se acoplo a la Sepharosa CL 4B activada con
bromuro de ciandgeno, a 20mg de AcM por mg de gel seco, de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante (Pharmacia Biotech AG, Suecia).

Se determind el porcentaje de unidon del AcM a la matriz mediante un ensayo UMELISA para la
cuantificacion de la IgG de ratdn descrito en el siguiente acapite.

El material de partida a purificar fue tejido de hipofisis, se utilizo polvo de acetona (que contenia TSH
a menos de un 5% de pureza). La solucion de acoplamiento fue SFS, pH 7.2. El material a purificar se
aplico a la columna a 0.32mL/minutos Se realiz6 el lavado con NaCl 0.01 mol/L. Para la elucién
empled glicina 0.2mol/L, pH 2.8, a un flujo de 0.5mL/minutos El eluato se dializé inmediatamente en
solucion reguladora SES 0.1 mol/L pH 7.0, PMSF 174mg/L. Todo el proceso se controlé mediante un
medidor de absorcion UV situado en linea y un registrador. La concentracion se determind mediante la
técnica de Lowry y cols., (1951) donde se emplea SAB como curva patron.

El porcentaje de pureza se calculé mediante una electroforesis en gel SDS-poliacrilamina 12,5%,
segun el procedimiento empleado en el laboratorio de Purificacion de Proteinas, Centro de

Inmunoensayo.

3.13.5. UMELISA para la cuantificacion de la IgG de ratén.

Se determind el porcentaje de unidon del AcM a la matriz mediante un ensayo UMELISA donde las
placas de poliestireno se recubrieron con anticuerpos policlonales IgG de carnero anti IgG de raton, y
el conjugado empleado fiie la misma preparacion de recubrimiento, pero conjugada con fosfatasa
alcalina. Como referencia se emple6 una preparacion de IgG de raton de concentracion conocida y
mas del >98% de pureza. La sensibilidad de este sistema UMELISA es de Ing/mL. El procedimiento

del ensayo se realizé segun lo descrito en el acapite 3.2.1.

3.14. Obtencion de anticuerpos policlonales en conejo empleando la Tripsina

purificada.

El procedimiento empleado para la obtencion del antisuero de conejo especifico para la Tripsina

humana se resume en la figura 2:
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Tripsina humana purificada por inmunoafinidad

8

Inmunizacion de los conejos

g

Fxtraccion de la sangre

g

Antisuero de conejo anti-Tripsina humana

Figura 2. Procedimiento para la obtencion del antisuero especifico a la Tripsina humana

La Tripsina empleada como inmundgeno presentd una pureza mayor del 95%, determinada por SDS-
PAGE.

Los conejos seleccionados para la obtencién de los inmunosueros fueron machos de la raza Nueva
Zelanda con un peso promedio entre 35-55 kg. La via de administracion de los inmunogenos fue
intradérmica, cerca de los sacos ganglionares y las inoculaciones se realizaron en ocho puntos. Los
inmunogenos se prepararon mezclando 1 mL de la solucion de Tripsina a una concentracion de
127lig/mL con ImL. Las inmunizaciones se realizaron con una frecuencia semanal, la primera dosis
con adyuvante completo de Freund y las tres restantes con adyuvante incompleto de Freund,
posteriormente se mantuvo una dosis mensual con adyuvante incompleto.

Las extracciones se realizaron a partir de la vena de la oreja. El volumen de cada extraccion fue de 40
mL de sangre total. Los elementos celulares se separaron del plasma. El plasma se desfibrind con

trombina.

3.14.1. Purificacion de los anticuerpos policlonales anti Tripsina humana
Los anticuerpos policlonales anti Tripsina se purificaron a partir del antisuero anti Tripsina mediante
cromatografia de intercambio idnico.

Preparacion de la muestra.

El suero de conejo anti Tripsina humana se diluyo 1:2 con H,0 destilada.
Se adicion6 (NH,4),S04 saturada gota a gota bajo agitacion luego de lo cual se mantuvo la agitacion por

30 min. seguidamente se dejo en reposo por 1 hora.
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Transcurrido el reposo se centrifugd a 10.000 rpm. por 15 min. y se desecho el sobrenadante. El pellet
fue reconstituido con 1:2 (NH4),SO,

Seguidamente se centrifugd en las mismas condiciones y se resuspendio el pellet con SSF

1:2. Luego se dializ6 durante 48 horas en SSF.

La muestra se aplico directamente en la columna previamente equilibrada con solucion reguladora
salina fosfato 0.15 mol/L pH 7.3. La columna se lavo con NaCl 1 mol/L, glucosa 0.01 mol/L para
eliminar las proteinas adsorbidas inespecificamente. La fraccion de la IgG anti-Tripsina humana se
eluy6 con la solucidn reguladora Glicina 0.2 mol/L pH 2.8.

El pico recogido se dializé a 4°C frente a la solucion reguladora salina fosfato 0.15 mol/L pH 7.3 en
una bolsa de dialisis (nivel de corte: 12000 Da-14000 Da) con cinco cambios de 1L cada cinco horas.
Los anticuerpos dializados se centrifugaron durante 10 minutos a 22°C a 16000 g para eliminar los
agregados.

La estimacion de la concentracion de la IgG de conejo anti Tripsina humana se realizo por lectura
directa de la absorbancia a 280 nm en una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz y se calcul6 segun
la siguiente formula:

Cie= 10 xD.O 280 x

€x1
donde:
Cigs: Concentracion de IgG (mg/mL)
D.O 2s0: Lectura de densidad dptica de la muestra a 280 nm en una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso
de luz.
€. Coeficiente de extincion porcentual de la IgG de conejo (14.7 cm mL/g), dado para una solucion de
IgG al 1 %, 1 cm de paso de luz y una longitud de onda de 280 nm.
I: Paso de luz en cm (1 cm).
fy: Factor de dilucion.

La pureza se evaluo6 por inmunoelectroforesis frente a suero de carnero a proteinas totales de conejo

3.15. Analisis de los costos de produccion.

Se estimaron los costos de obtencion y produccion de los AcM, y se realizo la comparacion de haberse

mantenido la produccidn de los anticuerpos policlonales anti B-TSH 6 la

46



necesidad de importar AcM para la produccién de los estuches de UMELISA TSH (suero) y
UMELISA TSH Neonatal.
Los datos de los precios en el mercado de los AcMs fueron tomados de la base de Datos

www.Abcam.com.

3.16. Impacto del UMELISA TSH.
A partir de los datos del Ministerio de salud Publica el nimero de partos y recién nacidos vivos asi
como el niumero de hipotiroideos diagnosticados desde el comienzo del programa. Pariendo de los

costos de tratamiento en instituciones hospitalarias especializadas se estimo6 el ahorro.
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4. RESULTADOS

4.1. Resultados de las fusiones y pesquisaje de los hibridomas.

Con el objetivo de obtener hibridomas secretores de AcM anti - TSH y anti-Tripsina se inmunizaron
cinco ratones por esquema. El suero de los animales se analizo por UMELISA indirecto y se
seleccionaron los ratones con mayor titulo de anticuerpo especifico para la fusion. En la tabla 3 se
recogen los porcentajes de eficiencia (pozos con hibridomas viables), nimero de hibridomas
secretores de anticuerpos y numero de estos que no presentaron reactividad cruzada con varias

moléculas estructural mente relacionadas.

Tabla 4. Eficiencia y No. de hibridomas secretores de anticuerpos de anticuerpos
especificos

Fusién Eficiencia No. Hibridomas secretores de No. de Hibridomas
(%) anticuerpos especificos
I-TSH 87 6 5
II-T risina-1 68 5 1
III- Tripsindégeno 63 3 1

De los seis AcMs obtenidos del primer esquema de inmunizacion, empleando como inmundgeno [3-
TSH comercial, cinco mostraron una especificidad de enlace con la TSH completa y la subunidad [3-
TSH. En el caso del AcM 7C10-C9, reconoce con igual intensidad de unidades de fluorescencia todas

las hormonas evaluadas (Tabla 5).

48



Tabla 5. Especificidad de los AcM obtenidos contra la p-TSH.

Hormonas de reactividad cruzada

AcM HTSH P-TSH hLH hFSH hCG
4 A2-A8 + ] ] ]
2C1-G10 + + ] ] ]
10G8-F4 + + ] ] ]
7C10-C9 + + + +
9D1I-D1 - + h : -
7D7-F4 + + ] - -

En el esquema realizado empleando la Tripsina comercial de los cuatro AcM obtenidos, solo el 3H9
mostro especificidad por la Tripsina tanto en su forma libre como cuando esta se encuentra unida al
inhibidor ai-antitripsina. En el caso de la fusion del de los ratones que emplearon como inmunogeno
Tripsinégeno purificado por inmunoafinidad, de los tres hibridomas obtenidos solo el 2G6 mostro
especificidad por la Tripsina tanto en su forma libre como cuando esta se encuentra unida al inhibidor ai-

antitripsina (Tabla 6).
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Tabla 6. Especificidad de los AcM obtenidos contra la Tripsina humana.

Proteinas 8HH 5E10 8D10 2G8 2A9 3H9 2G6
Tripsina Humana + + + + 1- +
L. . + + + +
Tripsina Humana + al-Anti-
tripsina
. . . . - + = = = -
a-quimotripsinogeno A tipo II
(bovino)
. . . - il - - - -
a-quimotripsinogeno tipo I-S
(bovino)
. . ’ . L = - - -
a-quimotripsinogeno tipo VII
(bovino)
fosfolipasa A, (bovina) - + - - s -
quimotripsina (humana) + + + + + 2
tripsina tipo IX (porcina) - + - - - -
tripsina tipo XII (bovina) - + - - - -
tripsindégeno (bovino) - + - - - -

ai-antitripsina (humana) - - - - - -
az-macroglobulina
(humana)
inmunoglobulina G

(humana)

Los cultivos celulares de los hibridomas especificos se clonaron al menos dos veces por
dilucion limitante hasta obtener hibridomas estables secretores de AcMs. Los clones de los

hibridomas y sus respectivos anticuerpos se denominaron seguin aparece en la tabla 7.
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Tabla 7. Denominacion de los hibridomas secretores de anticuerpos especificos

Fusion Clones
I-TSH 4A2-A8, 2C1-G10, 10G8-F4, 9D11-C9, 7D7-F4
11-T ripsina-1 3H9
111- Tripsinégeno 2G6

4.1.1. Produccion de fluido ascitico y purificacion de los AcM.
Los hibridomas se inocularon en la cavidad peritoneal de los ratones BALB/c previamente iritado con
adyuvante incompleto de Freud’s para obtener fluido ascitico rico en AcMs. En la Tabla 8 se recogen

los porcentajes de prendimiento y el volumen promedio de liquido ascitico por animal inoculado.

Tabla 8. Porcentaje de prendimiento y volumen promedio de liquido ascitico por animal

inoculado.
Fusion % de prendimiento mL por raton

I-TSH/4 A2-A8 86.4
I-TSH/2C1-G10 93.6 7
1-TSH/10G8-F4 91 4.8
I-TSH/9D11-C9 86 5
I-TSH/7D7-F4 84 6.5
II-Tripsina/3H9 95.4 6

III-Tripsinégeno 2G6 92.6 5

La fraccion de IgG proveniente de liquido ascitico se purificé hasta mas de un 95% de pureza por
cromatografia de afinidad en Sepharosa Proteina A CL 4B La concentracion de los AcM oscild entre
0,5 y 3mg/mL y el rendimiento en todos los casos fue superior a Img de AcM por mL de liquido

ascitico.
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4.2. Caracterizacion de los AcIVIs obtenidos.

El sobrenadante del cultivo de estos hibridomas se concentrd 20 veces y se evalud por
inmunodifusion radial. Se determind que los AcMs especificos a la B-TSH pertenecen al isotipo
IgGl y los AcMs especificos a la Tripsina son de isotipo 1gGG2a. Este resultado se confirmo

empleando un estuche antisubclase comercial (Calbiochern).

4.3. Reconocimiento de los antigenos en solucion.

Tomando en consideracidn que se buscaba seleccionar AcMs ftiles para el disefio de ensayos
inmunoenzimaticos de tipo “sandwich”, asi como AcM fttiles para la purificacion por
inmunoafinidad de estas proteinas, se evalu6 la capacidad de reconocer los antigenos (b-TSH y
Tripsina) en solucion. Para los AcM anti B-TSH se determind que al encontrarse unidos al soporte
solido, estos mantenian el reconocimiento de la TSH presente en la curva estandar (48 Ul/mL). Los

resultados de esta evaluacion se muestran en la figura 1.
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200

Fluorescencia

Concentracién TSH (mUI/L)

Figura 1. Reconocimiento de TSH en solucion por los AcM. Cada AcM 2C1-G10, 4 A2-AS,
10G6-F4, 9D11-C9 y 71)7-T5, unidos al soporte sélido a 5 ug/mLy ja mezcla 2C1-G10y 4 A2-

A8 a una relacion 1:1.

Se pudo constatar que los AcM 2C1-G10, 4A2-A8 y 10G8-F4 unido a las placas de poliestireno mantienen el
reconocimiento por la TSH en solucién mientras que los AcM 9D11-C9 y 7D7-F5, no reconocen la TSH en
solucion.

Al realizar el analisis de las pendientes obtenidas, asi como el mejor ajuste de la fluorescencia de cada punto
de las curvas estandar relacionandola con los valores de concentracion se obtuvieron los siguientes resultados

empleando el programa STATGRAPHY
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Tabla 9. Analisis del reconocimiento de la TSH en solucion por los diferentes AcM anti p-
ISH.

Curva TSH Ac.policlonal AcM AcM AcM Mezela (1:1)
UL 4A2-A8 2C1-G10 10G8-F4 AAZ2CT

0 3 3.15 3 33 375

10 10.9 ] 10.3 8.7 12.2

25 21.55 15.15 14.8 13.6 22.7

50 37.8 27 23.1 211 423

100 81.75 68.15 50.5 52.6 92.9

200 147.65 130.5 107.6 100.4 189.15

R: 1 1 1 0.995 1

. Fcalc=28.78** Fcalc=27.96** Fcalc=19.03** Fcalc=90.23** Fcalc=2.91
Doécima para la

falta de ajuste

*Para la docima de la pendiente la F p12=4.96. **Para la docima de la falta de ajuste Fiap(24)=4.53.2<0.05).

En rojo la condicién donde se obtuvo una adecuando ajuste de las curvas.

De estos resultados se concluyo que el mejor ajuste de la curva estandar con una excelente pendiente
y valor de R*"1, es la mezcla de los AcM anti B-TSH, 2C1-G10 y 4A2-AS8.
En el caso de los AcM anti-Tripsina se evaluo el reconocimiento por la tripsina-biotina una vez que

estos se encontraban unidos a las placas de poliestireno (Figura 2).
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Figura 2. Reconocimiento de Tripsina en solucion por los AcM. Cada AcM 3H9y 2G6,

unidos al soporte sélido a una concentracion de 5 pg, mL.

Se pudo evidenciar que el AcM 3H9 presenta un reconocimiento mayor por la tripsina que el AcM 2G6
cuando este se encuentra fijado a la fase solida. Al realizar el analisis para la docima de la pendiente y ajuste
de la curva estandar se obtuvo que el AcM anti-Tripsina 3H9 presento un valor de R*=] con una excelente
pendiente y buen ajuste. Siendo significativa para 04<0.05 el comportamiento del recubrimiento con el AcM

2G6. con relacion al ANO VA para la falta de ajuste.

4.4. Determinacion del reconocimiento de epitopos.

Para conocer si los AcMs seleccionados reconocian el mismo epitopo o epitopos relacionados espacialmente,
se realizaron experimentos de competencia. Estos experimentos indicaron que los AcM anti J3-TSH
reconocen 2 epitopos ¢ la subunidad (3- TSH como se observa en la tabla 10. Los AcMs anti B-TSH 10G8-
F4 y 4A2-A8 reconocen el mismo epitopo, mientras que el AcM 2C1-G10 reconoce un epitopo diferente. El
ensayo de inhibicion donde las placas se recubrieron con los AcM 9D11-D1 y 7D7-F4 no se obtuvo sefial de

fluorescencia.
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Tabla 10. Ensayo de competencia entre los diferentes AcM

AcM AcM i
solucion
recubrimiento 4 A2-A8 2C1-G10 10G8-F4 7D7-F4 9D11-D1
4 A2-A8 88.2 27.3 82.9 33 40
2C1-G10 10 82 5 5 5
10G8-F4 17.6 60 85 80 69

Se expresan los porcentajes de inhibicion en cada caso. Porcentaje de inhibicidn se calculé segun la
siguiente férmula: 100-(Flu; x100 Fluma). Donde Flu;= fluorescencia de la mezcla de Anticuerpo-

Antigeno, Flu nax fluorescencia del antigeno. En rojo los porcentajes de inhibicion superiores al 60 %.
El ensayo de competencia entre los AcM anti-Tripsina por la Tripsina-biotina se observa en las figuras

3 a y b cuando las placas se encuentran recubiertas con el AcM 3H9 o AcM 2G6 y empleando como

control un AcM comercial especifico a la Tripsina de la firma Bioclon, Australia

Bi25ng

Fluorescencia

Tnp-Biot+PBSTrip-Biot+ 3HS Trip-Biot+2G6 Tnp-
Biot+Bieclon
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Figura 3. A: Ensayo de competencia entre el AcM 3H9 (5fug/mL) unido a la fase sélida y el
AcM 2G6 desplazante (10pgmL). Como control se empled un AcM anti Tripsina
comercial.. B: Ensayo de competencia entre el AcM 2G6 unido a la fase solida y el AcM 3H9
desplazante. Como control del ensayo se utiliz6 un AcM anti Tripsina comercial. La tripsina-
biotina se utilizé a una concentracion de 125 ng/mL y se preincubd con el AcM desplazante
durante 1 h a 37°C. Luego la mezcla (AcM desplazante-Tripsina-Biotina, se aplicé en la
placa con el ler AcM y se detectd la tripsina unida a la placa via ler AcM.

Este ensayo de competencia demostrd que los AcM 3H9 y 2G6 reconocen diferentes epitopos de la
Tripsina. Este resultado fue corroborado con la prueba de Dot Blot (Figura 4). E1 AcM 3H9 reconoce
tanto la Tripsina en condiciones nativas como después de la reduccion con p-mercaptoetanol. EI AcM
2G6 solo mantiene el patron de reconocimiento cuando la Tripsina se encuentra en condiciones

nativas.
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@ ® AcM2G6

= @ <« ® AcM 3H9

Figura 4. Dot Blot donde 1 es SAB (Control negativo), 2 es Tripsina-1 comercial
reducida, 3 es Tripsina-1 comercial nativa, 4 es Tripsina purificada reducida y 5 es

Tripsina purificada nativa.

4.5. Reconocimiento de la Tripsina por los AcM 2G6 y 3H9 biotinilados.

Ademas de demostrar que los AcMs mantienen el reconocimiento cuando estos se encuentran unidos a
las placas de poliestireno, para poder ser utilizado como anticuerpo marcado, resulta imprescindible
demostrar que una vez biotinilado los AcM 2G6 y 3H9 mantiene el reconocimiento por la Tripsina.

La figura 5, evidencia que se mantuvo el reconocimiento por la Tripsina unida a las placas de
poliestireno por el AcM 2G6-biotina y 3H9-biotina. Al realizar el analisis del comportamiento de la
curva de calibracion se obtuvo un valor de R* =1 con una excelente pendiente y ajuste al realizar el

ANOVA para la docima de la falta de ajuste con una o <0.05.
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Figura 5. Reconocimiento de los AcMs 2G6-biotina y 3H9-biotina asi como la mezcla de estos por la
tripsina unida a las placas de poliestireno recubiertas con el anticuerpo policlonal a 6 pg-mL (Punto
1241 ng mL de la curva estandar). Se evaluaron diferentes concentraciones del AcM 2G6-Biotina que
oscilaron desde O.0O5ug mL hasta 1 ug mL. Como control negativo se empleé un AcM biotinilado no

relacionado perteneciente a la misma subclase.

4.1. Determinacion de la constante de afinidad.

La constante de afinidad (Kaf) de los AcM especificos a la TSH o la Tripsina se determino como se
explico anteriormente utilizando un UMELISA indirecto Los valores de Kaf obtenidos se
encontraban en el rango 10 -10'" L/moles. En las tablas 11 y 12. se muestran los resultados de la

Kaf promedio obtenida en cada uno de los tres ensayos consecutivos correspondientes a cada AcM.
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AcM Kaf.

4 A2-A8 6.72+3.26 x 10" LM
2C1-G10 179+ 0.91x 10" L/'M
10G8-F4 170+£0.13x 10° L/'M
7C10-C9 1.99+ 0.76 x 10° L/'M
7D7-F4 2.80+ 0.41 x 10'L/M
9D11 -DI 1,66+ 0.32x 10’ L/'M

4 A2-A8 y 2C1-GIO 1.95+0.76 x 10" L/M

Kaf: Constante de afinidad

Tabla 12. valores de constante de afinidad de los AcMs anti Tripsina.

AcM Kaf.
3H9 1,790 £ 0.24 x 10° L/M
2G6 2.065 +0.71 x 10° L/'M

Kaf: Constante de afinidad

4.7. Determinacion del punto isoleléctrico.

La determinacién del punto isoeléctrico realizada a los AcMs 4A2-A8 y el 2C1-G10 (anti B-TSH) y los
AcMs 3H9 y 2G6 (anti-Tripsina) se recoge en la tabla 13 y 14. Este método demostrdé que los AcMs

presentan cuatro bandas de clonalidad que se mueven en un rango de pH caracteristico.
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Tabla 13. Rangos de pH obtenidos en la focalizacion isoeléctrica de los AcM 4 A2-AS y 2ClI-
GIO0 anti B- TSH.

AcM pl.
4 A2-A8 6.25-6.55
2C1-G10 6.52-6.7

p.l: Punto isoeléctrico

Tabla 14. Rangos de pH obtenidos en la focalizacion isoeléctrica de los AcM 2G6 y

3H9 anti Tripsina.

AcM pl.
2G6 6.2-65
3H9 5.7-6.2

p. |: Punto isoeléctrico

4.8. Estudio de los AcMs como inmunoligando.

4.8.1. Seleccion del AcM con caracteristicas adecuadas para inmunopurificar TSH a
partir de Hipo6fisis mediante un sistema UMELISA. Purificaciéon por Inmunoafinidad.

El ensayo para la determinacion de la capacidad de captura y elucion de la TSH por los anticuerpos
monoclonales mostré que en el caso del 2C1-G10 fue capaz de capturar y eluir el 27 % de la TSH, el
4A2-A8 en estas mismas condicion de eluyo el 35 % de la TSH capturada y con el AcM 10G8-F4 eluyo
el 91 % de la TSH.

Al realizar este mismo ensayo empleando en el recubrimiento la mezcla de los AcM 2C1- G10 y 4A2-
A8 se obtuvo que estos fueron capaces de capturar y luego eluir el 17,8 % de la TSH.

Dada las caracteristicas del AcM 10G8-F4 el cual presenta una constante de afinidad moderada y que

reconoce un determinante conserva en la molécula en condiciones nativas.
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asi como el rendimiento obtenido durante el proceso de purificaciéon (dato no mostrado),
decidimos emplearlo en la purificacion de la TSH por inmunoafinidad El porcentaje de union del AcM
10G8-F4 a la matriz cromatografica fue superior al 98%. El cromatograma obtenido en la purificacion

de TSH se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Perfil cromatografico tipico de la obtencién de la TSH por cromatografia de

inmunoafinidad en Sepharose 4B-AcM anti fTSH. Condiciones de corrida: Muestra: extracto

de hipdfisis, Solucion de equilibrio: SFS, 0.15 M, pH 7.2, Solucion de elucién: Glicina 0.2
mol/L, pH 2.8, Flujo: 30 mL min, Deteccion: 4280nm.

En el eluato de la purificacion se recupera la TSH con mas del 90% de pureza, corroborada
mediante una electroforesis de proteinas en gel de SDS-poliacrilamida al 12.5% (Figura 7), el
recobrado es cercano al 40% y no se detectan anticuerpos de raton por desprendimiento de la

matriz cromatografica.
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Leyenda:

Posiciones 1 y 6: Proteinas patrones de bajo peso molecular.

Posicién 2: Extracto de hipofisis.

Posiciones 3, 5 y 8: TSH humana comercial.
Posiciones 4 y 7: TSH humana purificada.

Figura 7. Eleciroforesis en ge/ de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) de la
muestra de TSH purificada (Tincion con plata).

Los resultados del empleo de estos AcM en la estandarizacion del UMELISA TSH Neonatal y
UMELISA TSH Suero se recogen en el anexo 1

4.8.2. Seleccion del AcM con caracteristicas adecuadas para inmunopurificar Tripsina a partir de
pancreas mediante un sistema UMELISA. Purificaciéon por inmunoafinidad.

La seleccion de uno de los AcMs obtenidos contra la tripsina como inmunoligando, se baso en
el rendimiento de AcM por volumen de liquido ascitico, ademas se evaluo la capacidad de
captura y elucion de la Tripsina empleando para la elucion del antigeno glicina 0.2mol/L, pH
2.8, y como control se empled SFS 0.15mol/L, pH 7.2. Se observo que el AcM 3H9 fue capaz
de capturar y eluir el 79,3% del antigeno biotinilado, mientras que el AcM 2G6 en estas
mismas condiciones permiti6 la elucion del 81,6% del antigeno biotinilado.

Dada las caracteristicas del AcM 3H9 que reconoce un determinante que se conserva en la
molécula tanto en condiciones nativas, como después de la reduccion, asi como el mayor
rendimiento obtenido durante el proceso de purificacion (dato no mostrado), decidimos
emplearlo en la purificacidon de la tripsina por inmunoafinidad.

El porcentaje de union del AcM 3H9 a la matriz cromatografica fue superior al 98%. El

cromatograma obtenido en la purificacion de Tripsina se muestra en la figura 8
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En el eluato de la purificacion se recupera la tripsina con mas del 90% de pureza, corroborada
mediante una electroforesis de proteinas en gel de SDS-poliacrilamida al 12.5% (Figura 9, 10), el
recobrado es cercano al 40% y no se detectan anticuerpos de raton por desprendimiento de la matriz

cromatografica.

D.O. (280 nm)
o
gl
w

Volumen (mL)

Figura. 8. Cromatografia de afinidad empleando como fuente extracto de pancreas.
Condiciones de corrida: Muestra: extracto pancreatico, Solucion de equilibrio: SFS,

0.15 M, pH 7.2, Solucion de elucion: Glicina 0.2 mol/L, pH 2.8, Flujo: 30 mL min,

Deteccién: A 280nm.

Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida en el PhastGel Gradiente 8-25 de la
purificacion de la tripsina por inmunoafinidad. Leyenda: Posiciones 1 y 5: Proteinas
patrones de bajo peso molecular, posiciones 2 y 8: Muestra de polvo de acetona

pancreético, Posiciones 4 y 7: Tripsina humana purificada (Tincién phast-GEL™BlueR).
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Figura 10 Electroforesis en gel de poliacrilamida en PhastGel Gradiente 8 25 en
presencia de SDS y p-mercaptoetanol (SDS PAGE), de la purificacion de la tripsina por
inmunoafinidad. Leyenda: Posiciones 1y 6: Proteinas de bajo peso molecular, Posiciones
2 y 7: Tripsina humana purificada, Posicion 3: Tripsina bovina comercial, Posicion 4:

Tripsindgeno bovino comercial. (Tincion phastGEL™BIueR).

Se detecté en el SDS PAGE una banda que correspondia a 24 kD que coincide con lo descrito
previamente para esta proteina (Paju y cols, 2000). En la fraccion purificada (posiciones 2 y 7), se
evidenci6 una banda de menos de 20 kD, lo que se correspondid con un producto de la degradacion del

Tripsindgeno en el extracto de pancreas al detectarse en la muestra inicial (Paju y cols, 2000).

4.9. Obtencion de anticuerpos policlonales en conejo empleando la Tripsina purificada.

4.9.1. Evaluacion del titulo de los Conejos
En la tabla 14 y figura 11 se recogen los resultados de los titulos de anticuerpo especifico obtenidos en

los dos conejos inmunizados. El nivel de corte se calcula como 3 veces el control negativo.
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Tabla 14. Titulos de AC especificos concluido en el esquema basico de inmunizacion de los
conejos.

Dilucion Q8 Q7
Control 2.54 2.87
Negativo

128000,00  20.00 12.00
64000,00 38,00 21,00
32000,00 70,00 32,00
16000,00 130,00 59,00
8000,00 200,00 128,00
4000,00 200,00 200,00
2000,00 200,00 200,00
1000,00 200,00 200,00

Subrayado la ultima dilucion de! suero de conejo anti Tripsina positiva en la titulacién.

Figura 11. Curvas de anticuerpos especificos.

En la evaluacion de la reactividad cruzada de los antisueros de conejo anti Tripsina se observo
reconocimiento por la tripsina porcina en ambos animales y el antisuero correspondiente al
conejo Q8 se observo ademas, reconocimiento por el quimiotripsindégeno bovino. No se
encontrd reactividad cruzada contra la quimiotripsina humana. El nivel de corte empleado es

tres veces el control negativo (Tabla 15).
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Tabla 15. Fluorescencia obtenida en la evaluacién de la reactividad cruzada de los an ti sue

ros de conejo anti Tripsina humana.

Antigeno Q8 Q7
a2 Macroglobulin (human) 1,62 2,2
oMAntitrypsin (human) 6,5 5,4
Chymotrypsin (human) 15,7 6.5
a-Chyniotrypsinogcn A Type II 38 1,5
(Bovine)

a-Chymotrypsinogen A Type I-S 1,5 1,6
(Bovino)

a-Chymotrypsinogcn A Type VII 10 1.5
(Bovine)

Trypsinogen (bovino) 8,5 23
Trypsin Type IX (Porcine) 52 111
Trypsin Type XIII 2,6 15
Phospholipase A2 (Bovine) 1,4 1,52
Trypsin humman 210 210
Control negativo 11,8 12.8

Subrayado el resultado positivo del suero de conejo anti en la prueba de reactividad cruzada.

Resultados de una evaluacion preliminar de un ensayo empleando placas recubiertas con los AcM
separados y en mezcla y utilizando los sueros de conejos a una dilucidon 1:1000 y el conjugado anti

IgG de conejo 1:10000 se observan en la tabla 16 y figura 12.

Tabla 16. Analisis de las diferentes variantes de recubrimiento para el UMELISA TIR
Neonatal empleando los anticuerpos monoclonales a 5 ug/mL independientes 0 mezcla

de estos a una relacién 1:1.

Calibradores Q8-3H9  Q7-3H9 Q8- Q7- Q82G6  Q7-2G6
3H9+2G8  3H9+2G$

A 447 5,62 9,20 9,10 457 4.64

B 21,10 19,20 35,07 33,65 19.10 19.90

C 43,85 37,42 65,79 68,59 39.02 40.94

D 73,40 69,44 102,05 105,78 61,32 67,19

E 104,51 103,58 118,47 120,93 91,92 96.78

F 147,29 143,25 155,19 158,14 124.90 138.87

R2 0,94 0,95 0,85 0,83 0.94 0.95

Docima para
la falta de Fcale=5,32 Fealc=6,26 Fcalc=2,037 Fcalc=1,78 Fcalc=7,26 Fecalc=7.()I
ajuste

Valor de Fpara el ANOVA ajuste F tabulada =4.53
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Figura 12. Curvas obtenidas empleando el anticuerpo policlonal como conjugado, placas re

cubiertas con los AcM independientes y mezclas de estos a una relacion 1:1.

Se pudo constatar un efecto cooperador de la mezcla de anticuerpos recubiertos con relacion a los
anticuerpos recubiertos de forma independiente. Este resultado coincide con lo observado para TSH al
emplear mezclas de anticuerpos monoclonales en el recubrimiento.

Resultados de la evaluacion preliminar de un ensayo empleando placas recubiertas los anticuerpos
pliclonales y empleando para la elucion de la muestra los AcM separados y en mezcla y utilizando el

conjugado Estreptavidina/ fosfatasa alcalina 1:5000 (la tabla 17 y figura 13).
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Q8 5ug/mL Q8 10ug/mL. Q8 15ug/mL Q8 Sug/mL Q8 10ug/mL Q8 15ug/mL

Curva TIR +2G6-3H9 +2G6-3H9 +2G6-3H9 + 2G6, +2G6 +2G6
(ng/mL) biot. biot. biot. biot. biot. biot.

A 1,95 1,74 1,83 1.64 1,62 1,90

B 25,76 29,56 28,80 20,39 22,70 24,93

C 56,27 61,63 57,56 44.23 41,44 55,51

D 77,87 82,42 81,64 57.45 60,81 63,64

E 84,37 119,38 119,80 74,94 99,19 90,52

F 119,15 136,79 138,76 106,67 114,40 116,74

R2 0,81 0,83 0,85 0,89 0,88 0,86

Décinia

parala falta Fcalc=2,79 Fcalc=2,03 Fcale=2.21 Fcalc-6.11 Fcalc=4,02 Fcalc=3,78

de ajuste

Evaluacion recubrimiento AcP Q8

150,00

Fluorescencia

0,00

100,00

50,00

A B

C

RILE K

Puntos de la Curva

Valor de la F tabulada para el A NOVA para la falta de ajuste F tabulada =4.5. En rojo las curvas
con una comportamiento adecuando con relacion al ajuste.

—e— Q8 Sug/ml+ 2G6-

3HS biot

—=— Q8 10ug/mL+ 2G6-

3HS biot

Q8 15ug/mL+ 2G6-

3HS biot

Q8 Sug/mlL+ 2G6

biot

—— QB8 10ug/mL+ 2G6

biot

—e— Q8 15ug/mL+ 2G6

biot

Figura 13. Curvas obtenidas empleando el anticuerpo policlonal fijado a la fase

solida a una concentracion de 4 ug/mL, los AcM se emplearon biot i ni lados en una

relacion 1:1, el conjuado Estreptavidina fosfatusa alcalina se utilizé a una dilucién

1:10000.

Se observd que en la variante donde la elucion de la Tripsina de los ponches se

realizo con la mezcla de los anticuerpos monoclonales se obtuvieron curvas con

ajuste y buena relacion lineal.
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De los resultados obtenidos podemos predecir un buen comportamiento de los anticuerpos
policlonales tanto como Ac de recubrimiento como Ac marcados con biotina.

Queda por evaluar el comportamiento de estos ensayos empleando muestras de pacientes y neonatos
normales.

Los resultados preliminares de la evaluacion de AcM y policlonales para ser empleados en la

estandarizacion del UMELISA TIR Neonatal se recogen en el anexo 2.

4.10. Resultados del programa Cubano para la deteccion de Hipotiroidismo congénito.

Los resultados globales del programa cubano se expresan en la tabla 18. Se han estudiado 2 186152
recién nacidos y se han diagnosticado 658 HC en las primeras horas de vida, para una frecuencia
global de 1:3322. También se muestra que a pesar de que hay 172 nifios pendientes de reevaluacion
por no haber alcanzado los 3 afios de edad, se han detectado un total de 284 (47,09%) nifios como HC

permanentes y 203 (33.66%) transitorios, para una frecuencia de 1:7 698 y 1:10 769, respectivamente.

Tabla 18. Resultados Globales del Programa Cubano para el diagnéstico del Hipotiroidismo

Congenito.
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1986/1996 1377278 83,0 3074 422 25308 449 24860 98,2 1,80

1997 144737 95,1 2857 51 1553 42 1511 99,0 2,70
1998 143000 97,5 3772 39 1893 37 1854 98,8 1,95
1999 146910 98,0 4804 30 1385 30 1355 99,1 2,10
2000 138577 98,0 3043 43 449 43 406 99,7 9,60
2001 137103 99,1 3428 40 765 40 725 99,5 5,20
2002 139482 99,1 5365 26 665 28 639 99,5 3.90
TOTAL 2227087 3763 658 32018 669 31350 98,6 2,10

Los resultados obtenidos a partir del afio 1999 son empleando los AcM en el UMELISA TSH
obtenidos en este trabajo.
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Los resultados de la cobertura desde el comienzo del programa se recogen en la Tabla 19.

Tabla 19. Cobertura del programa desde los inicios del Programa Nacional de prevencion del

Hipotiroidismo Congénito.

ANOS RN Estudiados Cobertura

1986/96 1377278 83
1997 144737 95
1998 143000 97
1999 146910 98
2000 138577 99
2001 137103 99
2002 139482 99

TOTAL 2186152 93

RN: Recién nacidos.

En el caso de la eficacia del programa desde el afio 2000 se cuenta con un tiempo promedio de 19 dias
en la terminacion del proceso e inicio de la terapéutica, aunque hay provincias que estan en solo 7 dias.
Los resultados de la especificidad de la prueba asi como el valor predictivo positivo se muestran en las

Figura 14 y 15.

Especificidad

100,0

99,5 e —y
99,0 s N T
98,5 S

980 6 *

97,5

Figura 14. Especificidad del UMELISA TSH en el Programa Nacional.

71


Mercedes
Texto escrito a máquina
71

Mercedes
Texto escrito a máquina


Valor Predictivo Positivo

6,00

5,00
4,00
3,00
2,00 |
1,00
0,00

A b ] ' 4"

I R N S Y
&
<

Figura 15. Valor predictivo positivo obtenido desde la implantacion del Programa Nacional de

deteccion precoz del Hipotiroidismo Congénito.

4.11.- Resultados de la Utilizacion del UMELISA TSH Neonatal en Programas de
Pesquisa Neonatal en Brasil y México

4.11.1.- Resultados del programa en Minas Gerais, Brasil (Test do pezinho)

Se han estudiado en el periodo de 1993-2002 mas de 2 millones recién nacidos de los cuales se han
detectado 426 nifios hipotiroideos para una frecuencia de la enfermedad de 1:4 480 recién nacidos,
similar a la reportada a nivel mundial (Committee on Genetics, 1996). La cobertura total del programa
en el estado se ha ido incrementando de 44.4% en el afio 1993; 60.2% en el 1995; 70% en el 1996
hasta llegar al 90% desde el afio 1999. La estrategia adoptada ha permitido la identificacion e inicio
del tratamiento de los casos con Hipotiroidismo Congénito primario con una edad promedio de 35,4

dias. Hasta el momento no se ha reportado ningiin caso como falso negativo.

4.11.2. Resultados del programa del IMSS en México.

Se han estudiado en el periodo comprendido de 1997-2002 un total de 598 724 recién nacidos de los
cuales se han detectado 180 nifios para una frecuencia total de la enfermedad de 1:3322 y en regiones
como Yucatan la incidencia es de 1: 1200 similar a la prevalencia encontrada en grupos hispanos que
viven en los EUA (Therrell y cols, 1982). El programa tiene una cobertura actual de un 60% de los
nacimientos. Otros investigadores mexicanos (Vela y cols, 1999) reportan una incidencia de HC de
1:2458 en 1 140 364 recién nacidos estudiados en el periodo comprendido entre 1989 y 1997, ellos

observaron determinadas
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regiones con alta incidencia de la enfermedad que se correspondian con zonas de deficiencia de yodo.

4.12. Analisis de los costos de produccion de los AcMs anti - TSH.

No estaria completo este trabajo si no se realizara un analisis de la influencia en los costos de
produccion del UMELISA TSH Suero y Neonatal desde la sustitucion de los anticuerpos policlonales
por los AcM.

En la tabla 20 se recogen los gastos incurrido durante la obtencion y caracterizacion de los AcM anti

B-TSH en la etapa de investigacion.

Tabla 20. Desglose de los gastos incurridos durante la obtencion de los AcM anti /-

TSH.

Concepto Costos

Salarios
Materias Primas 20 000 USD

Otros

En la tabla 21 se observa el costo de produccion de los AcM para la realizacion de la produccion de

los estuches UMELISA TSH (suero) y UMELISA TSH Neonatal

Tabla 21. Costo de produccion de jos AcM anti f-TSH (Enero 1999-Julio2003).

No de determinaciones mg. de AcM Costo de
producidas producidos produccion (S)
82 770 176 2497 4155.92

De haber sino necesario la produccion de anticuerpos policlonales para realizar la produccion de las
82 770 176 determinaciones se hubiera invertido 11504.26 $. Esto es sin tener en cuenta el costo de

mantenimiento de los carneros (especie animal empleada para la
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produccioén de los anticuerpos policlonales) y el procedimiento de purificacion de los anticuerpos
policlonales lo cual incrementaria en cerca de un 25% el costo de produccion En la tabla 22 se
analizan los gastos por concepto de compra de AcM de no disponerse de los AcM anti P-TSH para

garantizar la produccion en el periodo Enero 1999-Julio3003.

Tabla 22. Precio en el mercado de AcM para la produccion en el periodo Enero 1999- Julio
2003.

mg. de AcM Precio en el
necesarios mercado ($)
2497 1 050 000

En la tabla 23 se reflejan los ingresos producidos de las ventad de los estuches UMELISA TSH
(suero) y UMELISA TSH Neonatal.

Tabla 23. Ingresos por concepto de ventas de los estuches UMELISA TSH Suero y
UMELISA TSH Neonatal.

Empleo Ingresos
Programa Nacional 1 milléon de MN
Exportaciones 3.8 millones de USD

4.13. Impacto del programa de Hipotiroidismo Congénito

En el caso particular del HC varios estudios se han pronunciado con relacion a este tema. En E.U.A. y
Canada hay consenso de que el beneficio mayor de estos programas es el aporte humano que se
brinda a la familia que hubiera tenido que sufrir esta penosa situacidn, sin embargo, hay varios
factores de orden financiero donde se encuentran los costos y la utilidad de la inversién, teniendo en

cuenta los gastos que ocasionaria el enfermo de no haberse diagnosticado previamente.
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En Cuba dada sus caracteristicas de tener una atencion médica socializada y un bloque cientifico-
productivo de procedimientos de avanzada para el apoyo a los servicios de salud, como el Centro de
Inmunoensayo, el analisis se basa fundamentalmente en dos aspectos diferenciados: El ahorro a la
economia del pais por la importacion de la infraestructura, reactivos, asistencia técnica,
asesoramiento, etc. que se hace necesaria con el uso de tecnologia de punta para los pesquisajes
masivos que detectan y confirman los recién nacidos con HC y el ahorro por el gasto en que se
hubiera incurrido en la atencion médica especializada y la educacion diferenciada de estos nifios, de
por vida.

Para el analisis econdmico se tuvo en cuenta el costo de la atencion de un nifio hipotiroideo no
diagnosticado y el nimero de nifios diagnosticados desde el comienzo del Programa Nacional de

prevencion del Hipotiroidismo Congénito, obteniéndose el siguiente resultado.

Costos en la atencion de un nifio hipotiroideo no diagnosticado: $ 27 900

Cantidad de hipotiroideos detectados 658. Costo total: $ 18 358 200
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5. DISCUSION

Desde la década del 80 del pasado siglo se han venido desarrollando en nuestro Centro trabajos
relacionados con el desarrollo de ensayos inmunoenzimaticos para el establecimiento de programas de
pesquisaje masivo. Entre ellos se destacan los trabajos relativos a la estandarizacion de un ensayo
inmunoenzimatico de principio “sandwich” para la deteccion del antigeno de superficie del virus de la
Hepatitis B (HBsAg), el UMELISA HBsAg PLUS, empleado anticuerpos policlonales y
monoclonales donde los problemas de especificidad y sensibilidad se resolvieron con la introduccion
de AcM especificos y de alta afinidad generados con este fin (Acosta y cols., 2000a). A partir de los
resultados obtenidos con el UMELISA HBsAg PLUS a través de la sustitucion de los anticuerpos
policlonales por AcM se logré un ensayo con parametros de sensibilidad y especificidad acorde a los
ensayos disponibles en el mercado.

Partiendo de estos resultados nos planteamos la posibilidad de sustituir los anticuerpos policlonales
anti B-TSH utilizados en el recubrimiento de las placas para el UMELISA TSH por AcM y ademas
lograr la purificacion de la TSH imprescindible en el proceso productivo de los AcM y del estuche
diagnostico.

El desarrollo de técnicas de UMELISA para el diagnostico neonatal comenzaron en nuestro Centro en
1986 a partir del disefio de un inmunoensayo enzimatico de tipo ‘'sandwich" soportado en el Sistema
Ultra Micro Analitico (SUMA) el que constituyo la base analitica que permitid el desarrollo del
Programa Nacional de Deteccion Precoz de HC, basado en la medicion de TSH en muestras de suero
de cordén en neonatos (Fernandez y cols., 2002, Carlos, 1998).

En este ensayo, como planteamos anteriormente, se empleaban para el recubrimiento de las placas de
UMELISA anticuerpos policlonales obtenidos a partir de la inmunizacion de carneros con la
subunidad B-TSH comercial. Las dificultades inherentes al proceso productivo de los antisueros de
carnero, asi como la necesidad de la compra en divisas de un antigeno con precios muy elevados para
mantener esta produccion fue una de las motivaciones para el desarrollo de este trabajo.

Adicional mente al uso expuesto anteriormente nos propusimos la obtencién de AcM especificos, que

permitan la purificacion por inmunoafinidad de la TSH humana con la
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finalidad de su empleo en el recubrimiento de las placas de UMELISA indirecto para la titulacion de
los sobrenadantes de los hibridomas, asi como la certificacion de los liquidos asciticos especificos a la
TSH.

De la misma manera determinamos realizar la purificacion de la Tripsina humana dada la necesidad
de disponer en el pais de un ensayo para el diagndstico neonatal de la FQ, para lo cual resultaba
indispensable la obtencién de AcM anti Tripsina para el disefio de un ensayo inmunoenzimatico de
tipo “sandwich” para la determinacion cuantitativa de la tripsina inmunoreactiva (TIR), marcador
bioquimico que en niveles elevados en el neonato correlaciona con la presencia de la enfermedad
(Crossly y cols, 1979). Adicionalmente y siguiendo la misma metodologia descrita anteriormente,
evaluamos la capacidad de los AcM anti-Tripsina obtenidos para la realizacion de la purificacion por
inmunoafinidad con la finalidad de su empleo en el recubrimiento de las placas de UMELISA
indirecto para la titulacion de los sobrenadantes de los hibridomas, asi como la certificacion de los

liquidos asciticos especificos a la Tripsina.

5.1. Obtencion y caracterizacion de los AcM anti B-TSH y anti-Tripsina.

Las caracteristicas intrinsecas de los AcM y del proceso mediante el cual se generaron les confirieron
una serie de ventajas potenciales para su uso en el diseflo de ensayos inmunoenzimaticos. Primero, la
posibilidad de seleccionarlos con una alta especificidad por un epitopo particular de la molécula hace
que al ser empleados para en el recubrimiento de la fase sélida garantice una elevada especificidad en
el ensayo donde se utilicen (Gavilondo, 1995).

Otra caracteristica importante es la afinidad de los AcM, la que se obtuvo mediante una seleccion bien
dirigida AcM con u valor de constante de afinidad entre 10°~-10"*L/moles. Los AcM con una constante
de afinidad alta (10°-10"’L/moles) son ideales para su aplicacién en el disefio de ensayos
inmunoenzimaticos, ya que permiten el incremento de la detectabilidad (Acosta y cols, 2000a; Baluja
y cols, 2002). A estos dos aspectos se unen las otras muchas ventajas de los AcM relativas a su
reproducibilidad de lote a lote, la inagotabilidad real de su fuente, la ausencia de reactividades
cruzadas, elemento que los hace muy atractivos el disefio de ensayos de UMELISA y ademas pueden

ser empleados
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para la purificacion de antigenos que se utilizan en la preparacion de los antigenos necesaria en los
ensayos de tamizaje (Gavilondo, 1995).

La seleccion de los anticuerpos con especificidad y afinidad definida se llevo a cabo durante la
pesquisa de los hibridomas. Es por ello que el desarrollo de un sistema adecuado para la identificacion
y la seleccion de los hibridomas secretores de AcM especificos, fue uno de los aspectos principales a
tener en cuenta. El sistema de pesquisaje estuvo en correspondencia con la utilizacion final a que
fueron destinados los AcM. Esto incluye desde el fundamento del método hasta las condiciones
generales del ensayo. Otro elemento importante fue la superficie que se empleo en el sistema de
seleccion del AcM. Se conoce que algunas superficies pueden alterar groseramente el pH Optimo
debido a efectos de carga locales y algunos AcM tienen dependencia considerable del pH, de modo tal
que cambios ligeros en una unidad de pH podrian determinar la seleccion entre el AcM positivo y el
negativo (Gavilondo, 1995).

En anteriores trabajos realizados por nuestro grupo se han aplicado dos sistemas de tamizaje
diferentes en cuanto a la forma de presentacion del antigeno. En uno el antigeno se superficie del
virus de la Hepatitis B (HBsAg) se presentd en solucion a los anticuerpos que se encontraban fijados
sobre las placas de UMELISA, mientras que el otro sistema se presentd el HBsAg fijado a las placas
de UMELISA. De la aplicacion del primer método se seleccionaron AcM que reconocian
eficientemente el HBsAg en solucion, mientras que el segundo se reconocia el HBsAg tanto en
solucion como fijado a las placas (Acosta y cols.,, 2000a). Ambos métodos fueron ttiles para
seleccionar AcM que reconocian al HBsAg en solucion luego de encontrarse los AcM tanto fijados a
las placas como AcMs biotinilados, resultado corroborado en los ensayos utilizados para la seleccion
de los hibridomas secretores de AcM especificos a la p-TSH y Tripsina.

Partiendo de la experiencia acumulada para la obtencion de AcM no solo para el HBsAg sino también
para la gonadotropina corionica humana (hCG), determinamos emplear el principio indirecto
presentando los antigenos unidos a las placas de UMELISA ya que los sistemas de seleccion sobre
fase solida facilitan en muchos casos el tamizaje cuando se evaltia un nimero grande de hibridomas

(Acosta y cols, 2000; Baluja y cols, 2000a; Baluja y cols, 2002).
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5.1.1. Seleccion y caracterizacion de los AcM anti §-TSH y anti-Tripsina.

Con el proposito de la obtencion de AcM ftiles para el disefio de técnicas de UMELISA de tipo
“sandwich” se empled primeramente un sistema UMELISA donde el antigeno (B-TSH 6 Tripsina-1)
se presentd inmovilizado a las placas de UMELISA, con el fin de disminuir el nimero de
sobrenadantes a evaluar.

De la primera fusion (B -TSH) se seleccionaron finalmente dos AcM 2C1-G10 (IgGl) y 4A2-A8
(IgGl) teniendo en cuenta los valores de fluorescencia obtenidos, los valores de la constante de
afinidad y la especificidad por el antigeno demostrada frente a moléculas estructural mente
relacionadas (LH, FSH y hCG).

De la segunda y tercera fusiones se seleccionaron los AcM anti-Tripsina 3H9 (IgG2a) y 2G6 (IgG2a).
La especificidad por la Tripsina se demostro en ensayos frente a moléculas estructuralmente
relacionadas.

A partir de la caracterizacion parcial de los AcM anti P-TSH y anti-Tripsina se estudio la factibilidad
del empleo de estos en el recubrimiento de la fase sélida, sustituyendo los anticuerpos policlonales
utilizados en el recubrimiento en el UMELISA TSH y como AcM para el recubrimiento y conjugados
a biotina para el disefio del UMELISA TIR.

Se tuvo en consideracion que las sefiales de fluorescencia obtenidas para los diferentes puntos de la
curva estandar presenten un coeficiente R" > 0.98 con un ANO VA para la docima de la pendiente y
ANO VA para la décima para el ajuste adecuadas (a<0.05).

Las placas recubiertas con los AcM anti § -TSH de forma independiente, aunque presentaron un valor
R*> 0.98 fueron altamente significativas para el ANOYA de la pendiente y las curvas no presentaron
una adecuado ajuste, problema que se soluciono al realizar la evaluacion de la mezcla de los AcM
2C1-G10 y 4 A2-A8. Con ¢l empleo de la mezcla de AcMs 2C1-G10 y 4A2-A8 contra la p-TSH
observamos que se logro un aumento considerable de la pendiente de la curva en la zona de
cuantificacion de los valores normales (menor a 10mUI/L) y un aumento en la sensibilidad del
UMELISA de manera general (Frometa, 2001). Este fenomeno se explica por la unioén simultanea de
los AcM a la cadena 3 de la TSH a través de diferentes sitios de reconocimiento, lo cual demuestra el
efecto bonificador al utilizar mezclas de AcM. Estos resultados coinciden con los reportados por
Zenke y colaboradores donde se logro incrementar sustancialmente la sensibilidad de un ELISA tipo

“sandwich” al utilizar una combinacion de tres AcM en el
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recubrimiento que reconocen tres epitopos diferentes (Zenke y cols, 1991). Es por eso que en la
actualidad el desarrollo de nuevos inmunoensayos principalmente de tipo “sandwich” utilizan
mezclas de AcM para evitar las desventajas que ocasionan los antisueros policlonales con relacion a
la reproducibilidad del titulo, su afinidad, especificidad y de esta forma ganar n el reconocimiento de
nuevos epitopos en la molécula del antigeno (Steward y cols., 1985).

En el caso de la evaluacion de los AcM anti Tripsina, el empled del AcM 3H9 demostrd una valor de
R*> 0.98 con una adecuada pendiente y ajuste. En el caso del AcM 2G6 aunque el valor de R*> 0.98,
el analisis del ANOVA para la pendiente y falta de ajuste fueron altamente significativos (a<0.05),
los que nos permitio predecir un adecuado comportamiento del ensayo en toda la zona de

cuantificacion de la curva estandar.

5.2. Evaluacién de los AcM como ;nniunoligandos.

El desarrollo de métodos rapidos y con posibilidad de llevar a una escala productiva de purificacion
de la TSH y la Tripsina humanas es un elemento crucial en la produccion del estuche diagndstico
UMELISA TSH Neonatal y Suero y el UMELISA TIR, asi como en el disefio del ensayo para la
evaluacion de la actividad de los sobrenadantes de los hibridomas productores de anticuerpos
especificos a la TSH y los liquidos asciticos obtenidos a partir de la inoculacion de los hibridomas en
los ratones BALB/c.

En este trabajo se disefiaron ensayos de UMELISA que posibilitaron realizar una seleccion de los
AcM con potencialidades para su empleo en la purificacion por inmunoafinidad de la TSH y Tripsina
humanas. Ademas fue posible determinar la solucion reguladora con utilidad en el proceso de elucion
de estas proteinas garantizando que este proceso ocurra en condiciones menos drasticas que permita
que estas proteinas conserven su condicion nativa indispensable para su posterior empleo en los
calibradores y controles de las técnicas, asi como antigeno empleado en el recubrimiento de los
UMELISA indirectos para el control de los hibridomas secretores de anticuerpos especificos a la TSH
y Tripsina durante el proceso de produccion de los AcM.

El proceso de adsorcion de un antigeno a los anticuerpos inmovilizados en la matriz y su posterior
elucion se produjo de forma relativamente simple. Esta interaccion, como es bien conocida es de tipo

no covalente. En principio, la solucion seleccionada en el paso de
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adsorcién minimizo las interacciones no especificas y maximizo las especificas que se producen entre
el ligando y el antigeno (Chase, 1984).

En las etapas de equilibrio de la matriz cromatografica y adsorcion del antigeno se llevaron a cabo en
soluciones reguladoras de fosfato o Tris, en las concentraciones entre 0.002-0.2 moles/L a un pH
fisiologico empleando inhibidores de proteasas para evitar la degradacion de la proteina por la accion
de las proteasas (Chase, 1984).

A diferencia de lo que ocurre con la adsorcion, la elucion del antigeno de una columna de
inmunoafinidad suele ser mas compleja, para lograr esto se empleamos soluciones que disminuyen la
afinidad del anticuerpo por el antigeno hasta alcanzar la denominada constante de elucion, K. lo que

promueve la disociacion del complejo (Yarmush y Colton, 1985).

5.2.1. Purificacion de TSH por inmunoafinidad.

Se evalud la capacidad de los AcM anti TSH de purificar la TSH por inmunoafinidad empleando
como fuente hipofisis de cadaveres humanos a través del empleo de métodos de elucion rapidos y
sencillos.

Para la purificacion de la TSH se selecciono la solucion reguladora SFS, pH 7.2, para las etapas de
equilibrio de la matriz cromatografica y adsorcion del antigeno. Bajo esta condicion se obtuvo unas
uniones eficientes de los antigenos a los AcM inmovilizados en la matriz.

En principio, el desarrollo de estrategias de elucion fue basicamente empirico. Se evaluaron diversos
procedimientos efectivos de ruptura de ciertos tipos de interacciones, mas o menos moderados a partir
del disefio un UMELISA como sistema que permite estudiar las diferentes condiciones. Con el
empleo del UMELISA y el inmunoadsorbente se obtuvo la misma respuesta, a pesar de ciertas
diferencias, lo que demuestran la utilizad del UMELISA en la evaluacion inicial de la solucion de
elucion (Pepper, 1990).

Se evidencid que la glicina 0.2mol/L, pH 2.8 es efectivo en la elucion, ya que tiene la capacidad de
romper los puentes de hidrogeno y debilitar las interacciones hidrofobicas (Coding, 1986). La TSH
obtenida mantuvo su condicidn nativa resultado corroborado al compararla con la TSH comercial en
un ensayo de seguimiento de la actividad especifica a la TSH de los sobrenadantes y liquidos

asciticos de hibridomas especificos a TSH.
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5.2.2. Purificacion de Tripsinogeno por inmunoafinidad.

Se evalud la capacidad de los AcM anti Tripsina de purificar por la Tripsina por inmunoafinidad de
empleando como fuente tejido pancreatico a través del empleo de métodos de elucion rapidos y
sencillos.

En este trabajo se selecciono la solucion reguladora SFS, pH 7.2, PMSF 174 mg/L para las etapas de
equilibrio de la matriz cromatografica y adsorcion del antigeno. Bajo esta condicidon se obtuvo una
union eficiente de los antigenos a los AcM inmovilizado en la matriz.

En principio, el desarrollo de estrategias de elucion fue basicamente empirico. Se evaluaron diversos
procedimientos efectivos de ruptura de ciertos tipos de interacciones, mas o menos moderados a
partir del disefio un UMELISA como sistema que permite estudiar las diferentes condiciones. Con el
empleo del UMELISA vy el inmunoadsorbente se obtuvo la misma respuesta, a pesar de ciertas
diferencias, lo que demuestran la utilizad del UMELISA en la evaluacion inicial de la solucion de
elucion (Pepper, 1990).

Se evidencid que la glicina 0.2mol/L, pH 2.8 es efectivo en la elucion, ya que tiene la capacidad de
romper los puentes de hidrogeno y debilitar las interacciones hidrofobicas (Goding, 1986).

La presencia de degradaciones de la propia molécula de Tripsinégeno en purificaciones realzadas ha
sido analizada en diferentes trabajos (Paju y col. 2000). La degradacion antes sefialada no debe
interferir en el empleo de estos antigenos inmovilizados en la placas de UMELISA para el
seguimiento de la actividad especifica de los AcM lo cual fue corroborado durante la comparacion
del comportamiento con los antigenos comerciales y los antigenos purificados.

5.3. Aplicacion de la Tripsina purificada por inmunoafinidad en la obtencién de
anticuerpos policlonales.

La estrategia seguida en el esquema de inmunizacion de conejos para la obtencidon de anticuerpos
policlonales anti-Tripsina humana permitio disponer de anticuerpos utiles en el recubrimiento de la
fase solida (Placas de UMELISA) para su empleo en el ensayo IIMELISA TIR Neonatal. El empleo
de anticuerpos policlonales anti-Tripsina unidas a la fase soélida o como anticuerpos marcados han
sido empleados por muchos ensayos comerciales como el ensayo comercial utilizado como referencia

en la evaluacion de
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nuestro ensayo (ICN Biochemical. IRT ELISA). Esta combinacion de policlonals y monoclonales nos
permiten garantizar una elevada sensibilidad analitica y clinica al evaluar muestras de pacientes

fibroquisiticos procedentes de diferentes paises.

5.4. Aplicacion de los AcM obtenidos en el desarrollo técnicas de UMELISA.

Las técnicas de UMELISA ocupan un lugar especial para el diagnoéstico médico en nuestro pais y
tienen una vigencia actual bien definida, con caracteristicas peculiares que han hecho posible su
extension y han permitido la consolidacion del pesquisaje masivo para el diagnéstico de
enfermedades Heredo-Metabolicas (Fernandez, y cols., 2002).

Para desarrollar los ensayos UMELISA para la determinacion cuantitativa de TSH y Tripsina en
muestras de sangre seca colectada en papel de filtro y ¢ suero de corddon umbilical, es importante
establecer normas de estandarizacion y validacion, a partir de la elaboracion de las curvas estandar,
determinacion de las condiciones Optimas de trabajo y el calculo de los diferentes parametros de
validacion, procedimientos que fueron realizados en el Laboratorio de Pesquisaje Neonatal del Centro
de Inmunoensayo (Anexo 1 y 2) resultado que analizaremos a continuacion.

Se logro durante el proceso de recubrimiento y después de ajustada la concentracion optima de los
AcM, el bloqueo de los espacios libres por moléculas inertes, con el objetivo de evitar que puedan ser
ocupados por biomoléculas no especificas o el conjugado, lo que aumenta el valor de fondo
incidiendo negativamente en la detectabilidad del ensayo (Harlow, y Lane, 1998; Lovborg, 1984;
Ochoa y cols., 2000; Voller, y cols., 1979; Esser, 1988; Tijssen, 1993; Steinitz, 2000).

El empleo de la mezcla de AcMs contra la p-TSH permitié como describimos anteriormente un
aumento considerable de la pendiente de la curva en la zona de cuantificacion de los valores normales
y un aumento en la sensibilidad del UMELISA de manera general.

Es importante senalar que las condiciones seleccionadas para el recubrimiento de las placas en ambas
técnicas (UMELISA TSH y UMELISA TIR), es la mas practica desde el punto de vista operacional
para el escalado productivo, ya que el proceso de recubrimiento ocurre durante un periodo de

incubacion nocturno, sin generar ningin inconveniente para los
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operarios y de esa manera se dispone de un intervalo de tiempo mayor para el montaje del ensayo.

En general las técnicas estandarizadas presentaron valores cercanos al 10% para la precision
intraensayo. En la precision interensayo predominaron los CV menores del 10% lo que denota una
excelente precision, coincidiendo con los resultados encontrados por otros investigadores (Broughton
y cols., 1986; International Organization for Standardization. 1994; Serret y Rosales, 1997; Chaloner-
Larsson y cols., 1997; Ochoa y cols., 1999). Debe tenerse en cuenta que la precision esta limitada por
errores accidentales que no pueden evitarse completamente y dependen de varios factores que so6lo
hasta cierto limite pueden ser controlados, tales como los errores instrumentales ¢ individuales, de ahi
que los métodos automatizados, al ser eliminados por principio algunos de estos factores, tengan
desviaciones por azar menores que los métodos manuales (Broughton y cols., 1986; Ochoa y cols.,
1999; Kroll, 1993).

La exactitud encontrada en las técnicas fue buena, lo que nos permite afirmar que los valores de
concentracion reportados corresponden con la concentracion real del analito presente en las muestras
evaluadas, indicador de que no existen errores sistematicos (Broughton y cols., 1986; Ochoa y cols.,
1999; Kroll, 1993). Ademas, los ensayos mostraron una buena exactitud, parametro que esta
intimamente relacionado con una buena linealidad (Broughton y cols., 1986; Ochoa y cols., 1999;
Serret y Rosales, 1997; Chaloner- Larsson y cols., 1997; International Organization for
Standardization. 1994).

El limite de deteccion fue adecuado para los propositos de cada ensayo. Este resultado se alcanzd
gracias a curvas de excelente sensibilidad y por tanto de altas pendientes, y un bajo valor de fondo
que permite una buena discriminacién entre muestras normales y elevadas. La optimizacion del
procedimiento de sensibilizacion de la fase solida es responsable en gran medida de estos resultados.
Los resultados de la comparacion de muestras de sangre seca sobre papel de filtro entre placas
recubieitas con AcM y placas con anticuerpos policlonales mostraron una buena correlacion (r =
0,9947) y la ecuacion de regresion obtenida fue y = 1,0116 x + (-0,1609), permitiendo predecir un
adecuando comportamiento del ensayo en el programa de deteccion de Hipotiroidismo Congénito,

resultado corroborado al realizar la correlacion con un estuche comercial.
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En el estudio de distribucion como se observéd que el comportamiento de la concentracion de TSH en
sangre del cordon no es igual que en sangre de talon ya que en las primeras horas de vida ocurren
cambios drasticos en el metabolismo de las hormonas tiroideas, la concentracion de TSH en suero
tiene un valor maximo a los 30 minutos después del nacimiento, decrece rapidamente durante las
primeras 24 hs de vida y mas lentamente en los proximos 2 6 3 dias (Kaplan, 1993). Es por esta razoén
que el nivel de corte difiere segin el origen de la muestra permitiendo hacer un diagnéstico correcto y
disminuir el nimero de casos a recitar para consulta médica (Marrero, 2001).

Partiendo de los resultados obtenidos de estudio de distribucion de frecuencia de las concentraciones
de TSH en neonatos resultdé posible la determinacion del nivel de corte el cual generalmente varia
entre los diferentes programas de pesquisa. Esta gran diversidad se debe a los diferentes factores
genéticos y ambientales que actiian sobre poblaciones de diferentes zonas geograficas, como es la
deficiencia de yodo asi como el empleo de antisépticos yodados en el recién nacido. En paises como
Chile, Costa Rica y .Argentina utilizan como punto de corte 20mUI/L para muestras de sangre
colectadas en talon entre el 2% y 7™ dia de vida (Cuello y cols., 1999, Casco y cols., 1999, Barteik y
cols., 1999) en México se emplea 15mUI/L para sangre de taléon y 30mUI/L para sangre del cordon
umbilical (Lemus y cols., 1999); Cuba, 30mUI/L para muestras de suero del corddén umbilical
(Carvajal F, y cols., 1999); Espafia, 10mUI/L para sangre del talon (Garriga y cols., 1999); EUA,
30mUI/L para muestras tomadas antes de las 24 hs de vida y 25mUI/L para aquellas tomadas a las 24
hs o mas (Sardovia y cols., 1999) y Japén, 8mUI/L para muestras de sangre del talon (Takahaschi y
cols., 1999).

Los niveles de TIR en muestras de sangre seca sobre papel de filtro de recién nacidos encontrados
fueron similares a los reportados en la literatura para otras poblaciones (Bowling y Brown, 1987),
segun aparece en el documento instructivo del ensayo comercial DELFIA Neonatal IRT. Con el nivel
de corte seleccionado solo el 1% de las muestras presenta un valor de concentracion elevado. Este
resultado concuerda con los valores aceptados para este tipo de ensayo (Levy y Albers, 2000).

Seglin los datos informados por el programa nacional de deteccion y control de la Fibrosis Quistica,
han sido detectados 258 nifios como fibroquisiticos. El diagnoéstico realizado en nuestro pais se basa

en los hallazgos clinicos y nexos epidemiologicos y la inica prueba
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disponible es el test de sudor y la deteccion de las mutaciones mas frecuentes por PCR, pero esta
técnica solo se utiliza para la confirmacion de los casos.

La edad promedio del diagnostico es 19 meses, lo que sin lugar a duda no permite realizar un
seguimiento y la aplicacion de una terapia profilactica y de sostén sustitutiva que garantice la
prevencion de los trastornos asociados a la mal nutricion y la deficiencia de enzimas pancreaticas,
ademas, la causa fundamental de los ingresos pueden ser controladas. Dada la infraestructura creada
en nuestro pais, pensamos que de establecerse el Programa de Pesquisaje Neonatal para la FQ, los

niveles de cobertura pueden ser cercanos al 99%.

5.5. Aplicacion de las técnicas de UMELISA en el Programa Nacional de Salud.

Cuba fue el segundo pais, después de Canada, en organizar un programa de deteccion del
Hipotiroidismo Congénito de alcance nacional. El niimero tan elevado de partos institucionalizados
ha permitido alcanzar y mantener la cobertura por encima de 99% durante los ultimos afios. Estos
resultados se han alcanzado gracias a la concepcion del programa y a los soportes del mismo desde el
punto de vista analitico, clinico y organizativo. La eficiencia del programa no esta solamente en la
cobertura elevada del pesquisaje, existen otros factores, como son, la dinamica de la recitacion en los
nifios que tienen la TSH elevada en el cordon, y mucho mas importante, el tiempo minimo del
diagnodstico y de la aplicacion de la terapéutica sustitutiva de la hormona en el tiempo mas breve.
Desde el afio 2000 se cuenta con un tiempo promedio de 19 dias en la terminacién del proceso e
inicio de la terapéutica, aunque hay provincias que estan en solo 7 dias.

La especificidad en un 95,5% y mantenida por encima del 99% desde el afio 1999, en el que se
introdujeron los anticuerpos monoclonales descritos en este trabajo, demuestra la elevada especificad
alcanzada, la estabilidad del proceso productivo del estuche y una alta precision en el trabajo de la
Red de Laboratorios. El alcance del Valor Predictivo Positivo a cifras por encima del 3% habla a
favor de una disminucion de los falsos positivos obtenidos en el pesquisaje. La frecuencia de la
enfermedad se ha mantenido estable desde el inicio del programa.

Los resultados globales del programa han permitido detectar a mas de 658 hipotiroideos, con una
frecuencia global de 1:3289. Este resultado coincide con la incidencia a escala mundial reportada en
el pesquisaje de 24 000 000 de nifios, detectandose anualmente entre 6000 y 8000 casos, para una

frecuencia aproximada de 1:3 429 (Iorcansky y cols., 1999).
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5.6. Analisis de los costos de produccion de los AcMs anti p-TSH.

No estaria completo este trabajo si no se realizara un analisis de la influencia en los costos de
produccion del UMELISA TSH suero y Neonatal desde la sustitucion de los anticuerpos policlonales
por los AcM Si bien el gasto inicial necesario durante la ctapa de la obtencion de los AcM anti -
TSH, es elevada, los resultados en cuanto a costos obtenidos durante la produccién son inferiores en
comparacion a los costos de produccion de los anticuerpos policlonales.

De haber sino necesario la produccion de anticuerpos policlonales para realizar la produccion de las
82 770 176 (periodo Enero 1999- Julio 2003) determinaciones, se hubiera invertido 11504.26 $. Esto
es sin tener en cuenta el costo de mantenimiento de los carneros (especie animal empleado para la
produccién de los anticuerpos policlonales) y el procedimiento de purificacion de los anticuerpos
policlonales lo cual incrementaria en cerca de un 25% el costo de produccion.

La producciéon de anticuerpos policlonales requiere de la realizacion de inmunizaciones periddicas
con antigeno de elevada pureza, el que se oferta en el mercado con un precio de 1500 USD el mg.
Para mantener (Enero 1999- Julio2003) la inmunizacion de los animales se hubiera requerido una
inversion por concepto de compra de antigeno de cerca de 8000 USD. que junto con las dificultades
conocidas de importar hacia nuestro pais para este tipo de material biologico, hacen dependiente la
produccién del estuche diagndstico de una materia prima no siempre segura Otras de las ventajas de
los AcM esta relacionada con su reproducibilidad de lote a lote, la inagotabilidad real de su fuente, la
ausencia de reactividades cruzadas, elemento que los hacen muy atractivos el disefio de ensayos de
UMELISA

A partir de los ingresos generados por las ventas de los estuches UMELISA TSH se logro recuperar la
inversion inicial, durante la etapa de obtencion, en el primer afio.

Otro aspecto importante es que los ingresos en divisa han permitido soportar los costos de todos los
Programas Nacionales que emplean nuestra tecnologia:

e Programa Materno Infantil

*  Programa de Certificacion de la Sangre

*  Programa de Vigilancia Epidemioldgica
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5.6. Analisis de los costos de produccion de los AcMs anti p-TSH.

5.7. Analisis del impacto del programa de HC en Cuba

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido que antes de ejercer cualquier analisis con el
objetivo de implementar un programa de pesquisaje para mejorar la salud de la poblacion, es necesario
siempre tener en cuenta que la enfermedad estudiada pueda ser detectada precozmente, basandose el
calculo de los costos y los beneficios. Estos costos deben incluir: estuches de reactivos para el pesquisaje,
la confirmacion y tratamiento, los que tienen que ser balanceados con la asistencia médica (OMS, 1991).
En Cuba dada sus caracteristicas de tener una atencion médica socializada y un bloque cientifico-
productivo de procedimientos de avanzada para el apoyo a los servicios de salud, como el Centro de
Inmunoensayo, el analisis se basa fundamentalmente en dos aspectos diferenciados: El ahorro a la
economia del pais por la importacion de la infraestructura, reactivos, asistencia técnica, asesoramiento,
etc. que se hace necesaria con el uso de tecnologia de punta para los pesquisajes masivos que detectan y
confirman los recién nacidos con HC y el ahorro por el gasto en que se hubiera incurrido en la atencion
médica especializada y la educacion diferenciada de estos nifios, de por vida.

Para la eleccion de un estudio poblacional deben analizarse dos aspectos esenciales en la toma de
decision, la frecuencia de la enfermedad y las probabilidades de solucién temprana, es decir, la eficiencia
del propoésito estara en la medida en que se haga mas precoz el diagnostico y se aplique mas
tempranamente la formula que no permita el desarrollo de la enfermedad.

Mas de 18 millones de USD / MN se ahorraron teniendo en cuenta que para los resultados analizados en
este trabajo solamente se han tenido en cuenta los gastos dias por nifios, atendidos de modo diferenciado
solo en los HC permanentes e impedir la importacion de 4 638 154 determinaciones, en este analisis no
se incluyen otros gastos de laboratorios, como lectores, material gastable, asistencia técnica, etc.

En resumen los resultados obtenidos en este trabajo permiten a nuestro pais disponer de dos ensayos que
en primer lugar garantizaran el pesquisaje neonatal de dos enfermedades, que en el caso del HC el
diagndstico temprano posibilitara el establecimiento de una terapia que permitira el desarrollo normal de
los recién nacidos y para la FQ, permitira apoyar el diagndstico y contribuir en el mejoramiento de la
calidad de vida de los nifos fibroquisticos, ademas estos estuches son un rengldn exportable con un alto

valor agregado.
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que contribuira con el diagnostico de estas enfermedades en los paises de la region

latinoamericana principales clientes de la tecnologia SUMA.
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6. CONCLUSIONES

* Los anticuerpos monoclonales obtenidos contra la subunidad  -TSH (4A2-A8 y 2C1-G10) y
contra la Tripsina humana (3H9, 2G6) presentaron las caracteristicas inmunoquimicas
adecuadas para se empleados en el disefio de ensayos UMELSA

* Se logro la purificacion de la Tripsina humana por cromatografia de inmunoafinidad
utilizando el AcM anti Tripsina 3H9, a través de un procedimiento rapido y sencillo.

* Se logro la purificacion de la TSH por cromatografia de inmunoafinidad utilizando el AcM
anti TSH 10G8-F4, a través de un procedimiento rapido y sencillo.

*  Los resultados obtenidos en el Programa Nacional para la Prevencion del HC demostraron un
incremento de la especificidad de la técnica desde la sustitucion de los anticuerpos

policlonales por los AcMs anti B-TSH descritos en este trabajo.
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7. RECOMENDACIONES

* Continuar el trabajo de obtencidon y caracterizacion de AcMs contra la Tripsina para

incrementar el nimero de determinantes antigénicos detectados en la molécula.

e Evaluar los niveles de TIR en muestras de nifios en el periodo neonatal y en individuos

con diagndstico clinico de la enfermedad.

* Realizar un estudio en la poblacion de riesgo infantil, que nos permita determinar los

niveles de TIR y apoyar el diagndstico de la FQ.
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Anexo 1.
Resultados de la evaluacion de los anticuerpos monoclonales para su empleo en el diseiio de UMELISA
TSH Suero y UMELISA TSH Neonatal
Pruebas para la optimizacion de los UMELISA TSH suero y UMELISA TSH Neonatal.

1. Determinacion de la concentracion dptima de recubrimiento de las placas para el UMELISA TSH (suero) y

UMELISA TSH Neonatal.

Partiendo de los resultados obtenidos durante la caracterizacion de los AcM anti P-TSH. decidimos utilizar los AcM 2C1-
G10 y 4A2-A8 para el recubrimiento de la fase solida con el objetivo de sustituir los anticuerpos policlonales de camero
anti P-TSH utilizados hasta el momento.
S realiz6 la evaluacion de las diferentes relaciones de los AcM 2C1-G10 y 4A2-A8 (1:1; 2:1; 1:2) en el recubrimiento de las
placas, tomando para el analisis los valores de fluorescencia de los diferentes puntos de concentracion de la curva estandar
(Tablas 1 y 2. Se utiliz6 como control la curva de calibracion obtenida empleando como recubrimiento los anticuerpos

policlonales anti p-TSH.

Tabla 1. Andlisis de las diferentes variantes de recubrimiento UMELISA TSH Neonatal.

Curva TSH (mUI/L) Control Relacion 1:1 Relacion 2:1 Relacion 1:2
(2C1-4A2) (2C1-4A2) (2C1-4A2)
0 5.9 3.05 3.8 35
10 10 13.7 14 13.8
25 15 26.05 23.1 222
50 20 43 35 37
100 65 95.2 85.4 85.7
200 131 172.9 175.2 179
R* 0.983 1 0.994 0.997
Fcalc=90.54* Fcalc=2.27 Fcalc=35.72* Fcalc=4.23

Doécma para la falta de

ajuste

*Significativo para a<0.05 *Para la docima de la pendiente la F wu2=4.96. **Para la docima de la falta de ajuste

Ftab(2,4)=4.53.



Tabla 2. Andlisis de las diferentes variantes de recubrimiento para el UMELISA TSH (suero).

Curva TSH (mUI/L) Control Relacién 1:1 Relacion 2:1 Relacion 1:2
(2C1-4A2) (2C1-4A2) (2C1-4A2)
0 5.2 3.8 3.8 35
3 14.9 25.7 14. 13.8
6 30.8 49.3 23.1 231
12 49.1 77.6 35 353
24 106.4 140.3 85.4 62.9
48 129.9 180 175.2 93.85
Rz 0.94 0.999 0.95 0.995
Doécma del ajuste Fcalc=69.74*0 Fcalc=1.55 Fcalc=583* Fcale=1.91

*Significativo para a<0.05 *Para la dcsima de la pendiente la F ap(1,2)= 4. 96. **Para la docima de la falta de ajuste
Ftab(2,4)=4.53.

Se puede observar en la determinacion de la concentracion dptima del recubrimiento para el UMELISA TSH Neonatal asi
como para el UMELISA TSH (suero) que solamente las curvas obtenidas con las mezclas a una relacion 1:1 y 1:2 de los
AcM 2C1-G10 y 4 A2-A8, evidencian un valor de R* =1 o cercano a 1 con un excelente ajuste en las curvas estandar para
una a<0.05. La variante seleccionada para el recubrimiento fue la relacion 1:1 de la mezcla de los AcM y como
concentracion optima para el UMELISA TSH (suero) quedé establecida Sug/mL de cada AcM en la mezcla (dato no
mostrado). En el caso de la concentracion optima de recubrimiento de la mezcla de AcM para el UMELISA TSH Neonatal,
quedo establecido 10pg/mL (dato no mostrado).
2. Determinacion de las condiciones 6ptimas (temperatura y tiempo) de incubacién de la inmunoreaccién del
ensayo.

Para la determinacion del tiempo y temperatura de incubacion de la inmunoreaccion comparamos dos variantes, tomando
como control el procedimiento empleado en los ensayos que utilizan en el recubrimiento anticuerpos policlonales de
camero anti § -TSH respecto al recubrimiento con la mezcla de AcMs anti B-TSH. En la tabla 3 y 4 se observa la

comparacion entre la variante 2 h TA y 2 h 37°C para el ensayo UMELISA TSH Neonatal y UMELISA TSH (suero).



Tabla 3. Andlisis de las diferentes variantes de tiempo y temperatura en el UMELISA TSH Neonatal.

Curva TSH Control 2hs TA 2 hs 37°C
(mUI/L)
0 5.9 1.7 1.45
10 10 9.6 8.52
25 15 27.9 24.34
50 20 53 45.1
100 65 83.4 77.7
200 131 145.4 129.66
R* 0.983 0.9X7 0.978
Doécima para  Fcale=5.43**  Fcale=2.1 = Fcalc=4.89**
la falta de

*Significativo poro a< 0.05 *Para lo docima de la pendiente 10 F (ap(1,2)=4. 96. **Para la décima de la falta de ajuste

Etan(o.4 )=4.53.

Tabla 4. Analisis de las diferentes variantes de tiempo y temperatura en el UMELISA

TSH Suero.
Curva TSH Control 2hs TA 2 hs 37°C
(mUI/L)
5 6.33 4.6
3 14.9 15.4 17.26
6 30.8 33.6 33.5
12 49.1 44.6 50.7
24 106.4 75.1 84.9
48 129.9 133.7 150.3
R* 0.94 0.991 0.993
Doécima para  Fcalc=6.34**  Fcalc=5.65**  Fcalc=2.43
la falta de

*Significafivo poro a<0.05 *Paro lo décima de 10 pendiente 10 F ;)= 4.96. **Poro Ia décimo
de lafalta de ajuste F tan,4)=4-5 3.

La condicion 6ptima para la inmunoreacion en cl ensayo UMELISA TSH suero fue de 2 hs a 37°C mientras que

para cl ensayo UMELISA TSH Neonatal la condicion de inmunoreacion optima es de 2 hs a TA.



Determinacion del tiempo dptimo de elucion de las muestras, controles y curva de estandar en te ensayo
UMELISA TSH Neonatal.
El valor de fluorescencia para el altimo punto de concentracion de la curva de calibracion durante la
determinacion del tiempo de elucion en el UMELISA TSH Neonatal se muestran en las Figuras 1. No se
evidencian diferencias significativas (a<().()5) durante el proceso de elucidn en cl intervalo de tiempo de 1-3 hs.
por lo tanto la elucidon de las muestras, curva estandar y controles se establecié por 1 h. Esta condicion es la mas

factible desde cl punto de vista analitico, ya que ¢l ensayo se ejecuta en un tiempo menor.
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Figura 1. Evaluacidon del tiempo de elucion de las muestras, curva de calibracion y controles en el UMELISA
TSH Neonatal.



4. Determinacion de la dilucion éptima de trabajo del conjugado Policlonal en carnero anti a-TSH /fosfatasa

alcalina en el UMELISA TSH Neonatal.
En el caso de la titulacion del conjugado anticuerpo policlonal en camero anti a-TSH la dilucién 6ptima del conjugado fue
1:15000 para el ensayo UMELISA TSH Neonatal y 1:20000 para el UMELISA TSH (suero). Con esta dilucion se obtiene

una sefial de fluorescencia adecuada, con una buena pendiente permitiendo la cuantificacion exacta en todo el rango

analitico de las curvas.
Validacion del ensayo UMELISA TSH Neonatal.

1. Precision: Se logré una precision intra e interensayo entre el 5y 10% (Tabla 5).

Tabla 5. Estudio de precisién intraensayo e internesayo evaluando 10y 20 replicas respectivamente.

TSH (mUI/L) Intraensayo (n = Interensayo (n
10) =30)
DE CvV DE CV
9,78 0,99 10,12 0,96 9,76
24,07 0,82 3,40 0,99 4,10
100,18 5,23 5,22 5,795,77
n: NUmero de réplicas DE: Desviacion Estandar (mUI/L) CV: Coeficiente de Variacion (%)

Los coeficientes de variacion promedio intra e interensayo obtenidos fueron de 6,24 y 6,54% respectivamente.
2. Exactitud. El recobrado del sistema para tres muestras diferentes se ubico generalmente en el intervalo

comprendido entre = 10% del valor esperado, lo que denota una alta exactitud (Tabla 6).

Tabla 6. Exactitud del ensayo para la determinacién de los niveles de TSH.

Valor obtenido de  Valor esperado de % de Recuperacion
concentracion de TSH concentracion de TSH
(mUI/L) (mUI/L)
12 11,55 96,25
50 50,4 100.8
100 98,95 98,95

3. Ensayo de paralelismo. Esta prueba demostré la independencia entre el valor de la concentracion de cada
muestra de la dilucién de trabajo empleada, para el rango de medicion evaluado (Figura 2). La pmeba

presenté CV entre las diluciones menor al 10% y un R* >0.98.
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Figura 2. Prueba de paralelismo en el UMELISA TSH Neonatal FD: Factor de dilucion de la muestra.

4. Limite de deteccion La concentracion minima dctcctable que genera una respuesta
consistentemente mayor que cl valor de fondo del ensayo fue de 1.3mUI/L.

5. Prueba de reactividad cruzada: Para cl andlisis de la especificidad, se evalud la reactividad
cruzada con las hormonas LH. FSH y hCG. No se presento reactividad cruzada con las hormonas

estudiadas, por lo que el ensayo es altamente especifico para la TSH (Tabla 7).

Tabla 7. Estudio de especificidad en el UMELISA TSH Neonatal.

Proteinas Concentracion - RC
Concentracién aparente

de TSH (mUI/mL)

LH 1 ug/mL < 1.3 mUI/L no detectable
FSH 1 ug/mL < 1,3 mUI/L no detectable
hCG 1 ug/mL < 1,3 mUl/L no detectable

RC: Reactividad Cruzada.



6. Correlacion del ensayo VME US A TSH policlonal contra UMELISA TSH Monoclonal: Los

resultados de la regresion lineal se muestras a continuacion (Figura 3,4).

MODEL MOD 1.
Dependent variable.. MAB Miethod.. LINEAR

Listwise Deletion ot Missing Data
Multiple R .99471

R Square .98945
Adjusted R Square .98944
Standard Error 1.78852

Analysis of Variance:

DF Sum of Squares Mean Square
Regression 1 366760 18 366760.18
Residuals 1223 3912.12 3.20
F = 114655 94849 Signif F= 0000

Figura 3. Constantes de la ecuacion y Andlisis de Varianza de la Regresion Lineal. (a — 0.05).

UMELISA TSH AcM (mUI/L)
140 o
120 o

100 o ® ',-/'

UMELISA TSH Policlonal (mUI/L)

Figura 4. Correlacion del UMEIJSA TSH Neonatal con placas recubiertas con la mezcla de los AcM

respecto a! IIMEIJSA TSH con placas recubiertas con anticuerpos policlonales.

El estudio de comparacion de los valores de concentracion de las muestras de sangre seca sobre papel de filtro
corridas en placas sensibilizadas con AcM y placas con anticuerpos policlonales mostré una correlacion (r =

0,9947) y la ecuacion de regresion obtenida fue y = 1,0116 x + (-0,1609), donde el eje de las ordenadas se



presenta los valores de concentracion de TSH (mUI/L) correspondiente a las placas rccubicrtas con la mezcla de

AcM con una relacion 1:1 y en ¢l eje de las abscisas a los valores de concentracion de TSH (mUI/L) obtenidos
con las placas rccubicrtas con anticuerpos policlonales de carnero anti p-TSH.

7. Correlacion del ensayo UMELISA TSH Neonatal con un ensayo de la firma comercial Delfia hTSH

Neonata!: El estudio de correlacion entre cl UMELISA TSH y cl ensayo comercial Dclfia hTSH

Neonatal mostré un indice de correlacion de r = 0.99 y la ecuacion de regresion obtenida fue y =

0.97 x +1.49, donde cl eje de las ordenadas se presenta los valores de concentracion de TSH

(mUI/L) correspondiente al UMELISA TSH y en el eje de las abscisas a los valores de

concentracion de TSH (mUI/L) obtenidos por el ensayo comercial (Figura 5).

~ UMELISA TSH NEONATAL

1 1 1 1 A

DELFIA hTSH NEONATAL

Figura 5. Correlacién del UMELISA TSH Neonatal respecto al ensayo comercial de referencia Del fia
hTSH Neonatal.

8. Determinacién de los niveles de corte para las muestras de suero de cordén umbilical, sangre de
cordon umbilical y sangre de talon: En las figuras 6, 7 y 8 se observa la distribucion de frecuencia de los

valores de concentracion de TSH (mUI/L) en poblacion de recién nacidos.
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Figura 5. Distribucion de la concentracion de TSH en suero del cordén umbilical.
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Figura 6 Distribucion de la concentracion de TSH en sangre del cordén umbilical.
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Figura 7. Distribucién de la concentracién de TSH de talén entre el 5to y 7mo dia de nacido.

Quedo establecido como nivel de corte el 98.5 percentil de la distribuciones que correspondié con un valor de concentracion

de 30mUI/L para suero de cordon umbilical. 25SmUI/L para sangre de cordon umbilical y 15mUI/L para sangre de talon.



Anexo 2

Resultados de la evaluacion de los anticuerpos monoclonales para su empleo en el disefio del

UMELISA TIR Neonatal
Pruebas para la optimizacion del UMELISA TIR Neonatal.
/. Determinacion de la concentracion dptima de recubrimiento para cl UMELISA TIR Neonatal. Partiendo de

los resultados obtenidos durante la caracterizacion de los AcM anti Tripsina, decidimos utilizar en AcM 3H9 para

el recubrimiento de la fase sélida.

En la tabla 1 se recogen los resultados de las curvas de calibracion obtenidas para cada concentracion de

recubrimiento durante el proceso de titulacion.

Tabla /. Andlisis de las diferentes variantes de recubrimiento para el UMELISA TIR Neonatal

empleando el Ac Policlonal anti-Tripsina humana.

Curva TIR (ng/mL) 2ug/mL 4ug/mL 6ug/mL 8ug/mL 10ug/mL

0 1.95 1.90 1.81 1.85 1.88
41.7 24.55 25.46 24.58 24.63 26.46
116.1 57.21 58.83 56.68 56.31 60.01
257.7 84.94 86.41 87.86 87.29 90.13
639.8 114.16 114.05 111.19 106.43 110.18
1240.9 132.69 132.84 134.78 129.80 132.70

R* 0.992 0.991 0.986 0.987 0.98

Doécima para la falta de
Fcalc=5.03** Fcalc=2.45 Fcalc=3.9 Fcalc=3.38 Fcalc=6.9**
ajuste

*Significativo para a<0.05 *Para la désima de la pendiente la F (2= 4.96. **P° I” décima de la
falta de ajuste Fap(4=4-53.

Las curvas con mejor ajuste se obtuvieron a las concentraciones de recubrimiento de 4 a 8 ug/mL. Teniendo en
cuenta que en el desarrollo de este tipo de ensayo se requiere el exceso de anticuerpo en el recubrimiento para
garantizar la reproducibilidad de los resultados decidimos tomar cono concentracion Optima de recubrimiento 6

ug/mL.
2. Determinacion de las condiciones Optimas (temperatura y tiempo) de incubacion de los ensayos.

En la tabla 2 se recoge la comparacion entre las variantes 2 h TA y 2 h 37°C, asi como 17 hs TA y 17 hs 37°C
para el ensayo UMELISA TIR Neonatal.



Tabla 2. Andlisis de las diferentes condiciones de tiempo y temperatura de incubacion de la
inmunoreaccién del ensayo.

Curva TIR (ng/mL) 17 hs TA 17 hs 37°C 2hs TA 2 hs 37°C
0 1.95 1.90 181 1.85
41.7 39.1 23.4 32.5 355
116.1 67.6 51.6 57.3 56.8
257.7 93.95 80 84.5 83.8
639.8 121.4 106 111.4 110.4
1240.9 140 119.04 126.3 118.6
R* 1 0.993 0.994 0.987

Docima para la falta de ajuste ~ Fcalc=0.63 Fcalc=6.98**  Fcalc=5.15**  Fcalc=55.94**

*Significativo para a<0.05 *Para la désima de la pendiente la F tab(1,2)~4.96. **Para la décima de la falta de ajuste
Fran(2.4) =4.53.

La variante seleccionada para la inmunorreaccion es 17 hs a TA. pues es donde se observo un buen ajuste de la

pendiente con un valor de R* =1.
3. Determinacion de la concentracion 6ptima de trabajo de los AcMs biotinilados en el UMELISA TIR

Neonatal.
De igual forma se determiné la concentracion dptima de los AcMs 2G6-biotina y 3H9-biotina analizando el valore

de R" v el analisis de la docima de la pendiente y ajuste de la curva de calibracion del ensayo. Los resultados se

recogen en la tabla 3.

Tabla 3. Analisis de las diferentes concentraciones del AcM 2G6-Biotina para el UMELISA TIR Neonatal.

Curva TIR (ng/mL) AcMs -Biotina AcMs-Biotina ~ AcMs-Biotina

0.5 pg/mL 0.25 png/mL 0.1 pg/mL
0 1.95 1.90 1.81
41.7 9.6 15.5 18.5
116.1 42.25 45.46 50.3

257.7 68.1 68.1 80.45

639.8 88.15 88.15 107.4

1240.9 115.8 124.25 138.6

R* 0.994 0.988 0.993

Doécima para la falta de ajuste Fcalc=T6.23** Fcalc=54.98** Fcalc=2.08

*Significativo para a<0.05 *Para la docima de la pendiente la F 1(1,2= 4.96. **Para la docima de la falta
de ajuste F iap(2.4y =4.53.



Fue seleccionada como concentracion optima la mezcla de los AcMs 2G6-Biotina y 3H9-Biotina 0.1 pg/mL. pues

fue la unica variante que presento ajuste, con un valor de R*>0.98.

4. Determinacion dei tiempo 6ptimo de elucién de las muestras, controles y curva de estandar en le ensayo.
En la tabla 4 se observan los resultados obtenidos al evaluar 30 y 60 minutos de elucion de las muestras y

calibradores del papel de filtro utilizando la mezcla de los AcMs-biotina.

Tabla 4 Andlisis de las diferentes variantes de tiempo para la elucion de las muestras de sangre
colectadas en papel de filtro para el UMELISA TIR Neonatal.

Curva TIR (ng/mL) Elucién 30 minutos Elucién 60 minutos

0 1.95 1.90

41.7 27.95 31.0

116.1 60.88 59.1

257.7 90.15 86.1

639.8 109.61 113.3

1240.9 131.16 126.7
R 0.99 0.99

Doécima para la falta de ajuste Fcalc=3.24 Fcalc=2.28

*Significativo para a<0.05 *Para la docima de lo pendiente lo F 151 2=4.96. **Para la docima de la falta de ajuste

F tan2.4)=4.53.

En las dos variantes evaluadas se observo ajuste v un valor de R superior a 0.99 por lo que decidimos utilizar
como tiempo dptimo de elucion 30 minutos
5. Determinacién de la dilucion 6ptima de trabajo del conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina en el
UMELISA TIR Neonatal.
En la tabla 5 se muestran los valores de fluorescencia obtenidos para cada punto de la curva de calibracion, al

evaluar 3 diluciones de trabajo del conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina.



Curva TIR (ng/mL) Est/FA 1:25 Est/FA 1:40 Est/FA 1:50

0 1.95 1.90 1.81
41.7 21.7 19.3 17.8
116.1 46.6 39.5 314
257.7 76.6 62.6 45.7
639.8 102.7 81.2 63
1240.9 130.3 94.4 73
R’ 0.99 0.988 0.987
Docima para la falta de ajuste Fcalc=3.24 Fcalc=6.8** Fcalc=16.7**

Significativo para a<0.05 *Para la docima de la pendiente la F zp12=4.96. **Para la docima de la falta
de ajuste Fap.4)=4.53.

Se selecciond como dilucion o6ptima de trabajo 1:25 a partir de la predilucion 1:4700.
Validacién del ensayo UMELISA TIR Neonatal.

1. Precision: Se obtuvo como regla una precision intra e interensayo entre el 5y 10% (Tabla 6).

Tabla 6. Estudio de precision intraensayo e interne sayo en el UMELISA TRI Neonatal evaluando 24 y 9

replicas respectivamente.

Muestras Concentracion de TIR CV (%)
(ng/mL) n DE
20,5 24 1,67 8.2
2 50,6 24 3,44 6.8
3 162.7 24 13,5 8.3
DE: Desviacion estandar. CV: Coeficiente de variacion.

n: Nimero de réplicas.



Muestras Concentracion de n DE CV (%)
TIR (ng/mL)
20,5 9 1,7 8,3
2 50,6 9 4,25 8,4
3 162,7 9 13,9 8,6
n: Namero de réplicas evaluadas DE: Desviacion estandar CV: Coeficientes de variacion

Los coeficientes de variacion intra e Inter-ensayo fueron de 7,8 y 8,4%, respectivamente, por lo que la precision

del ensayo se considera aceptable

2. [Exactitud: El recobrado del sistema para tres muestras diferentes se ubicd generalmente en el intervalo

comprendido entre = 10% del valor esperado, lo que denota una alta exactitud (Tabla 7).

Tabla 7. Exactitud del ensayo para la determinacién de los niveles de TIR.

Valor obtenido de Valor esperado de % de Recuperacién

concentracion de TIR concentracion de TIR

(ng/mL) (ng/mL)
61,3 65 94,3
1133 115 98.5
149,3 150 99,5
2843 290 98,0
362,3 380 95,3

3. Ensayo de paralelismo: En las muestras ensayadas esta prueba demostré la independencia entre el valor de la
concentracion de cada muestra de la dilucion de trabajo empleada, para el rango de medicion evaluado (Figura 1).

La prueba mostré un CV inferior al 10% y un R2 >0.98.
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Figura 1 Paralelismo en el UMELISA TIR Neonatal

FD: Factor de dilucion de la muestra.

4. Limite de deteccidn: La concentracién minima detectable que genera una respuesta consistentemente
mayor que cl valor de fondo del ensayo fue de 3.8ng/mL.
5. Prueba de reactividad cruzada: Para el andlisis de la especificidad, se evalud la reactividad cruzada

con proteinas estructural mente relacionadas (Tabla 8).



Tabla 8. Estudio de especificidad en el UMELISA TIR Neonatal.

Concentracion

Proteinas Concentracion aparente de TIR RC
(ng/mL)
a-quimotripsindgeno A tipo II (bovino) 1 pg/mL <3,8 ng/mL no detectable
a-quimotripsindgeno tipo 1-S (bovino) 1 ug/mL < 3,8 ng/mL no detectable
<
a-quimotripsindgeno tipo VII (bovino) o2/ e no detectable
fosfolipasa A, (bovina) 1 ug/mL < 3,8 ng/mL no detectable
quimotripsina (humana) 1 ug/mL < 3,8 ng/mL no detectable
tripsina tipo IX (porcina) 1 ug/mL < 3,8 ng/mL no detectable
tripsina tipo XII (bovina) 1 ng/mL < 3,8 ng/mL no detectable
tripsinogeno (bovino) 1 ug/mL < 3,8 ng/mL no detectable
o, rantitnpsina (humana) 2 mg/mL < 3,8 ng/mL no detectable
ap-macroglobulina (humana) 5 mg/mL < 3,8 ng/mL no detectable
inmunoglobulina G (humana) 15 mg/mL < 3,8 ng/mL no detectable

RC: Reactividad Cruzada.

No se presento reactividad cruzada con ninguna de las proteinas estudiadas, por lo que el ensayo es altamente
especifico para la Tripsina.

6. Correlacion del ensayo UMELISA TIR Neonatal contra un ensayo Comercial (ICN Biochemical IRT
Neonatal: Los resultados de la regresion lineal se muestras a continuacion. Se obtuvo una ecuacion de
regresion: 'y = 0.96x +1,25 (r = 0.99) donde cl eje de las ordenadas representa los valores de
concentracion de TIR (ng/mL) de las muestras obtenidos por nuestro método y en el eje de la abscisas se
representa los valores de concentracion de TIR (ng/mL) correspondientes al estuche comercial empleado

como referencia (ICN IRT Biochemicals) (Figura 2).
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Figura 2. Correlacion del UMELISA TIR Neonatal con el estache de referencia ICN IRT Biochemicals

7. Determinacién de los niveles de corte para las muestras sangre de talon en el UMELISA TIR Neonatal: En

la Figura 3 se muestran los valores de distribucion de frecuencias obtenidas para la poblacion analizada.

Frecuencia

0 10 20 24 30 40 50 100 165 290
Concentraciones de TIR (ng/mL)

Figura 3. Distribucion de frecuencias en 1553 muestras de sangre de talén de recién nacidos entre el 3er y 7mo

dia.

Se calculd el 99 pereentil de la distribucion (nivel de corte de la poblacion), obteniéndose un valor de 57

ng/mL.
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