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RESUMEN

En el trabajo realizado se busco producir la fTSH recombinante pura, partiendo de
una proteina sintética en cepas de Escherichia coli (TG1), para la fabricacion de un
kit para pesquisa neonatal de Hipotiroidismo Congénito. Los resultados no fueron
muy eficientes en cuanto a cantidad de proteina purificada, Sin embargo, se lograron
evaluar las condiciones especificas para la expresion y purificacion de esta proteina y
corroborar estudios recientes realizados con proteinas de fusion. Por otra parte, se
constato que la proteina recombinante conserva su solubilidad durante la expresion y
purificacion, siempre que se aplique lisis enzimatica para la disrupcion celular. Dado
que con la sonicacion la proteina se degrada o forma enlaces con la membrana. De
igual modo, la BTSH humana sintética conserva sus propiedades antigénicas similares
a la forma natural. Lo que significa que es altamente confiable para hacer diagnostico
con dicha proteina a partir de anticuerpos policlonales en animales.

Palabras clave: Hipotiroidismo congénito, pesquisa neonatal, PTSH recombinante,
anticuerpos policlonales.



INTRODUCCION

Antecedentes del Problema

En los Gltimos afos, el diagnostico de enfermedad tiroidea ha podido realizarse en
forma méas confiable y segura dada la aparicion de métodos mas sensibles para la
determinacion de hormonas tiroideas, en particular de la Hormona Estimuladora de la
Tiroides (TSH) y de anticuerpos antitiroideos. La importancia de detectar
precozmente la existencia de enfermedad tiroidea radica en evitar la aparicion de
complicaciones. Un ejemplo conocido lo compone el Hipotiroidismo Congénito
(HC), que constituye un grave problema de salud publica, cuya atencion requiere de
una deteccion neonatal precoz (antes del mes de vida), a fin de prevenir una de las
endocrinopatias que reviste especial importancia durante la edad temprana de la vida,
debido a su asociacion directa con el retraso mental (cretinismo), como consecuencia
de su pronéstico tardio." Por ello la diagnosis temprana del HC se enfatiza como una
verdadera emergencia médica y permite aplicar un tratamiento de sustitucion
oportuna para que el nifio pueda crecer y desarrollarse normalmente.

Si bien es cierto, la produccion y secrecion de Hormonas Tiroideas (HT) esta
regulada por el eje hipotalamo-hipofisis- tiroides (HHT). El eje fetal es funcional al
final de primer trimestre del embarazo. Durante el primer trimestre, el desarrollo
neuroldgico del feto dependera de adecuadas concentraciones de Triyodotironina (T3)
y tiroxina (T4) maternas, las que traspasan la placenta y protegen al feto de
hipotiroidismo. EI hipotalamo secreta la Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH)
que estimula a los tirotropos hipofisiarios para que secreten TSH. Esta estimula el
crecimiento tiroideo, la sintesis y secrecion fundamentalmente de T4, la que se
convierte en su forma biolégicamente més activa, la T3,%® las cuales son esenciales
para el correcto desarrollo, diferenciacién y funcion de practicamente todos los
sistemas del organismo, regulando el metabolismo celular e interviniendo
criticamente en el desarrollo del cerebro tanto en el periodo embrionario como en el

fetal y postnatal.



El HC es producido por la deficiencia de yodo debido a la ausencia de glandula
tiroidea o falla funcional de las HT (T3 y T4) durante la vida fetal y los tres primeros
meses de vida. Si se desarrolla un hipotiroidismo en la etapa fetal se afecta el sistema
nervioso central y el desarrollo esquelético; pero la mayoria de los Recién Nacidos
(RN) parecen normales debido a la proteccion relativa producida por el pasaje
transplacentario de HT maternas.* La falta de hormonas tiroideas produce en el
sistema nervioso central un retardo en la arborizacién dendritica, reduccion del
tamafo absoluto del cerebro y cerebelo, disminucion de la capacidad de migracion y
proliferacién de las células gliales, retraso en la mielinizacion, deficiencia en la
conduccion axonal, atrofia de las circunvoluciones, vascularizacion, migracion
neuronal, retraso psiconeurolégico y maduracion de las conexiones interneuronales,
que se traduce en lesiones irreversibles del tejido neuronal, siendo esto la causa del
retardo mental y otras alteraciones neuroldgicas. A nivel sistéemico interfiere con
todos los procesos metabolicos y de maduracion del organismo sobre todo en el tejido
6seo y por tanto en el crecimiento.”

La Pesquisa Neonatal (PNN) también conocido como tamiz neonatal, cribado
(screening) o tamizaje (triagem)  metabdlico, es un camino completamente
establecido para identificar, entre miembros de una poblacién, como es la de RN,
aquellos posiblemente afectados por una enfermedad especifica antes del desarrollo
de signos clinicos de la afeccion.’ Los términos pesquisa y diagnéstico implican
conceptos diferentes: pesquisa es “la deteccion en una poblacion de individuos
probablemente sanos (con métodos sencillos y aceptables para la poblacion) de
individuos probablemente enfermos”. Diagnodstico es “la caracterizacion de la
enfermedad con miras a efectuar un tratamiento”. De esto se deduce que los nifios
seleccionados por un determinado método de pesquisa deben ser sometidos
posteriormente a procedimientos diagndsticos especificos que permitan confirmar la
enfermedad.” En un programa de PNN, los RN deben ser sometidos a la evaluacién
inicial, para realizar luego los estudios de confirmacion en los casos que resulten

positivos.**



El objetivo final de los programas de tamizaje es lograr el optimo desarrollo
neurolégico de los RN. Gracias a estos programas los estudios actuales coinciden en
que el retraso mental ha sido exponencialmente eliminado y se ha encontrado una
mejoria significativa del funcionamiento intelectual de los nifios. Al analizar la
relacion costo efectividad de realizar tamizaje de HC, se ha determinado que los
programas representan un ahorro econdémico neto para la sociedad. Para calcular, se
consideran factores tales como los costos asociados a la discapacidad intelectual, la
expectativa de vida de la poblacion, los costos del programa y del tratamiento a largo
plazo. El programa previene en forma sustancial la discapacidad intelectual
secundaria a HC, por lo que el programa justifica su bisqueda masiva.>®

Uno de los métodos primarios cominmente aceptados para el diagnostico de HC
es la determinacion de la concentracion de la TSH en el suero, debido a que los
niveles de TSH tienden a aumentar por la ausencia de T4. La sensibilidad de esta
prueba puede ser aproximadamente del 95%, y la especificidad puede ser de
aproximadamente 90%.% Existen una amplia variedad de sistemas de diagnéstico de
TSH usados en el Pesquisaje Neonatal, estos usan anticuerpos monoclonales (AcM) o
policlonales (AcP) para captar la TSH circulante en el suero y posteriormente
cuantifican los niveles de la hormona.’

Los anticuerpos usados para determinar la TSH deben ser especificos contra la
subunidad B-TSH, ya que esta hormona estd quimicamente relacionada con las
gonadotropinas hipofisiarias: la Lutropina (LH) y la Folitropina (FSH) asi como
también la Gonadotropina Carionica (CG) predominantemente de origen
placentario.'® Estas hormonas forman parte del grupo de hormonas glicoproteicas
compuestas por dos subunidades: o y B. La subunidad alfa es comun a las tres
hormonas, mientras que la subunidad beta es Unica e independiente para cada péptido.
La subunidad beta de la TSH es la que le confiere la respectiva especificidad
biolégica a la molécula para la union al receptor y permite su determinacion
inmunolégica en suero.’®***? He aqui la importancia de producir anticuerpos
especificos contra la subunidad B y disefiar un sistema de diagndstico que sea méas

sensible y permita confirmar los resultados obtenidos en el barrido de la poblacion.™®



El método usual para producir anticuerpos policlonales experimentalmente
consiste en la inoculacién de animales con preparaciones purificadas o parcialmente
purificadas de antigeno (inmundgeno).* La administracién de un inmunégeno in vivo
estimula diferentes células del sistema inmune, dando origen a una poblacion mixta
de anticuerpos derivados de un numero variado de clones de linfocitos B
(policlonal).*** Los AcP son particularmente valiosos como reactivos biolégicos
para el estudio de proteinas, células y tejidos cuando se utilizan en técnicas muy
diversas, tales como: ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA),
inmunofluorescencia e inmunotransferencia’®. La obtencion de BTSH con un alto
grado de pureza reviste gran importancia para la confeccion de estandares e
inmunizacion de animales, de los cuales se obtienen los anticuerpos policlonales
(AcP) y monoclonales (AcM) utilizados en los inmunoensayos' para la
determinacion de esta hormona.

Dada la robusta capacidad actual para clonar y expresar cualquier gen foraneo en
un hospedero heter6logo mediante la implementacion de la biologia molecular, es
posible producir casi cualquier proteina pura en cantidades abundantes®. El sistema
de expresion y produccion de proteinas recombinantes en cepas de Escherichia coli
(E. coli), han permitido hacer uso de herramientas importantes para la purificacion de
dichas proteinas.™

En efecto, las etiquetas de afinidad (tag) permiten purificar proteinas
recombinantes considerablemente a partir de extractos crudos, empleando protocolos
generalizados, lo cual contrasta con los procesos asociados a las cromatografias
convencionales.!” La forma méas comin de las tag son la de polihistidina, consistente
tipicamente en seis residuos de histidinas (6xHis) que selectivamente se unen a
metales de transicién, tales como Ni** y Co*, en un proceso denominado
Cromatografia de Afinidad con Metales Inmovilizados o IMAC por sus siglas en
inglés (Immobilized Metal Affinity Chromatography).*® Este sistema proporciona un
namero de ventajas significativas que no estan disponibles en otros métodos de

cromatografia de afinidad a etiquetas.



Cabe sefialar que la informacion sobre la purificacion de la BTSH es escasa. Sin
embargo, los dos trabajos previos citados afirman que para expresar, producir y
purificar dicha proteina es necesario disefiar una fusion con quimeras que aumenten
la solubilidad y el peso molecular, debido a que la subunidad B es una glicoproteina
de bajo peso molecular (18 kDa)', lo que implica mayor complejidad en su
purificacion. No obstante, en este trabajo se decidié evaluar las condiciones de
expresion, produccion y purificacion de la proteina basica, con el fin de identificar los
parametros que influyen sobre el proceso de obtencion de la proteina pura y
estandarizar las condiciones del método empleado.

Por consiguiente, el trabajo realizado consistio en purificar la proteina, mediante el
método IMAC, a partir de cultivos de la cepa de E. coli TG1, con plasmidos
construidos con un gen sintético de PTSH humano (pQ30- BTSHTr) fusionada a una
tag (6xHis). De manera que se disponga de dicha proteina, con un alto grado de
pureza, para su posterior uso como inmundgeno en la produccién de anticuerpos
policlonales y el desarrollo del kit de Pesquisa Neonatal que respalde el Programa de
Deteccidn Precoz de Hipotiroidismo Congénito a nivel nacional.

Actualmente en Venezuela, estos programas se desarrollan con enzimas, antigenos
y anticuerpos contra la subunidad B-TSH que contienen los kits comerciales
importados. El tiempo de llegada de los productos, métodos de almacenamiento y el
transporte pueden disminuir el tiempo de vida Util de los sistemas, e incluso llegar sin
actividad. El alto costo generado en la compra de estos insumos y los demas
problemas mencionados impulsan a plantear la produccion de sistemas de diagndstico
propios, que permitan cuantificar el nivel de TSH en las muestras de RN,
determinando a tiempo el HC y evitando que los pacientes desarrollen retardo mental
u otro tipo de enfermedades, mediante el control y seguimiento de los mismos, y con

las consecuentes ventajas econémicas.



El Problema

Enunciado Holopréaxico

El desarrollo de la investigacion dio respuesta al problema de investigacion
formulado a través de las siguientes preguntas:

¢Como sera la efectividad de la expresion y purificacion de la subunidad beta de la
Hormona Estimuladora de la Tiroides (BTSH) desarrollada en el Laboratorio de
Biologia Molecular y Experimental (LABIOMEX) de la Universidad de los Andes de
la Facultad de Ciencias, durante el periodo marzo-junio del 2019?



Antecedentes de la Hipotesis

Trabajos Previos

¢ Mohammadzade H. et al. Clonacion, expresion y purificacion de la
subunidad beta de la proteina TSH humana recombinante y evaluacion de su
antigenicidad (2017).

Mohammadzade H. et al.*®

realizaron una construccion a partir del plasmido
pPET32a y lo expresaron en la cepa BL21 (DE3) de Escherichia coli, que contenia la
BTSH. La expresion se indujo a las 2, 4 y 6 horas de incubacion en medio Luria-
Bertini @ ODgoonm 0,4 @ 1 mM de IPTG en 37 °C con suplemento de ampicilina y
cloranfenicol. EI método de purificacion fue el de cromatografia de afinidad a Niquel
(Qiagen). El peso de la proteina obtenida fue de 30kDa. También evaluaron la
antigenicidad de la proteina contra un anticuerpo monoclonal anti-TSH de ratdn
utilizando la técnica de Western Blot. Los investigadores concluyeron que el gen
BTHSh se clono y se expresod correctamente en el huésped bacteriano. Sin embargo,
la expresion fue baja debido a la gran diferencia entre el codon humano dominante y
el de E. coli, ademés por la formacion de cuerpos de inclusion de la proteina
recombinante. Los resultados de este estudio indican que la proteina BTSH se
produce mediante un método recombinante y su antigenicidad es similar a la forma
natural. Aunque la proteina recombinante es diferente de la natural en algunos
aspectos, como estructura y forma espacial, la antigenicidad es aceptable, lo cual es
consistente con la participacion del acido sialico y otras estructuras, de acuerdo a
estudios previos. Por otra parte, los autores agregan que debido a que la proteina tiene
méas epitopos de TSH, se puede aplicar en kits de diagndstico para mejorar la

especificidad de estas pruebas.



e« Maysam M. et al. Eliciting an antibody response against a recombinant TSH

containing fusion protein (2016).

Los investigadores desarrollaron anticuerpos policlonales frente a una proteina de
fusion con TSH recombinante. El disefio consisti6 en el plasmido pET32a
transformado en E. coli BL21 (DE3), con la secuencia proteica de la subunidad beta
de TSH, fusionada con un epitopo inmunodominante de la toxina del tétanos y un
péptido llamado Proteina Matriz Oligomérica del Cartilago (COMP) que aumenta la
solubilidad de la proteina expresada y el peso molecular de la misma (32 kDa). Esta
construccion fue sintetizada para la expresion y purificacion de la proteina e
inmunizacion en conejo. Los resultados arrojaron que las mejores condiciones para la
expresion y purificacion de la proteina de fusion fueron crecimiento a 18 °C, con
concentraciones de 1mM de IPTG, bajo condiciones desnaturalizantes La proteina
purificada de TSH se utilizo para preparar anticuerpos. Los anticuerpos producidos
fueron utilizados para la deteccion de TSHP. Este estudio indic6 que el enfoque
empleado es capaz de provocar anticuerpos especificos de TSH con suficiente

sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de TSH.?

e Echenique V. Expresion y purificacion de la proteina antigénica
recombinante TPP17 de Treponema pallidum para su utilizacién en el
diagnostico de sifilis (2014).

La investigadora se enfocd en la proteina antigénica Tppl7 de Treponema
pallidum para su posterior uso en test rapidos para el diagnéstico de sifilis. Logré en
primera instancia la expresion de la proteina antigénica recombinante TPP17 en E.
coli utilizando diferentes condiciones. En una etapa posterior se llegd a la
purificacion utilizando diferentes métodos cromatograficos y se cuantifico la
cantidad de proteina generada mediante el método del BCA (Método del Acido
Bicinconinico) para estudiar el rendimiento. La investigadora concluyo, entre otras

cosas, que en lo que se refiere a la purificacién, se constata que si bien el IMAC



resulta ser un método primario eficiente, este debe ser complementado con otros

métodos de purificacion ya que no se logran purificaciones a homogeneidad.?*

Antecedentes Historicos

El tamiz neonatal, también conocido como pesquisa neonatal o tamiz metabdlico,
es un programa de tamizaje o pesquisa de enfermedades congénitas inaparentes
surgido en 1963.%2 El desarrollo de Robert Guthrie y Susi, quienes descubrieron el
metodo diagndstico para la fenilcetonuria, mediante la recoleccién de una gota de
sangre en papel filtro de un nifio a unas horas del nacimiento con un simple ensayo de
inhibicion bacteriana, inicié el tamizaje o pesquisa neonatal. Una década después, en
1972 en Quebec se promulga el programa para la deteccién de hipotiroidismo
congénito.”® EI Dr. Guthrie adapté la determinacién de la hormona estimulante de
tiroides (TSH), posibilitando en la misma muestra de sangre el diagnostico del
hipotiroidismo congénito. Seguido por el programa de Pittsburgh en 1973 y en 1974
Dussault y colaboradores, en el programa de Quebec, adaptaron el radio
inmunoensayo (RIA) de T4.29%22324 Esto abrié el camino a los programas masivos
de deteccion temprana de HC como un acto de medicina preventiva dentro de la salud
publica mundial.

Sin embargo, el sindrome de hipotiroidismo congénito (HC) fue conocido antes
del advenimiento del tamizaje masivo para esta enfermedad. En 1527 Paracelso fue
quien describié por primera vez la relacién que existe entre la ausencia de tejido
tiroideo y el retraso mental'. Pero Curling en 1850 describié el primer nifio con
manifestaciones de HC y la ausencia de la glandula tiroides en la autopsia, mientras
que Osler relaciond la deficiencia de la funcion tiroidea y los cambios caracteristicos
encontrados en el cretinismo esporadico. Bruchy y McCune (1944) relataron el
desarrollo mental de nifios hipotiroideos con tratamiento adecuado y este concepto
fue ampliado por otros investigadores. Smith y colegas en 1957 revisaron 128 casos’

y a principios de los afios 70 Raiti y Newns (1971) y Klein y colaboradores (1972)



documentaron que el tratamiento antes de los 3 meses de edad podria evitar el retardo
mental que se presenta en el cretinismo no tratado y mejorar el prondstico para el
desarrollo mental en los infantes con HC.? Ellos mostraron que ocurria un dafio
cerebral irreversible si el tratamiento no era iniciado antes de los 3 meses.*® Jacobsen
y Brandt habian reportado que sélo un tercio de los nifios recién nacidos afectados
fueron diagnosticados clinicamente antes de la edad crucial debido a la subjetividad
de los signos y sintomas." Por lo cual, la escasez de los primeros signos y sintomas en
infantes con HC entorpecieron el diagnostico primario y el tratamiento en muchos
casos.’

Antes del programa de tamiz neonatal, factores como la habilidad clinica de los
médicos para identificar tempranamente la deficiencia de hormonas tiroideas, asi
como la oportunidad con la que los padres acudian a los médicos, contribuia al
diagnostico del retraso del desarrollo psicomotor®,

Los principios de deteccion temprana formulados por Wilson y Jungner en 1968
auspiciados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), han sido el marco
inicial establecido y usado para considerar si un programa de pesquisa neonatal es
aplicable. En 1997, estos criterios fueron revisados, modificados y expandidos por
Pollit y colaboradores®®. Los principios de Wilson y Jungner exponen la necesidad de
que las enfermedades a ser tamizadas constituyan un grave problema de salud y
puedan ser detectadas precozmente; que exista un tratamiento efectivo asi como
métodos de diagndstico; la poblacion esté informada adecuadamente y acepte su
inclusion al estudio y exista una favorable relacién costo-efectiva y costo-beneficio®.

En América Latina, el pais pionero lo constituye México en 1973 cuando inicia un
proyecto para la deteccion temprana de fenilcetonuria. Brasil en 1976 se constituye el
segundo pais en aplicar el tamiz neonatal para esa patologia pero es en 1992 cuando
entra en vigencia el decreto ministerial (Portaria GM/MS no. 22) de la obligatoriedad
de la pesquisa. A pesar del decreto pocos estados lo ejecutan y en el afio de 2001 tras
la ratificacion de la ley Portaria GM/MS no. 822, se exige la ejecucion del programa
de pesquisa para todo recién nacido en el pafs.?* Cuba inicia su programa en 1986,

seguido de Chile, Colombia, Costa Rica, Uruguay y Venezuela.
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En la actualidad, son pocos los paises que han implementado la pesquisa como
programa nacional. Existen algunas iniciativas privadas pero con una cobertura
limitada. Los paises pueden agruparse en seis grupos de acuerdo a la modalidad de
sus programas, siendo el primer grupo el de paises con mayor desarrollo y con una
cobertura del 100% de la poblacion: Cuba, Costa Rica, Chile y Uruguay. El segundo
grupo: Brasil, México y Argentina; paises en los que la cobertura esta es en promedio
del 70%. EIl tercer grupo: Colombia, Paraguay y Venezuela donde los programas
apenas se inician a partir de 1999 y no han sido totalmente implementados. El grupo
cuatro constituido por Nicaragua y Pert, donde los programas fueron
institucionalizados en 2005 y la cobertura hasta el 2007 era del 6%. EIl grupo cinco en
el que se encuentra Ecuador junto a Guatemala, Republica Dominicana, Bolivia y
Panamd; se caracteriza por paises en los que no existen programas nacionales de
pesquisa neonatal liderados por el estado, sino mas bien, una actividad
exclusivamente privada con una cobertura de menos del 1% de la poblacion.
Finalmente, el grupo seis en el que paises como El Salvador, Honduras y Haiti, no
tienen actividades de pesquisa neonatal ni privada ni publica.>?2%*

La Pesquisa Neonatal en Venezuela comienza en 1985, por iniciativa del Dr. Jorge
Villegas.”® La evidencia actualmente disponible, tanto sobre los efectos devastadores
del Hipotiroidismo Congénito y la Fenilcetonuria Clasica, hace urgente y necesario
establecer la Pesquisa Neonatal de estas dos enfermedades como practica obligatoria
de rutina para todos los Recién Nacidos de la poblacién.?®

En Venezuela desde hace algunos afios el Instituto de Estudios Avanzados
(IDEA) inici6é la prueba de seleccion masiva neonatal, pero con una cobertura de
poblacion muy baja. El indice en este pais es elevado, siendo de 1:2800-3000 RN
vivos.?” Desde enero del afio 2000 el despistaje Neonatal ha sido asumido como un
Programa a desarrollar por el Ministerio de Salud y Desarrollo Social, a través de la
direccion de Salud Poblacional. Se aprob6é un Programa de Deteccion Precoz de
Hipotiroidismo Congénito y Fenilcetonuria Clasica bajo la responsabilidad de la
Direccion de Salud Poblacional del Ministerio de Salud y Desarrollo Social, el cual

entr6 en vigencia en Enero del afio 2000. Existe una Comision Nacional para la
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deteccion del Hipotiroidismo Congénito creada por resolucion del Ministerio de
Sanidad y Asistencia Social publicada en la Gaceta Oficial N° 33.595 del 11 de
noviembre de 1986.%% A partir de este momento es obligatorio para instituciones
publicas y privadas realizar la Prueba de talon para el despistaje de al menos dos
enfermedades metabdlicas, Hipotiroidismo  Congénito y Fenilcetonuria.”®
Actualmente, para el afio 2019, no se encuentra activo el funcionamiento de ésta
Comision.

Durante el afio 2016 la Direccion de Salud del IDEA a través de la Unidad de
Errores Innatos del Metabolismo (UDEIM), amplié la capacidad de diagndstico de
enfermedades en el campo de errores innatos del metabolismo (EIM) vy
hemoglobinopatias a nivel nacional, mediante la Pesquisa Neonatal, alcanzando un
total de 26.913 muestras recolectadas para ser analizadas en el descarte de
Hipotiroidismo congénito y fenilcetonuria.?” En el Estado Mérida existe también el
centro de Desarrollo Infantil que cuenta con programas de Tamizado bajo la
direccion del Centro de Estudio y Prevencion del Retardo Mental y Alteraciones en el
Desarrollo (CEPREMAD)

Bases Tedricas

La Glandula Tiroides

La tiroides es la primera glandula endocrina que aparece en el desarrollo
embrionario; es capaz de concentrar yodo desde la décima semana y desde la
duodécima inicia la sintesis y secrecidn, progresivamente ascendente de hormonas
tiroideas bajo el estimulo creciente de TSH, a su vez regulado por la Hormona
Liberadora de la Tirotropina (TRH) hipotalamica. La retroalimentacién negativa de
T4 sobre TSH, si bien comienza en Gtero, alcanza su madurez en los primeros meses

posnatales.®
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El eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides del feto se desarrolla independientemente del
eje materno, ya que la placenta es impermeable a TSH y s6lo parcialmente a T3 y T4.
A pesar que la TRH materna puede pasar al feto, no se ha demostrado que tenga, en
condiciones fisiolégicas, importancia en el desarrollo de la tiroides fetal.?®

Durante el primer trimestre del embarazo, el desarrollo del feto depende de T4
materna, la cual pierde importancia en el resto de la gestacion. Con excepcién de los
nifios atiredticos o con defectos importantes de la hormonogénesis, quienes dependen
de la fuente materna de hormonas tiroideas. Estos nifios tienen concentraciones
sanguineas de T4 en el cordén umbilical equivalentes a un 20 a 50% de lo normal.”®

Las hormonas tiroideas son fundamentales en la embriogénesis y maduracion fetal,
particularmente en el crecimiento y desarrollo del sistema nervioso. Regulan la
sintesis de proteinas de la neurogénesis, migracion neuronal, formacion de axones y
dendritas, mielinizacion, estructuracion de sinapsis y regulacion de neurotransmisores
especificos. La organizacion neuronal y la mielinizacion se extienden a la vida
postnatal, de modo que la hormona tiroidea es indispensable para la funcion
intelectual, desde el segundo trimestre de gestacién hasta los primeros afios de vida.*®
En el neonato varian segun la edad gestacional y presentan rapidas modificaciones en
las primeras horas y dias de nacido, por lo que al momento de interpretar los niveles

de hormonas tiroideas se deben considerar estas variables (ver Tabla 1).°

Tabla 1. Valores de referencia de hormonas tiroideas en nifios®

T4 T3 TSH
Edad

ng/dl /ng/dL mUI/L
1-4 dias 11,0-21,5 97,5-741 1,0-39

1-4 semanas 8,2-17,2 104,0-345 1,7-9,1
1-12 meses 5,9-16,3 104,0-247 0,8-8,2
1-5 afos 7,3-15,0 104,0-267 0,7-5,7
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Embriologia de la Glandula Tiroides

El desarrollo de la glandula tiroides se inicia a partir de la cuarta semana de
desarrollo embrionario y se encuentra regulado por una serie de genes.’ La tiroides se
origina como engrosamiento del endodermo en la pared ventral de la faringe
primitiva, caudal a la region del primer arco branquial, proceso denominado
“especificacion”. Luego, el primordio tiroideo comienza a invadir el mesénquima
circundante formando un brote que prolifera y migra desde el piso faringeo hacia su
ubicacion definitiva, la porcion media anterior del cuello, en la séptima semana del
desarrollo. En la octava semana, se identifica un pequefio istmo, y dos l6bulos
laterales. Un error en este periodo produce alteraciones anatomicas del tiroides, es
decir, disembriogénesis o disgenesia tiroidea (aplasia, hipoplasia o0 ectopia
tiroidea).??

Una vez ubicada en la porcion anterior del cuello (10 a 12 semanas del desarrollo)
se inicia el periodo de diferenciacion funcional de las células foliculares y comienza
la expresion de proteinas necesarias para la sintesis de hormonas tiroideas
(Transportador sodio- yodo, Pendrina, Tiroglobulina, Peroxidasa tiroidea, Receptor
de TSH, Oxidasas tiroideas). Una alteracion de estas proteinas resulta en
dishormonogénesis, es decir, alteraciones en la sintesis de hormonas tiroideas, con

una tiroides de ubicacion normal®.

Fisiologia de la produccion de Hormonas Tiroideas

La producciéon y secrecidn de hormonas tiroideas estd regulada por el eje
hipotalamo-hipofisis- tiroides (HHT). El eje fetal es funcional al final de primer
trimestre del embarazo. Durante el primer trimestre, el desarrollo neuroldgico del feto
dependera de adecuadas concentraciones de T3 y T4 maternas, las que traspasan la
placenta y protegen al feto de hipotiroidismo. El hipotdlamo secreta la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) que estimula a los tirotropos hipofisiarios para que

secreten TSH. Esta estimula el crecimiento tiroideo, la sintesis y secrecion
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fundamentalmente de tiroxina (T4), la que se convierte en su forma biolégicamente
mas activa, la T3, gracias a las deyodinasas ubicadas en los tejidos periféricos. En
estos tejidos las hormonas tiroideas actian uniéndose a receptores especificos en el
DNA (TRal, TRB1, TRB2, TRP3). El hipotiroidismo puede resultar de una alteracion
en cualquier de estos niveles.?3?°

Los altos niveles circulantes de las hormonas tiroideas intervienen en el interior de
la hipéfisis suprimiendo la sintesis y produccion de la TSH mediante un mecanismo
de retroalimentacion, erigiéndose de esta manera en los reguladores mas importantes
de la TSH circulante.! Desde el hipotalamo, la hormona liberadora de la tirotropina
(TRH) y la Dopamina (DA), estimula e inhibe respectivamente la secrecion de la
TSH. Las hormonas tiroides e hipotaldmicas interactian para controlar tanto los
niveles de la TSH en circulacion como la transcripcion de los genes que codifica la
hormona.® La TSH asume el control de la funcién tiroidea al interactuar con el
receptor TSH-R, lo que permite la estimulacion de la via del segundo mensajero que
compromete principalmente al CAMP; en ultima instancia, el inositol 1,4,5-trifosfato

y el diacilglicerol, son los responsables de entonar la expresion de los genes.*°

Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH)

La TSH es una hormona que se sintetiza y secreta en los tirotrofos de la hip6fisis
anterior, la TSH esta quimicamente relacionada con las gonadotropinas hipofisiarias:
la lutropina (LH) y la folitropina (FSH) asi como también la gonadotropina cariénica
(CG) predominantemente de origen placentario. La TSH actua sobre la glandula
tiroides para estimular la produccién de las hormonas tiroideas T3 y T4, las cuales
ejercen su efecto sobre el organismo controlando el crecimiento y una gran cantidad
de procesos metabolicos.°

Los niveles circulantes de la TSH estan controlados no solo por el sistema
regulador de retroalimentacion negativa de la hormona tiroidea sino también por
neuropéptidos hipotaldmicos: la TRH, la dopamina, la somatostatina, el IGF-1, entre

otros. La hormona tiroidea actla directamente sobre el tirotrofo inhibiendo la
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transcripcion de los genes de las subunidades de la TSH. La TRH incrementa la
transcripcion de las subunidades alfa y beta de la TSH después de acoplarse a su
receptor de membrana via proteinocinasas C (PKC)- calcio-fosfolipido inositol. El
efector genomico de la TSH es el factor especifico de transcripcidn hipofisiario (Pit-
1), que no solamente estimula la transcripcion de los genes de la GH y PRL sino
también el de la subunidad beta de la TSH. La dopamina, la somatostatina y el IGF-1
ejercen una influencia negativa sobre la sintesis y secrecion de la TSH, al suprimir la
transcripcion de los genes de las subunidades de la TSH. Los estrégenos, la
testosterona y los glucocorticoides influyen sobre la expresion de los genes de las
subunidades de la TSH en estados fisioldgicos muy particulares, pero en todo caso no
son determinantes fundamentales de los niveles de TSH circulante.'®**?

La TSH es una glicoproteina de 210 aminoacidos con un peso de 28 kDa,
compuesta por dos subunidades: a y B. Es secretada por la glandula pituitaria e
interactla posteriormente con receptores ubicado en las células de la tiroides.'? La
subunidad alfa es comun a las tres hormonas, mientras que la subunidad beta es Unica
e independiente para cada péptido, es esta subunidad la que le confiere la respectiva
especificidad bioldgica. La subunidad alfa contiene un corazon de apoproteinas de 92
aminodacidos que incluye a las diez fracciones de residuos de cisteina, esta cadena de
aminoécidos se encuentra unida por seis puentes de disulfuro (SO4).*° Tiene un peso
molecular de aproximadamente de 20.000 a 22.000. La secuencia de aminoacidos de
las subunidades alfa tiene un 30 a 80 % de homologia entre las glicoproteinas.*?

A diferencia de la subunidad beta, la cual es lo suficientemente distinta como para
dirigir el enlace diferencial con el receptor a una alta tasa de especificidad, cuyo peso
molecular es de 18.000 Da.’®***? |os genes de la subunidad beta de las hormonas
glicoproteicas difieren entre si con respecto a: longitud, organizacion estructural y
ubicacién cromosémica (Tabla 2).°*° El gen de la subunidad beta de la TSH humana
(hTSH-B) se encuentra ubicado en el cromosoma 1, desde donde proyecta una
proteina madura integrada por 138 residuos de aminoacidos. Algunas caracteristicas

fisicoquimicas de esta proteina madura se describen en la Tabla 3.
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Tabla 2. Propiedades de las hormonas glicoproteicas humanas®

Subunidad Ubicacion Longitud del | N° de amino&cidos

] cromosdmica gen (kb)
TSH 1p13.2 4.9 138*
LH 19913.3 1.5 121
FSH 11p13 3.9 111
CG 19q13.3 1.9 145

* Valor modificado de la fuente original, fuente®

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la BTSH®.

Caracteristicas Secuencia Gen sintético**
Formula Quimica 8?2:211;’”'\'”3 ATGACCGCGCTGTTCCTGATGT
CTATGCTGTTCGGTCTGACCTGC
Peso molecular 1563 g/mol MTALFLMSM  GGTCAGGCGATGTCTTTCTGCA
(15 kDa) LFGLTCGQA  TCCCGACCGAATACACCATGCA
NUmero de residuos de 138 MSFCIPTEYT CATCGAACGTCGTGAATGCGCG
aminoacidos MHIERRECAY TACTGCCTGACCATCAACACCA
Carga* 35 CLTINTTICAG CCATCTGCGCGGGTTACTGCAT
Punto isoeléctrico tedrico  7.92 YCMTRDING gﬁ*cC;CCGTGACATCAACGGTAAA
%%T:rcl'\;r_‘fcem‘?'faezxgtgr‘%on 16390 S'E)E/LCPFJF'{AI‘DLFSI TTCCTGCCGAAATACGCGCTGT
I Jnm CTCAGGACGTTTGCACCTACCG
Coeficiente de extincion = 1.048 YRTVEIPGCP TGACTTCATCTACCGTACCGTTG
molar Abs 0.1% a 280nm LHVAPYFSYP  AAATCCCGGGTTGCCCGCTGCA
(1 mg/ml) VALSCKCGK  CGTTGCGCCGTACTTCTCTTACC
Improbabilidad de 0.164 CNTDYSDCIH CGGTTGCGCTGTCTTGCAAATG
ubicarse en los cuerpos EAI CGGTAAATGCAACACCGACTAC
de inclusion. PROTEINA KTNYCTKPQ %TGACTC%%TCCT%AC%%@'QEE%
Promedio de SOLUBLE KSYLVGRSV CCGCAGAAATCTTAGOTGOTT

hidrofobicidad GGTTTCTCTGTT

*Fuente® ; ** Fuente®

Hipotiroidismo Congénito

El Hipotiroidismo Congénito (HC) es la situaciéon clinica resultante de una
disminucidn de la actividad biolégica de las hormonas tiroideas a nivel tisular, ya sea
por deficiente produccién de las mismas o por resistencia a su accion.»#%%**3* E| HC
es la endocrinopatia mas frecuente en el periodo neonatal y una de las causas mas

comunes de deficiencia mental prevenible en la infancia, razén por la cual su
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diagndstico inmediato y tratamiento precoz son de vital importancia para evitar el
retraso mental irreversible,33%°3°

La falta de hormonas tiroideas produce en el sistema nervioso central un retardo en
la arborizacion dendritica, reduccion del tamafio absoluto del cerebro y cerebelo,
disminucién de la capacidad de migracién y proliferacion de las células gliales,
retraso en la mielinizacion, deficiencia en la conduccion axonal, atrofia de las
circunvoluciones, vascularizacion, migracion neuronal, retraso psiconeurolégico y
maduracion de las conexiones interneuronales, que se traduce en lesiones
irreversibles del tejido neuronal, siendo esto la causa del retardo mental y otras
alteraciones neuroldgicas. A nivel sistémico interfiere con todos los procesos
metabolicos y de maduracion del organismo sobre todo en el tejido 0seo y por tanto

en el crecimiento. >’

Etiologia del Hipotiroidismo Congénito

Las etiologias incluyen el HC primario por agenesia, hipoplasia o ectopia de la
glandula tiroides (disembriogénesis y dishormonogénesis), hipotiroidismo central e
hipotiroidismo transitorio (inducido por yodo, drogas o anticuerpos maternos) (Tabla
4).%** LLa causa mas frecuente de HC es la disembriogénesis tiroidea, que corresponde
al 85% del total de casos. La ectopia es la causa mas frecuente de disembriogenesis
(2/3 de los casos), seguidos de aplasia e hipoplasia tiroidea. Las dishormonogeénesis
representan la segunda causa de HC (15% de los casos), se heredan en forma
autosdmica recesiva, que se caracteriza por una deficiencia en la enzima peroxidasa
tiroidea.® La glandula tiroidea fetal comienza a atrapar yodo en el primer trimestre del
embarazo para la produccion y secrecion de T4 y T3 fetal a mediados de la gestacion.

La exposicion del feto o el neonato a exceso de yodo puede ocasionar
hipotiroidismo por medio del efecto Wolff-Chaikoff que se producen por mutaciones
en las proteinas responsables del transporte, oxidacién y organificacion del yodo.**3*
Dentro de las causas de hipotiroidismo transitorio, se debe descartar la presencia

de anticuerpos maternos (que bloquean el receptor de TSH neonatal), el déficit o
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exceso de yodo y el uso de drogas anti tiroideas maternas.®® En contraste, la
deficiencia de yodo puede ocasionar también hipotiroidismo congénito y para estar
seguros que no ocurra deficiencia de yodo en el periodo postparto, y que el contenido
de yodo en la leche materna sea suficiente para cubrir los requerimientos del neonato,
se recomienda una ingesta de yodo de 250 pg/dia en embarazadas o madres en etapas
de lactancia.” Ademas, el tratamiento de la mujer embarazada con hipotiroidismo con
dosis altas de drogas antitiroideas es capaz también de ocasionar hipotiroidismo en el
neonato, el cual puede influir en el crecimiento, en el coeficiente intelectual
(cretinismo neuroldgico) en la funcién cardiovascular y en la calidad de vida a largo

plazo™%3°,

Manifestaciones Clinicas del Hipotiroidismo Congenito

Las caracteristicas clasicas de HC casi no se observan hoy en dia en los paises que
cuentan con programas de tamizaje neonatal, es por esto que la sospecha clinica debe
ser aln mayor. Se estima que solo un 25% de los nifios nacen en paises que cuentan
con programas de tamizaje neonatal. En el resto, el diagnostico debe ser sospechado
por la clinica, sin embargo, esta es poco sensible para el diagndstico precoz de la
patologia. Al nacer, el peso y longitud de nacimiento habitualmente son normales,
pueden presentar una circunferencia craneana mayor. Si el HC no es pesquisado por
el tamizaje, durante los 3 primeros meses de vida aparecera letargia, hipotonia,
aumento del tamafio de la lengua, llanto ronco, hernia umbilical, piel seca y moteada,
constipacién e ictericia prolongada. La presencia de bocio puede manifestarse al
momento del nacimiento o mas tarde en la infancia si la causa es la
dishormonogénesis. La prevalencia de malformaciones congénitas asociadas,
independiente de la causa, es mayor que la de la poblacion general. Esta varia entre
un 7 a 23%, dependiendo de la poblacién estudiada siendo las méas frecuentes las

cardiopatias congénitas®**** (Tabla 5).
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Tabla 4. Etiologia de hipotiroidismo congénito.?

Alteracion Frecuencia
1. Primario Dis- embriogénesis (1:4 000) Aplasia
Hipoplasia
Ectopia
Hemiagenesia
Dis- hormonogeénesis Defecto de NIS
(1:40 000)
1:66 000 a
Defectos de TPO [1:177 000
1:67 000 - 1:
Defectos de Tg 71 000
Defectos de
DUOX2 1:44 000
Defecto de
Pendrina 1:50 000
Defectos de
Deyodinasa Raro
Resistencia de union o sefializacion
de TSH Receptor de TSH [1:100 000
Defecto de
Proteina G
2. Central (1:20
000) Déficit de TRH
Déficit de TSH Raro
Defecto  del transportador  de|Mutaciones de
3. Periférico hormonas tiroideas MCT8
Resistencia a hormonas tiroideas Mutacion de TRH (1:100 000

4. Transitorio (1:10
000) Déficit o exceso de yodo Materna o neonatal
Uso de drogas anti tiroideas maternas
Abreviaciones: NIS: cotransportador de sodio-yodo, TPO thyroid peroxidase oxidase, Tg:
Tiroglobulina, RTSH: Receptor de TSH, MCT8, TRH : Subunidad del Receptor de TSH, TRAB:
thyroid receptor antibodies (Anticuerpos anti receptor de TSH), Dual oxidase 2 (DUOX2) and DUOX
maturation factor 2 (DUOXAZ2). La prevalencia de cada una de las etiologias dependerd del area
geografica estudiada®.

Pronostico del Hipotiroidismo Congénito

El prondstico es bueno si se detecta la enfermedad en las primeras tres semanas de
vida, si no se detecta se puede presentar enanismo, retraso mental irreversible y ataxia
progresiva. El retraso mental es de acuerdo al tiempo en que se efectla el diagndstico

y se inicie el tratamiento, en el primer mes de la vida el desarrollo psicomotor es casi
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normal solo tendra incoordinacion motora fina e hipoacusia de percepcion (Sindrome
de Morgon). Por cada mes que se retrase el tratamiento se pierden aproximadamente
cinco puntos del coeficiente intelectual estableciendose un retraso mental cada vez

mas severo.®

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de hipotiroidismo congénito?

Edad Sintoma Signo
Embarazo
1. Recién nacido prolongado Macrosomia

Hipotermia transitoria
Fontanela posterior amplia (> 5

mm)
Bocio
2.Manifestaciones  Hipoactividad,
precoces somnolencia Mal incremento ponderal
Dificultad Distension abdominal,
alimentacion constipacion
Alteraciones
respiratorias Ictericia prolongada > 3 dias
3. Manifestaciones
tardias Mal incremento ponderal

Piel y fanéreos secos
Hernia umbilical
Macroglosia
Mixedema

Llanto ronco

RDSM

Talla baja
RDSM: Retraso del desarrollo psicomotor.”

La importancia de la deteccion precoz es detener el deterioro neuro-intelectual que
se presentara siempre en nifios carentes o deficientes de hormonas tiroideas en los 3
primeros afios de vida por afectar el desarrollo del cerebro y del sistema nervioso
central en forma integral. Se evita asi el retardo mental generalmente moderado o
profundo y también las secuelas neuroldgicas.*

En relacion al tratamiento, el mismo consiste en la suplementacion con hormona

tiroidea levotiroxina (levo-T4), resultando imprescindible que su implementacion sea
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efectiva antes de los 15 dias de vida con una dosis adecuada que varia entre 10-15
ng/Kg/dia, seglin la severidad del HC inicial. A través de este tratamiento se plantea
como objetivo inmediato la normalizacion en los niveles de T4 y T4 libre dentro de
las 2 semanas de iniciado el mismo, y de los niveles de TSH dentro del primer mes de
vida, debiendo asegurarse la continuidad del mencionado tratamiento hasta los 3 afios

de edad, o eventualmente de por vida en caso de confirmarse un HC permanente.”*

Pesquisa Neonatal

La pesquisa neonatal (PNN) también conocido como tamiz neonatal, cribado
(screening) o tamizaje (triagem) metabdlico (término propuesto en 1952 por la
Comisién de Enfermedades Cronicas de los Estados Unidos de Norteamérica y
aceptado universalmente en 1968 por la OMS con sus respectivas traducciones), es un
sistema interdisciplinario de la Salud Publica disefiado para llevar a cabo la busqueda
masiva y universal, y el posterior tratamiento precoz de una serie de enfermedades
congénitas potencialmente catastroficas y dificiles de reconocer clinicamente sobre la
poblacién neonatal,®” es un camino completamente establecido para identificar, entre
miembros de una poblacion, como es la de RN, aquellos posiblemente afectados por
una enfermedad especifica antes del desarrollo de signos clinicos de la afeccién.® Los
términos pesquisa y diagndstico implican conceptos diferentes: pesquisa es “la
deteccién en una poblacion de individuos probablemente sanos (con metodos
sencillos y aceptables para la poblacion) de individuos probablemente enfermos”.
Diagnostico es “la caracterizacion de la enfermedad con miras a efectuar un
tratamiento”. De esto se deduce que los nifos seleccionados por un determinado
método de pesquisa deben ser sometidos posteriormente a los correspondientes
procedimientos diagnosticos que permitan confirmar la enfermedad. En un programa
de pesquisa neonatal, los RN deben ser sometidos a la evaluacion inicial, para realizar
luego los estudios de confirmacién en los casos que resulten positivos.’

Por lo tanto, la PNN se puede definir como la basqueda temprana de enfermedades

que no son facilmente detectadas en las primeras semanas de vida y que pueden tener
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grandes consecuencias en un futuro. Son detectadas por examenes de laboratorio u
otros procedimientos diagndsticos.*® Es un estudio que se realiza a toda una
poblacién de neonatos a quienes se les realiza una serie de analisis de laboratorio para
identificar a aquellos que presenten un error innato del metabolismo. A estos
pacientes identificados se los considera poblacién de alto riesgo.

La pesquisa neonatal, si bien es un estudio, es considerada un verdadero proceso
de seleccion de individuos de alto riesgo puesto que incluye la recoleccion adecuada
de las muestras, la aplicacion de métodos de laboratorio bioquimico genético, la
entrega de resultados, la confirmacién diagnostica, el prondstico para el paciente, y
finalmente, obliga la aplicacion de un tratamiento oportuno para evitar la
manifestacion de la enfermedad metabdlica, y es en esta ultima instancia donde se
manifiesta toda su bondad y utilidad. Por lo que, como bien considera la Academia
Americana de Pediatria, la pesquisa neonatal es un procedimiento preventivo de salud
pUblica que deberia estar disponible para todo recién nacido.** A través de la pesquisa
neonatal se identifican enfermedades que se presentan con relativa frecuencia, cuyo
diagnostico y tratamiento oportuno mejora significativamente la calidad de vida del
nifio, nifia y su familia. Estas enfermedades no son aparentes al momento del
nacimiento y las secuelas pueden ser irreversibles, por lo que se vuelve necesario
realizar esta evaluacion lo mas pronto posible.*®

Los objetivos generales de la pesquisa neonatal son:

1. Prevenir un proceso de enfermedad irreversible y discapacitante,

2. Proporcionar informacion a los padres sobre el riesgo de recurrencia,
3. Determinar datos de incidencia y prevalencia en la poblacion, y

4. Aportar proyectos de investigacion.

La deteccién de hipotiroidismo congénito mediante programas de pesquisa
neonatal ha permitido su diagndstico y tratamiento temprano y la prevencién de la
discapacidad severa en los pacientes que lo presentan. Desde el punto de vista de la
PN, existen 3 tipos de estrategias posibles para la deteccion del HC:

e Medida primaria de TSH
e Medida primaria de T4 y seguimiento con TSH a todos aquellos RN con T4 baja
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o Medida simultanea de T4y TSH.*®

Sin embargo, la estrategia mas utilizada en la actualidad principalmente en
Europa, Australia, Japén, Nueva Zelanda, Canada, Latinoamérica y algunos estados
de los EE.UU, es la que lleva a cabo la medida primaria de TSH, aun a pesar de que
la misma no permite detectar los HC centrales y de que podria perder aquellos casos

de HC Primario que se presentan con un aumento retrasado de TSH.*

Fundamento de la prueba

Enzimoinmunoensayo (ELISA) Enzymun-test TSH : ELISA TSH NEONATAL es
un ensayo heterogéneo inmunoenzimatico tipo sanwwich, en el cual se utiliza como
fase solida placas de tiras con pocillos cubiertos previamente con anticuerpos
monoclonales Anti cadena Beta de la TSH, lo cual da la especificidad del ensayo.

La muestra de sangre impregnada en el papel de filtro (Figura 1) es eluida e
incubada con un buffer conteniendo un anticuerpo monoclonal dirigido contra la
subunidad B de la TSH unidos a Biotina y luego incubados contra anticuerpos
policlonales anti-TSH conjugados con Peroxidasa en tubos recubiertos con
Estreptavidina. Después de remover los discos de papel y de lavar los tubos, la
reaccion se revela agregando el cromogeno ABTS [2,2¢-azino-di-(3-etilbenztiazolina)
6-sulfonato], el cual desarrollara un color verde intenso cuantificable a 492 nm,*’
(Figura 2). La hormona presente en la muestra es capturada por el anticuerpo
monoclonal fijado al pocillo, una vez incubada con el anticuerpo policlonal
conjugado a peroxidasa, este se une de igual forma a la TSH haciendo una captura
tipo sandwich que reaccionara con el cromdgeno emitiendo una sefial colorimétrica
visible y medible por absorbancia de luz. La intensidad del color es proporcional a la

concentracién de TSH presente en la muestra.®’
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Figura 1. Papel filtro para la toma de muestra en Programas de Pesquisa Neonatal.*’
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Figura 2. Ensayo Tipo ELISA anti ~TSH.*

La determinacion de la concentracién de la TSH en el suero es cominmente
aceptado como una de los métodos primarios de diagnostico de Hipertiroidismo

Congeénito, y esto es debido a que los niveles de TSH tienden a aumentar por la
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ausencia de T4, la sensibilidad de esta prueba puede ser aproximadamente del 95%, y
la especificidad puede ser de aproximadamente 90%?°.

Existe una amplia variedad de sistemas de diagndstico de TSH usados en el
Pesquisaje Neonatal, éstos usan anticuerpos monoclonales o policlonales para captar
la TSH circulante en el suero y posteriormente cuantifican los niveles de la hormona.
Sin embargo, los anticuerpos usados para realizar las pruebas de pesquisa neonatal
deben ser especificos contra la subunidad B-TSH, pues la a-TSH esta presente en
otras hormonas peptidicas como la Hormona Estimulante de los Foliculos (FSH),
Hormona Gonadotropina Corionica Humana (hCG) y la Hormona Luteinizante
(LH)™**? (Figura 3).

Repasando los metodos de diagndsticos contemporaneos, particularmente
diagnostico de HC, revela la necesidad de tener un protocolo dotado de un método de
alta precision, sensibilidad y especificidad. En este sentido, los métodos basados en
determinar  anticuerpos incluyendo Ensayo Inmunoabsorbente  (ELISA),
Inmunoensayo de Quimioluminiscencia (CIA) y Radioinmunoensayo (RIA) se
encuentran entre los métodos bien establecidos. Sin embargo, para obtener
anticuerpos especificos, teniendo alta sensibilidad y especificidad representa un
obstaculo importante antes de desarrollar dichas plataformas de diagnostico, debido a
su alta homologia con el resto de hormonas glicoproteicas. Ademas, desencadenar
una respuesta inmunolédgica, dado a la semejanza en la secuencia de la BPTSH entre el
ser humano y otros animales (conejo, raton, perro, caballo, vaca, cerdo, oveja) hasta
en un 94% de similitud, es otro problema que tiene que ser tratado. Por otro lado, el
diagndstico basado en anticuerpos monoclonales contra la TSH con epitopes inmunes
podria terminar con resultados falsos como consecuencia de variantes naturales de
estos epitopes.

Contemplando lo anterior el desafio de disefiar proteinas recombinantes que
abarcan regiones de la TSH con la menor identidad con las otras hormonas de la

familia glicoproteicas justifica su bisqueda.?’
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Figura 3. Secuencia de la TSH frente a la familia de hormonas glicoproteicas®

Definicién Operacional de Términos

Anticuerpos: Los anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (Ig) son un grupo de
glicoproteinas heterogéneas presentes en el plasma y en los tejidos que poseen una
especificidad de enlace para un antigeno particular. Los Ac forman parte de los
mecanismos de defensa del sistema inmunolégico, éstos se unen a antigenos, y los
neutralizan. Los anticuerpos estan presentes en la sangre y en los tejidos y son

producidos por los linfocitos B.*

Anticuerpos Policlonales: son una mezcla compleja de varios anticuerpos que
sean producidos generalmente por diversas copias del Linfocito B de un animal.
Estos anticuerpos pueden reconocer y fijar a muchos diversos epitopes de un Unico

antigeno y por lo tanto puede formar complejos con los antigenos*.

Antigeno: Es una molécula, tal como un péptido, un hidrato de carbono, un

glicolipido, una glicoproteina o una molécula pequefia que es reconocida y se une a
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un anticuerpo. La parte del antigeno que es la diana de la unién del anticuerpo
corresponde al determinante antigénico o Epitope.*®

Disembriogénesis: Alteraciones anatémicas de la tiroides.?

Dishormogénesis: Alteraciones en la sintesis de hormonas tiroideas.”

Epitope: Determinante antigénico que produce la reaccién especifica a través de
una inmunoglobulina. Estd formado por un grupo de aminoacidos presentes en la

superficie del antigeno.**

Inmunoensayo: es un método inmunoquimico en el que se emplea un anticuerpo
que se une especificamente a un antigeno. El inmunoensayo se caracteriza por el uso
de propiedades de union especificas de un anticuerpo particular para aislar, dirigir y/o

cuantificar el antigeno.*

Inmunogeno: Es una molécula capaz de unirse a un anticuerpo y de generar una
respuesta inmune de generacion de anticuerpos. ElI inmundgeno hace referencia a un
péptido conjugado con una proteina portadora, siendo dicha proteina la responsable

del caracter inmundgenico del conjugado.®®

Macroglosia: Lengua grande®

Mixedema: Edema duro causado por infiltracion de tejido subcutaneo?

Proteina Recombinante: son péptidos y/o proteinas que se pueden obtener a gran
escala a partir de diversos organismos en los cuales no se producen de manera natural
sino aplicando ingeniera genética. A las proteinas obtenidas de esta manera se les

conoce como Proteinas Recombinantes (PR).™® Es decir, son proteinas producidas

artificialmente a partir de genes clona.
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Operacionalizacién de las Variables

Un sistema de variables consiste en una serie de caracteristicas por estudiar,
definidas de manera operacional, es decir, en funcion de sus indicadores o unidades
de medida.®® En la Tabla 6 se sintetizan los elementos a medir, controlar y estudiar

dentro del problema formulado.

Tabla 6. Descripcion de cada una de las variables estudiadas.

Variable | Tipo | Definicion Conceptual Definicion Dimensiones Indicador
Operacional
° La TSHB es un gen
= sintético clonado en un | Crecimiento de la | Cinética de
= % vector de expresion | cepa en medios de | crecimiento | ODgoonm
75} $ | pQ30- BTSHr en cepas | cultivo LB microbiano
= & | deE. coli TGL
La expresion es el | 1.Estandarizacion Medicion de
proceso mediante el | de los parametros la
cual la informacién | de induccién con | Produccién ODgoorm Y
codificada en un gen es | IPTG y condiciones | de proteina | identificacio
s 5 = traducida  en una | de incubacion. expresaday | nde las
3 S 2 proteina. Depende del | 2.0btencién de la | Solubilidad Bandas en
S 2 S desbloqueo y | proteina activa por geles de
|_|>j_5 é’“ activacion del promotor | medio  de lisis poliacrilami
— = mediante la union de | enzimética 0 da
un inductor a su | mecéanica SDS-PAGE
represo.
La purificacion es el | Elusién de la | Purificacion | OD,gonmn €
proceso mediante el | proteina adherida a identificacid
cual se obtiene la | una columna n de las
- ° proteina pura producida | recubierta de resina Bandas en
S g en sistemas | metalica por geles de
§ = recombinantes, sin que | cromatografia  de poliacrilami
= g contenga afinidad a metales da
=z IS contaminantes del | mediante SDS-PAGE.
microorganismo incrementos del Ensayos
hospedador. gradiente de inmunoldgic
concentracion  del os Dot Blot
eluyente imidazol. y ELISA

Fuente: Propia del autor.
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Hipotesis de la Investigacion

Alternativa: Se obtendra un alto rendimiento de produccion y purificacion de la

proteina base PTSHr mediante la técnica cromatografia IMAC.

Nula: No se obtendrd un alto rendimiento de produccion y purificacion de la

proteina base BTSHr mediante la técnica cromatografia IMAC.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Evaluar la expresion y purificacion de la sub-unidad beta de la Hormona

Estimuladora de la Tiroides recombinante (BTSHr)

Obijetivos Especificos

1. Establecer los pardmetros dptimos del crecimiento celular y expresion de la
proteina recombinante BPTSH en cepas bacterianas de E. coli TG1.

2. Determinar la efectividad de recuperacion de la proteina tras la disrupcion
celular por diferentes métodos.

3. Comprobar el rendimiento de purificacion de la proteina recombinante fTSH
bésica por el método IMAC.

4. ldentificar la pureza de la proteina en geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

5. Verificar la especificidad de la proteina recombinante BTSH purificada

mediante las técnicas inmunoldgicas Dot Blot y ELISA.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de investigacion

La presente investigacion se considerd de tipo evaluativa ya que la recopilacién y
analisis de resultados permitieron verificar si las hipotesis planteadas fueron
correctas y evaluar los resultados de la intervencion en términos de lo que se pretende
lograr®, de alli pues, el propésito de la investigacion fue lograr obtener la proteina

recombinante de la TSHf} expresada y purificada en el laboratorio.

Disefio de la Investigacion

Considerando la naturaleza de la presente investigacion, se enmarcé en un disefio
experimental puro, de laboratorio, transeccional-evolutivo, multivariable de caso, por
cuanto se estudio la relacion entre las variables dependientes (TSHpr) e
independientes (expresion y disruocion celular) manipulando o haciendo variar estas
Gltimas para observar las consecuencias de la misma sobre la variable dependiente.
Esta investigacion se clasifico como de laboratorio debido a que la informacion se
obtuvo en un ambiente artificial o creado (Laboratorio de Biologia Molecular y
Experimental de la Facultad de Ciencias de la Unversidad de los Andes), de igual
forma fue transeccional porque el investigador estudié la variable independiente en
un anico momento del tiempo, pero a su vez fue evolutiva ya que el investigador
estudié la variable dependiente en su proceso de cambio a lo largo del tiempo, por
ello requierid hacer mediciones repetidas, ademas fue multivariable de caso porque
estuvo orientada al estudio de varios eventos por cada tipo de evento, enfatizando la
unidad de estudio como totalidad, es decir, en todo aquello que la caracteriza e

identifica® ¢,
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Poblacién y Muestra

La poblacién se presentd finita y accesible, por lo tanto, para el estudio se tomo el
100% de la poblacion general; por lo cual no se requirio realizar el calculo del tamafio
muestral, por lo tanto se asumi6 el censo poblacional, el cual consiste en la
enumeracion completa de la poblacién, es decir, el analisis del universo del estudio,
es el recuento de todas las unidades poblacionales, es decir, asume la poblacion
completa como muestra de la investigacion**'.

Para la presente investigacion, la poblacion objeto de estudio estuvo conformada
por la cepa de Escherichia coli TG1, transformada con el plasmido pQ30- BTSHr
(Figura 4), suministrada por el Instituto de Estudios Avanzados (IDEA).
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Figura 4. Construccion pQ30- pTSHr.?

Sistema de Variables
Variable Independiente

Se refiere a aquella donde el investigador puede manipular ciertos efectos; en otras

palabras supone la causa del fenémeno estudiado.®
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Variable Dependiente

Implica el efecto producido por la variable independiente, es decir representa lo

que se quiere determinar en forma directa en la investigacion.®

Variable Interviniente

Es aquella que puede influir en la variable dependiente, pero que no esta sometida
a consideracion como variable de investigacion.*®
Para la siguiente investigacion se plantean las siguientes variables:
« Variable Independiente: La expresion y disrupcion celular de la recombinante
BTSH
« Variable dependiente: La sub unidad beta de la Hormona estimuladora de la
tiroides de humano recombinante

« Variable interviniente: El proceso de purificacion de la recombinante fTSH

Instrumento de Recoleccion de Datos

Para esta investigacion se considerarom los siguientes instrumentos de medicion

electrénicos:*

. Las proteinas totales se analizaron mediante SDS-PAGE en gel de poliacrilamida
al 15 %

. Espectofotometro de absorcion para medir la densidad optica y absorbancias de
los extractos expresados y purificados.

« Se uso membrana de transferencia de nitrocelulosa (Whatman Schleicher y
Schuell, Dassel, Alemania) con el fin de realizar la deteccién por Dot Blot.

. Elisometro para medir la fluorescencia en la prueba de ELISA.
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Procedimiento de la Investigacion

Medios y condiciones del cultivo

Todos los cultivos se realizaron en medio liquido Luria-Bertini (LB: Bacto-
triptona 10g/L, extracto de levadura 5g/L, NaCl 10 g/L) con agitacion constante,
empleando un agitador orbital. EI crecimiento de células se realiz6 en placas LB-
Agar 1,5%, con Ampicilina (100 pg/mL), e incubadas a 37 °C para la obtencion de
colonias aisladas. Las cepas se conservaron en alicuotas de los diferentes cultivos, se

mezclaron con 15% de glicerol y se almacenaron a -20°C.

Crecimiento Celular

Se seleccionaron colonias individuales de las placas sembradas para crecer
preindculos de 5 mL y 10 mL con 100 pg/mL de Ampicilina, se incubaron a 37 °C,
por 24 horas, en agitacion constante a 190 rpm. Los preindculos se utilizaron para
inocular 100 mL de medios liquidos LB en diluciones 1:10 y 1:100, con 100 pg/mL
suplemento del antibiotico, a temperaturas de 18 y 37 °C. Se incubaron con agitacion
constante hasta alcanzar una densidad Optica (OD) de 0,5-0,7 a 600 nm.

correspondiente a la fase exponencial del crecimiento bacteriano.

Expresion de la Proteina

La expresion de la proteina se optimiz6 explorando diferentes condiciones como:
dilucion del cultivo (1:10 y 1:100), concentracion del inductor Isopropil-p-D-
tiogalactopiranosido (IPTG: 0,5, y 1 mM), temperatura de incubacién (18 y 37 °C) y
tiempo de incubacion (1, 2, 3, 4, 6, 8 y 24 horas después de la induccién). Una vez
crecidos los cultivos a una ODgoonm entre 0,5-0,6 se indujo la produccion de proteina

con IPTG a concentraciones de 0,5 y 1 mM manteniendo la agitacion a 190 rpm y a
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18 y 37 °C. Se tomaron alicuotas antes de la induccion y de los tiempos 1, 2, 3, 4, 6, 8

y 24 horas después de la induccion.

Lisis Celular

Dadas las condiciones del ensayo y la localizacion citoplasmatica de la proteina, la
ruptura celular se llevd a cabo mediante los métodos de lisis enzimética y lisis

mecénica de la membrana celular, por separado.

Lisis Enzimatica

Para separar la fraccion citoplasmatica por medio de lisis enzimatica se tomé el
cultivo que crecié bajo las siguientes condiciones: dilucién 1:100, 37°C, 0,5 mM
IPTG, 24 h. de incubacién después de la induccidn. Se centrifugé el volumen restante
del cultivo a 4400 rpm a 4°C por 10 minutos. El pellet se resuspendio y concentré 5X
con 20mL de Buffer Fosfato Salino (PBS: 300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO,4) 10 mM
pH 8, y Img/mL de Lisozima. Se incub6 a 4°C por 30 minutos. Posteriormente se
congelé por 96 horas continuas y se descongeld incubando a 40 °C. (Temperatura
optima de la lisozima). Con este paso se facilita la ruptura de la membrana de las
células y se solubilizan los lipidos de membrana. Ademéas de eliminar impurezas
asociadas a los cuerpos de inclusion.*

Seguidamente al sustrato obtenido se le agreg6 1 mM de PMSF (por sus siglas en
inglés Phenyl methyl sulfonyl fluoride) y se centrifug6 por 10 min. a 4400 rpm a 4°C,
obteniendo un sobrenadante altamente viscoso, el cual se filtré segin método seguido
por Ferrer,>" a través de un colador de acero inoxidable de malla fina, recuperando 18
mL de la suspension celular. Posteriormente, se volvié a filtrar con el colador a través
de una gasa doble, recuperando 15 mL del concentrado celular. Por Gltimo se
procedio a filtrar nuevamente en gasa con dos dobleces y se comprimié lo suficiente

para recuperar lo maximo posible del sustrato de la capa viscosa adherida a la gasa,
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recuperando un total de 12 mL de todo el sustrato celular. Se tom6 una alicuota de

este sustrato para ser analizadas por electroforesis SDS-PAGE.

Lisis Mecéanica

Para separar la fraccion citoplasmatica por medio de lisis mecéanica se tomaron los
cultivos que crecieron bajo las siguientes condiciones:

Dilucién 1:10 a 37 °C, 0,5 mM IPTG y 24 h. de incubacion después de la
induccion.

Dilucién 1:100 a 18°C, 1 mM IPTG y 24 h. de incubacion después de la
induccion.

El cultivo celular se centrifugo a 4.400 rpm por 10 min. a 4 °C. El pellet celular se
resuspendié en 10 mL de PBS pH 8, con PMSF 1 mM. Las células se lisaron por
sonicacion durante 8 ciclos a 10% de amplitud con periodos de 15s ON/45s OFF.
Posteriormente, el lisado celular se centrifugd a 12000 rpm por 15 min. a 4 °C. A

partir del sobrenadante del extracto celular se realizé la purificacion.

Purificacion de proteina por cromatografia de afinidad a metales inmovilizados
(IMAC)

En Condiciones Nativas

Para la purificacion de cada uno de los extractos celulares obtenidos de los
diferentes cultivos, se equilibré la columna cromatografica recubierta con resina
Ni+NTA de Agarosa (Qiagen, Alemania) previamente, con lavados de 4 volimenes
de columna (VC) de PBS pH 8 sin Imidazol. La resina se transfiri6 a un vaso de
precipitado y se mezclo con el sobrenadante del extracto celular, se incubd por 150
min. con hielo y leve agitacidn constante.

La mezcla se transfirié a la columna y se obtuvo la fraccion que no se unié a la
columna. El lavado se hizo con 2 VC de PBS con 10 mM de Imidazol pH 8 y 2 VC
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con 50 mM de Imidazol. La elucion se realizd con concentraciones crecientes de
Imidazol 100, 250, 500, 750 mM preparados con PBS. Las fracciones eluidas fueron
colectadas en alicuotas de 1 mL para seguir mediante medidas espectrofotométricas
el cambio de la OD2gonm .Se utizlizo el aparato Thermo Scientific TECAN M200, las

muestras también se analizaron en geles de poliacrilamida con S.D.S .

En Condiciones Desnaturalizantes

Los pellets obtenidos del lisado celular se solubilizaron con 10 mL de PBS 20 mM
pH 8, conteniendo cloruro de guanidinio (GuHCI) 5 M pH 7,8. Luego fueron
incubados con la resina IMAC y posteriormente se empaqueto la columna con el
extracto celular asi fijado. Se realizaron dos lavados con 2 VC de PBS-GuHCI. La
elucién se hizo con concentraciones crecientes de Guanidina (250 y 500). Se

recolectaron fracciones de 1 mL para ser analizadas por SDS-PAGE.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La separacion de las proteinas en una dimension se realizo siguiendo el método
descrito por Laemmli.*” Se utilizaron minigeles (8x8 cm) de poliacrilamida en
concentraciones de 15% y 20% (Tabla 7). La electroforesis se realizo en buffer Tris-
glicina-SDS (25 mM Tris, 250 mM glicina, 0,1% SDS, pH 8,3), a temperatura
ambiente, con precorridas de 30' y corridas a 25 mA constantes. Se utilizaron 50 pL
de muestra de proteina mezclada con 20 pL de buffer de muestras (sampler buffer:
Tris-HCI 100 mM pH 6,8, 2% SDS, 0,1% azul de bromofenol, 10% glicerol) en los
experimentos de electroforesis, se les aplico tratamiento térmico a 98 °C por 10
minutos. Las muestras de los pellets se resuspendieron en 1 mL de PBS y se trataron
de la misma forma que las demas muestras. Para cada corrida se utilizd 1 pL de
Lisozima comercial como marcador de bajo peso molecular.

Una vez finalizada la corrida electroforética, se desmontaron los geles y las

proteinas se tifieron con el colorante azul de Coomassie 0,05% (Coomassie Brilliant
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Blue R 250 0,05%, metanol 25%, acido acético 10%) por 1 a 2 h con agitacion suave.
Se retird la solucion de tincion y se elimind el exceso de colorante mediante
incubacion con suave agitacion en solucion de lavado (metanol 25%, &cido acético

10%), para la observacion en el transiluminador.

Tabla 7. Composicion de los geles de poliacrilamida SDS-PAGE™

Gel Gel Gel
Composicion separador | separador | concentrador

15% (5| 20% (5] (2mL)

mL) mL)
H,O 1,2 mL 0,5mL 1,4 mL
Acrilamida 2,5mL 3,3mL 330 pL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 1,3 mL 1,3 mL -
Tris-HCI'1 M pH 6,8 - - 250 pL
SDS 10% 50 pL 50 pL 20 pL
Persulfato de Amonio 10% 50 pL 50 pL 20 pL
Tetrametiletilendiamina 4 pL 4 pL 2 uL
(TEMED)

Deteccidn inmunoldgica de la proteina mediante Dot Blot

Para detectar e identificar inmunolégicamente la proteina mediante captura del
anticuerpo especifico contra la BPTSHhr y determinar su presencia en el sustrato
purificado, se aplicé la técnica de transferencia de mancha o Dot Blot. Para la cual se
utiliz6 una tira de membrana de nitrocelulosa Bio-Rad (10 x 2 cm), se depositaron 2
uL de cada una de las muestras y control en un area de penetracion de 3 mm de
didmetro aproximadamente. La membrana se dejé secar por 30 min. a temperatura
ambiente. Luego se bloquearon los sitios no especificos por inmersién en 5% de
buffer de bloqueo BSA/PBS-T (0,1% BSA, 20 mM PBS, NaCl 150 mM, pH 7,5,
0,05% Tween 20) en camara de reaccion a 37°C por 45 min. Posteriormente se
incubé con 200 pL del anticuerpo conjugado a Peroxidasa del kit comercial de

BioRad Quantase Neonatal TSH Sceening Assay, por 30 min. a 37 °C, bajo agitacion
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constante. El lavado se realiz6 en tres tiempos de 5 min. con 15 mL de PBS-T que es
el PBS-T y un ultimo lavado de 5 min. con 15 mL de PBS (20 mM, NaCl 150 mM,
pH 7,5). Para el revelado se agreg6 0,5 mg/mL del cromégeno DAB (3,3' —
Diaminobenzidina) en TBS (Tris-HCI 20 mM, 150 mM NaCl a pH 7,5) en presencia
de H,0, al 0,03% durante 5 min.

Ensayo de ELISA

Para la determinacion de la proteina en prueba de ELISA se utilizé el kit comercial
de BioRad Quantase Neonatal TSH Sceening Assay. Se dispensaron 100 pL de cada
una de las muestras en PBS de incubacion, en los pocillos previamente sensibilizados
con el anticuerpo monoclonal del kit, y se incubaron por 1 h. a 37°C. Posteriormente,
se realizaron 5 lavados con 100 pL de PBS de lavado. Se agregaron 50 pL del
anticuerpo conjugado a peroxidasa Yy se incubd por 2 h a 37 °C. Por dltimo, se
realizaron 5 lavados con 100 pL de PBS de lavado. Para el revelado se agregaron 50
uL de sustrato de membrana Tetrametilbenzidina (TMB) y se dejo un tiempo de
reaccion de 1 h, transcurrido ese tiempo se le agrego la solucion stock. Se midio la
D.O a 450 nm. Cada muestra se midié por duplicado y se evalud el promedio de las

réplicas obtenidas.

Disefio de Analisis

En el presente trabajo se utilizo el Test no paramétrico adecuado para cada caso.

Se tuvo apoyo para el almacenamiento de los datos y graficas en el programa de

office Excel. EIl estudio estadistico se realizd con el programa IBM SPPS version
21.0 (2012).
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RESULTADOS

Evaluacion de la expresion y solubilidad de la proteina recombinante fTSHh

Para la expresion de la BTSHr fue necesario evaluar las condiciones dptimas para
obtener la mayor expresion de la proteina. La primera variable a medir fue la cinética
de crecimiento bacteriano, mediante la D.Ogoonm poOr unidad de tiempo. Partiendo de
un cultivo de E. coli cepa TG1, construida con el plasmido pQ30 (pQ30- BTSHr), en
medio LB en dilucion 1:100 con 100ug/mL de ampicilina e inducido con IPTG a
0,5mM de concentracion, incubadas a 37°C. El cultivo crecido segin estos
parametros se sometié a medicion de la D.Ogponm Cada dos horas hasta las 12 horas
continuas y posteriormente se midio a las 24 horas de incubacion. En la Figura 5 se
muestra la curva del crecimiento microbiano D.O vs tiempo, en la cual se puede
identificar las diferentes fases de crecimiento de las bacterias transformadas, los tres
primeros tiempos (0, 2 y 4 horas) fueron tomados antes de la induccion, los restantes
se tomaron después de agregado el IPTG, teniendo en cuenta la relacion directa entre
el incremento del nimero de células y el valor de absorbancia registrado. Se tomaron

muestras en la fase exponencial de crecimiento, correspondiente a tiempos de entre 2

y 8 horas.
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Figura 5. Curva de crecimiento de E. coli TG1 en plasmido pQ30-BTSHr en medio LB medido por
turbidimetria a 600nm.
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En el analisis de SDS-PAGE de la expresion y solubilidad de la proteina se
tomaron muestras antes y después de inducir con IPTG una vez alcanzado una
DOgoonm de 0,5 a 0,6 (Figura 6a), se evidencio una baja expresion basal de la proteina,
segun lo indica la aparicion de una banda difusa en el carril T2, (To: antes de agregar
el inductor) y se pudo notar el incremento de una banda de manera muy tenue
(carriles T1, T2 'y T3) que correspondieron a los tiempos de 1, 2, y 3 horas después
de la induccién, con un peso molecular de aproximadamente de 18 kDa, el cual
corresponde al peso aproximado de la proteina recombinante. En los experimentos en
los que se estudia la influencia de la temperatura, se observo una expresion muy debil
a las tres horas después de la induccion y desaparicion de la banda luego de 6 horas
de induccion debido probablemente a su degradacion (Figura 6b). En la Figura 6¢
donde se evalta la dependencia de la produccion de la proteina recombinante con
respecto a su solubilidad se observa una banda de TSH recombinante en la fraccion
soluble (Figura 6c¢, carril FS). En la fraccion insoluble no se evidencio la aparicion de
una banda de la BTSH (Figura 6c, carril FI).

a) b)
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<) kDa MW To FS Fl

Figura 6. Expresion y solubilidad de la proteina recombinante PTSHh. a) SDS-PAGE de expresion de
la proteina, donde To: es el tiempo cero antes de la induccidn; T1, T2 y T3 es el tiempo tomado cada
hora después de la induccién con 0,5 mM de IPTG a 37 °C de incubacién; MW: marcador de peso
molecular, lisozima. b) Evaluacién de la dependencia de la expresion con respecto a la temperatura a
18 °C. c) Evaluacion de la solubilidad de la proteina a 37°C, FS: fraccion soluble (sobrenadante); FI:
fraccién insoluble (pellet).

Purificacion de proteina por cromatografia de afinidad a metales inmovilizados
(IMAC)

La BTSH se purifico haciendo uso de la cromatografia de afinidad eluyendo con
concentraciones crecientes de imidazol. A fin de obtener la proteina con alto grado
de pureza, se aprovechd la capacidad de interaccion de la proteina con iones
metélicos, de acuerdo a la construccién con la etiqueta de histidina (6xHis) en el
extremo C-terminal que se une eficientemente a la columna de Agarosa Ni-NTA, para
eliminar las proteinas contaminantes en las primeras fases de elucion a través del
método de purificacion cromatografico IMAC. Una vez equilibrada la columna vy
previa incubacion del extracto celular con la resina, se empaqueté la columna, se
realizaron lavados y se eluyd mediante gradientes de concentracién creciente de

imidazol. Se tomaron alicuotas de las fracciones eluidas haciendose mediciones de la

42



D.0O a 280 n.my analizandose el perfil proteico en geles de poliacrilamida (Figura 7).
En condiciones desnaturalizantes, no se observaron bandas correspondientes a la
proteina en elusiones con 250 y 500 mM de guanidina (Figura 7 a). Mediante la lisis
mecénica no se observaron evidencias de la proteina en los geles, ni a temperaturas de
18 °C ni a 37 °C (Figura 7b). Se pudo evidenciar la aparicién de la proteina
recombinante en la purificacion del extracto celular obtenido a traves de lisis
enzimética. La proteina se evidencio en la purificacion del extracto celular lisado
enzimaticamente, la cual se eluy6 en 2 fracciones de 250 mM de imdazol,
obteniéndose la mayor cantidad en la segunda fraccion eluida con 250 mM de
imidazol, terminandose de eluir con imidazol a 500 mM (figura 7c). Se pudo
evidenciar la ausencia de la banda de BTSH en las eluciones inicales de 10 y 50 mM
de imidazol. La concentracion de la proteina purificada se cuantifico
espectrofotométricamente de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas (Tabla 3) y
mediante la ecuacién de Lambert-Beer,> dando como resultado 0,935; 1,221 y 1,020
mg/mL para las 2 primeras fracciones eluidas con 250 mM y 500 mM de imidazol

respectivamente, para un total de 3,176 mg/mL de proteina purificada.

GuHCI N

E E E
kDa MW 250 500 250

14,5

Figura 7a. Proceso de purificacion de la BTSH por IMAC. a) SDS-PAGE de la purificacién en
condiciones desnaturalizantes, se muestra carriles 2 y 3 E: elusiones a 250 y 500 mM de GuHClI, carril
4 E: elusién a 250 mM de Imidazol en condiciones nativas, MW: marcador de peso molecular
lisozima.
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Lisis Mecdanica 37°C
18°C 37°C Lisis Enzimética
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Fifura 7b: Proceso de purificacion de la BTSH por IMAC. SDS-PAGE de la purificacion segudn la lisis
celular: lisis mecanica por sonicacion carriles 2 y 3 elusiones a 250 y 500 mM de imidazol del cultivo
crecido a 18°C, ImM de IPTG y dilucién 1:100; carriles 4 y 5 elusiones a 250 y 500 mM de imidazol
del cultivo crecido a 37 °C, 0,5 mM IPTG y dilucién 1:10. Lisis enzimética carriles 6, 7 y 8 elusiones
de 250, 250 y 500 respectivamente, en condiciones nativas, a 37 °C. 0,5 mM IPTG y dilucién 1:100.

Fracciones de Elucion
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Figura 7c: Proceso de purificacion de la BTSH por IMAC. Cromatograma de la purificacién. La
proteina empezo a eluir en la primera fraccion de 250 mM de imidazol y eluy6 completa en la fraccion
de 500 mM.
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Figura 7d: Proceso de expresion y purificacién del cultivo estandarizado bajo condiciones nativas, a
37 °C. 0,5 mM IPTG y dilucién 1:100 con lisis enzimatica. To: tiempo cero antes de la induccion; T4:
cuatro horas después de la induccién; FI: fraccion insoluble, pellet después del sonicado; FS: fraccion

soluble, sobrenadante después del sonicado, E: elusiones a 10, 50, 2503, 250, y 500 mM de imidazol

Deteccién Inmunoldgica de la Proteina

La deteccion inmunoquimica se verifico haciendo uso de un anticuerpo especifico
contra la BTSH, en la técnica designada como Dot Blot, segun el protocolo descrito
en el apartado de materiales y métodos. En una tira de membrana de nitrocelulosa se
colocaron 2L de las fracciones eluidas con 10, 50, 250 y 500 mM de la purificacién
y el lisado proveniente de la ruptura enzimatica. Luego de la incubacion con el
anticuerpo conjugado a Peroxidasa del kit comercial de BioRad Quantase Neonatal
TSH Sceening Assay Y posterior revelado con el cromégeno DAB y H,0, se observo
que la mayor intensidad de la mancha corresponde a la fraccion 2 de la elucion con
250 mM de imidazol, sin embargo, se evidencia una mancha de intensidad intermedia
en la elucién con 10 mM y manchas de intensidad muy débil en las demas fracciones
exceptuando la muestra control que correspondia a un punto de PBS sin proteina,
(Figura 8). Existe similitud con los datos del cromatograma, donde la intensidad de la

banda aumenta en la primera fraccion de 250 mM pero se incrementa en la segunda
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fraccion y disminuye en la fraccion de 500 mM, aunque la intensidad de la mancha en

E10 parece ser mayor que en E250a e incluso que en E500.

-
e
Control
PBS FE E10 ES0 E250a ES00 E250b

Figura 8. Resultados del Dot Blot. FE: lo que no se uni6 a la columna, E(10, 50, 250a, 500 y 250b):
Elusiones con diferentes gradientes de imidazol. Membrana donde se marca la intensidad de la mancha
de acuerdo a la concentracion de la proteina en cada una de las fracciones.

Como se describio en el apartado de materiales y métodos, para el ensayo de
ELISA se siguio el procedimiento correspondiente. Las muestras se midieron por
duplicado y se montaron en el siguiente orden: controles, FO: fracciones de elucidn
(lo que no se unio a la columna), fracciones 250 mM de imidazol y fracciones de 500
mM de imidazol. Se trazé la curva de calibracion (Figura 9) con las medidas de
absorbancias de los calibradores del kit comercial utilizado vs el rango de la
concentracion correspondiente para cada calibrador. Los resultados obtenidos de las
muestras problemas se promediaron y se correlacionaron con las absorbancias de la
curva trazada. La media de la absorbancia de las muestras se extrapolaron en la recta
para determinar la concentracion de BTSHr purificada. Obteniéndose para la fraccion
que no se unié 0,43 pUI/mL, fraccion de 250 mM de imidazol 1,6 pUI/mL y fraccion
de 500 mM 1,05 pUI/mL.
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Figura 9. Resultados del ensayo de ELISA. a) Curva de calibracion estandar con extrapolacion de las
absorbancias de las muestras de interés. b) Variacion de la intensidad del color segun la concentracion
de proteina recombinante en cada muestra analizada.
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DISCUSION

La Tirotropina Humana o TSH es una glicoproteina que comparte mas del 80% de
homologia en la secuencia de aminodcidos de las hormonas de la familia
gonadotropinas hipofisiarias, debido a que tanto la LH, FSH, y la CG de origen
placentario presentan una estructura quimica idéntica en la composicion de su unidad

alfa10,11,12

que es comun en los 92 residuos de aminoécidos que la componen, la
ubicacion cromosomica 6p21.1-23; las 9,4 kb de longitud del gen y las 0,8 kb de
longitud del mRNA." A diferencia de las subunidades beta de estas hormonas, las
cuales presentan una variacion entre 8 y 27 residuos de aminoécidos con respecto a la
TSH, ademas de la diferenciacion de la ubicacion cromosémica, longitud del gen 'y
longitud del MRNA entre rangos de 1.4 a 3,0 kb y de 0 a 1,1 kb, respectivamente. %
Por lo tanto, es evidente que cualquier estrategia de produccion y purificacion de la
TSHr para reconocimiento inmunologico especifico sea dirigida a la subunidad beta
de la misma.

La TSH es una hormona esencial para la deteccion precoz de la poblacién en alto
riesgo de padecer cretinismo tardio a causa del hipotiroidismo congénito.? Las
pruebas de programas de despistaje neonatal de la enfermedad estan basadas en la
determinacion de las concentraciones séricas de dicha hormona en muestras de sangre
obtenidas del cordon umbilical postparto o de la puncién del talén del recién nacido a
los 3 u 8 dias después del nacimiento.*’” El fundamento de la prueba de
enzimunoensayo requiere de anticuerpos altamente especificos y sensibles a la TSH?,
que en correspondencia con el parrafo anterior, la prueba solo sera confiable, precisa
y exacta mediante el reconocimiento antigénico de la subunidad beta de la misma.

En la basqueda para alcanzar estos resultados se encontrd que existen variantes de
la TSH que muestran secuencias alternativas o modificaciones postraduccionales
como patrones de glicosilacién,?® ademas de la alta complejidad de purificar
proteinas de bajo peso molecular. Sin embargo, en la region C-terminal se ubica la
menor cantidad de enlaces disulfuros y los puntos de glicosilacion. Por lo tanto, se

han disefiado plasmidos con proteinas de fusion en dichas regiones que aumenta la
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solubilidad y el peso molecular de la proteina, facilitando mayor produccion y mejor
purificacion de la misma. Una de las proteinas utilizadas en la construccion de
vectores fue la Proteina de la Matriz Oigomérica del Cartilago (COMP) y los
epitopos de tetanos P11 y P30.%°

Partiendo de un plasmido béasico de la proteina como es el pQ30-BTSHr se
obtuvieron niveles considerables de expresion de la proteina bajo condiciones
estandarizadas a 37°C, induccion a las 4 horas de crecimiento microbiano con una
D.Ogoonm de 0,5a 0,6, con 0,5 mM de IPTG. Segun los resultados obtenidos la BTSH
solo se detecta en la fraccion soluble, sin evidenciarse tampoco la formacion de
cuerpos de inclusion.

En los cultivos crecidos e inducidos a temperatura de 18 °C y 1 mM de IPTG, no
se obtuvo produccion de PTSH. No obstante, en el plasmido pET32a-BTSH en cepas
de E. coli BL21 (DES3) se ha reportado que la mejor condicion para la expresion de la
proteina se obtuvo a los 18 °C con 1mM de concentracién del inductor IPTG,?
aungue no se indica la ubicacion de la proteina ni resultados de solubilidad de la
misma, el proceso de purificacion se realizo bajo condiciones desnaturalizantes La
cepa BL21 al expresar proteinas recombinantes, provoca un desequilibrio entre la
forma soluble y la insoluble y por tanto, acumula protefnas en cuerpos de inclusion.*®
concordantemente con lo expresado por Mohammadzade H. et al.*

Cabe sefalar que un factor importante que influyd directamente en la purificacion
de la BTSH fue la disrupcidén celular. Se pudo observar que mediante la lisis
enzimatica se logro purificar la proteina en concentraciones muy bajas. Sin embargo,
al emplear ruptura mecanica por medio de sonicacion no se observaron evidencias de
bandas correspondientes a la proteina de interés, ni en condiciones nativas ni
desnaturalizantes. Esto posiblemente se deba a condiciones de estrés generadas
durante de ruptura celular que conducen a la desnaturalizacion proteica por mal
plegamiento de las proteinas, proceso que es promovido por la existencia de
protefnas chaperonas que evitan el correcto plegamiento al interactuar con la PTSH.>
Otra posible causa es la adhesion de la BTSH a la fraccion membranal debido a

enlaces ionicos entre la proteina y la membrana o su inclusion en vesiculas de
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membrana que se forman luego de sonicar quedando atrapada en dichas estructuras,
también es posible que la lisis mecéanica favorezca la degradacion proteolitica.

Por otra parte la purificacién que incluia la lisis enzimatica permitié evidenciar y
purificar la BTSH hasta homogeneidad. La purificacion se realiz6 mediante la técnica
cromatogréfica de afinidad a Niquel. Se realizaron 4 lavados con 10 y 50 mM de
imidazol por duplicado, del extracto celular proveniente de un cultivo a 37°C y
recolectado en la fase exponencial de crecimiento y inducido con 0,5 mM de IPTG.
La elucién se llevd a cabo con incrementos de gradientes de concentracion de
imidazol por duplicado (100mM, 250mM y 500mM). La proteina empez6 a eluir en
la primera fraccion de 250 mM de imidazol, y eluyé por completo en la fraccién de
500 mM de imidazol. El pico maximo de elusion se evidencia en la segunda fraccion
de 250 mM, incrementando la D.Ozsonm de 0,3 (segunda fraccion de lavado con 50
mM de imidazol) a 1,28 (Figura 7c). La cantidad total de proteina purificada entre las
tres fracciones donde eluyo6 fue de 3,176 mg/mL.

No obstante, la inmunizacion de animales con el antigeno demanda de una
cantidad considerable, aproximadamente 12 mg de proteina pura, para completar un
protocolo de inmunizacién con cinco dosificaciones en concentraciones crecientes (1,
1,5; 2; 2,5 y 4 mg).>® En consecuencia, se podria afirmar que la cantidad de proteina
purificada que se obtuvo es muy baja para tales fines, aunque se podrian evaluar las
condiciones para producir anticuerpos mediante métodos diferentes.

Del mismo modo, la proteina recombinante emite buena sefial en la deteccion
inmunoldgica, lo que indica que su capacidad antigénica ante los métodos empleados
es consistente.”® El Dot Blot ratifica que hay reconocimiento del anticuerpo
monoclonal utilizado ante la proteina PTSH. Aunque se pudo notar cierto
reconocimiento antigénico en la fraccion de lavado con 10 mM de imidazol, su
presencia en los geles de poliacrilamida SDS-PAGE no fue evidente, debido a la
diferencia de sensibilidad de los 2 métodos ( Dot Blot y geles de poliacrilamida. Pese
a que no se pudo realizar el Western Blot, los ensayos realizados corroboraron

significativamente la obtencién de la proteina con un nivel de pureza aceptable.
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Sin embargo, los niveles de produccién fueron muy bajos desde la expresion de la
proteina basal. Aunque aun quedan pardmetros importantes por evaluar, como es el
caso de la disrupcion celular especifica para esta proteina, la formacion de chaperonas
por accién de la sonicacién o su degradacion,® evaluacién de la proteina basal en

1920 que abre camino para futuras

otras cepas Yy construccion con plasmidos diferente,
investigaciones. Asimismo, la utilidad de la misma en la produccién de anticuerpos y
su aplicabilidad en programas de tamizaje y diagndstico de hipotiroidismo congénito

a nivel nacional.
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CONCLUSIONES

El trabajo de investigacion realizado y los resultados obtenidos permiten llegar a

las siguientes conclusiones:

1.

Se lograron evaluar y determinar pardmetros estandares para la produccion y
purificacion de la proteina BTSH, dando asi respuesta a la pregunta de
investigacion formulada.

Se acepta la hipotesis nula, ya que el rendimiento de purificacion no fue alto.
La proteina recombinante BTSH presenta bajo nivel de expresién en cepas
convencionales de E. coli. pQ30, por lo tanto, su efectividad no es 6ptima.

El método de lisis enzimatica permitio la purificacion de la betaTSH vy es el
método a elegir en futuros ensayos de aislamiento.

La proteina recombinante basica BTSH sin unién a proteinas de fusion
conserva su solubilidad durante la expresion y purificacion.

La BTSH humana sintética conserva sus propiedades antigénicas similares a la
forma natural.

La importancia de obtener la PTSH pura radica en que puede convertirse en
una valiosa herramienta para el despistaje, confirmacion y seguimiento del
sindrome de hipotiroidismo congénito a nivel nacional.

La produccion nacional de los Kit para estas pruebas justifica su produccion
masiva, 0 su implementacion en tecnologias gendmica (genotecas) para

obtener los anticuerpos de manera permanente.
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