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RESUMEN

La cuantificacién de las concentraciones séricas de la hormona estimulante del tiroides (TSH) en
neonatos tiene gran importancia diagnéstica en el hipotiroidismo primario congénito, enfermedad
que, de no ser tratada precozmente, evoluciona con complicaciones de retraso mental. En Cuba
existe desde 1987 un programa nacional de diagndstico de esta entidad, que emplea como elemento
tecnoldgico fundamental un sistema ultramicroELISA (UME), con dos anticuerpos policlonales,
anti B-TSIH como anticuerpo de captura, y anti subunidad @ conjugado con B-galactosidasa, para el
revelado de la reaccién. La introduccién de anticuerpos monoclonales (AcM) en estos
procedimientos puede proporcionar ventajas adicionales, especialmente en lo que se refiere a
especificidad y produccién del reactivo. Nosotros hemos obtenido hibridomas secretores de AcM
contra B-TSH mediante la fusién del mieloma P3/x63.Ag8.653, con linfocitos esplénicos de ratones
inmunizados con TSH. El AcM CB-TSH.1 (IgG1) se estudié a mayor profundidad como anticuerpo
de captura en UME. Se demostré que este AcM puede sustituir eflectivamente el anticuerpo
policlonal de referencia; el UME, que combina el AcM en la fase sélida, y el anticuerpo policlonal
para ¢l revelado fue evaluado con muestras de pacientes, ofreciendo 100 % de coincidencia
diagnéstica con el UME policlonal y buenas repetibilidad y reproducibilidad.

ABSTRACT

The quantitation of sera concentrations of the thyroid stimulating hormone (TSH) in newborns has
great importance for the diagnosis of the primary congenital hypothyroidism, a disease that, if
untreated early, evolves with mental retardation as part of the complications. Since 1987, a national
program for the early diagnosis of this entity has been functioning, mainly based on the use of
ultramicroELISA assays with anti-B polyclonal antibodies as capture reagent, and anti-o¢ chain
polyclonal antibodies as revealing reagent. The introduction of monoclonal antibodies (MAbs) in
these procedures can be advantageous, especially regarding specificity and production of the
reagents. We have obtained MADbs against the B subunit of TSH through the fusion of splenic
lymphocytes of mice immunized with TSII, and the P3/x63.Ag8.653 myeloma. MAb CB-TSH.1
(IgG1) was evaluated as capture antibody for ultramicroELISA. It was demonstrated that this
antibody can elfectively substitute the reference polyclonal antibody; the ultramicroELISA that
combines the MAD, and a revealing anti-& chain polyclonal antibody was evaluated with samples
from patients, giving a 100% diagnostic coincidence with the polyclonal system and adequate
reproducibility and repeatability.
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INTRODUCCION

La TSH es una glicoproteina de gran importancia diagnéstica. La cuantificacion de
sus niveles séricos es conveniente para el estudio de endocrinopatias tiroideas y no
tiroideas, asi como de otras enfermedades (Finlayson et al., 1987; Bent et al., 1986).
En particular, la cuantificacion de esta hormona es crucial para el diagnéstico de
hipotiroidismo congénito primario, una causa frecuente de retardo mental severo, pero
que puede ser prevenido con un diagnéstico y tratamiento precoz.

En Cuba, en un estudio realizado entre los afios 1986 y 1988, se determinaron cifras
patoldgicas de TSH séricas ( >25 mUI/I) en 1 por cada 2 945 recién nacidos (Guell et al.,
1988), sobre la base de una muestra de 67 744.

Para la cuantificacién de esta hormona se han desarrollado varios métodos
inmunol6gicos, siendo los més dtiles los inmunoensayos radioisot6picos y los
enziméticos. Estos procedimientos requieren anticuerpos especificos para la TSH, cuya
obtenci6n tiene como problema fundamental la reactividad cruzada que se observa con
las hormonas foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH) y gonadotropina cori6nica
(CG).

La base de este fen6meno estd en la propia composicién de estas hormonas, que
poseen dos subunidades: la «, practicamente idéntica en las cuatro hormonas, y la , que
es especifica para cada una de ellas (Liao ef al., 1970; Nilsson et al., 1986; Ozturk et al.,
1987, Rahamin et al., 1984).

Es comprensible entonces que las preparaciones policlonales de anticuerpos para la
TSH deban ser fabricadas a partir de la subunidad B, o en su defecto, extensamente
adsorbidas para eliminar los anticuerpos anti-subunidad «. El advenimiento de la
tecnologia para la generacién de anticuerpos monoclonales (AcMs) (Kohler, 1981) ha
permitido la obtencién de reactivos utiles para estos ensayos, evitando ademds ésta y
otras dificultades asociadas a la produccién de anticuerpos policlonales especificos.
En este articulo reportamos la obtencién de AcMs murinos que reconocen
especificamente la TSH, y su aplicacién en la construccién de un ultramicroELISA
diagnostico.

MATERIALES Y METODOS

Antigenos y estindares

En la inmunizacién y en ¢l ensayo primario de los hibridomas se empleé TSII humana purificada de
hipéfisis (Centro de Inmunocensayo, CIE, La Habana). En otros experimentos usamos el estdndar de TSH
producido por el CIE validado contra el estindar WIIO (No. 80/558) con 0,2 mg/UL Los estudios de
reactividad cruzada se realizaron con CG, LH y FSH suministradas por el CIE.

Animales e inmunizacién

Se inyectaron ratones BALB/c machos (4-6 semanas), suministrados por el Centro Nacional de
Produccién de Animales de Laboratorio, por via intraperitoneal (i.p.) con 4 dosis de 20 pg de TSII
adsorbidas en 350 pg de AI(OH);, a intervalos semanales, antes de la titulacién del suero. Para la fusién
se seleccioné un animal con titulo 1:10 000 (ver mds adelante), que se inyectd i.p. con igual dosis de antigeno
en solucién salina tamponada con fosfatos pH 7,2 (SSTF), y se sacrificé tres dias después para la obtencién
de los linfocitos esplénicos.
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Fusidn, clonaje y cultivo
El protocolo de fusién con PEG, la formulacién de los medios y el cuidado bdsico de las células recién
fundidas, han sido detallados antes (Gavilondo et al., 1988). Los hibridomas seleccionados se clonaron al

menos dos veces por dilucidn limitante, y los clones relevantes se expandieron para su criopreservacion e
inoculacidn a ratones.

Ensayo de los hibridomas

El ensayo se realizé por ultramicroELISA (UME) sandwich en el Sistema Ultramicroanalitico (SUMA,
CIE) (Horn eral., 1981; Otero et al., 1984; Van Brunt, 1987). Este sistema se basa en reacciones
antigeno-anticuerpo que son puestas en evidencia mediante ensayos tipo ELISA que emplean sustratos
fluorigénicos.

Entre los componentes del SUMA estdn: placas de 96 posiciones (10 pl/pozo), una pipeta multicanal
controlada por un microprocesador, que dispensa, lava y transfiere a las placas de lectura, y un lector
computarizado que procesa las lecturas de fluorescencia, que se expresan relativas a los valores de dos
controles extremos.

Las placas se recubrieron con 10 pg de IgG de carnero anti-B-TSH (CIE) (PcTSH) por ml, a 37°C
durante 4 horas. Con estas placas activadas se realizaron dos tipos de experimentos:

a) Competencia de los anticuerpos de los sobrenadantes con el PcTSH: se mezclaron, volumen a
volumen, los sobrenadantes con 50 mUI/l de TSH estdndar diluida en SSTF con 10 % de suero de carnero,
y se incubaron 1 hora a 37°C. Después de lavar, se afadié IgG de carnero anti @-TSH conjugada con
fosfatasa alcalina (PcA-FA, CIE) 1/200 y se incubd durante 4 horas a 22°C. Luego se lavo y la reaccién se
revelé con 4-metilumbeliferil-fosfato en tampdén de dietanolamina durante 30 minutos a 22°C.
Las muestras se transfirieron a las placas de lectura y se evaluaron a 480 nm. Los sobrenadantes fueron
considerados positivos cuando los valores de fluorescencia fueron, al menos, tres veces superiores a los de
los controles negativos que contenian sobrenadantes de hibridomas no relacionados.

b) Competencia de los anticuerpos del sobrenadante con el PcA-FA: en este caso se incubaron las
placas 1 hora a 37°C con estdndar de TSH 25 mUL/I disuelto en SSTF con 5 % de suero de carnero.
Después se afadié una mezcla, volumen a volumen de sobrenadante y PcA-FA 1/100 y se incubé 4 horas a
22°C. El resto del experimento y ¢l criterio de positividad fueron como se describié antes.

UME para reactividad cruzada

Las placas se recubrieron con 1 wg/ml de TSH, CG, FSH, albimina sérica humana (ASH) y se adadicron
los sobrenadantes positivos; la presencia o ausencia de los anticuerpos murinos se revel6 con un IgG de
carnero anti [gG de ratén conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma) diluido 1/1000; los pasos de lavado y las
condiciones de incubacién fueron ya descritos. Este experimento se repiti6 empleando el anticuerpo
monoclonal purificado.

Isotipaje de inmunoglobulinas

La clase y subclase de inmunoglobulina se determind por inmunodifusién radial doble (Ouchterlony y
Nielsson, 1978), empleando sobrenadante de cultivo diez veces concentrado y antisueros clasificadores
(ICN immuncbiologicals).

Produccion y purificacion de los AcMs

Los hibridomas seleccionados se inyectaron i.p. en ratones BALB/e preinoculados con aceite mineral, y
el fluido ascitico, después de clarificado y deslipidizado, se purificé por cromatografia con proteina A
Sepharose (Pharmacia) como recomienda el fabricante (Ostlund, 1986). La fraccién activa se identificd por
UME indirecto (ver UME para reactividad cruzada) recubriendo con TSH. Las determinaciones de
proteinas se realizaron por el método de Lowry e al. (1951); la pureza se determiné por electroforesis en
gel de poliacrilamida, empleando dodecilsulfato de sodio y condiciones de reduccién (Laemli, 1970).

UME para la cuantificacion de TSH en suero

El UME empleado actualmente en el Programa Nacional de Diagnéstico de Hipotiroidismo Congénito
se basa en el PcTSH (ver "Ensayo de los hibridomas"), como anticuerpo de captura y ¢l PcA como
anticuerpo de revelado. El AcM purificado se ensayé para determinar su utilidad como anticuerpo de
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captura en este sistema, en lugar del PcTSH. Se adsorbieron varias concentraciones del AcM a placas de
UME a 37°C durante 4 horas; después de lavar, se afadieron diluciones seriadas del estdndar de TSH y se
dejaron 18 horas a 4°C seguido por lavados, y la incubacién por 4 horas a 22°C con el PcA-FA a una dilucién
de 1/200. Los siguientes pasos se desarrollaron como ya se ha descrito.

La determinacidn de la sensibilidad, la repetibilidad y ¢l ensayo de sueros de recién nacidos y sucros
controladores, se realizaron scgin estas mismas condiciones experimentales, pero empleando en la fase
sélida 15 pg/ml del AcM purificado.

Como referencia se tuvo ¢l UME del Programa Nacionzal cuyas condiciones experimentales se
diferencian sélo en el empleo de 10 pg/ml del PcTSH en la fase sélida.

Procesamiento estadistico

La sensibilidad del UME descrito en este articulo se considerd como la concentracién de antigeno mds
baja, cuya media de fluorescencia relativa fue diferente de la de una muestra con cero concentracion de
antigeno incrementada en tres veces ¢l valor de su desviacin estdndar. El nivel de confiabilidad es del
99,9 % (p < 0,01).

Para comparar los dos UMEs durante la evaluacion de los sueros de recién nacidos sc realizé un andlisis
de correlacidn lineal simple, teniendo en cuenta los valores de TSH sérica de cada mucstra.

RESULTADOS

La eficiencia de hibridacion fue superior al 90 % (crecieron hibridomas en 864 pozos
de los 960 scmbrados con células fundidas). Después de dos ensayos consccutivos por
UME de competencia y la prucba de reconocimiento frente a CG, LH, FSH y ASH,
se seleccionaron cinco hibridomas por su identificacion especifica de TSH. Todos
los cultivos se clonaron y reclonaron, encontrdndose que sceretaban anticuerpos de
clase IgG.

Uno de ellos, el clon 115/70/1, que secreta el AcM CB-TSH.1 (IgG1), se selecciond
como anticuerpo de captura para el desarrollo de un UME tipo sandwich, por lo que se
inyect6 a ratones para la produccién de ascitis y purificacién.

En la prueba de este anticuerpo para la captura en un UME sandwich emplecando
como anticuerpo de revelado ¢l PcA y teniendo como referencia el UME dcl Programa
Nacional de Diagnéstico de Hipotiroidismo Congénito, se encontré que ¢l recubrimiento
de las placas con 15 pug/ml, ¢l AcM reproducia una conducta similar a la exhibida por el
sistema de referencia (figura 1).

El AcM CB-TSH.1 purificado (15 pg/ml) no mostré reactividad cruzada (figura 2) en
el UME indirecto [rente a los antigenos antes mencionados.

La sensibilidad del ensayo s¢ determiné en experimentos realizados por triplicado,
con varias concentraciones de TSH disucltas ¢en SSTF con 5 % de sucro de carncro.
El blanco se prepard con el tampoén de dilucion, El valor de sensibilidad calculado fue
de 0,8mUI/I (p < 0,01) (figura 3).

La repetibilidad del ensayo [ue buena teniendo en cuenta los coclicientes de variacion
intracnsayos (CV) (<7,1 %, n = 8) intcrensayos (<151 %, n = 7) para varias
concentraciones de TSH (tabla 1).

El empleo paralelo de ambos UMEs para el ensayo en duplicados del suero (dil. 1:2)
de sangre del cordén umbilical de 33 recién nacidos demostrd una total coincidencia
diagnoéstica (tabla 2). El andlisis de correlacion lineal de los datos anteriores arrojé un
coeficiente de Pearlson de 0,99.
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FIG. 1. Determinacién de la concentracién de recubrimicnto éptima para el CB-TSIL1 en
ultramicroELISA con respecto al anticuerpo policlonal anti-subunidad B8-TSH de referencia (PcTSH).
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FIG. 2. Reactividad del AcM CB-TSIH.1 con TSI y otros antigenos (L1, CG, FSH, albimina sérica
humana). Los pozos se sensibilizaron con 1 pg de antigeno/ml. Se¢ afadieron concentraciones
incrementadas de CB-TSIL1 y la reaccién se reveld con un anticuerpo policlonal antirratén, conjugado con
fosfatasa alcalina.

158



Inmunoensayo para TSH

oFluorescencia Relatlva

160

100

60

1

0 1
0 10

30
Concentracion de TSH (mUI/I )

60 80

FIG. 3. Rango de sensibilidad del sistema ultramicroELISA AcM/PcA-FA para TSIL

Tabla 1

PRECISION DEL SISTEMA UME CB-TSIL1/PcA-FA PARA TSII

Concentracién de TSH

Cocficientes de variacién

Cocficientes de variacidn

(mUIl) intraensayos (%) (n = 8) interensayos (%) (n = 7)
50 6,4 15
25 2 13,2
12,5 7,0 14,3
6,3 53 11,8
3,1 6.8 10,1
1,6 4.5 9.8

n = nimero de mucestras por ensayo o de ensayos independientes realizados.
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Tabla 2
COMPARACION DEL ULTRAMICROELISA (UME) CB-TSH.1/PcA-FA
Y DEL PeTSII/PcA-FA EN LA CUANTIFICACION DE LAS CONCENTRACIONES SERICAS
DE TSI DE 33 RECIEN NACIDOS

UME AcM/AcP UME AcP/AcP
3.1,33,3.1,4.0 4.0,4.1,4.2,4.6
7.0,34, 3.1, 13.2 8.3,3.7,5.0,13.9
NORMALES 10,3.5, 3.3, 3.7 11.0, 3.9, 3.3, 3.1
<20 mUIN 31,2.1,6.1, 3.1 2.1,35, 7.0, 4.0
3.5,3.4,3.1,3.7 42,4.0,3.1,36
4.1,74,2.5,89 4.2,8.0,3.0,10.0
79,101, 12.3, 10.3 11.0, 9.0, 11.1, 11.0
5.5,3.8 5.9,4.1
ELEVADOS 30.3, 35.4, 43.5 31.2,37.1, 40.0

25 mUI/

NOTA: AcM/AcP = AcM CB-TSIL1 en la fase s6lida y el anticuerpo policlonal anti-cadena @-TSII
conjugado con fosfato alcalina (PcA-FA) como segundo anticuerpo;
AcP/AcP = anticuerpo policlonal anti-B-TS1I como primer anticuerpo y el PcA-FA como revelador.
El orden de los valores en una y otra columna indica que se trata de la misma muestra.

La evaluacion de seis sueros controladores con concentraciones de TSH conocidas, se
realizé por los dos UMEs. En todos los casos se encontrd buena correlacion entre el
valor conocido y el encontrado. Estos experimentos se realizaron por cuadruplicado
(tabla 3).

Tabla 3

COMPARACION DEL ULTRAMICROELISA (UME) CON ANTICUERPOS MONOCLONALES (AcM)
Y POLICLONALES (AcP) PARA LA CUANTIFICACION DE MUESTRAS
DE CONCENTRACIONES CONOCIDAS DE TSH

Concentracién de TSH Concentracién de TSH UME
Concentracién real de TSH UME AcM/AcP AcPlAcP
56 54,9 55,3
36 35,7 349
30 31,1 30,2
24 23,7 235
20 21,3 218
17 18,1 17,3

NOTA: Las concentraciones en mUI/L.
AcM/AcP = CB.TSH.1 como anticuerpo de captura y el anticuerpo policlonal anti-¢¢-TSH conjugado
con fosfatasa alcalina como se¢gundo anticuerpo.
AcP/AcP = Ll anticuerpo policlonal anti-B-TSI en la fase sélida y el anti-a-TSH antes mencionado
como revelador.
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DISCUSION

Por la importancia diagnéstica y prondstica de la TSH y por sus bajas concentraciones
séricas, se han desarrollado varios métodos inmunolégicos radioisotépicos y no
radioisot6picos para su cuantificacién. Las caracteristicas estructurales de esta hormona
determinan que para su inmunocuantificacién se requieran anticuerpos anti B-TSH (Liao
et al., 1970; Nilsson et al., 1986; Rahamin et al., 1984; Ozturk et al., 1987).

En nuestros experimentos el esfuerzo principal se dirigi6 hacia el desarrollo de AcMs
anti B-TSH, que pudieran sustituir eficientemente el anticuerpo policlonal empleado en
la fase s6lida del UME del Programa Nacional de Diagnéstico de Hipotiroidismo
Congénito.

El desarrollo cficiente de tales AcMs requicre una detecciéon temprana de los
hibridomas seccrctores de anticuerpos que no reaccionan "cruzado” con las otras
hormonas y es importante desde el primer ensayo determinar aquellos clones de interés
para evitar gastos de ticmpo y reactivos con hibridomas poco especificos. Esto no es
siempre posible en virtud de que los pequenos volimenes de sobrenadantes disponibles
en las primeras etapas del cultivo (200 pl para placas de 96 pozos) no son suficientes
paru realizar c¢nsayos simultineos. Por otro lado, la dilucién de los sobrenadantes
solo puede emplearse cuando se ha preparado un sistema de ensayo muy sensible
(Khazacli et al., 1981).

En este trabajo, aprovechamos las ventajas de los pequefos volimenes de reaccién
(10wl) y la alta automatizacion del SUMA para el ensayo temprano de los hibridomas
contra varios antigenos (TSH, CG, LH, FSH, y ASH) sin necesidad de diluir los
sobrenadantes.

Como resultado de la fusién se obtuvo cerca del 0,6 % de clones especificos de clase
IgG; de ellos seleccionamos, para continuar su estudio, el clon 115/70/1 que secreta el
AcM CB-TSH.1 (IgG1). Por su patrén de competencia con anticucrpos policlonales anti
«-TSH y anti B-TSH en el UME sandwich, el CB-TSH.1 parece unirse a determinantes
antigénicos presentes cn la subunidad B de la hormona. Esto se correlaciona bien con
los resultados obtenidos en los experimentos de reactividad cruzada frente a hormonas
que ticnen subunidades « similares y B diferentes.

Para definir la concentracién 6ptima de recubrimiento, se eligi6 como patron de
referencia el UME del Programa Nacional de Diagnéstico de Hipotiroidismo Congénito
y sc realizaron los experimentos bajo las condiciones del UME de referencia. La
concentracién 6ptima del AcM result6 ser 15 ug/ml.

Los experimentos de scnsibilidad indican que ¢l nuevo UME AcM/anticuerpo
policlonal es adecuado para el diagnéstico, segin los rangos de normalidad definidos en
el pais para los recién nacidos (normal: < 20 mUI/, dudoso: de 20 hasta 24,9 mUI/l;
patologico: > 25 mUI/I) y por lo tanto, para adultos.

El cnsayo tiene una buena repetibilidad segin los CVs intraensayos e intercnsayos que
son menores que 7,1 y 15,1, respectivamente.

Existe una alta correlacion lineal entre el UME aqui reportado y el empleado en el
Programa Nacional de Diagnéstico, sobre la base de una muestra de 33 recién nacidos.
La cuantificacion de TSH c¢n presencia de suero humano (sucros controladores) tuvo
también alta fidelidad.

En resumen, los datos experimentales anteriores indican que ¢l CB-TSH.1 es un
sustituto adecuado del anticuerpo policlonal de captura que se emplea en el Programa
Nacional de Diagndstico de Hipotiroidismo Congénito. Este AcM reporta ventajas
sobre el policlonal, por ser su produccién més econémica a largo plazo y constituir un
reactivo més homogéneo.
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