T\ e

# e
ﬂ
a

CIENCIAS BIOMEDICAS

@ Academia de Ciencias de Cuba S \

Anticuerpos monoclonales para la pesquisa neonatal de enferme-
dades heredometabdlicas

ENTIDAD EJECUTORA PRINCIPAL: Centro de Inmunoensayo (CIE). La Habana, Cuba

AUTORES PRINCIPALES: Greilys Morejon Garcia', Iria Garcia de la Rosa, Sadys Feal Carballo’

Otros autores: Joel Manuel Quintana Guerra’, Ernesto Carlos Gonzalez Reyes’, Elisa Maria Castells Mar-
tinez', Pedro Lucio Pérez Moras', Maylin Pupo Infante’, Yesdiley Lafita Delfino’, Liliana Herndndez Pérez’,
Amarilys Frometa Suarez', Pedro Rolando Almenares Guasch', Mary Triny Segura Gonzalez'
Colaboradores: Carlos Silva Ledn’, Irinia Yelena Valdivia Alvarez’, Antonio Melchor Rodriguez’, Anett Rubio
Torres2, Imara Caridad Stable Vernier2, Alik Rosabal Poloshkov!, Milenén Maria Hernandez Marin', Luisa

Martinez Beltran’, Lesley del Rio Fabre’, Yileidis Tejeda Gomez'

Filiaciéon: 'Centro de Inmunoensayo (CIE). La Habana, Cuba. ?Facultad de Biologia de la Universidad de La
Habana, Cuba

RESUMEN

Palabras clave

Los errores innatos del metabolismo generalmente no producen sintomas clinicos en el
momento del nacimiento, sino marcadores elevados que posibilitan su deteccion me-
diante programas de pesquisa neonatal (PN). En Cuba la salud es un objetivo estraté-
gico, y con esa premisa surgié el sistema ultramicroanalitico (SUMA), una tecnologia
propia, adaptable a nuestro sistema sanitario y compatible con sus recursos financieros
limitados. El Centro de Inmunoensayo (CIE) desarrolla y produce diagnosticadores ba-
sados en el SUMA, lo que ha permitido la implementacion de programas de pesquisa
neonatal de trastornos heredometabdlicos en Cuba y su aplicacion en otros paises, prin-
cipalmente latinoamericanos. La obtencion de anticuerpos monoclonales (AcMs) contra
marcadores de dichas enfermedades resulta esencial para el desarrollo y la mejora de
los métodos de pesquisa neonatal. La disponibilidad en el CIE de AcMs propios permi-
te desarrollar nuevos diagnosticadores, mejorar el proceso productivo y el desempefio
analitico de los ya existentes, reducir los costos de produccion y garantizar la disponi-
bilidad de esas materias primas. En este trabajo se aplica la tecnologia del hibridoma
para generar AcMs Utiles para pesquisar tres enfermedades heredometabdlicas. De los
hibridomas obtenidos, el 7G11E3 secreta un AcM anti-TSH que sustituye eficazmente
a los dos AcMs -uno de ellos era importado- de la fase sdlida de los diagnosticadores
UMELISA® TSH Neonatal y UMELISA® TSH, para pesquisa neonatal y confirmacion,
respectivamente, del hipotiroidismo congénito. La linea 6E2G9 secreta un AcM contra la
17a-hidroxiprogesterona, de utilidad en la fase soélida del UMELISA® 170H Progesterona
Neonatal, ensayo para la pesquisa neonatal de la hiperplasia adrenal congénita (HAC).
Dicho AcM reemplaza los anticuerpos policlonales de conejo que se empleaban, los cua-
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les presentaban niveles permisibles de reactividad cruzada. De los hibridomas generados contra
la tripsina humana, dos secretan AcMs que pueden utilizarse indistintamente para recubrimiento
de placas de ultramicro-ELISA, y un tercero secreta un anticuerpo Util como revelador. Con ellos se
desarrolld un nuevo ensayo para cuantificar la tripsina inmunorreactiva, UMELISA® TIR Neonatal,
cuyo estudio piloto de 2018 evidencié que puede ser empleado para la pesquisa neonatal de la fi-
brosis quistica (FQ). La novedad cientifica de la propuesta esté avalada por doce presentaciones en
eventos internacionales y por dos articulos publicados en revistas de amplia visibilidad internacional,
como son Applied Biochemistry and Biotechnology (2018) y Clinica Chimica Acta (2018), asi como un
tercero en proceso de revision en esta Ultima revista. Los resultados se presentaron en dos tesis de
diploma de la Facultad de Biologia (UH) y una tesis de maestria en Tendencias de la Biotecnologia
Contemporénea. Con este trabajo se sustituye la importacién de una materia prima (AcM anti-TSH)
y se emplea por primera vez en el mundo un AcM en un inmunoensayo comercial para la pesquisa
neonatal de HAC. Dados los resultados obtenidos, se encuentra en fase de registro sanitario el pri-
mer diagnosticador cubano para la PN de la FQ. Ademas de aplicarse en Cuba, este ensayo sumado
a los ya existentes cuyos registros sanitarios fueron modificados luego de la introduccién de los nue-
vos AcMs descritos en este trabajo, fortalece la oferta de diagnosticadores para pesquisa neonatal a

los paises donde se comercializa la tecnologia SUMA.

Los errores innatos del metabolismo generalmente no
producen sintomas clinicos en el momento del nacimiento,
pero si marcadores elevados que posibilitan su deteccion
mediante programas de pesquisa neonatal (PN)'. En Cuba la
salud es un objetivo estratégico, y con esa premisa surgio el
sistema ultramicroanalitico (SUMA), una tecnologia propia,
adaptable a nuestro sistema de salud y compatible con sus
recursos financieros limitados? El Centro de Inmunoensayo
(CIE) desarrolla y produce diagnosticadores basados en el
SUMA, algunos de los cuales han permitido la implementa-
cion de programas de PN de trastornos heredometabdlicos en
Cuba, y estos se han aplicado en otros paises, principalmente
latinoamericanos®. La obtencion en el CIE de AcMs propios
contra los marcadores de dichas enfermedades ha permitido
desarrollar nuevos diagnosticadores, mejorar el proceso pro-
ductivo y el desempefio analitico de los ya existentes, redu-
cir los costos de produccion y garantizar la disponibilidad de
esas materias primas.

El hipotiroidismo congénito (HC) es la principal causa
de retraso mental tratable y tiene una incidencia mundial de
1:4000% Su PN comenzé en Cuba en 1986 y actualmente se
realiza con el UMELISA® TSH Neonatal, ensayo tipo sand-
wich que utiliza en su fase soélida AcMs especificos contra la
cadena B de la TSH?. La confirmacion del HC se hace con el
UMELISA® TSH que emplea esa misma fase solida. Uno de
los AcMs era importado, lo que dificultaba su suministro esta-
ble e implicaba altos costos, razon por la cual en el presente
trabajo se propone la obtencion de AcMs que lo sustituyeran
eficazmente.

La hiperplasia adrenal congénita (HAC) se caracteriza por
crisis de pérdida de sales, virilizacion de genitales externos en
las hembras, crecimiento acelerado y retardo de la pubertad.
Su forma clasica presenta una incidencia global de 1:15 000.
En Cuba se pesquisa desde 2005 con el UMELISA® 170H Pro-
gesterona Neonatal, ensayo competitivo que mide la 17a-hi-
droxiprogesterona (17-OHP) y que empleaba en su fase sdli-
da anticuerpos policlonales de conejo con niveles permisibles
de reactividad cruzada®. En el presente trabajo se propone la
sustitucion de los policlonales por anticuerpos monoclonales
para una mejor produccion y desempefio de dicho estuche.

La fibrosis quistica (FQ) es un trastorno multisistémico
que afecta la calidad de vida y la supervivencia de los enfer-
mos. El reflujo de las enzimas pancreaticas a la sangre eleva
los niveles de tripsina inmunorreactiva, principal marcador
diagnostico®. En Cuba la FQ tiene una incidencia estimada de
1:39007, valor basado en estudios aislados porque en el pais
no se ha implementado aun un programa de PN. Con este
trabajo se propone obtener AcMs antitripsina humana que
permitan normalizar un UMELISA® para la cuantificacion de
dicho marcador.

En este trabajo se aplica la tecnologia del hibridoma para
generar AcMs Utiles para pesquisar esas tres enfermedades.
Los AcMs se caracterizaron mediante: a) determinacion de re-
actividad cruzada frente a biomoléculas relacionadas estruc-
tural y funcionalmente con los marcadores, b) evaluacion en
las fases solida y liquida de los ensayos, ¢) estudio del reco-
nocimiento de epitopos y d) evaluacién preliminar en ensayos
UMELISA® para la cuantificacion de los marcadores.
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Todos los ratones inmunizados con TSH humana mos-
traron titulos maximos de anticuerpos (>1:128 000). De las
cuatro fusiones realizadas se lograron nueve hibridos espe-
cificos de los que se obtuvieron nueve hibridomas secreto-
res de IgG1 y dos de IgG2b, con constantes de afinidad de
3x107-8,5x 10°L/mol. Los AcMs 1A4D10,20A9C11y 20A9E7
reconocieron la subunidad a, comun para todas las hormonas
glicoproteicas, el T0B12C7 reconocié la interfase a-B de la
TSH y los demas anticuerpos eran afines por la cadena B. De
estos Ultimos, el 7G11E3 presentd la mas alta constante de
afinidad (8,5 x 10° L/mol), reconocié bajas concentraciones
de la hormona en solucion y mostré un 92 a 100 % de inhi-
bicion con los AcMs 4A2A8 (obtenido y producido en el CIE)
y T1E4 (HyTest, Finlandia) de la fase solida de los ensayos
UMELISA® TSH Neonatal y UMELISA® TSH. Este estudio de-
mostré también que los AcMs 4A2A8 y 11E4 reconocen epito-
pos distintos en la subunidad B de la TSH, de lo que se deduce
que el AcM 7G11E3 se une a una region de la hormona donde
guedan superpuestos los epitopos reconocidos por los otros
dos AcMs. La elevada afinidad y el reconocimiento epitopico
distintivo del AcM 7G11ES3 explican su mejor desempefio en
la fase solida de los ensayos UMELISA® para la captura de
bajas cantidades de TSH en comparacion con los otros AcMs,
ya sea solos o en pareja.

Dada la escasez de trabajos publicados que referian la
obtencién de AcMs con reconocimiento especifico por la
17-OHP, se aplicaron esquemas de inmunizacion propuestos
para otro hapteno, la progesterona®. Como los ratones inmu-
nizados con dosis bajas del inmundgeno [17-OHP-3-(O-car-
boximetil) oxima-albimina sérica bovina] en intervalos cor-
tos tuvieron una respuesta inmunitaria insuficiente (titulos
<1:1000), se modifico el esquema mediante la aplicacion de
dosis altas y consecutivas del mismo con lo que se alcan-
z6 un titulo apropiado. En la fusion realizada se generaron
cuatro hibridos especificos de los que se obtuvieron 12 Ii-
neas secretoras de IgG1 y tres de IgG2b con afinidades de
1,07-4,02 x 10° L/mol. Los anticuerpos de la familia 6E2 mos-
traron valores de reactividad cruzada inferiores al 3 % con hor-
monas similares a la 17-OHP que interfieren en los ensayos
de pesquisa.

Estos resultados se asemejan a los obtenidos con los an-
ticuerpos policlonales de conejo de la fase sélida del UMELI-
SA® 170H Progesterona Neonatal. Por ultimo, se estudiaron
dos paneles de muestras de sangre seca sobre papel de filtro
de neonatos pertenecientes al programa cubano de PN. Las
muestras se evaluaron con el AcM 6E2G9 en fase solida me-
diante adsorcion directa pasiva e inmovilizacién mediada por
inmunoglobulinas. Se observd una disminucion considerable
de los valores medios de 17-OHP y de los casos falsos posi-

tivos con respecto al ensayo que usa los policlonales. Este
trabajo demostré la especificidad del 6E2G9 y la posibilidad
de su inclusion en el ensayo UMELISA® 170H Progesterona
Neonatal.

Como la tripsina es capaz de autodegradarse, se disefid
un esquema de inmunizacion con altas dosis de inmunoge-
no que, una vez preparadas, se administraron rapidamente
al animal por via intraperitoneal para que su sistema inmune
respondiera mayoritariamente contra la proteina intacta. Al
evaluar la respuesta inmune se alcanzo un titulo satisfactorio
(=1:128 000) y se procedit a la fusion celular. De cinco hibri-
dos obtenidos se generaron 16 lineas secretoras de IgG1 es-
pecifica con valores de afinidad de 3,98 x 10°-1,4 x 10"° L/mol.
Se determind que los AcMs reconocieron diferentes epitopos
conformacionales de la molécula de tripsina humana y que el
AcM 4C9ET1 se unid a un epitopo diferente al del resto de los
anticuerpos. Como estos Ultimos se inhibieron entre sien mas
de un 90%, se concluyd que reconocen epitopos relacionados
espacialmente. Con placas recubiertas individualmente con
los AcMs 4C9C9 y 9D5H5 y el AcM 4C9E11 conjugado a FA
se desarrollé un UMELISA® tipo sandwich para la pesquisa
de FQ. Con el AcM 4C9C9 en la fase sdlida se cuantificaron
cuatro controles del CDC para una exactitud relativa entre
-6,7y 9,3 %, con el AcM 9D5HS5 la evaluacion de otros cuatro
controles del CDC rindi6 porcentajes de recobrado entre -2,7
y 21,6 %, resultados que en general fueron buenos si se con-
sidera como criterio de aceptacién una variacion interserial
inferior a +20 %°. Con el empleo de un valor de corte >70 ng/
mL para el 99,5 percentilo de la distribucion, el ensayo con el
AcM 9D5H5 identificd como positivas seis muestras de fibro-
quisticos procedentes del Programa de PN de Brasil. La cuan-
tificacién de tripsina con el UMELISA® sandwich disefiado
demostro la potencialidad de los AcMs para la normalizacion
de un ensayo de PN de FQ.

Con este trabajo se lograron AcMs contra TSH, 17-OHP
y tripsina que resultan materias primas esenciales para el
desarrollo y la produccioén de diagnosticadores para la PN de
tres enfermedades heredo-metabdlicas. Con el AcM anti-TSH
7G11E3 se sustituye una materia prima importada, el 6E2G9
es el primer AcM anti-17-OHP en utilizarse en un inmunoen-
sayo comercial para HAC y con los AcMs antitripsina se di-
sefno el primer diagnosticador cubano para FQ, actualmente
en fase de registro sanitario. La posterior normalizacion de
los ensayos correspondientes y sus registros sanitarios ante
la entidad reguladora CECMED han permitido la introduccion
de los AcMs en el proceso productivo de estos diagnostica-
dores que integran, junto a otros estuches de la tecnologia
SUMA, el programa de PN en Cuba. Ademas, los resultados
presentados en este trabajo permiten fortalecer la oferta de

204 Anales de la Academia de Ciencias de Cuba; Vol. 9, No. 3 (2019): Premios de la ACC



diagnosticadores para PN a los paises donde se comercializa
esta tecnologia.
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