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RESUMEN

Niveles elevados de apolipoproteina B (Apo B) en sangre, se correlacionan con un mayor riesgo
al desarrollo de enfermedades cardiovasculares. En este trabajo se describe un método
inmunoenzimdtico (ELISA) no competitivo tipo sandwich, que emplca como anticuerpo de
recubrimiento el anticuerpo monoclonal IA/CB-LDL-1 y anticuerpos policlonales de carnero anti
Apo B humana, purificados por afinidad y conjugados a enzimas marcadoras. Este sistema se
desarroll6 a escala microanalitica y ultramicroanalitica empleando en este dltimo caso ¢l equipo
SUMA desarrollado en Cuba. La sensibilidad de ambas variantes permite detectar
concentraciones de Apo B menores de 50 ng/ml.

Los coeficientes de variacin intra ¢ interensayo fueron menores de 5 y 109% respectivamente.
Pacientes con infarto agudo del miocardio entre 45 y 80 afos y con aterosclerosis periférica entre
60 y 80 aftos, mostraron niveles significativamente mds altos de Apo B respecto a sujetos controles
de igual rango de edad. La medicidn de la concentracién de Apo B en muestras de suero de sangre
de corddn umbilical realizada con el SUMA, permitié cvidenciar valores marcadamente elevados
en algunos recién nacidos. ;'omando en consideracién ¢l nivel de automatizacion del SUMA, que
posibilita analizar un gran nimero de muestras de manera confiable y bajo costo, se propone este
método para estudios de screening primario de recién nacidos y adultos jévencs, con ¢l fin de
identificar aquellos con riesgo de trastornos genéticos del metabolismo de las lipoproteinas que
contienen Apo B, lo cual puede corroborarse posteriormente con técnicas mas "sofisticadas”™ y
costosas.

SUMMARY

Increased levels of apolipoprotein B (Apo B) in blood correlate with a higher risk for the
development of atherosclerosis. We describe a non competitive sandwich ELISA, that uses as
coating antibody the monoclonal antibody IA/CB-LDL.1, and polyclonal goat antibodies against
Apo B, conjugated with marker enzymes. This system was developed at micro- and
ultramicroanalytical scales, using in this latter case, the SUMA equipment produced in Cuba. The
sensitivity of both systems is less than 50 ng/ml of Apo B using an standard serum. The intra-and
inter-assay variation coefficients were less than 5 and 10% respectively. Patients with acute
myocardial infarct between 45 and 80 years and those with peripheral atherosclerosis between 60
and 80, exhibited a high serum concentration of Apo B. The SUMA was employed for the
quantitation of Apo B in the umbilical cord blood serum of newborns and in some samples we
could detect an increased concentration of this apoprotein. Having in mind the levels of
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automation of the SUMA system, and the high number of samples that can be screened, we are
starting a program for newborns and young adults, in order to detect individuals with altered levels
of Apo B, due to genetic disorders and other causes.

INTRODUCCION

La apolipoproteina B (Apo B) se encuentra formando parte de la estructura de
distintas fracciones lipoproteicas relacionadas con el transporte del colesterol hacia los
tejidos. Es practicamente la finica proteina que forma parte de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), muy relacionadas con este transporte, por lo que se ha encontrado que
niveles clevados de Apo B se correlacionan muy bien con niveles altos del colesterol ligado
alas LDL (LDL-colesterol) y, consecuentemente, con un mayor riesgo al padecimiento
de la enfermedad aterosclertica. Algunos estudios realizados han encontrado incluso
que la Apo B resulta un mejor indicador de riesgo aterogénico que otros pardmetros
lipidicos (Avogaro, 1979; Riesen et al., 1980),

Distintos métodos han sido disefiados para la cuantificacién de la Apo B,
fundamentalmente inmunoquimicos, empleando antisueros y anticuerpos policlonales de
diverso origen, asi como sueros patrones de distintas fuentes. Esta diversidad puede ser
la causa de los diferentes valores de referencia reportados para la Apo B (Assman, 1982).

Recientemente, algunos investigadores han sefialado la posible utilidad del empleo de
anticuerpos monoclonales (AcMs) contra la Apo B en técnicas reproducibles para la
cuantificacion de esta apoproteina (Ricsen et al., 1986; Marcovina et al., 1985; Slater et al.,
1985), teniendo en cuenta su mayor homogeneidad y la posibilidad de poder producirlos
en cantidades ilimitadas.

En un trabajo anterior (Sorell et al., 1988) reportamos el emplco de AcMs en sistemas
inmunoenziméticos (ELISA) tipo sandwich para la cuantificacién de Apo B y
comparamos los resultados con respecto a cuando se emplearon anticuerpos policlonales
para los mismos fines, 0 un sistema combinado que emplea como anticuerpo de
atrapamiento el AcM IA/CB-LDL 1, y como conjugado anticuerpos de carnero anti Apo B
purificados por afinidad unidos a la peroxidasa.

En este estudio exponemos los resultados de la utilizacion de este ltimo sistema en la
cuantificacion de la Apo B en pacientes con distintas manifestaciones de la enfermedad
aterosclerética, en un grupo de sujetos sanos de igual rango de edad y en un grupo de
muestras de suero de sangre de cordén umbilical de recién nacidos.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de los ELISA

El AcM IA/CB-LDL 1 empleado para el recubrimiento de las placa: =s de clase 1gG1 y fue obtenido
segin fue descrito en un trabajo ahterior (Sorell ef al., 1986). Fue purilicado ¢ artir de liquido ascitico
por cromatografia de afinidad por proteina-A Sepharosa 4B.

La cuantificacién de la Apo B en muestra de suero, mediante un ELISA en placas de microtitulacién,
se realiz6 siguiendo las condiciones descritas en un reporte anterior para ¢l sistema combinado (Sorell
et al., 1988). Brevemente, se recubrieron placas de poliestireno con el AcM IA/CB-LDL 1 a una
concentracién de 10 pwg/ml durante toda la noche a temperatura amhicnie. Se afladieron las muestras
convenientemente diluidas, usualmente 1:1000, y distintas diluciones ¢. .n suero patrén preparado segin
fue descrito en el trabajo referido. Se incubé una hora a temperatura amuiente y después de lavar las
placas se afiadié ¢l anticuerpo conjugado diluido 1:2000, dejdndolo una hora a temperatura ambiente.

Se lavaron las placas repetidamente y se ahadié el sustrato (5 mg de ortofenilendiamina en 10 ml de
tamp6n eitrato ph 5,0 con 5wl de peréxido de hidrégeno al 30%). La reaccidn de color se detuvo a los
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20 minutos con 50 wl de dcido sulfirico 2,5 M, midiéndose la absorbancia de los pocillos a 492 nm en un
lector de placas (MULTISKAN MCC 340).

Con este sistema microanalitico (SMA) se estudiaron un grupe de pacicntes con enfermedad arterial
periférica, pacientes con infarto agudo del miocardio y un grupo de sujetos sin antecendentes de
enfermedades cardiovasculares que tuvieron todos los pulsos arteriales presentes en un chequeo vascular
periférico.

El sistema fue llevado a escala ultramicroanalitica, aprovechando las posibilidades del equipo SUMA
desarrollado en el pais, utilizando placas de ultramicrotitulacién que solo requieren 10 pl de cada uno
de los componentes del sistema (anticuerpo de recubrimiento, muestras, conjugado, etcétera). El
anticuerpo conjugado fue preparado en este caso empleando la enzima f3-galactosidasa producida por
via recombinante en £. coli en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Ciudad de La Habana,
y un sustrato fluorogénico (4-metil umberiferil 3-D galactésido) para medir la intensidad de la reaccion
enzimdtica. Con este sistema se midid la concentracién de Apo B en muestras de suero obtenidas de
sangre de cord6én umbilical de recién nacidos.

Los coeficientes de variacion intra e interensayo de ambas variantes se determinaron midiendo
repetidamente la concentracién de Apo B de un pool de suero en un mismo dia y durante sicte dias
respectivamente. Para la variacidn dia a dia, el pool se conservé a -20°C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los sistemas ELISA descritos, un esquema de los cuales se muestra en la figura 1,
permiten detectar menos de 50 ng/ml de Apo B a partir del suero patrén (figura 2). Los
coeficientes de variacion intra e interensayo fueron menores del 5 y del 10%
respectivamente, por lo que pueden ser empleados en la cuantificacion de la Apo B a
partir de muestras de suero con fines diagnosticos.

g D

I. SOPORTE SOLIDO.
I- AcM IA/CB-LDL,
JL- ApoB EN MUESTRA DE SUERO
IV- Ac POLKC COMJUBADO A PEROXIDASA DE
RABANG PICANTE (SMA) O A B -BALACTO_
SIDASA (SUMA!
V- SUSTRATO (H,0,+CPD) PARA EL SMA;

(4- METILUMBELLITFRIL - B - D-8ALACTOSIDO)
PARA EL SUMA.

FIG. 1. Esquema del ELISA empleado para la cuantificacion de la Apo B en muestras de suero.
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FIG. 2. Valores de densidad Sptica para distintas diluciones del suero patrén de concentracién conocida de Apo B,

En particular, la variante ultramicroanalitica con empleo del equipo SUMA permite el
anélisis de un gran nimero de muestras con un bajo costo a causa de las reducidas
cantidades de reactivos que emplea y con una alta confiabilidad por su elevada
automatizacién, que incluye programas de software para el anilisis de los resultados y ¢l
control de la calidad de los mismos.

Esto representa una ventaja respecto a otros sistemas descritos para la cuantificacion
de la Apo B con empleo de AcMs (Marcovina et al., 1985), y con relaciéon a sistemas
similares desarrollados con anticuerpos policlonales (Riesen et al., 1986; Fievet et al.,
1985; Fievet et al., 1986).

La figura 3 muestra los resultados de la cuantificaciéon de la Apo B con el SMA en
muestras de pacientes con distintas manifestaciones clinicas de la enfermedad
aterosclerética y en individuos controles. La concentracién mis alta de Apo B en los
pacientes infartados corrobora los resultados de otros investigadores y confirman su
importancia como factor de riesgo en la cardiopatia isquémica (Marccl et al., 1986; Patton
et al., 1983; Fievet ef al., 1985a).

Con respecto a los pacientes con enfermedad arterial periférica, resulté interesante
que solo aquellos de mayor edad (entre 60 y 80 anos), tuvieran valores de Apo B
significativamente elevados con relacién a sujetos clinicamente sanos de igual rango de
edad, mientras que entre los mas jovenes (entre 40 y 59 aios), los valores de la
concentracién de Apo B no fue significativamente diferente del grupo control respectivo.
Esto sugiere que los trastornos del metabolismo lipidico, asociados a la aparicion de las
arteriopatias periféricas, pueden comportarse de manera diferente en sujctos de distinta
cdad.
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FIG. 3. Resultados de la cuantificacién de la Apo B en muestras de pacientes y controles.

En un estudio realizado en esta misma poblacidn para determinar los niveles de
apolipoproteina A1 (Apo Al), se encontrd que estos estuvieron significativamente
disminuidos en los enfermos con aterosclerosis periférica mas jovenes y no entre los de
miés edad (publicacién en preparacion). Como se sabe, los niveles bajos de Apo Al se
han correlacionado cor un mayor riesgo al desarrollo de las enfermedades
cardiovasculares.

Estos resultados, que requieren estudios confirmatorios con una muestra mayor,
sugieren que entre los pacientes mas jovenes con arteriopatia periférica, los trastornos
lipidicos se encuentran més asociados al metabolismo de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), donde la Apo A1 estd muy representada, mientras que entre los pacientes de
mayor edad, estas alteraciones se relacionan més con el metabolismo de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL), que contienen a la Apo B como précticamente su tinica
apoproteina.

El estudio realizado en muestras de suero de sangre de cordon umbilical con el SUMA,
permitié evidenciar algunos recién nacidos con valores de concentracién de Apo B muy
elevados (figura 4). En trabajos recientes se han reportado niveles de Apo B
significativamente aumentados en pacientes jovenes con cardiopatia isquémica
(Durrington ef al., 1988; Richard et al., 1986) y en nifos de padres con manifestaciones
tempranas de la enfermedad aterosclerdtica (Freedman et al., 1986; Van Stiphout,
Hoffman, 1987). Esto hace pensar en la utilidad de la cuantificacion de la Apo B en el
SUMA como un método rapido, confiable y econémicamente aceptable para el pesquisaje
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masivo de recién nacidos y adultos jovenes, que permita identificar a aquellos con riesgo
a padecer trastornos genéticos del metabolismo de las lipoproteinas que contienen Apo
B, como por ejemplo un déficit genético de receptores celulares para la Apo B (Goldstein
y Brown, 1987), o la aparicién de variantes estructurales de Apo B que tienden a
acumularse en el plasma (Weisgraber et al., 1988). Estos trastornos genéticos podrian
confirmarse mis tarde con el uso de métodos més "sofisticados" y costosos.
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FIG. 4. Histograma de frecuencias para la concentracion de Apo B a partir de la mucstra de recién nacidos analizada
por el SUMA.
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