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RESUMEN

Se describe la produccién de anticuerpos monoclonales
(AcMs) de ratdn contra la apolipoproteina Al
(APO Al), a partir de la inmunizacién de ratones
BALB/c con APO Al purificada de plasma humano.
Los anticuerpos obtenidos son de la clase IgGl y
fueron purificados a partir de liquido ascitico
mediante cromatografia de afinidad con Proteina A
Sepharosa. Dos de ellos, que reconocen sitios
difercntes de la molécula de APO Al, fueron
empleados ¢n un sistema ELISA tipo sandwich para
la cuantificacién de la APO Al en muestras de suero.
Los cocficientes de variacién intra e interensayo
fucron de 3,4 y 10% respectivamente. Con este
sistema se detectaron niveles disminuidos de
APO Al en pacientes con infarto agudo del
miocardio entre 45 y 80 afos, y en un grupo con
aterosclerosis periférica entre 40 y 49 anos, con
relacién a sujetos controles de igual rango de edad.
En los pacientes con aterosclerosis periférica de
mayor edad (entre 60 y 80 afos), aunque se
encontraron valores de APO Al mds bajos que el
grupo control respectivo, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa.

SUMMARY

Monoclonal antibodies (Mabs) against APO Al were
produced immunizing BALB/c mice with APO Al
isolated from human plasma. They were IgG1 class.
Three of them were purified from ascitic fluid by
affinity chromatography using Protein A Sepharose.
Two Mabs recognizing different antigenic determinant
in APO Al were selected for a sandwich ELISA.

The intra and inter assay coefficients of variation
were 3,4 and 10% respectively. This system was used
for APO Al determination in serum samples.
Patients with acute myocardial infarction between 45
and 80 years and those with peripheral
atherosclerosis between 40 and 59, showed significant
lower values for APO Al respect to healthy controls.
Older patients with peripheral atherosclerosis
(between 60 and 80 years) did not show significant
decreased levels of APO Al

INTRODUCCION

En los dltimos anos ha alcanzado gran
interés el estudio de las lipoproteinas
de alta densidad (HDL), tomando en
consideracion que se ha observado una
correlacion inversa entre los niveles de estas
lipoproteinas y el riesgo a la enfermedad
aterosclerética (Miller et al., 1975; Gordon
et al., 1977; Riesen et al., 1980).

La apolipoproteina A1 (APO A1l) es
¢l mayor constituyente proteico de las
HDL y ha sido demostrado que bajas
concentraciones dc ella estan relacionadas
con un mayor riesgo de cnfermedades
cardiovasculares (Albers et al., 1976;
Vergain et al., 1978).

Esto ha motivado ¢l desarrollo de
diferentes métodos, principalmente
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Condiciones del ELISA para
la cuantificacién de la APO Al

Para el desarrollo de un ELISA tipo sandwich
para la cuantificacién de APO Al en muestras de
suero, se seleccionaron el AcM Apo Al.2 como
anticuerpo de recubrimiento y el Apo Al.l, que fue
conjugado a la enzima peroxidasa por el método del
peryodato (Nakane, Kawaoi, 1974), como anticuerpo
de revelado.

Se recubren placas de poliestireno con 100 xl del
AcM Apo Al.2 a una concentracién de 10 ug/ml en
tampén bicarbonato 0,1 M pH 9,6 durante toda la
noche, a temperatura ambiente o tres horas a 37°C.
Se lava dos veces con agua destilada con
Tween 20 al 0,05% y sc afaden por duplicado 100 1
de las muestras de suero diluidas apropiadamente
(usualmente 1:2000-1:4000) en tampén fosfato salino
con sucro de carnero al 5%, y distintas diluciones de
un suero patrén de concentracién de APO Al
conocida. En nuestro caso, este sucro patrén se
preparé como fue descrito anteriormente (Sorell
et al., 1988) y en €] la concentracién de APO Al fue
estimada previamente empleando como referencia un
suero patrén comercial (Apolipoprotein A Standard
Serum, lot.041212, Behring).

Se incuban las muestras durante una hora a
temperatura ambiente, se lavan las placas tres veces
y sc afiade 100 ul por pozo del anticuerpo conjugado
diluido 1:2000 en la misma solucién en que se diluyen
las muecstras, incubdndose durante una hora a
temperatura ambiente. La reaccién se revela como
fue descrito anteriormente para la seleccién de los
hibridos secretores de AcMs.

La concentracién de la APO Al en las muestras
es estimada a partir de una curva de titulacién
construida a partir de las concentraciones de APO Al
conocidas para las distintas diluciones del suero
patrén y los valores de absorbancia correspondientes.

Muestras

Los sujetos estudiados fueron un grupo de
pacientes con aterosclerosis periférica, un grupo con
infarto agudo del miocardio y un grupo control de
individuos de rango de edad y distribucién por sexo
similar a la de los pacientes, sin antecedentes de
enfermedad cardiovascular y en los que no se
detectaron alteraciones en un chequeo vascular
periférico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Distintos investigadores han reportado
recientemente el empleo de AcMs para la
cuantificacién de la APO Al en muestras
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de suero. Marcovina y colaboradores
(Marcovina ef al., 1986), describen un
proceder de inmunodifusién radial simple
para estos fines, mientras Ayrault-Jarrier y
su grupo reportan, en 1988, un electro-
inmunoensayo con los mismos objetivos.
Ambos procederes inmunoqufmicos se
fundamentan en el empleo de mezclas de
AcMs para medir la concentracién de la
APO A1 a partir de su inmunoprecipitacién
en un medio semisélido.

Se han descrito sistemas inmunoenzim4-
ticos tipo sandwich con empleo de anti-
cuerpos policlonales para la cuantificaci6n
de la APO Al (Dubois erf al., 1987) y més
recientemente un sistema similar con AcMs
(Doreen et al., 1988).

En este estudio reportamos la produccién
de AcMs contra la APO Aly el empleo de
dos de ellos en un sistema ELISA tipo
sandwich para la cuantificacién de esta
apoprotefna en muestras de suero.

Se seleccionaron tres hibridos de la clase
IgG1. La competencia de epitopes mostré
que reconocfan sitios diferentes de la
molécula de APO Al. Como puede
observarse en la figura 1, la combinacién de
dos cualesquiera de ellos, para una
cantidad constante de APO Al fijada a una
placa de poliestireno y en condiciones de
saturacién de los anticuerpos (exceso de
anticuerpos), arrojaron valores de densidad
Optica (absorbancia) superiores a la de
cualquiera de ellos por separado. Estos
resultados solo se alcanzan si los AcMs
reconocen sitios diferentes en la molécula
de la APO Al.

A partir de este resultado se
seleccionaron los AcMs Apo Al.ly
Apo Al.2 para el diseio de un ELISA tipo
sandwich para la cuantificaci6én de la
APO A1l en muestras de suero descrito en
Materiales y Métodos.
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FIG. 1. Ensayo inmunoenzimatico de competencia para el anélisis del reconocimiento de epitopes en la molécula
de la APO Al. Para ello se recubrieron placas de poliestireno a una concentracién fija de APO Al (5 ug/ml)
y s¢ emplearon distintas diluciones de los diferentes AcMs, solos o combinados. Se observa que reconocen
epitopes diferentes, pues la suma de la respuesta (valores de absorbancia) de cada pareja formada por dos
cualesquicra de cllos, es superior a la respuesta individual de cada uno por separado en la zona de saturacién.

A= AcM ApoAl.l

La sensibilidad de este sistema permiti6
la detecci6n de la APO A1l hasta una
concentracién de 40 ng/ml, a partir del
suero patrén (figura 2). Los coeficientes
de variacién intra e interensayo de este
sisiema, calculados a partir de la estimacién
de la concentraci6n de la APO Al en una
misma muestra de manera repetida el
mismo dia y en dias sucesivos, fueron de 3,4
y 10 % respectivamente. Este resultado
indica una repetibilidad y reproduci-
bilidad dentro de los limites aceptados
para estos métodos.

Las figuras 3a y 3b muestran el
"atrapamiento” de los AcMs Apo Al.ly
Apo A1.2 al ser incubados durante
30 minutos a temperatura ambiente, con

B= AcM Apo A1.2 C= AcM Apo Al3

distintas concentraciones de HDL
purificadas de plasma humano y con distintas
diluciones de un suero humano fresco, antes
de ser afadidos a una placa recubierta con
APO A1 purificada, a una concentracién de
5 pg/ml. Esto senala la capacidad de estos
anticuerpos de reconocer la APO Al, no
solo aislada, sino también en las HDL y en
muestras de suero.

La figura 4 nos muestra los resultados de
la cuantificacién de la APO Al con el
sistema descrito, en muestras de suero de
pacientes con distintas manifestaciones de
la enfermedad aterosclerotica.

Los valores significativamente
disminuidos de la APO A1l en los pacientes
con infarto agudo del miocardio estan en
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FIG. 2. Sensibilidad del sistema ELISA para la cuantificacién de la APO Al, empleando una concentracion fija
de los anticuerpos de recubrimiento (10 ug/ml) y distintas diluciones del conjugado.

concordancia con los reportados por otros
investigadores en pacientes con cardiopatia
isquémica (Albers et al.,, 1978; Vergain
et al., 1978). Particular interés tienen los
resultados de los pacientes con ateros-
clerosis periférica. En nuestro estudio,
aquellos con manifestaciones clinicas de la
enfermedad en edades més tempranas,
fueron los que tuvieron la disminucién mas
marcada de los niveles de APO Al,
mientras que en aquellos de edad més
avanzada, la disminucién observada no fue
significativa.

En un estudio complementario a esla
investigacién (Sorell et al., 1988),
encontramos que para la apoproteina B
(APO B), cuya alta concentracién en
sangre se corrclaciona con un mayor riesgo
a la aterosclerosis, los resultados fueron
diferentes, en el sentido de la discriminacién
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entre pacientes y controles. En ese caso, ¢l
nivel de la APO B estuvo significativamente
elevado entre los pacientes con
aterosclerosis periférica de mayor edad
(entre 60 y 80 afos), no asi entre los mas
jovenes (entre 40 y 59 afios), con relacion a
los sujetos controles respectivos.

En conjunto estos resultados pueden
sustentar la hipotesis de que los pacientes
con aterosclerosis periférica mas jévenes
presentan mayormente alteraciones
lipidicas a nivel del metabolismo de
las HDL, donde la APO Al es la proteina
mayoritaria, mientras que los pacientes de
mayor edad las tienen a nivel del
metabolismo de las LDL, en las cuales la
APO B es préiclticamente su Gnico
constituyente proteico. Se requiere un
estudio con una mueslra mayor para
corroborar esta hipétesis.
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FIG. 3. Atrapamiento de los AcMs Apo Al.l y Apo A1.2 incubados con HDL. purificadas (3a) y con un sucro
humano fresco (3b}), antes de ser anadidos a una placa recubierta con APO Al purificada (5 ug/ml). Bo
representa ¢l valor de densidad 6ptica (D.O.) para los AcMs solos y B el valor de D.O. para los AcMs
pre-mcubados con distintas concentraciones de HDL o diluciones del suero.
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FIG. 4. Cuantificacién de la APO Al en muestras de suero de pacientes con infarto agudo del miocardio, con
aterosclerosis periférica y en sujetos clinicamente sanos desde ¢l punto de vista de enfermedades
cardiovasculares. Se observa una disminuci6n significativa de los niveles de la APO Al en los pacientes con
aterosclerosis periférica mds jévenes con relacién a su grupo control (D vs B, p<0,01) y en los pacientes con
infarto agudo del miocardio (F vs C, p<0,01), no asi entre los pacientes de mayor edad con atecrosclerosis
periférica, cuyos niveles de Apo Al, aunque mds bajos, no se diferenciaron significativamente de los de su grupo

control respectivo (E vs C). Test t-student.
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