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RESUMEN

Las Apolipoproteinas (Apo), Al y B, son el principal componente proteico
de las lipoproteinas HDL y LDL, respectivamente, y son parte del metabolismo
lipidico. Apo Al, permite el eflujo de colesterol desde las células extrahepaticas
y se define como molécula anti-aterogénica. Apo B permite el traspaso de
lipidos hacia las células extrahepaticas y est4 descrita como una molécula
aterogénica. Las determinaciones de Apo Al y Apo B surgen como una
alternativa y/o complemento a la cuantificacion de colesterol asociado a
lipoproteinas, para mejorar la estratificacion de riesgo cardiovascular.

Los antecedentes familiares de Enfermedad cardiovascular (ECV) precoz
representan la combinacion de efectos de componentes genéticos, bioquimicos
y ambientales que predisponen al individuo a un mayor riesgo cardiovascular de
base, que los hace foco de mayor estudio y pesquisa temprana de otros
factores de riesgo asociados.

El objetivo de este trabajo fue estandarizar dos inmunoensayos para la
cuantificacion de Apo Al y Apo B, para determinar sus valores séricos en una
poblacion chilena de nifios y adolescentes con historia familiar de ECV precoz.

Los resultados obtenidos, permitieron estandarizar un ELISA de
competencia para cuantificar Apo B y un ELISA sandwich, para Apo Al. Este
altimo fue validado y se utilizdé en los nifios y adolescentes en estudio. En

general, esta poblacion presentd una mayor prevalencia de dislipidemia (55%) y

XVi



de Apo Al disminuida (13%). Estos resultados permiten conocer como se
encuentran metabdlicamente nifios y adolescentes con antecedente de ECV
precoz en una poblacién chilena y asi tempranamente tomar medidas para

prevenir la ECV en su vida adulta.
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ABSTRACT

Apolipoproteins (Apo), Apo Al and Apo B, are the main protein
component of lipoproteins (Lp) HDL and LDL, respectively, and are part of lipid
metabolism. Apo Al allows the release of cholesterol from extrahepatic cells
and is defined as anti-atherogenic molecule. Apo B allows the lipid transfer to
extrahepatic cells and is described as atherogenic molecule. The measurement
of Apo Al and Apo B concentrations arise as an alternative and/or complement
to the cholesterol associated to Lp quantification to improve the cardiovascular
risk (CV) stratification.

Family history of early cardiovascular disease (CVD) represents a
genetic, biochemical and environmental component effect combination that
predisposes the individual to a higher CV risk, which makes them a focus of
further study and early investigation of other risk factors associated.

The objective of this work was to standardize two immunoassays for Apo
Al and Apo B quantification to determine these plasma protein levels in a
children and adolescent chilean population with a family history of early CVD.

The results obtained allowed the standardization of a competitive ELISA
for Apo B and a sandwich ELISA for Apo Al quantification. The latter was
validated and applied in children and adolescents under study. In general, this
population had a higher prevalence of dyslipidemia (55%) and decreased Apo

Al levels (13%). These results allow assessing the metabolic status of Chilean
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population children and adolescents with a history of early CVD and thus taking

measures to prevent CVD in their adult life.

XiX



Marie Curie (Varsovia, 1867 - 1934) Cientifica.

Premio Nobel de Fisica en 1903 «en reconocimiento por los extraordinarios servicios
rendidos en sus investigaciones conjuntas sobre los fenomenos de radiacion

descubiertos por Henri Becquerel»
Premio Nobel de Quimica de 1911 «en reconocimiento por sus servicios en el avance
de la quimica por el descubrimiento de los elementos radio y polonio, el aislamiento del

radio y el estudio de la naturaleza y compuestos de este elemento»

Primera mujer en el mundo en recibir un premio Nobel.

XX



INTRODUCCION

1. Enfermedad cardiovascular

La enfermedad cardiovascular (ECV) se define como una enfermedad no
transmisible (ENT) que contempla un conjunto de trastornos al corazéon y a los
vasos sanguineos (Organizacion Mundial de la Salud), dentro de los cuales se
encuentran las cardiopatias isquémicas (infarto agudo al miocardio),
enfermedades cerebrovasculares, arteriopatias periféricas, cardiopatia
reumatica, cardiopatias congénitas, trombosis venosas profundas y embolias
pulmonares [1]. Al afio 2012, esta patologia se encuentra liderando las tasas de
mortalidad por ENT, con un 46,2% de las muertes a nivel mundial, segun
consigna la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), seguida muy por debajo,
por cancer y enfermedades respiratorias [2]. Es destacable, ademas, que del
total de fallecidos menores de 70 afios, un 52% corresponde a muertes por ENT
y dentro de éstos, un 37% corresponderia a muertes prematuras por ECV [2]. Al
afio 2015, esta situacion no varié6 mayormente, ya que del total de muertes por
ENT a nivel mundial, el 45% corresponde a esta causa [3]. En Chile, la situacion
es bastante similar, segun el informe presentado en la ultima Encuesta Nacional
de Salud, del afio 2010, y por los indicadores basicos de salud, publicados por
el Departamento de Estadisticas e Informacién de Salud, afio 2011, donde se

observé un elevado nivel de morbilidad y mortalidad por ENT y sus factores de



riesgo, siendo las enfermedades asociadas al sistema circulatorio las causantes

del 27% de las muertes en nuestro pais [4, 5].

Tomando en cuenta los altos indices de mortalidad poblacional
asociados a la ECV, donde ademas es necesario considerar la desigualdad
observada en relacion a sexo, edad, nivel educacional, sector rural/urbano y
region habitada, esta patologia es considerada un problema de salud publica en
nuestro pais. Razon por la cual se han llevado a cabo una serie de iniciativas e
implementacion de programas a nivel nacional, como el programa de salud
cardiovascular [6], que incorpora estrategias para mejorar el manejo de la
atencion primaria en los sistemas de salud; modelos de vigilancia de ENT [7];
promocién de dietas saludables; fomento de la realizacién de actividad fisica y
estilos de vida saludable en general, como la incorporacién en el sistema de

garantias explicitas de salud (GES) [8, 9].

2. Laaterosclerosis y sus factores de riesgo

La aterosclerosis corresponde a la patologia que subyace a la
manifestacion clinica de la enfermedad cardiovascular. Se inicia a temprana
edad, de forma subclinica y sin presentar sintomatologia aparente [6].
Corresponde a un proceso inflamatorio de tipo crénico que conlleva la
acumulacion progresiva de colesterol en el subendotelio, generando el

engrosamiento de las capas intima y media, principalmente en arterias de



mediano y grueso calibre, con pérdida de la elasticidad del tejido [10]. Este
proceso comienza con la disfuncion endotelial, la cual corresponde a un
desequilibrio en la homeostasis del endotelio vascular, generada por
condiciones patolégicas que exacerban un ambiente oxidante e inflamatorio,

favorecidos también con la edad [11].

El endotelio corresponde al érgano que recubre todos los vasos
sanguineos y estd constituido por una monocapa de células epiteliales,
llamadas células endoteliales. Este 6rgano participa, contribuye y regula una
serie de funciones, como la mantencion de la hemostasia, la permeabilidad
vascular, el trafico de leucocitos, procesos inflamatorios y mantenciéon del tono
vascular, entre otras [12]. Para cumplir con estas funciones, las células
endoteliales sintetizan y secretan una serie de mediadores y factores vaso-
activos como Oxido nitrico (NO), prostaciclina y el factor hiperpolarizante
derivado de endotelio conocidos en su conjunto como Endothelium-derived
relaxing factors que inducen un estado vasodilatador. Por otro lado, la sintesis
de endotelina-1, tromboxano-A2 y angiotensina Il, en conjunto llamados
endothelium-derived contracting factors, mantienen un estado vasoconstrictor.
El equilibrio en estos procesos permite mantener regulados los efectos
trombaticos, oxidantes e inflamatorios que se producen a nivel del endotelio [13,

14].



Una de las moléculas vasodilatadoras mas importantes secretadas por el
endotelio corresponde al NO, el cual es producido por un complejo enzimatico
llamado Oxido nitrico sintasa (NOS), que convierte L-arginina en L-citrulina
liberando NO. Este complejo esta presente en el organismo en 4 isoformas:
oxido nitrico sintasa neuronal (NNOs o NOS tipo I), inducible (iNOS o NOS tipo
II), endotelial (eNOS o NOS tipo Ill) y mitocondrial (mtNOS o NOS tipo V) [15,
16]. La activacion de la eNOS lleva a la formacion de NO en las células
endoteliales, éste actla principalmente a nivel de las células musculares lisas
via guanilil-ciclasa soluble (sGC) / guanosinmonofosfato ciclico (cGMP) /
proteinkinasa C (PKC), generando la relajacion muscular [16, 17] y
manteniéndolas en un estado no-proliferativo; actia ademas a nivel de
plaguetas y células del sistema inmune, inhibiendo su activacion [18]. La
actividad de eNOS es inducida por una serie de factores endégenos como
estrogenos, aumento de Ca®" intracelular y shear stress, siendo este Gltimo, una
de las principales causas. También, puede ser inhibida por distintas condiciones
como el estrés oxidativo o disminucion de niveles de estrogenos o sirtuina-1
[18]. Uno de los mecanismo de inhibicion o inactivacion de la eNOS se debe a
la incapacidad de la proteina para dimerizar o la falta de cofactores para que
esta actue, lo que lleva a la produccion de anion superéxido (O2) en vez de NO,

proceso denominado desacoplamiento de la eNOS [19].

La disminucion de la sintesis, liberacion y/o activacion de NO, llevan a la

disfuncion endotelial [20]. Entre los distintos y complejos mecanismos que se
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pueden asociar a este proceso, el mas comdn y que subyace a la mayoria de
ellos, corresponde al estrés oxidativo. Este es generado por el aumento
patolégico en la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), debido a
un desbalance entre los mecanismos pro-oxidantes y anti-oxidantes endogenas,
a favor de las primeras [21]. Este desbalance, es el resultado de respuestas
compensatorias a injurias, que llevan al desacoplamiento de la eNOS y/o la
disminucién en la biodisponibilidad de NO [14]. Los procesos inflamatorios
debido a estas noxas, producen la activacion del endotelio con la expresion de
moléculas de adhesion en la superficie celular como la vascular cell adhesion
protein 1 (VCAM-1), Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) y/o E-selectina
[20], y el reclutamiento y activacion de neutréfilos y macrofagos, por medio de
citoquinas pro-inflamatorias, que catalizan ROS por el complejo phagocyte
oxidase para realizar su accion inmune [17]. La cronicidad de este proceso
inflamatorio y de la presencia de ROS llevan, por un lado, a la oxidacién de
complejos macromoleculares como la lipoproteina de baja densidad (LDL) vy,
por otro, a la remodelacién endotelial, con un engrosamiento de las paredes y el
aumento de la permeabilidad vascular hacia el espacio subendotelial. El
aumento de permeabilidad da paso al ingreso de constituyentes del plasma
como lipoproteinas, particularmente LDL la cual es altamente susceptible a
oxidaciones, y aumento de las células inmunes en el subendotelio [22]. Los
macrofagos dentro de la intima expresan receptores scanvenger que facilitan la

captacion y acumulacion de lipidos oxidados y ésteres de colesterol, que llevan



a la transformacion de estos macréfagos en células de espuma [23]. Este
proceso aumenta aun mas la expresion de citoquinas proinflamatorias vy
guimioquinas, que en conjunto con el aumento de las oxidaciones de LDL,
atraen a un mayor numero de células inmunes, que se acumulan en la intima,
aumentando el dafio y formando focos necraoticos, por la liberacion de contenido
lipidico, acumulacion de restos celulares por la apoptosis de los macrofagos y
una fagocitosis defectuosa (eferocitosis) de estos restos por parte de los
mismos macrofagos. Acompafiando este proceso, por la disminucion de los
niveles de NO, y por el propio estrés oxidativo, se produce proliferacion y
migracion de las células del musculo liso generando una restructuracion de la
lesion, con la formacion de tejido fibrotico que va a recubrir el ndcleo lipidico y

necrotico formando estrias lipidicas, y finalmente placas ateroscleroticas [22].

Las placas ateroscleréticas pueden ser clasificadas segun su progresion
en 4 tipos: tipo | o lesién inicial, que contempla pequefios depdsitos de lipidos
con grupos aislados de macréfagos activados por la presencia de estos
depdsitos. Las lesiones tipo | s6lo pueden observarse microscépicamente por
su pequefio tamafio y son frecuentemente descritas a temprana edad. La lesion
tipo Il presenta en su mayoria estrias lipidicas visibles con tinciones como red
oil, se observa un gran numero de macrofagos con o sin lipidos en su interior,
gue se extienden por toda la lesion, y en menor cantidad otras células inmunes
como linfocitos T. Las células musculares lisas también presentan lipidos en su

interior, observables de forma microscépica. La lesién de tipo Ill o pre-ateroma,
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considerada el intermedio morfolégico y quimico entre las lesiones tipo Il y el
ateroma propiamente tal, presentan un mayor acumulo de lipidos extracelular,
no para desarrollar del todo una acumulacién masiva ni marcada que forme el
nacleo lipidico, pero si para generar la separacion de las células musculares y
reemplazar las fibras de la matriz y proteoglicanos. La lesion tipo IV o ateroma,
se considera una lesién avanzada por el marcado nucleo lipidico que presentan
y la desorganizacién del tejido que puede llevar a la desestabilizacion subita de

la lesion, terminando en un evento isquémico [24].

Todo el proceso de formacion de placas ateroscleréticas descrito es
favorecido por una serie de condiciones o conductas del individuo que
aumentan la probabilidad de desarrollar ECV. Estas condicionantes son
denominadas “factores de riesgo cardiovascular” [6] y en la actualidad permiten
calcular el riesgo cardiovascular, que se define como la probabilidad del
individuo de presentar un evento cardiovascular en un tiempo determinado [25].
Poder identificar este riesgo permite realizar un tratamiento precoz y disminuir

las co-morbilidades asociadas a la ECV.

Existen en la actualidad diferentes instrumentos de estratificacion del
riesgo cardiovascular, que varian principalmente en el nimero y tipo de factores
de riesgo que utilizan para realizar el célculo de éste, el cual se puede realizar
de forma cualitativa (bajo, medio y alto riesgo) o de forma cuantitativa (escala

numeérica de riesgo) [25]. El desarrollo de estos baremos se basa en directrices



determinadas por grupos de expertos de Europa [26] o Estados Unidos (NCEP-
ATP 1ll) [27]. Uno de los algoritmos de estratificacibn mas utilizados
corresponde al realizado por el estudio de Framingham [28], en funcion de la
edad, sexo, presion arterial sistOlica, tabaquismo, colesterol total (CT) y

colesterol asociado a lipoproteina de alta densidad (C-HDL).

En Chile, la estratificacion de riesgo se realiza de forma cualitativa, segun
el numero y tipo de los factores de riesgo, o de forma cuantitativa, segun las
tablas de Framinghan modificadas para la poblacién chilena, para predecir el
riesgo coronario a 10 afos [29]. Las modificaciones incluyen diabetes dentro de
los factores considerados y un rango etario entre 35 y 74 afios, aunque es
necesario destacar que ninguno de estos instrumentos ha sido aun validado. La
adaptacion de este algoritmo en la poblacién chilena se hace necesario debido
a que se ha observado una sobrestimacion del riesgo por funcién de
Framinghan en paises que presentan una menor incidencia de ECV, como es el

caso de Chile [6, 30].

La clasificacion de los factores de riesgo clasicos o convencionales que
proporciona el Ministerio de Salud de Chile (MINSAL) se realiza de acuerdo a:
1) la importancia como factor causal en el desarrollo de la ECV (en mayores 0
condicionantes) y 2) segun la posibilidad de influir en ellos (no modificables o
modificables). Los factores de riesgo no modificables corresponden a aquellas

condiciones inherentes a la persona: edad, sexo, antecedentes personales de



ECV y antecedentes familiares de ECV; y los factores de riesgo modificables, al
comportamiento social o cambios metabdlicos/fisiopatolégicos del individuo:
tabaquismo, sedentarismo, dietas altas en grasas, hipertension arterial,

sobrepeso u obesidad, diabetes y dislipidemias (tabla 1) [6, 31].

Tabla 1. Clasificacion de factores de riesgo cardiovascular convencionales. Fuente: [6].

e Edad - hombre = 45 afos
- mujer 255 afios
e Sexo masculino y mujer postmenopausia
e Antecedente personal de ECV No
e Antecedente de ECV prematura en familiar de modificables
primer grado

- hombre < 55 afios
Factores de

Riesgo Mayores - mujer <65 afios

e Hipertension arterial

¢ Diabetes
¢ Dislipidemias (colesterol LDL alto y/o colesterol
HDL bajo)

e Tabaquismo

o Enfermedad renal crénica etapa 3b-5 y/o

L . Modificables
albuminuria moderada/severa persistente

e Obesidad (IMC = 30 kg/m?)

Factores de e Obesidad abdominal (CC = 90 cm hombre y CC
Riesgo = 80 cm en mujeres)
Condicionantes e Triglicéridos = 150 mg/dL

e Sedentarismo

ECV: Enfermedad cardiovascular; LDL: lipoproteina de baja densidad; HDL: lipoporteina de alta
densidad; IMC: indice de masa corporal; CC: circunferencia de cintura.




3. Antecedentes de enfermedad cardiovascular precoz como factor de
riesgo

Los antecedentes familiares de ECV representan la combinacién de
efectos de componentes genéticos, bioquimicos y ambientales que predisponen
a un individuo a un mayor riesgo cardiovascular de base [26, 32], ya que al
corresponder a un factor de riesgo no modificable, su efecto debe sumarse a los

otros factores que pueda presentar este individuo, exacerbando su riesgo.

Los mecanismos asociados a la historia familiar de ECV precoz, que
subyacen una morbilidad y mortalidad hereditaria, ain no se conocen del todo,
pero a la fecha, existen estudios que presentan desérdenes mendelianos y
distintas mutaciones asociadas a la ECV [33-35]. Una de las patologias
hereditarias mas reconocidas que asocia un mayor riesgo de ECV corresponde
a la-hipercolesterolemia familiar, que involucra una alteracién del metabolismo
lipidico, debido principalmente a mutaciones en el gen del receptor de
lipoproteinas de baja densidad (R-LDL), disminuyendo el influjo de colesterol a

las células extrahepéticas, acumulandose en el torrente sanguineo [36].

La historia familiar de ECV se ha descrito como un factor de riesgo de
alta importancia en las pautas sugeridas por los distintos grupos de expertos
europeos [26] y estadounidense [27], y corresponde a un factor independiente
de los otros factores de riesgo [37]. Existen distintas definiciones de este

pardmetro, que varian en el rango etario en que el pariente presentd un evento
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y el nimero de estos eventos, lo cual puede influir en la categorizacion de
riesgo [38]. Aun asi, se han llegado a consensos, segun lo determinado en una
serie de estudios, donde la historia familiar de un evento cardiovascular precoz,
correspondiente a padres menores a 55 afios y/o madres menores a 65 afios,
confiere un mayor riesgo que si este evento ocurre a edades mas avanzadas
[39-41]. Existe ademas cierta controversia, en cuanto al nivel de riesgo que
proporcionaria que el evento lo padeciese el padre o la madre, ya que aunque
en la mayoria de los estudios no habria diferencia entre éstos [42], existen otros
gque sefalan que un evento asociado a la madre, a cualquier edad,

predispondria a un mayor riesgo que en el caso del padre [39].

Los marcadores clasicos de aterosclerosis que determinan un
remodelamiento en la estructura vascular y complementan la prediccion de
riesgo cardiovascular como el engrosamiento de la intima-media de la carétida
(CIMT) vy la calcificacion de arterias coronarias [43], han sido extensamente
utilizados para determinar aterosclerosis temprana entre grupos con y sin
historia familiar precoz [44, 45]. Mas aun, diversos son los estudios que utilizan
estos parametros para poblacion de temprana edad, donde ya es posible
determinar cambios en la estructura vascular. Los resultados de estos estudios
son divergentes, mientras la mayoria de éstos establecen diferencias
significativas en la determinacién de CIMT u otros parametros asociados a
aterosclerosis entre nifilos con y sin historia familiar de ECV precoz [46, 47],

avalando la importancia de este factor y la relevancia de la pesquisa temprana
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de este parametro, otros no han podido establecer relacion entre la historia
familiar y el aumento del CIMT por si solo [48], pero si hay estudios que
demuestran esta relacion al sumarle otros antecedentes familiares como la

hipertension [49].

Se ha determinado que un individuo con historia familiar de ECV, que
incluye la actividad fisica dentro de su estilo de vida, permite reducir el riesgo
base que presenta [50], por otro lado, se ha descrito que individuos con
antecedentes de ECV precoz presentan una fuerte asociacién con el sindrome
metabdlico, el cual se define por medio de cinco pardmetros: obesidad
abdominal, hiperglicemia, hipertrigliceridemia, C-HDL bajo e hipertension [51];
Por ende, la presencia de este sindrome llevaria a una mayor predisposicion a
un evento cardiovascular futuro. Aan mas, se ha determinado que existe una
predisposicién de individuos con historia familiar de ECV precoz a otras
patologias importantes y riesgosas para un posible evento cardiovascular, como

obesidad, hipertensién y diabetes, que individuos sin estos antecedentes [52].
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4. Dislipidemias como factor de riesgo

Uno de los factores de riesgo modificable reconocido en la ECV
corresponde a la alteracién del metabolismo lipidico, denominado dislipidemia,
las cuales se deben a un aumento de las concentraciones séricas de
triglicéridos (TG), CT, colesterol asociados a lipoproteinas de baja densidad (C-
LDL) o disminucion C-HDL, en relacion a los rangos de referencias establecidos

[53, 54].

4.1.Metabolismo lipidico

Para ingresar a nuestro organismo, movilizarse por el torrente sanguineo
y distribuirse a las diferentes células, las moléculas lipidicas, debido a su
naturaleza hidrofobica, necesitan carriers proteicos. Es asi como proteinas
denominadas apolipoproteinas (Apo), en conjunto con los triglicéridos,
colesterol y fosfolipidos, forman complejos macromoleculares Illamados
lipoproteinas (Lps). Las Lps se clasifican segun su densidad por
ultracentrifugacién [55]: Quilomicrones (<0.94 g/mL), Lps de muy baja densidad
(VLDL) (0.94-1.006 g/mL), Lps de densidad intermedia (IDL) (1.006-1.019
g/mL), Lps de baja densidad (LDL) (1.019-1.063 g/mL) y Lps de alta densidad
(HDL) (1.063-1.210 g/mL). La densidad de estos complejos macromoleculares
estd dada por la presencia de las distintas apolipoproteinas y la concentraciéon

de lipidos asociados a ésta (tabla 2). Estructuralmente las Lps presentan un
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core 0 nucleo lipidico, altamente hidrofébico, formado por TG y ésteres de
colesterol; y una capa hidrofilica compuesta por fosfolipidos, colesterol libre y
las Apos (figura 1) [56, 57]. Existen dos formas de obtener los lipidos circulantes
en la sangre: de forma exdgena, incorporando los lipidos a través de la dieta y
de forma enddgena, por medio de la metabolizacion de lipidos por las células

[53].
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Fosfolipidos

Esteres de
colesterol

Apolipoproteina

Colesterol
libre

Figura 1. Esquema de la estructura de una lipoproteina. Fuente: Modificado de [58].

Tabla 2.Composicion de lipoproteinas involucradas en el metabolismo lipidico.

Lipoproteina Quilomicrones VLDL IDL LDL HDL Ref.
. 1.006- 1,016- 1,063-
Densidad < 1,006 0,95-1,006 1019 1,063 1,210 [57]
Diametro (nm) 75-450 60-80 - 18-25 7,2-12 | [57]
o
P Apo B-100 Apo A2
Apo A2 Apo C1 Apo Ad
. ) Apo A4 P Apo B-100 | Apo B-100 | ‘P
Apolipoproteinas Apo C2 Apo C1 | [59]
Apo A5 Apo E
Apo C3 Apo C2
Apo C2
Apo E Apo C3
Apo C3 ADO E
Apo E P
Proteinas (%) 2 10 18 23 55
Fosfolipidos (%) 9 18 22 20 24
Colesterol [58,
libre (%) 1 ! 34 8 2 60]
Esteres de
colesterol (%) 3 12 37 15
Triglicéridos (%) 85 50 26 10 4
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El metabolismo exdgeno de los lipidos, comienza con la emulsion y posterior
hidrolisis de éstos en el lumen del intestino delgado, donde los TG son
hidrolizados a acidos grasos libres y monoacilglicerol; los fosfolipidos a acidos
grasos libres y lisofosfolipidos; los ésteres de colesterol a acidos grasos libres y
colesterol libre [61]. Los productos hidrolizados son internalizados por el
enterocito por difusion o por transportadores de membrana, formando gotas
lipidicas y/o llevados al reticulo endoplasmatico (RE) [62]. En el RE hay una
nueva sintesis de triglicéridos, fosfolipidos y colesterol esterificado [61] los
cuales son dispuestos espacialmente para la formacion de quilomicrones,
agregados lipoproteicos constituidos por lipidos y la forma truncada de Apo B,
denominada Apo B-48. Esta Apo necesita de proteinas chaperonas, como la
proteina microsomal transportadora de triglicéridos, que evita su degradacion y
presenta un rol clave en la transferencia de lipidos, ensamblaje y secrecién de
las Lps [63, 64]. A nivel del RE, la Apo B-48 es lipidada y exportada al aparato
de Golgi, donde ocurren procesos de glicosilacién, adquisicion de otras
apolipoproteinas como Apo Al, y maduracion del quilomicrén, el que finalmente
es liberado a través de vesiculas hacia el sistema linfatico y posteriormente al
sistema circulatorio [63]. Una vez en circulacion, el quilomicrén adquiere otras
apolipoproteinas intercambiables como Apo C2, Apo C3 y Apo E. Se produce
degradacion de triglicéridos por accion de la enzima lipoprotein lipasa
expresada en la superficie de las células endoteliales y la liberacion de acidos

grasos libres que son asimilados por el tejido adyacente. Apo C2 actia como
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co-factor, promoviendo la actividad de la lipoprotein lipasa y Apo C3 como
inhibidor de ésta [65]. Los quilomicrones remanentes interactian a través de
Apo E con el R-LDL y proteoglicanos de heparan sulfato en la superficie de los

hepatocitos donde son removidos de circulacién por endocitosis [66].

En el higado se realiza la mayor sintesis, secrecion y eliminacién de
colesterol, por lo que este 6rgano es considerado el mayor sitio de control de la
homeostasis de lipidos [67]. Asi, a nivel de los hepatocitos se regula el
transporte de lipidos hacia los tejidos extrahepaticos segun los requerimientos
de éstos. La distribucion se realiza por medio de tres Lps: VLDL, IDL y LDL. La
Apo B, sintetizada en el RE del hepatocito, y el contenido lipidico presente en la
célula, proveniente de los quilomicrones remanentes y principalmente de la
sintesis enddgena, son requeridos para el ensamblaje y la secrecion de VLDL,
en un proceso similar a la formacion de los quilomicrones en el enterocito [68].
La composiciébn de VLDL varia segun la cantidad de lipidos en la célula,
modificando su tamafio, sin variar el nimero de particulas liberadas [69]. Las
VLDL son secretadas a circulacion donde los triglicéridos asociados son
hidrolizadas por accion de lipoprotein lipasa liberando acidos grasos libres,
proceso que lleva a la formaciéon de VLDL remanentes o IDL, las cuales estan
enriquecidas en ésteres de colesterol. Aproximadamente el 50% de las IDL son
removidas desde la circulacion por el higado, por medio de la unién de Apo E
con R-LDL, proceso similar a la remocién de los quilomicrones remanentes [59].

Los triglicéridos de las IDL que permanecen en circulacion siguen
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hidrolizandose y las apos intercambiables presentes en IDL son traspasadas a
otras Lps, formando las LDL. Las LDL son macrocomplejos altamente
enriquecidos en colesterol y que soOlo presentan una particula de Apo B en su
estructura. Su tamafio y densidad dependen del contenido de colesterol que
presentan [59]. La LDL circulante interacciona mediante Apo B con R-LDL,
presente en la superficie de la mayoria de las células de mamiferos. El R-LDL
es sintetizado en el RE y se sitla en la superficie celular, donde interacciona
con LDL endocitdndola para su degradacion [70]. El colesterol liberado desde
las LDL es utilizado para distintos procesos celulares y activa mecanismos
regulatorios para mantener los niveles de colesterol intracelular requeridos por
la célula. Siendo el responsable de suprimir la actividad de la enzima 3-hidroxi-
3-metil-glutaril coenzima A reductasa (HMG CoA reductasa) [71], clave en la
produccion endégena de colesterol. la inhibicion de esta enzima se lleva a cabo
a distintos niveles que incluyen la supresion del gen que la transcribe, a través
de la via de la proteina de unién al elemento regulador de esteroles (SREBP) y
la aceleracion de su degradacion [71]. Ademas, se genera un feedback negativo
con el cual se inhibe la transcripcion del R-LDL, y al mismo tiempo se activan
enzimas como acil-CoA-colesterol-O-aciltransferasa (ACAT), esterificadoras de
colesterol, que permiten el almacenamiento de éste como gotas de lipidos en el

citoplasma [71].

Por otro lado, los lipidos acumulados en los tejidos periféricos pueden

alcanzar la circulacion sanguinea y ser excretados por la via biliar, proceso
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denominado transporte reverso de colesterol (Figura 2). Este proceso se lleva a
cabo por la accién de HDL, Lp altamente heterogénea en su composicion y sus
propiedades estructurales, quimicas y biolégicas. Se han descrito 2 subclases
de HDL, segun su densidad: HDL, (1,063-1,125 g/mL) la menos densa y HDL3
(1,125-1,210 g/mL) de mayor densidad [72]. Cada subclase se ha descrito
también por su tamafio, que permite una segunda clasificacion, segun el
diametro de la particula: HDL3c (7,2—7,8 nm), HDL3g (7,8-8,2 nm), HDL3a (8,2—
8,8 nm), HDL24 (8,8-9,7 nm) y HDL2g (9,7-12,0 nm) [73]. Mas aln, en cuanto a
la migracion electroforética puede ser clasificada en particulas de migracion a
(HDL-a), correspondiendo a la mayoria de las HDL circulantes y esféricas, y
particulas de migraciéon pre-p (pre p HDL) [74], que corresponden a las
particulas discoidales nacientes y las HDL pobremente lipidadas. De su
composicién proteica, aproximadamente el 70% corresponde a Apo Al y un
20% a Apo A2 [75]. Apo Al, sintetizada a nivel de hepatocitos y enterocitos, es
secretada libre de lipidos a la circulacion sanguinea e interactda con el receptor
ATP binding cassette subfamilia A tipo 1 (ABCA1l) en la membrana celular,
activando el eflujo de colesterol y fosfolipidos desde la célula a la molécula de
Apo Al, llevando a la formacion de HDL nacientes o pre f HDL [76]. La
presencia de Apo Al en HDL activa la enzima lecitin-colesterol-acil-
tranferasa(LCAT), que esterifica el colesterol captado y promueve la formacion
de HDL madura, por la migracion de los ésteres de colesterol al core de la

particula, aumentando su tamafio [77]. La transferencia de colesterol y
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fosfolipidos hacia la HDL madura continua principalmente por la accion del
receptor ATP binding cassette subfamilia G tipo 1 (ABCG1), que aumenta las
concentraciones de colesterol en la membrana plasmatica, permitiendo la
difusién unidireccional a las moléculas de HDL [78]. Las HDL maduras
circulantes llevan el colesterol hasta el higado para su excrecion, alli la
interaccion directa entre Apo Al y el receptor scavenger clase B tipo 1 (SR-BI)
permite la captacion selectiva del colesterol esterificado desde las HDL a la
membrana celular del hepatocito [79, 80]. De forma alternativa, la accion de la
proteina de transferencia de colesterol esterificado (CETP), permite el
intercambio de ésteres de colesterol presentes en HDL por TG presentes en
complejos macromoleculares que contienen Apo B (VLDL, IDL, LDL), las que
por medio de la interaccion con el R-LDL, entregan el colesterol esterificado al

higado donde es excretado [81, 82].
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Figura 2. Transporte reverso de colesterol. La Apo Al libre de lipidos es secretada por el
higado y el intestino, adquiriendo colesterol libre (CL) a través del transportador ATP binding
cassette subfamilia A tipo 1 (ABCA1) hepatico e intestinal. La lipoproteina de alta densidad
(HDL) naciente capta mas CL desde tejidos periféricos y lipoproteinas ricas en triglicéridos (TG).
La enzima lecitin-colesterol-acil-tranferasa (LCAT) asociada a HDL esterifica parte del LC
generando ésteres de colesterol (EC), formando asi el nacleo hidrofébico de la particula HDL.
Esta lipoproteina acepta mas CL y fosfolipidos (FL) a través de la interaccion con transportador
ATP binding cassette subfamilia G tipo 1 (ABCG1), formando la HDL madura. El colesterol
asociado a HDL se transfiere directamente al higado a través del receptor scavenger clase B
tipo 1 (SR-BI) hepatico o después de la transferencia mediada por la proteina de transferencia
de colesterol esterificado (CETP) a lipoproteinas de muy baja y baja densidad (VLDL/LDL) a
través del receptor de LDL hepatico, para ser metabolizado y eliminado en forma acidos biliares
(AB) a traves de bilis. Fuente: Modificado de [83].
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4.2.LDL y aterosclerosis

La disfuncion endotelial conlleva a una expresion de moléculas de
adhesién, moléculas quimiotacticas y a un aumento de permeabilidad de las
células endoteliales, lo cual conlleva la entrada de complejos macromoléculares
como LDL, la cual es retenida por la unién de Apo B a los proteoglicanos en la
matriz extracelular [84]. En este lugar, LDL es altamente susceptible a
modificaciones, generandose una oxidacion progresiva de la LDL nativa a LDL
minimamente oxidada y, finalmente, a LDL oxidada (LDLox) [85]. LDLox
promueve el proceso aterosclerotico por una serie de mecanismos y su efecto
es mediado por distintos receptores scavenger como CD36 y lecitin-like
oxidized LDL receptor-1 (Lox-1). El primero tiene un rol limitado en la
patogénesis de la enfermedad, cobrando mayor importancia en placas
inestables y en presencia de co-morbilidades, como insulino-resistencia y
diabetes. Lox-1, por su parte, se expresa mayormente en un ambiente pro-
inflamatorio, jugando un rol crucial en la patogénesis de la aterosclerosis y
siendo regulado positivamente por la misma LDLox [86]. Este receptor se
expresa en todas las células esenciales en el proceso aterosclerético: células
endoteliales, células del muasculo liso, macrofagos y plaquetas, generando la
mayoria de los procesos patolégicos de la enfermedad [87]. Asi, LDLoXx
promueve el reclutamiento, activacion y proliferacion de monocitos-macrofagos
en el sitio de la lesidon, los macréfagos fagocitan y procesan las moléculas de

LDLox por medio de este receptor y otros receptores tipo scavenger como SR-A
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y CD36. Ninguno de éstos es capaz de generar feedback negativo frente al
aumento de concentracion intracelular de colesterol, por lo cual no hay una
inhibicion del proceso. Los lipidos son almacenados como colesterol
esterificado en vesiculas citoplasmaticas generadas en el RE por accion de
ACAT. La excesiva entrada y almacenamiento resulta en la formacion de
células de espuma, y la sobrecarga del RE produce estrés celular conduciendo
a la apoptosis. Estos procesos, en conjunto con la eferocitosis, contribuyen al
core necrético de la placa [88, 89]. Ademas, la accién de LDLox favorece la
formacion de la placa por: 1) Aumenta la expresion de factores de crecimiento
por las células endoteliales y macréfagos. Estos factores estimulan la migraciéon
y posterior proliferacion de células musculares lisas, y promueven la produccion
de colageno por estas mismas células contribuyendo a la formacion de tejido
fiboroso y aumentando el grosor de la placa. 2) promueve la secrecién de
metaloproteinasas que degradan esta capa fibrética, volviendo el ateroma mas
vulnerable a ruptura. 3) Produce un efecto citotoxico en las células endoteliales
llevando a la apoptosis y contribuyendo a la formacién del core necroético. 4)
Genera disminucién de la produccion de NO causando la activacion y adhesion
plaquetaria, lo que promueve procesos tromboéticos. Todo esto en su conjunto,
lleva a la progresion y complicacion de las placas aterosclerdticas [90]. La
fisiopatologia descrita anteriormente, permite catalogar a la LDLox como una
molécula altamente aterogénica. Ademas, la LDL, principalmente las particulas

pequeias y densas, que debido a su menor tamafio, presentan un mayor
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alcance del subendotelio y una menor capacidad para interaccionar con el R-
LDL, es susceptible a mayores modificaciones, por lo cual presenta un mayor
poder aterogénico y aumenta el riesgo de padecer un evento cardiovascular

[91].

Las concentraciones séricas elevadas de C-LDL por tanto, se presentan
como un factor de riesgo cardiovascular de alta importancia en el area clinica,
siendo C-LDL recomendado para ser aplicado como el primer marcador en la
guia de manejo de lipidos, tanto en prevencion primaria (sin ECV previa) como
en prevencidon secundaria (posterior a un evento cardiovascular) y/o en
presencia de otros factores de riesgo. Asi distintas concentraciones de C-LDL
se proponen como objetivos terapéuticos, segun el numero de factores de
riesgo del paciente, teniendo siempre como meta disminuir la concentracion de

colesterol, para disminuir el riesgo de ECV del paciente [54].

4.3.HDL y aterosclerosis

HDL se ha asociado a una serie de funciones anti-aterogénicas, por su
rol en el transporte reverso de colesterol y por la accién de diferentes moléculas
gue son parte de su composicion. La funcion mas importante esta asociada al
transporte reverso de colesterol, que como se describié anteriormente, permite
el eflujo de colesterol hacia HDL para su excrecion. Por esto, debido a que en el

ambiente patoldgico del proceso ateromatoso, la captacion de colesterol en los
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macrofagos esta altamente aumentada, en perjuicio de su salida, la accion de
HDL para eliminar el colesterol acumulado, es crucial [92]. Mas aun, este
macrocomplejo contribuye a la homeostasis vascular por una serie de
mecanismos, tales como; promover la vaso-relajacion, inhibir la activacion
endotelial y favorecer la reparacion del endotelio, a través de la activacion de
eNOS vy la produccion de NO, via receptor SR-BI [93, 94], lo cual representa
una via de sefializacién clave para la migracion y proliferacion de las células
endoteliales [95]. Ademas, esta interaccion Apo A1/SR-BI facilita la interacciéon
de esfingosina-1-fosfato, lipido asociado a HDL, con sus receptores S1P1,
S1P2 y S1P3, activando vias de sefalizacion via proteina G, que también
promueve migracién y proliferacion de células endoteliales, inhibicion de la
migracion y la produccién de ROS por parte de las células del musculo liso, e
inhibicion de vias de sefializacién pro-inflamatorias en los macréfagos [96, 97].
Sumado a esto, se le asocian funciones anti-inflamatorias, anti-oxidantes y anti-
trombdticas. Por un lado, inhibe cascadas de sefalizacion de ERK, NF-k3 y AP-
1, que llevan a la disminucién en la expresion de moléculas de adhesion como
VCAM-1 ICAM-1 y E-selectina, de proteinas como la proteina quimiotactica de
monocitos en las células endoteliales activadas y la liberacién de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-1 y TNF-a, que llevan a la inhibicion del reclutamiento de
células inmunes y disminucion del ambiente pro-inflamatorio [98, 99]. Por otro
lado, por medio de la accion de CETP y debido a que las oxidaciones hacen

mas hidrofilicos los lipidos, promoviendo la migracion hacia la superficie de la
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LDLox, se facilita la transferencia de estos lipidos a HDL, la cual presenta en su
composicién enzimas antioxidantes como paraoxonasa 1, Factor acetilhidrolasa
activador de plaguetas y LCAT, que reducen la oxidacién de estos lipidos [100,
101], siendo paraoxonasa 1 la mas estudiada para estos efectos [102]. Otras
modificaciones, como la glicacién, también disminuyen por accion de HDL [103].
Finalmente, se ha descrito que HDL inhibe la agregacion plaquetaria [104] y
sintesis de moléculas como tromboxano A2 y que, al mismo tiempo, estimula la
sintesis de prostaglandinas que actuan sinérgicamente con NO, aumentando la
relajacion vascular, disminuyendo la activacion plaquetaria y disminuyendo los
factores de crecimiento que estimulan la proliferaciéon de células del musculo

liso [105].

Frente a la cantidad de funciones beneficiosas que se han asociado a la
HDL, es que esta molécula es considerada anti-aterogénica. Los niveles de C-
HDL plasmaéticos, se han correlacionado inversamente con el riesgo de padecer
un evento cardiovascular. Es asi como una alta concentracion de C-HDL en
sangre, se considera una proteccion frente al riesgo de padecer un evento
cardiovascular [106, 107]. M&s aun, en pacientes con tratamiento para disminuir
C-LDL, igualmente presenta un riesgo residual si tiene bajas concentraciones
de C-HDL, ya que corresponde a un factor independiente de riesgo [108]. Asi, el
MINSAL presenta como un objetivo terapéutico principal en el tratamiento de
pacientes dislipidémicos, la disminucién de CT y C-LDL, pero también pone

énfasis en metas adicionales para un tratamiento integral, que incluyen elevar
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los niveles de C-HDL > 35 mg/dL en prevenciéon primaria y C-HDL >45 mg/dL

en prevencion secundaria, para la disminucion del riesgo cardiovascular [54].

5. Nuevos predictores de riesgo cardiovascular

La busqueda de nuevos biomarcadores para la estratificacion de riesgo
en la ECV esta constantemente siendo analizado, con el objetivo de mejorar la
predicciébn de un evento, los diagndsticos y/o los tratamientos a seguir [109,
110]. En este contexto, las Apos han surgido como una alternativa al colesterol
asociado a Lps en la prediccién del riesgo cardiovascular. Particularmente, la
determinacién de Apo B y Apo Al, se sugieren como marcadores de riesgo
cardiovascular en una serie de estudios clinicos y epidemiol6gicos, con un
mejor poder predictivo que C-LDL y C-HDL, respectivamente [111, 112], o a lo
menos con igual o similar poder predictivo [113]. Sin embargo, es necesario
desarrollar mejores métodos de cuantificacion a bajo costo, con una correcta
estandarizacion y validacion tanto del método analitico como de los rangos de
concentracion de consenso para su implementacion en determinaciones de

rutina [114].

5.1.Apolipoproteina B

Apo B corresponde a una proteina no intercambiable que se presenta en

el humano de dos formas derivadas del mismo gen: Apo B-48, proteina
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truncada, sintetizada en los enterocitos y parte fundamental de los
quilomicrones y, Apo B-100, proteina completa sintetizada en los hepatocitos y
mayor componente proteico de VLDL, IDL y LDL. Apo B es una proteina de
4.536 aminoacidos y un peso molecular de 550 kD, codificada a partir del gen
APOB ubicado en el cromosoma 2p24.1, que incluye 28 exones [115].
Corresponde a una proteina monomérica altamente insoluble en soluciones
acuosas y que dentro de su estructura presenta 5 dominios con motivos a-
hélices y laminas- B anfipaticas que permiten una fuerte asociacién con lipidos
[116]. La sintesis de esta proteina esta regulada por la accién de insulina via
PISK/AKT por multiples mecanismos de degradacion, que incluyen la
degradacion proteosomal, mediada por ER60, autofagica y lisosomal [117].
Cada lipoproteina presenta s6lo una molécula de Apo B en su composicion, que
le permite su transporte hacia los tejidos extra-hepaticos por la circulacién
sanguinea, e interaccionar con el receptor R-LDL para traspasar los lipidos de

los complejos macromoleculares a las células, como se describié anteriormente.

5.2.Apolipoproteina Al

Apo Al corresponde a una proteina intercambiable, sintetizada
principalmente en el higado y en una menor proporcion, en el intestino. Esta
proteina se encuentra asociada a HDL, correspondiendo al 70% de su

composicion proteica, y esta presente en menor porcentaje también en los
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quilomicrones. Ademas, del total de su concentracion plasmatica, un 5-10%
corresponde a Apo Al libre de lipidos, la cual es clave para la interaccion con el
transportador ABCAL y la formacion de HDL [118]. Apo Al es una proteina de
243 aminoacidos y un peso molecular de 28 kDa codificada en el gen APOAL
del cromosoma 11g23.3 [119]. Corresponde a una molécula soluble en agua,
gue presenta en su estructura una region N-terminal de 44 aminoacidos y una
region C-terminal que consta de 8 a-hélices de 22 aminoacidos cada una y 2 a-
hélices de 11 aminoacidos cada una, los que permiten la unién a lipidos por sus
caracteristicas anfipaticas [118]. Se han publicado estudios que indican que
moléculas como 17-B-estradiol y genisteina, un fitoestrégeno, regulan
positivamente la expresion de esta proteina, via MAP quinasa [120]. Apo Al
corresponde a una molécula crucial para llevar a cabo las funciones anti-

aterogénicas antes descritas para HDL, por su interaccion con ABCA1 y SR-BI.

5.3.Apo B y ApoALl: predictores de riesgo cardiovascular

La determinacion de Apo B y Apo Al para mejorar la estratificacion de
riesgo cardiovascular, se soporta en una serie de estudios publicados hace mas

de 20 afnos.

En el caso de Apo B, es importante destacar que debido a que cada
lipoproteina presenta solo una molécula de esta proteina, su determinacion

sérica permite estimar el nimero de particulas circulantes de las lipoproteinas
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gue la contienen [121], a diferencia de la determinacion de colesterol, que varia
su concentracion en cada particula por la alta heterogeneidad de éstas [56].
Sumado a las complicacion de la determinacion de C-LDL en un laboratorio
clinico, ya sea por las limitaciones del célculo por la formula de Friedewald, o
las dificultades de implementar una medicion directa de C-LDL, la Apo B se
presenta como un alternativa y una opcién mas precisa para la determinacion
de riesgo cardiovascular [122]. Existe gran cantidad de estudios poblacionales
gue comparan la determinacibn de Apo B con otros parametros lipidicos,
principalmente con C-LDL y colesterol no HDL (C-no HDL), para la
determinacién de riesgo cardiovascular, los cuales indican que Apo B seria un
buen marcador de riesgo y mejor que el colesterol asociado a estas particulas
[123-126]. Mas aun, en individuos dislipidémicos, la Apo B aumentada seria un
marcador de riesgo mas apropiado que C-LDL, lo cual se refleja en que estos
individuos presentarian un mayor perfil de riesgo, asociado a mayor obesidad
abdominal, resistencia a la insulina y/o C-HDL disminuido [127, 128]. Ademas,
se describe una relacion directa entre la disminucién de Apo B y la disminucién
del volumen de las placas ateroscleréticas [129]. Aunque también existen
revisiones que sostienen que la Apo B seria un buen marcador, pero que falta
investigacién y consensos para su implementacion, poniéndola por debajo de
pardmetros como C-no HDL [130], mientras que otros grupos proponen sumarla
al panel de lipidos de rutina para evaluar pacientes con riesgo [131]. En relacién

a los objetivos terapéuticos, pacientes con tratamientos farmacoldgicos para
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disminuir los niveles de colesterol, presentaron una reduccion en los valores de
Apo B, pero esta disminucion no permiti6 mejorar la prediccion de riesgo
cardiovascular sobre la prediccion dada por la determinacion de C-LDL y C-no

HDL [132].

Apo Al por su parte, cobra gran relevancia por su accion protectora del
endotelio, ya que en todas las funciones anti-aterogénicas descritas para HDL,
esta proteina juega un rol crucial. Mas auln, se plantea como un marcador de
riesgo independiente sobre todo para individuos estratificados con bajo riesgo
de ECV [133]. Incluso, se ha propuesto a la Apo A1 como un mejor marcador de
riesgo que C-HDL, C-LDL e inclusive que Apo B en una poblacion de ancianos,
estudio realizado en Suecia, publicado el afio 2006 [134]. En la mayoria de
estos estudios se demuestra que el uso en conjunto de estas dos
apolipoproteinas, en la forma de relacion Apo B/Apo Al, presentaria un mayor
poder predictivo, ya que reflejaria el equilibrio de colesterol entre lipidos
aterogénicos y no aterogénicos [135]. En relacion a la disminucién de la
progresion de la enfermedad en individuos en tratamiento con estatinas, los
niveles de Apo A1 aumentados se relacionan inversamente con la formacion de
la placa [136]. Mas aun, debido a la funcion fisiolégica de esta proteina, existe
una gran cantidad de trabajos que propone el uso de miméticos de Apo Al
como tratamiento para la aterosclerosis [137-140]. En la actualidad existe, gran
cantidad de miméticos en estudio, dentro de los que destaca el mimético D-4F

[141, 142]. El tratamiento planteado, incluso se presenta como uso en conjunto
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con estatinas, con lo cual también ha presentado resultados prometedores

[143].

El uso en conjunto de estas dos apolipoproteinas ha sido ampliamente
estudiado para distintas poblaciones, mostrandose como relacion mas
fuertemente asociada al riesgo cardiovascular [111]. Se describen relaciones
directas entre el aumento de CIMT con los niveles séricos aumentados de Apo
B, disminuidos de Apo Al, y la relacion Apo B/Apo Al aumentada de forma
significativa en poblacion adulta sana [144] o la asociacién de estos parametros
con el incremento de la rigidez arterial en poblacion con sindrome metabdlico
[145]. En estudios transversales con individuos sanos, normolipémicos, se
determind esta relacion Apo B/Apo Al, donde los individuos que presentaron
valores elevados exhibian ademas un perfil aterogénico, demostrando la
superioridad predictiva de esta relacion en comparacién con C-LDL [146, 147].
En pacientes que ya presentaron un evento cardiovascular, el aumento de la
relacion entre apolipoproteinas también estaria fuertemente asociado al riesgo
relativo de infarto agudo al miocardio [148]. Por otro lado, en estudios
longitudinales, con un seguimiento de 13 afios de hombres sanos, se determiné
qgue la relacion Apo B/Apo Al es un factor independiente de prediccion de
riesgo de infarto agudo al miocardio, presentando gran poder predictivo en esta
poblacién [149]. En otro estudio de seguimiento a nifias desde los 9 a los 19
afos, se determind una asociacion positiva entre el aumento de la relacion Apo

B/Apo Al con el aumento del IMC, TG y sindrome metabdlico, presentando un
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enfoque para la prevencion primaria de ECV [150]. Inclusive la relacion Apo
B/Apo Al se ha asociado a la evaluacion de estenosis coronaria en pacientes
con ECV [151] y con el riesgo de accidentes cerebrovasculares en individuos
mayores de 70 afios [152]. Mas auln, investigadores han demostrado que la
relacion Apo B/Apo Al es significativamente mejor predictor de riesgo que
relaciones que asocian las determinaciones de colesterol (TG/HDL, C-LDL/C-
HLDL, no C-HDL/C-HDL) [153]. Uno de los estudios longitudinales mas grandes
con respecto a estos parametros corresponde a AMORIS (Apolipoprotein-
related Mortality Risk), a cargo de Walldius et al., en el cual se investigé Apo By
Apo Al como factores de riesgo para infarto agudo al miocardio con resultado
de muerte, en una poblacion mayor a 120 mil individuos mayores de 40 afos,
con un seguimiento promedio de 98 meses. Este estudido demostré la elevada
sensibilidad y especificidad de estos parametros en relacion al colesterol

asociado a LDL y HDL [154-156].

6. Determinacién de riesgo de enfermedad cardiovascular en nifios y

adolescentes

La pesquisa de parametros que determinen riesgo cardiovascular a
temprana edad cobra gran relevancia, al considerar que el proceso
aterosclerotico se inicia de forma prematura. Es asi como se han documentado
diversos estudios que enfocan su trabajo en poblaciones jovenes. Estos

estudios van desde demostrar los efectos beneficiosos de la actividad fisica en
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nifios para la prevencion de un futuro evento cardiovascular [157, 158], hasta la
pesquisa de los distintos factores de riesgo a temprana edad, siendo la
prevalencia de obesidad uno de los mayormente estudiados, ya que predispone
a un incremento del riesgo de morbilidad y mortalidad por ECV en la vida adulta
[159, 160]. Mas aun, en las pautas propuestas por el grupo de expertos en
salud cardiovascular de niflos y adolescentes del National Heart Lung and
Blood Institute (NHLBI) [32], donde se discute sobre la salud cardiovascular y la
disminucién de riesgo en nifios y adolescentes, se exponen varias propuestas
para estos efectos, destacando la importancia del mayor riesgo de ECV futura
en nifios y adolescentes que presentan historia familiar de ECV precoz y
planteando la necesidad de pesquisar la presencia de dislipidemias en forma
temprana, proponiendo un cribado universal a los 10 afios de edad. Ademas, se
indica que se debe incluir dentro de las determinaciones del perfil lipidico, las
concentraciones de Apo B y Apo Al para una mejor estimacion de riesgo. Para
ello, el grupo de expertos definié los rangos de referencia de lipidos, colesterol

en lipoproteinas y apolipoproteinas para nifios y adolescentes (Tabla 3).

Es importante destacar que frente a las recomendaciones del grupo de
expertos mencionadas, existen estudios que han relacionado el perfil lipidico
con la antecedentes familiares de ECV precoz en nifios y adolescentes sin otros
factores de riesgo asociados, los cuales presentaron concentraciones
plasmaticas de Apo B significativamente aumentadas y concentraciones

plasmaticas de Apo Al significativamente disminuidas en relacibn a una
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poblacién control sin estos antecedentes, destacando que no se pudo
determinar significancia en ningan otro parametro lipidico cuantificado, lo cual

reafirma lo planteado por los expertos del NHLBI [161, 162].

Tabla 3. Rangos de concentraciones plasmaticas aceptable, limite y alto para lipidos,
lipoproteinas y apolipoproteinas definidos por NHLBI. Fuente: [32].

Categoria Aceptable Limite Alto :
P T P e :
: LDL-C (mg/dL) <110 110 - 129 > 130
:No C-HDL (mg/dL) <120 120 - 144 > 145
: Apo B (mg/dL) <90 90 - 109 > 110
- TG (mg/dL)

; 0-9 afios <75 75 - 99 > 100
: 10-19 afios <90 90 - 129 > 130 :
prom voven oy 1y T P
e et ARG Rl L2 P o
: Apo A1 (mg/dL) > 120 115 - 120 <115

7. Métodos de cuantificacion de Apolipoproteinas

La cuantificacion de Apo B y Apo Al se presenta como una mejora en la
estratificacion de riesgo cardiovascular de la poblacién. Es por esto, que en el
afio 1989, la International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) realizé la
primera reunion en conjunto con un grupo de expertos, para la discusion de
problemas en la determinaciéon inmunoquimica de estas proteinas, con el

objetivo de proporcionar un protocolo de consenso para su estandarizacion
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[163]. A pesar de ello, a la fecha los métodos analiticos para la determinacion
de Apo B y Apo Al en suero o plasma, han presentado complicaciones para su
estandarizacion, validacion y su implementacion en el laboratorio asistencial.
Los métodos utilizados para estas cuantificaciones son en su mayoria de
naturaleza inmunoquimica e incluyen: inmunodifusion radial,
radioinmunoensayos, electroinmunoensayos, inmunoturbidimetria,
inmunonefelometria y ensayos de inmunoabsorcion asociados a enzimas

(ELISA), siendo los tres ultimos, los mas utilizados.

La base de los ensayos de inmunoquimica son las reacciones
inmunoldgicas, los cuales han sido ampliamente utilizados para el
reconocimiento especifico de proteinas de forma cualitativa como cuantitativa
[164]. Existen dos tipos de anticuerpos (Acs), ambos utilizados para diagnostico
clinico: 1) Acs tipo policlonal, que corresponde a una mezcla de
inmunoglobulinas producidas a partir de multiples clones de células B para un
antigeno especifico, que reaccionan con distintos epitopes de éste; 2) Acs tipo
monoclonales, correspondientes a inmunoglobulinas producidas por un clon de
célula B que reconoce con un epitope unico de este antigeno [165]. El uso de
estos Acs presenta ventajas y desventajas: los Acs policlonales presenta una
mayor afinidad, tolerancia a los cambios en el antigeno, mayor robustez de los
resultados y un menor costo de produccién; sin embargo, la reproducibilidad y
la especificidad que le proporciona al ensayo baja. Por otro lado, los

anticuerpos monoclonales presentan una alta especificidad y reproducibilidad, y

36



a pesar de que su costo de produccion es mayor, la obtencidn se realiza a partir
de lineas celulares inmortales, por lo cual es posible la obtencion ilimitada de
anticuerpos de las mismas caracteristicas; a pesar de esto, su mayor
inconveniente es la poca tolerancia a los cambios en el antigeno [166]. El
balance entre estos aspectos para cada tipo de anticuerpo, en relacion al
objetivo del ensayo, determinara cual es el mejor a utilizar. En la actualidad, la
mayoria de los ensayos para la determinacion de Apo Al y Apo B corresponde
a métodos nefelométricos y turbidimétricos que utilizan anticuerpos policlonales.
En este trabajo se propone el uso de anticuerpos de tipo monoclonal en
inmunoensayos para la determinacion de estas proteinas, como un mejor
método de cuantificacion que los anteriores, con la finalidad de mejorar la
cuantificacion de estas Apos y utilizarlas en la poblacion definida para este

estudio.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

Apo B y Apo Al se proponen como marcadores para la estratificacion de
riesgo cardiovascular superiores a las determinaciones de lipidos asociados a
lipoproteinas. Las determinaciones de estas Apos se han relacionado con
factores de riesgo no modificables como la historia familiar de enfermedad
cardiovascular precoz, que sumado al valor de la deteccién temprana de riesgo
cardiovascular, se presentan como un importante foco de estudio para

determinar el riesgo cardiovascular de nuestra poblacion.

En la actualidad, se desconocen las concentraciones séricas de Apo Aly
Apo B en nifios y adolescentes con antecedente familiar de enfermedad
cardiovascular precoz en la poblacion chilena, y su relacién con la estimacion
de presentar un mayor riesgo de padecer enfermedad cardiovascular. Por lo

cual surge la interrogante:

¢, Como se encontraran las concentraciones séricas de Apo B y Apo Al
en niflos y adolescentes con antecedente familiar de enfermedad cardiovascular

precoz en nuestra poblacién?
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HIPOTESIS

Las concentraciones séricas de Apo B y Apo Al se encuentran
disminuidas y aumentadas, respectivamente, en nifios y adolescentes con
historia familiar de enfermedad cardiovascular precoz en nuestra poblacion, lo

que determina un mayor riesgo de futura enfermedad cardiovascular.

OBJETIVO

Determinar las concentraciones séricas de Apo B y Apo Al en nifios y

adolescentes con historia familiar de enfermedad cardiovascular precoz.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar y validar un método inmunoenzimético para la

cuantificacion de Apo B y Apo Al sérica.

En el primer objetivo se obtuvo, purific6 y caracteriz6 anticuerpos
monoclonales (AcMs) para Apo B y Apo Al a partir de hibridomas producidos
en el mismo laboratorio, estableciendo las condiciones que permitieron
estandarizar y validar el mejor método inmunoenziméatico para la cuantificacion

sérica de estas proteinas.
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2. Cuantificar Apo B y Apo Al sérica en los nifios y adolescentes de 2
a 19 afos, que presenten antecedentes familiar de enfermedad
cardiovascular precoz y en una poblacion control de nifios y

adolescentes.

En este objetivo se utilizarébn los inmunoensayos estandarizados y
validados en el primer objetivo para cuantificar Apo B y Apo Al en una
poblacion de nifios y adolescentes de entre 2 a 19 afios que presentan
antecedentes del padre o la madre con un evento cardiovascular precoz. Estos
resultados serdn comparados con una poblacion de nifios y adolescentes de

iguales edades sin esta condicion.

3. Analizar y correlacionar las concentraciones obtenidas de Apo B y
Apo Al con pardmetros clinicos, antropométricos y bioquimicos, y
determinar su contribucion como marcadores de riesgo

cardiovascular a temprana edad.

El dltimo objetivo consistié en la evaluacion estadistica de los datos
obtenidos tantos de la poblacién en estudio como en la poblaciéon control,
analizando y correlacionando todos los parametros conocidos de ambas
poblaciones con el fin de estimar diferencias significativas que permitan
determinar la contribucion de Apo B y Apo Al como marcador de riesgo

cardiovascular temprano para la poblacién en estudio.
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Gerty Cori (Praga, 1896 - 1957) Bioquimica.
Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 1947 por descubrir el mecanismo por el cual
el glucdgeno se convierte en acido lactico en el tejido muscular y luego resintetizado en

el cuerpo y almacenado como fuente de energia (ciclo de Cori).

Primera mujer en recibir el Nobel de Fisiologia o Medicina.
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MATERIALES Y METODOS

1. Antigenos Apo B y Apo Al

1.1. Extraccion de lipoproteinas LDL/HDL

LDL nativa (LDLn) y HDL nativa (HDLn) fueron obtenidas a partir de
plasma humano mediante el método de ultracentrifugacion con ajuste de
densidad [55]. Para ello se obtuvieron muestras de sangre venosa de
voluntarios sanos, normolipémicos y normoglicémicos en ayuno, de entre 20 y
28 afios de edad, procedimiento realizado en la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Concepcion. Se obtuvo una muestra de 50 mL de sangre
periférica en EDTA 1 mg/mL como anticoagulante, por voluntario. Las muestras
fueron centrifugadas a 1.000 g x 10 min. a temperatura ambiente, para la
separacion del plasma. El plasma se colecté formando un pool, al cual se le
adicioné preservante de Alaupovic (acido e-aminocapréico 1M, EDTA 10%,
glutation 5%, pen/strep 10.000 U/mL), en una relacion 1:100 con el plasma. El
pool se centrifug6 a 145.000 g por 20 h a 15°C, proceso en el cual se obtuvo un
anillo blanquecino correspondiente a la VLDL. Extraido el anillo de VLDL, se
ajusto la densidad del infranadante a 1,063 g/mL con bromuro de potasio (Kbr)
segun la férmula 1, y se centrifugo bajo las mismas condiciones anteriores, para
obtener un marcado anillo amarillo-anaranjado correspondiente a la LDL. El

anillo se extrajo y guardo para su posterior dialisis y cuantificacion. La densidad
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del infranadante fue nuevamente ajustada con KBr a 1,210 g/mL (férmula 1),
centrifugando a 185.000 g x 48 h, para asi obtener el anillo de HDL, el cual fue

extraido, y guardado para su dialisis y cuantificacion.

Las lipoproteinas obtenidas se dializaron contra 2 L de buffer fosfato
salino (PBS) 10 mM con a lo menos 10 cambios de tampon, a 4°C. Su
contenido proteico se cuantifico por el método de Peterson [167] en el caso de
LDLn y por el kit comercial Pierce BCA (Thermo Scientific) en el caso de HDLn.
Las lipoproteinas fueron almacenadas a 4°C, en oscuridad y con burbujeo de

N>.

La pureza del pool se teste6 por medio de electroforesis en gel de
agarosa 1% en tampon TBE (Tris 0,1 M, acido bérico 0,1 M, EDTA 0,002 M)
para LDLn y mediante electroforesis en gel denaturante de poliacrilamida (SDS-

PAGE) al 12% para HDLn.

Férmula 1. Calculo de bromuro de potasio para ajuste de densidad.

(densidad final — densidad inicial) X Volumen
1 — (densidad final % 0,315)

Gramos de KBr =
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1.2. Sueros controles y estandares de apolipoproteinas

Para el estudio se contd con los siguientes sueros comerciales:
- Suero calibrador TruCal Apo A1/B (DiaSys)

- Suero control Lyphochek assayed chemistry control levels 1 (BioRad)
- Suero control de lipidos (BioSystems)

Ademas, se utilizaron estandares comerciales de Apo Al y Apo B
comerciales obtenidos del kit ELISA R&D, un péptido de Apo B (residuos 4105-
4215), Apo Al purificada (donacion de Dr. Laurent Martinez, laboratorio de
Toulouse, Francia) y Apo Al por delipidacion de HDLn extraida en el

laboratorio, segun lo descrito en bibliografia. [168]

2. Anticuerpos monoclonales anti-Apo Al y anti-Apo B

2.1. Descongelamiento de hibridomas

El laboratorio de Bioguimica Clinica e Inmunologia, Facultad de
Farmacia, Universidad de Concepcion, cuenta con un set de hibridomas
productores de AcMs, producidos en proyectos anteriores y disponibles para su
utilizacién, los cuales se mantienen congelados en tanques con nitrégeno
liquido. Los viales con hibridomas productores de AcMs anti-Apo Al y anti-Apo
B, fueron retirados y se descongelados agitando suavemente en agua tibia.

Luego, se centrifugaron a 160 g. x 5 min. descartandose por completo el medio
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DMSO/suero fetal bovino (SFB). El pellet fue resuspendido y se le afiadié 1 mL
de medio DMEM (Gibco). Se tomé una alicuota y se le agreg6 igual volumen de
azul de Coomassie para determinar la viabilidad celular mediante observacion
microscopica y recuento en camara de Neubauer. Los viales que presentaron

mayor porcentaje de células viables fueron trasferidos a botellas para su cultivo.

2.2. Cultivo de hibridomas

Se cultivaron los siguientes clones y subclones: 1C11B7, 8B12, 8A4,
2C10 productores de anticuerpos para Apo Al, y 2F4(1)E7, 8G12B4, 4E9 y
7G10 para Apo B. El cultivo se realizé a 37°C de temperatura, 10% de CO, y
medio de cultivo DMEM suplementado al 10% v/v de SFB, L-glutamina 2 mM,
aminoé&cidos no esenciales 0,1 mM, Hepes 1 mM, 2-mercaptoetanol 0,5 nM,
penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL. Ademas, en el primer traspaso
a frascos de cultivo desde los viales descongelados, se le adicion6 “feeder”

para estimular la proliferacion y viabilidad celular.

El feeder corresponde a una suspension de células de bazo de raton
(cepa BALB/c) no inmunizado, las cuales se obtuvieron extirpando el bazo de
un ratén, y perfundiéndolo con medio DMEM. Posteriormente, se centrifugo a
400 g x 10 min., el pellet fue resuspendido en 7 a 10 mL de medio DMEM
suplementado, se dej6 a temperatura ambiente toda una noche para su

utilizacion al dia siguiente y dentro de las 48 h de obtenido.
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2.3. Reactividad de anticuerpos monoclonales

Se determind la produccioén y reactividad de los AcMs en el sobrenadante
de cultivo de los hibridomas por el método de ELISA indirecto, utilizando como
antigenos LDLn o HDLn y Apo Al libre, segun correspondiera en cada caso, a
una concentracién de 10 pg/mL. Ademas, se us6 albumina humana 10 pg/mL
como antigeno para determinar una posible reaccién cruzada. En determinados
casos, el volumen de sobrenadante se concentrd utilizando polietilenglicol
20.000 y dializando frente a PBS 10 mM, para a continuacion determinar en
ellos, la produccion y reactividad de los AcMs. Los hibridomas seleccionados se
mantuvieron en cultivo para posteriormente ser inyectados en la cavidad

peritoneal de ratones de la cepa BALB/c.

2.4. Determinacién del isotipo de los anticuerpos monoclonales

La determinacion y/o confirmacion del isotipo de los anticuerpos
producidos por los clones en cultivo, se realizé utilizando un kit comercial (1ISO-2
de Sigma). En una placa ELISA transparente y de poliestireno (Maxisorp,
Thermo Fisher Scientific), utilizada en todos los inmunoensayos realizados, se
sembré 100 uL/pocillo de LDLn o Apo A1 libre 10 ug/mL, la que se dejo
sensibilizando a 4°C por toda la noche, en camara humeda. Se lavd 3 veces
con PBS 10 mM-Tween-20 0,05%. Se sembrd el sobrenadante de cultivo de

cada hibridoma a testear en sextuplicado, para cada clase o subclase de
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anticuerpo, adicionando 100 pL/pocillo e incubando por 2 h a temperatura
ambiente. Después de 3 lavados se agregd 100 pL/pocillo de los
correspondientes anticuerpos anti-lg de raton (I9Gi, 19G2a, 19G2p,, 1gGs, IgA,
IgM), producidos en cabra (Sigma-Aldrich), en el titulo 1/1.000, y se dejé
incubando durante 30 min a temperatura ambiente. Se lavdO nuevamente con
PBS 10 mM-Tween-20 0,05% Yy se incubo por 15 min. a temperatura ambiente
con 100 pL/pocillo del conjugado anti-inmunoglobulina de cabra-HRP (Sigma).
Se realiz6 el ultimo lavado y se agregaron 100 pL/pocillo de la solucién sustrato
orto-fenilendiamina (OPD) (OPD 0,04% p/v y 0,2 pL/mL H,0, 30 vol. en tampdn
fosfato/citrato pH 5) y luego de un tiempo maximo de 30 min. se detuvo la
reaccion con H,SO,4 20% v/v. La densidad éptica (D.O.) se determind a 490 nm

en el lector de placas Synergy 2 (BioTek).

2.5. Produccioén de fluido ascitico

Para la obtencion de fluido ascitico, se dispuso de 5 ratones de la cepa
BALB/c mayores a dos meses de edad, por cada clon o subclon. La compra de
dichos animales se realizé al Instituto de Salud Publica de Chile, bajo las
normativas especificas del Servicio Agricola y Ganadero de Chile, cumpliendo
con los parametros y supervision que exige dicha institucion en sus normativas.
El tratamiento y cuidado de los ratones se realizd6 bajo condiciones

minimamente invasivas, en las dependencias de la Facultad de Farmacia, sala
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acondicionada para estos efectos. Previo a la inmunizacién, se inyectaron 0,5
mL de pristano por cada raton en su cavidad peritoneal. Luego de 10 a 15 dias
de este procedimiento, se administraron 3 millones de células por cada ratén de
los hibridomas 1C11B7, 8B12, 8A4, 2C10, 2F4(1)E7 y 8G12B4, suspendidos en
0,5 mL de suero fisiologico estéril. Transcurridos 10 a 15 dias, dependiendo del
clon, se obtuvo el fluido ascitico desde la cavidad peritoneal de los ratones
inyectados, el cual se centrifug6 a 3.000 g x 10 min. y se almacend a -20°C. Los
residuos biologicos generados fueron eliminados bajo la normativa del plan de
manejo de residuos y sustancias peligrosas (MATPEL) de la Universidad de

Concepcion.

2.6. Precipitacion de globulinas

La precipitacion de globulinas a partir de fluido ascitico se realiz6 con una
solucién saturada de sulfato de amonio ((NH2).SO4) pH 7,0. Para esto, se
calcul6 el volumen necesario de sulfato de amonio, segun el volumen de fluido
ascitico obtenido, para obtener una saturacion del 45%, a partir de la férmula 2.
El sulfato de amonio se agregd gota a gota al fluido ascitico, el cual se mantuvo
con agitacion magnética constante en un recipiente con hielo. Luego de agregar
el total de volumen de sulfato de amonio, el sistema se mantuvo en las mismas
condiciones durante 2 h, para asegurar la precipitacion completa de las

globulinas presentes y, posteriormente, se dejo en reposo a 4°C, por toda la
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noche. El precipitado obtenido se centrifugd a 3.000 g x 30 min. y se
resuspendio en PBS 10 mM. Finalmente, se dializé la solucion contra el mismo
tampon durante 24 h a 4°C y se almacend a -80°C. Las globulinas fueron
cuantificadas por kit DC™ (detergent compatible) protein assay (BioRad)

basado en el método de Lowry modificado.

Formula 2. Célculo del volumen de sulfato de amonio para la precipitacion de
globulinas.

% Saturacion final — %Saturacion inicial

Vol (NH,),S0, =
ol (NH);504 100 — %Saturacién final

X Vo lumenliquido ascitico

2.7. Purificacion de los anticuerpos monoclonales

La purificacibn de los AcMs se realizO a partir de las globulinas
precipitadas del liquido ascitico, mediante cromatografia de afinidad. Se utilizd
una resina de agarosa-proteina G (Thermo Scientific), la cual presenta una
elevada fuerza de interaccion con anticuerpos de raton de isotipo 1gGi. En una
pequefia jeringa plastica, se preparé la columna con la resina y tampon de
unién (fosfato de sodio 0,01 M, cloruro de sodio 0,15 M, pH 7,0), se equilibré
con 10 volumenes del tampo6n y se dejé a flujo constante. Para la purificacion,
se sembr6é un volumen de globulinas calculado segun la concentracion de
globulinas y la capacidad maxima de retencion de la resina (20 mg/mL). Se lavo

la columna con el mismo tampon de unidn, colectando fracciones de 1mL y se
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midio la D.O. a 280 nm. El procedimiento se realizd hasta que las fracciones
llegaron a una D.O inferior a 0,05. Luego, se realizé un cambio de pH para eluir
el anticuerpo con el tampén de elucién (glicina 0,1 M, pH 3,0). Se siguieron
colectando las fracciones, las cuales se neutralizaron con una gota de buffer
Tris (Tris 1M, pH 8,0). Finalmente se formdé un pool con las fracciones de mayor
D.O. (> 0,8), las cuales se dializaron frente a PBS 10 mM por 24 h a 4°C. La
cuantificacion del anticuerpo puro se realiz6 con el kit DC™ protein assay

(BioRad). El anticuerpo puro fue almacenado en alicuotas a -20°C.

2.8. Conjugacion de anticuerpos con biotina

Se dializ6 1 mL (1 mg/mL) de anticuerpo contra 1 L de solucién
bicarbonato 0,1 M durante 24 h a 4°C. Luego, se adicionaron 10 pL de solucion
fresca de biotina 0,05 M en DMSO, lo que se incub6 a temperatura ambiente
con agitaciéon constante por 1 h. Finalmente, se dializ6 la solucién contra 2 L de
PBS 10 mM durante 24 h a 4°C. Para su almacenamiento, se adiciono igual

volumen de glicerol y se guardé a -20°C.

2.9. Titulacion de anticuerpos monoclonales

El titulo de cada uno de los anticuerpos se determiné mediante la técnica
de ELISA indirecto. La placa de ELISA fue sensibilizada con 100 uL/pocillo de

los antigenos LDLn, Apo Al libre, HDLn o albumina humana, a una
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concentracion de 10 pug/mL en PBS 10 mM, durante toda la noche a 4°C. Se
lavé con tampon PBS 10 mM-Tween-20 0,05% por 5 min., tres veces, proceso
gue se repiti6 posterior a cada incubacion. Se bloqueé la placa con 100
pL/pocillo de albumina de suero bovino (BSA) 1% p/v en PBS 10 mM, durante 1
h. a 37°C. Posterior a los lavados, se adicionaron 100 uL/pocillo del anticuerpo
en 8 diluciones seriadas, por duplicado cada una, y se incub6 a 37°C por 1 h 20
min., seguido de los lavados correspondientes. Luego, se adicionaron 100
uL/pocillo de conjugado anti-inmunoglobulina G (IgG) de ratén Fc especifico
asociado a peroxidasa en el titulo 1/50.000 (Sigma) o avidina-HRP
(eBioscience) en un titulo 1/1.000 para los anticuerpos conjugados con biotina,
ambos se incubaron por 1 hora a 37°C. Luego se repitieron los lavados, se
adicionaron 100 pL/pocillo de tampoén sustrato OPD/H,0; y se incub6 a 37°C
por 20 min. La reaccién se detuvo con una gota de H,SO4, 20% v/v y las
lecturas de DO se realizaron a 490 nm en el lector de placas Synergy 2

(BioTek).

3. Caracterizacion de AcMs anti-Apo B y anti-Apo Al para
estandarizacion de inmunoensayos

3.1. ELISA Sandwich para determinar reactividad de AcMs anti-Apo B

Se sensibilizé una placa de ELISA con 100 pL/pocillo del clon 8G12B4

como anticuerpo de captura, a una concentraciéon de 10 ug/mL para realizar una
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curva de calibracion, o en 4 concentraciones de 1,25 a 20 pg/mL para la
determinacidon de interacciones inespecificas entre los AcMs de captura y de
revelado utilizados. Esto se incubo a 4°C durante toda la noche. Los lavados se
realizaron 3 veces con PBS 10 mM-Tween-20 0,05%, 5 min. cada uno, lo cual
se repite posterior a cada incubacion. Se bloqueé la placa con 100 pL/mL de
Ovoalbumina (OVA) 1% p/v en PBS 10 mM y se incub6 a 37°C por 1 h. Luego,
se sembraron 100 uL/pocillo de LDLn desde O - 10 pug/mL para la curva de
calibracion y se incub6 durante 1 h 20 min. a 37°C. Este paso no se realiza en
el ELISA para determinar interacciones inespecificas entre ambos anticuerpos.
Posteriormente, se adicion6 100 pL/pocillo del anticuerpo de revelado, clon
2F4(1)E7 conjugado con biotina en el titulo 1/500 para la curva, y en los titulos
1/500, 1/1.000 y 1/2.000 para la determinaciéon de interacciones inespecificas y
se incubd durante 1 h a 37°C. Luego, se sembraron 100 uL/pocillo de avidina-
HRP (eBioscience) en un titulo 1/1.000 por 1 h a 37°C. Finalmente, se
adicionaron 100 pL/pocillo de sustrato OPD/H,0,, se dej6 a temperatura
ambiente por 20 min., la reaccion se detuvo con una gota de H,SO,20% v/iv y

se detecto la D.O. a 490 nm, en el lector de placas Synergy 2 (BioTek).

3.2. ELISA de competencia para evaluar la reactividad de anticuerpos
8B12y 8A4

Se sensibilizaron dos placas de ELISA con 100 pL/pocillo de Apo Al libre

10 pg/mL, las que se incubaron a 4°C durante toda la noche. Los lavados de la
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placa se realizaron 3 lavados, la primera placa se lavé con PBS 10 mM-Tween-
20 0,05%, para condiciones denaturantes, y la segunda con PBS 10 mM, para
condiciones no denaturantes, ambas por 5 min cada uno, lo cual se repite
posterior a cada incubacion. Ambas placas fueron bloqueadas con caseina 1%
p/v en PBS 10 mM, durante 1 h a 37°C. En paralelo se prepararon soluciones
antigeno/anticuerpo con una dilucién constante de anticuerpo, con 8B12 y 8A4
ambos en el titulo 1/250, y concentraciones de HDL 0-0,8-1,6 — 3,1 — 6,3 —
12,5 - 25 - 50 pg/mL para cada AcM, en presencia y en ausencia de tween-20,
las que fueron incubas a 37°C durante 1 h, Luego se sembraron en la placa 100
uL/pocillo de cada solucion, para su respectiva condicion, y se incubaron
durante 1 h. 20 min. a 37°C. Luego se adicionaron 100 pL/pocillo de conjugado
anti-lgG de raton Fc especifico asociado a peroxidasa en el titulo 1/50.000
(Sigma). Finalmente, se adicionaron 100 pL/pocillo del sustrato OPD/H,0; y se
incubo6 a 37°C por 20 min. La reaccion se detuvo con una gota de H,SO,4 20%

v/v y se detectd la D.O a 490 nm en el lector de placas Synergy 2 (BioTek).

3.3. ELISA sandwich para la determinacion de la reactividad del

anticuerpo 2C10

Se sensibilizdé una placa de ELISA con 100 pL/pocillo del anticuerpo de
captura, clon 2C10, a concentraciones 2 — 4 — 8 — 16 pg/mL, para realizar con

cada concentracidbn una curva de calibracion. La placa se mantuvo a 4°C

53



durante toda la noche. Los lavados se realizaron 3 veces con PBS 10 mM-
Tween-20 0,05%, 5 min. cada uno, lo cual se repite posterior a cada incubacion.
Se bloqued la placa con 100 pL/mL de BSA 1% p/v en PBS 10 mM, lo que se
incubo a 37°C por 1 h. Luego, se sembraron 100 pL/pocillo de Apo Al libre en 8
concentraciones de 0 — 12,5 ug/mL, para cada concentracion de 2C10, y se
incubo durante 1 h. 20 min. a 37°C. Posteriormente, se adicionaron 100
uL/pocillo del anticuerpo de revelado, clon 1C11B7, conjugado con biotina, en el
titulo 1/1.000 y se dejé durante 1 hora a 37°C. Luego, se sembraron 100
pL/pocillo de avidina-HRP (eBioscience) en un titulo 1/1.000 y se incub6 por 1 h
a 37°C. Finalmente, se adicionaron 100 uL/pocillo del sustrato OPD/H,0,, se
mantuvo a 37°C por 20 min y la reaccion se detuvo con una gota de H,SO,4 20%

v/v. La D.O se ley6 a 490 nm en el lector de placas Synergy 2 (BioTek).

4. Estandarizacion de las curvas de calibracion para Apo A1y Apo B

4.1. ELISA sandwich para la cuantificacion de Apo Al

Se sensibilizé una placa de ELISA con 100 pL/pocillo de anticuerpo de
captura, clon 2C10, a una concentracién de 2 pg/mL, la que se incub6 a 4°C
durante toda la noche. Los lavados se realizaron 3 veces con PBS 10 mM-
Tween-20 0,05%, 5 min. cada uno, lo cual se repite posterior a cada incubacion.
Se bloqued la placa con 100 pL/mL de BSA 1% p/v en PBS 10 mM, lo que se

incub6é a 37°C por 1 h. Luego, se sembraron 100 pL/pocillo del calibrador
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TruCal en concentraciones de Apo A10-6,3-9,4-125-18,8-25-37,5-50
ng/mL y se incubaron durante 1 h. 20 min. a 37°C. Posteriormente, se
incubaron 100 pL/pocillo de anticuerpo de revelado, clon 1C11B7 conjugado
con biotina, en el titulo 1/4.000 durante 1 hora a 37°C. Luego, se sembraron
100 pL/pocillo de avidina-HRP (eBioscience) en un titulo 1/1.000 y se dejo por 1
h a 37°C. Finalmente, se adicionaron 100 pL/pocillo de sustrato 3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB) y H,O, (Thermo Scientific) y se incubd por 20 min. a
temperatura ambiente, reaccién que se detuvo con 100 puL de H,SO4 2M. Se

detectd a 450 nm, en el lector de placas Synergy 2 (BioTek).

4.2. ELISA deinhibicion competitiva para cuantificacion de Apo B

Se sensibilizé una placa de ELISA con 100 pL/pocillo de antigeno TruCal
a una concentracién de Apo B de 10 pg/mL, la que se incub6 a 4°C durante
toda la noche. De forma paralela se prepararon soluciones antigeno/anticuerpo
para generar la competencia, con una concentracién constante de anticuerpo,
clon 2F4, en el titulo 1/500 y suero calibrador TruCal en concentraciones de
ApoBde0-24-98-39,1 -156,3 — 625 — 2.500 ng/mL, las cuales también
fueron incubadas toda la noche, a temperatura ambiente. Los lavados de la
placa se realizaron 3 veces con PBS 10 mM-Tween-20 0,05%, 5 min. cada uno,
lo cual se repite posterior a cada incubacion. Se sembraron 100 pL/pocillo de

cada solucion y se incubaron durante 1 h. 20 min. a 37°C. Luego se incubaron
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por 1 h 100 pL/pocillo de avidina-HRP (eBioscience) en un titulo 1/1.000.
Finalmente, se adicionaron 100 pL/pocillo de sustrato TMB/H,O, (Thermo
Scientific) y se incubdé por 20 min. a temperatura ambiente, reaccién que se
detuvo con 100 pL de H,SO42M.y se detectd a 450 nm, en el lector de placas
Synergy 2 (BioTek). Este mismo procedimiento, se realizé6 con el péptido de
Apo By LDLn, para TruCal en condiciones denaturantes y para la cuantificacion

de apo B en muestras de suero.

5. Validaciéon de los inmunoensayos

Para la validacion de las curvas estandar, se evaluaron los siguientes

parametros de calidad:

5.1. Selectividad

Es el grado en que el método puede cuantificar el analito en presencia de
interferentes (diferentes matrices). Se evalué determinando muestras y/o
estandares de concentracion conocida, sembrados a una misma concentracion,
y comparando la concentracién obtenida con la real sembrada y las diferencias
entre las distintas matrices. Las matrices utilizadas para la validacion del
método para cuantificacion de Apo B fueron: Estandar Apo B (R&D), LDLn
aislada de plasma, Suero control de lipidos (Biosystems), Suero control

Lyphochek nivel 1 (BioRad); las matrices para el método de cuantificaciéon de
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Apo Al fueron: Apo Al libre (laboratorio de Bioquimica Clinica e Inmunologia),
Apo Al libre (donacién de Dr. Laurent Martinez, laboratorio de Toulouse,

Francia) y Suero control Lyphochek nivel 1 (BioRad).

5.2. Linealidad

La linealidad es la capacidad del método para dar respuesta proporcional
a la cantidad de analito a determinar. Se comprob6 realizando la grafica
concentracion v/s D.O. en un rango amplio de concentraciones del estandar
para determinar el rango de concentracion lineal, posteriormente determinar la
ecuacion del mejor ajuste, y el coeficiente de determinacion de la regresion

(R, el cual esta definido como 6ptimo cuando el valor es = 0,98.

5.3. Precision intraensayo

Corresponde a la repetibilidad del ensayo, la cual se evalu6 tanto para
cada una de las concentraciones de la curva de calibracion como para muestras
de concentracion conocida. En el caso de la curva, se determinaron 9 réplicas
de cada uno de los puntos, en un mismo ensayo. Para el suero control, se
realizaron 3 concentraciones distintas: baja, media y alta (8 - 15 - 40 ng/mL
respectivamente), a partir de un mismo stock inicial (BioRad), preparadas de
forma independiente, y se determinaron 20 repeticiones de cada una, en un

mismo ensayo. En cada caso, se presenta la media, desviacién estandar (DE) y
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coeficiente de variacion (CV). Se considera aceptable un CV menor a 10%

[169].

5.4. Precisién interensayo

Se define como la variacion obtenida en determinaciones realizadas en
condiciones diferentes, lo cual se evalu6é tanto para la curva de calibracién
como para muestras de concentracion conocida. La curva se evalué en 10
ensayos independientes, en dias diferentes, determinando cada punto por
duplicado. El suero control se determiné en 10 ensayos independientes, en dias
diferentes, en las mismas 3 concentraciones: alta, media y baja, sembrando
cada una en octuplicado. Para ambos casos, se presenta la media, DE y CV.

Se considerd un CV aceptable menor a 20% [169].

5.5. Exactitud

Corresponde a la capacidad del método de dar un resultado lo mas
préximo al verdadero. Se evalu6 con 3 muestras de concentracidbn conocida,
igual que en la precision interensayo, en 10 ensayos independientes. Para esto
se determind el sesgo y su evaluacién mediante el test t-Student, ademas, el
porcentaje de recuperacion de dichas muestras, expresado segun la férmula 3,
donde se considerd un rango aceptable entre 90-110%. Ademas, se realiz6 una

correlacion interclase por el método de Bland-Altman en un grupo de muestras

58



determinadas por el ELISA de competencia estandarizado para cuantificar Apo
B y por un kit comercial para cuantificacion de Apo B (R&D), donde se
determind el nivel de fiabilidad segun el coeficiente de correlacion interclase
(CCl): < 0,4 baja fiabilidad, 0,4 — 0,75 fiabilidad entre regular y buena, y >0,75

fiabilidad excelente [170].

Férmula 3. Porcentaje de recuperacion.

» valor obtenido
% de recuperacion = ——— — x 100
valor esperado

6. Reclutamiento de sujetos de estudio

El estudio presentd un disefio de tipo descriptivo de corte transversal. El
grupo de estudio correspondio a niflos y adolescentes de edades entre 2 y 18
afios, que presenten antecedentes de historia familiar de enfermedad
cardiovascular precoz demostrada, la cual se define como infarto agudo al
miocardio y/o revascularizacion coronaria percutanea o quirdrgica en hombres <

55 afos y mujeres < 60 afios.

El grupo de estudio comprendié 108 nifios y adolescentes (10,8 + 3,7
afios), los cuales fueron reclutados en el Centro Cardiovascular, Hospital
Guillermo Grant Benavente, Concepcion. El grupo control incluyé de 46

individuos (10,5 + 2,1 afos) definido como individuos que no presentan
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antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular precoz, los cuales
fueron reclutados en la Escuela Palestina, sector Palomares, Concepcion. El
reclutamiento se realizd previa autorizacion por medio de la firma de un
consentimiento informado de los padres o tutores para los menores de 18 afios
y un asentimiento informado de estos menores y/o autorizacion propia de los
jévenes mayores de 18 afios, con la firma del consentimiento informado (anexo
1-3). Todo el estudio fue aprobado por el Comité Etico-Cientifico del Servicio de

Salud Concepcién (anexo 4).

7. Cuantificaciéon de muestras de suero

Se realizo toma de muestras sanguineas de los nifios y adolescentes de
la poblacion de estudio y control, con 8 - 12 h de ayuno. Se cuantific6 CT, C-
HDL y TG (Respons 920, Diasys). Se calcul6 C-LDL por formula de Friedewald,
la razon TG/HDL y C-no HDL por diferencia de CT y C-HDL. Apo Al ELISA

sandwich estandarizado y validado en el estudio.

En conjunto con estos parametros, se evaluo el estado nutricional (peso,
talla, IMC), CC y presion arterial. Esta evaluacion fue realizada por Médico
Endocrinélogo Pediatra y Residentes Becarios de Pediatria, pertenecientes al

Dpto. de Pediatria, Facultad de Medicina, Universidad de Concepcion.
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8. Métodos estadisticos

Los resultados fuerdon presentados como estadistica descriptiva con valor
promedio y DE para variables continuas. La prevalencia se expresd en
porcentaje. Las comparaciones entre grupo se realizaron con prueba t-Student
para las variables paramétricas, y Mann-Whitney para las variables no
paramétricas. Se utilizé el test de Pearson para realizar la correlacion entre
variables, y test de Bland-Altman para correlacion interclase. Se consideré un
valor p < 0,05 como significativo. Los analisis estadisticos fueron realizados en
conjunto con la Dra. Katia Saez, Dpto. Estadistica, Facultad de Ciencias Fisicas

y Mateméticas, Universidad de Concepcion.

9. Eliminacion de residuos peligrosos.

Todos los residuos peligrosos generados durante la realizacion del
presente estudio fueron eliminados bajo la normativa del plan de manejo de

residuos y sustancias peligrosas (MATPEL) de la Universidad de Concepcién.
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Francoise Barré-Sinoussi (Paris, 1947), Bioquimica.

Premio Nobel de Medicina y Fisiologia 2008 por el descubrimiento del virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH).
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RESULTADOS

1. Obtenciéon de LDLn y HDLn a partir de plasma humano

Las lipoproteinas LDLn y HDLn fueron obtenidas mediante el método de
ultracentrifugacion con ajuste de densidad como se describe en materiales y
meétodos. La pureza de LDLn fue confirmada mediante electroforesis en gel de
agarosa 1% (Figura 3). Se utiliz6 una muestra de albumina humana (67 kD)
como control, proteina correspondiente al principal contaminante de esta
técnica. En el gel, se observa una banda ancha en la parte superior de éste
correspondiente a la LDL y la ausencia de albumina o de otra proteina en la
preparacion analizada. La banda de LDLn se presenta con la forma
caracteristica de migracién (carril 3), que se contrapone a la banda ancha,
difusa, y cercana a albumina que se describe para LDLoX, lo cual sugiere que el
proceso de aislamiento desde plasma no oxido de manera importante la
muestra y que las condiciones de almacenamiento, permiten mantener esta

condicion.

El proceso de purificacion y delipidacién de la HDLn se realiz6 en el
contexto de otros proyectos en desarrollo y fue proporcionada ya apta para su

uso.
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Figura 3. Verificacion de la pureza de LDL nativa. La obtencion de LDLn se realiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa 1%. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Albamina

humana. Carril 3: muestra de LDLn. Fuente: Elaboracion propia.

2. Obtenciodn y caracterizacion de anticuerpos monoclonales anti-Apo

B y anti-Apo Al

2.1. Reactividad de sobrenadantes de cultivo de hibridomas

Con el objetivo de estandarizar un inmunoensayo para Apo Al y para
Apo B, se seleccionaron 4 hibridomas productores de AcMs anti-Apo Al y 4
hibridomas productores de AcMs anti-Apo B. Los clones seleccionados para
Apo Al fueron: 1C11B7, 8B12, 8A4 y 2C10. Los clones seleccionados para Apo

B fueron: 2F4(1)E7, 8G12B4, 4E9 y 7G10. Los hibridomas de estos 8 clones
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fueron cultivados en condiciones Optimas, segun lo descrito en materiales y
meétodos, y se tested en el sobrenadante de cultivo la reactividad especifica de
los AcMs y su posible reaccidon cruzada con albumina humana, por
corresponder a la proteina presente mayoritariamente en el plasma. Los cuatro
clones seleccionados para Apo Al reaccionaron positivamente con el antigeno
y no presentaron reactividad cruzada. Los clones seleccionados para Apo B
presentaron reacciones variadas: 2F4(1)E7 y 8G12B4 reconocieron el antigeno
y no mostraron reaccion frente a albumina humana; el clon 4E9 fue descartado
por su alta reactividad cruzada, y el clon 7G10 descartado por su baja/nula
reaccion especifica con el antigeno. De forma paralela se tested el isotipo de

cada clon, el cual para todos los casos correspondi6 a IgG;. (Tabla 4).
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Tabla 4. Reactividad de los sobrenadantes de cultivo de los clones seleccionados para
produccién de anticuerpos monoclonales anti-Apo Al y anti-Apo B. Fuente: Elaboracion

propia.

Sobrenadantes de cultivo Reaccion antigeno | Reaccién albimina humana | Isotipo
Clones anti-Apo Al HDL/Apo Al
1C11B7 + - 1gG1
8B12 + - 1gG1
8A4 + - lgG1
2C10 +++ - IgG1
Clones anti-Apo B LDL
2F4(1)E7 + - lgG1
8G12B4 + - IgG1
4E9 - +++ IgG1
7G10 - - IgG1

2.2. Purificacion de AcMs.

Los seis clones de hibridomas seleccionados se cultivaron hasta llegar a
un recuento celular suficientes para la administracién en los ratones de la cepa
BALBI/c, obteniéndose, 10 — 15 dias posterior a la inmunizacion, los volumenes
de fluido ascitico descritos en la tabla 5 para cada clon. A partir de estos fluidos
asciticos se realiz6 la precipitacion de globulinas y desde éstas, la purificacion
de los AcMs, por medio de cromatografia de afinidad con agarosa-proteina G.
Los cromatogramas obtenidos muestran un primer peak de D.O.
correspondientes a las globulinas a descartar y un segundo peak, a las
globulinas de interés (Figura 4). Las fracciones de este ultimo peak colectan los

anticuerpos purificados, los cuales fueron concentrados, cuantificados vy
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almacenados. Los volumenes y concentraciones de cada uno de los pasos del

proceso de obtencidn y purificacion se muestran en la tabla 5. Cabe destacar

gue no se realizé la purificacion completa del volumen de globulinas, soélo el

suficiente para obtener el stock necesario de AcMs para el trabajo planteado.

Tabla 5. Obtencion y purificacién de AcMs. Se presentan los volimenes y concentraciones

de cada etapa del proceso de obtencién y purificacién para los 6 AcMs seleccionado. Fuente:

Elaboracion propia.

Clones Volumen fluido Volumen Concentracion Volumen Ac | Concentracion
Ascitico (mL) | Globulinas (mL) | Globulinas (mg/mL) puro (mL) | Ac puro (mg/mL)
1C11B7 15 9 33,2 9 1,4
8B12 5 6,5 30,1 8 1,2
8A4 15 7,5 16,1 10 1,0
2C10 25 15 11,5 1,6
2F4(1)E7 27 10 26,7 1,3
8G12B4 21 15 9,8 1,5
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Figura 4. Cromatogramas de la purificacién de los anticuerpos monoclonales. Para cada
AcM purificado se muestra uno de los perfiles cromatograficos obtenidos de una alicuota del
pool total de globulinas, La purificacion se realizd utilizando agarosa-proteina G. Fuente:

Elaboracion propia.

2.3. Titulacion de AcMs purificados

Los AcMs obtenidos se titularon frente a dos conformaciones de Apo Al:
libre y en HDLn, o frente a LDLn, segun correspondiera. En el caso de los AcMs
anti-Apo Al, 1C11B7, 8B12 y 8A4 presentaron igual titulo para ambos
antigenos, correspondientes a 1/63.000, 1/8.000 y 1/4.000, respectivamente. El
clon 2C10 sélo se titul6 frente a Apo Al, presentando un titulo de 1/3.000 (Tabla
6, Figura 5A). EI AcM 1C11B7 presento el titulo mayor, que corresponde con lo
descrito y caracterizado con anterioridad en el laboratorio para este clon. En

base a esto ultimo, se determiné utilizar este clon como anticuerpo de revelado
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para la estandarizacion del ELISA sandwich para la cuantificacion de Apo Al.

Por lo tanto, los AcMs 8B12, 8A4 y 2C10 se testearon como posibles

anticuerpos de captura.

Los AcMs anti-Apo B 8G12B4 y 2F4(1)E7 presentaron un titulo de

1/8.000 y 1/400 frente a LDL, respectivamente (Tabla 6, Figura 5B). En el caso

de los AcMs anti-Apo B, ambos se testearon tanto para utilizar como Ac de

captura y de revelado.

Tabla 6. Titulos obtenidos para los anticuerpos monoclonales seleccionados. Se

presentan los titulos de los 6 AcMs seleccionados frente a Apo Al libre, HDL o LDL, segln

corresponde. Fuente: Elaboracién propia.

Clon Titulo Apo Al libre Titulo HDL | Titulo LDLnN
1C11B7 1/63.000 1/63.000 -

8A4 1/4.000 1/4.000 -

8B12 1/8.000 1/8.000 -

2C10 1/3.000 - -
8G12B4 - - 1/8.000
2F4(1)E7 - - 1/400
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Figura 5. Curvas de titulacién para anticuerpos monoclonales. Los AcMs fueron titulados

frente a distintos antigenos por ELISA indirecto. (A) Curvas de titulacién de AcMs 8B12, 8A4,
1C11B7 frente a Apo Al libre y HDL y AcM 2C10 frente a Apo Al. (B) Curvas de titulacion de
AcMs 8G12B4 y 2F4(1)E7 frente a LDLn. (n = 1 en duplicado) Fuente: Elaboracion propia.
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2.4. Conjugacion de AcMs con biotina

Los anticuerpos de revelado deben ser conjugados con moléculas que
posteriormente permitan generar una sefal detectable. Los AcMs 1C11B7,
8G12B4 y 2F4(1)E7 por tanto, fueron conjugados con biotina (bit), molécula de
pequefio tamafio (244,31 g/mol), lo cual permite la uniébn de numerosas
moléculas a un solo Ac. Sumando a ello, su alta afinidad con estreptavidina,
que a su vez puede estar conjugada con peroxidasa, permite la amplificacion de
la sefal detectada. Posterior a la biotinilacion, se determinaron los titulos para
estos anticuerpos conjugados: 1/4.000 para 1C11B7-bit frente a Apo Al libre y
HDL, 1/6.000 para 8G12B4-bit y 1/400 para 2F4(1)E7-bit, ambos frente a LDL.

(Figura 6, Tabla 7).

Tabla 7. Titulos obtenidos paralos AcMs biotinilados. Fuente: Elaboracion propia.

Clon Titulo Apo Al libre Titulo HDL Titulo LDL
1C11B7-bit 1/4.000 1/4.000 -
8G12B4-bit - - 1/6.000
2F4(1)E7-bit - - 1/400
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Figura 6. Curvas de titulacién para anticuerpos monoclonales conjugados con biotina.
Los AcMs biotinilados fueron titulados frente a distintos antigenos por ELISA indirecto. Se
presentan las curvas de titulacion de AcM 1C11B7-bit frente a Apo Al libre y HDL y las curvas
de titulacién de los AcMs 8G12B4-bit y 2F4(1)E7-bit frente a LDL. (n = 1 en duplicado). Fuente:

Elaboracion propia.

El control negativo sin antigeno de la curva de titulacién para 8G12B4-bit
presentd reaccion con una D.O. = 2,5. Debido a esto, se tested la posible
reactividad cruzada del Ac con la proteina de bloqgueo BSA y se confirmé la
reaccion especifica con LDLn. Para esto, se realiz6 una titulacion de 8G12B4-
bit frente a BSA (Figura 7A) y una curva de concentracion de LDLn de 8 puntos,
hasta 30 pug/mL, con y sin bloqueo de BSA. (Figura 7B). La reaccion del Ac
contra BSA dio positiva, con una D.O maxima obtenida > 2,0. La reaccion de la
curva de concentraciones con LDLn al estar presente BSA también presento

una alta D.O. (> 3,0), pero al testear la curva de concentracion de LDLn, sin la
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presencia de la proteina de bloqueo, el AcM presento muy baja reaccion con el
antigeno (D.O < 0,2). Con lo cual se concluye que el AcM al ser conjugado con
biotina, exacerbd una reaccion inespecifica con BSA y, mas aun, perdio la

capacidad de reaccionar especificamente con la proteina de interés.
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Figura 7. Ensayos de reactividad cruzada del conjugado 8G12B4-bit con BSA y LDLn. (A)
Titulacion 8G12B4-bit contra BSA. (n = 1 en duplicado) (B) Curvas de concentracion de LDLn
con y sin proteina de bloqueo BSA, AcM 8G12B4-bit en titulo 1/4.000. (n = 1 en duplicado).

Fuente: Elaboracion propia.
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2.5. Reactividad de los AcMs 8G12B4 y 2F4(1)E7 anti-Apo B

Con el fin de corroborar la reaccion inespecifica del AcM 8G12B4 frente a
BSA, se realiz6 una nueva titulacion de 8G12B4 sin biotinilar, con y sin proteina
de bloqueo. Se corrobora la reaccion especifica de AcM 8G12B4 con LDL, pero
también se ve exacerbada esta reaccion en presencia de BSA (figura 8) Por lo
cual, se confirma que el Ac presenta reactividad cruzada con la proteina de
bloqueo. EI AcM 2F4(1)E7 también se teste6 con y sin proteina de bloqueo,
para confirmacion de su reactividad, el que no mostro interferencia de BSA en

la reaccién especifica de LDLn (Figura 8).
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Figura 8. Titulacion AcMs anti-Apo B en presencia y ausencia de la proteina de bloqueo
BSA. Se titularon los AcMs 8G12B4 y 2F4(1)E7 contra LDLn, ambos con y sin proteina

bloqueo. (n = 1 en duplicado). Fuente: Elaboracién propia.
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Con estos resultados se descarta 8G12B4 como anticuerpo de revelado,
pero considerando que presenta reaccion con LDLn y que no hay reaccion
cruzada con albumina humana, la cual fue confirmada y negativa (tabla 4), se
considera como Ac de captura, cambiando la proteina de bloqueo. Por ello, se
realizd una curva con distintas concentraciones de LDL utilizando 8G12B4
como Ac de captura, 2F4(1)E7-bit como Ac de revelado y la OVA como proteina
de bloqueo. El ELISA tipo sandwich propuesto no presenté una relacion D.O.
concentracion dependiente, ya que para todas las concentraciones de LDL

testeadas, la D.O. obtenida fue parejay superior a 1,0 (Figura 9).
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Figura 9. Testeo del anticuerpo monoclonal 8G12B4 como anticuerpo de captura y de
2F4(1)E7-bit como anticuerpo de revelado. Se realiz6 ELISA sandwich con curva de
concentraciones de LDL desde 0 — 10 pg/mL, OVA 1% PBS como proteina de bloqueo, 10
pg/mL 8G12B4 como Ac de captura y 2F4(1)E7-bit titulo 1/500 como Ac de revelado. Fuente:

Elaboracion propia.
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Debido a que el control sin antigeno presenté una alta D.O., se testearon

distintas concentraciones de 8G12B4 como Ac de captura y de los titulos a

utilizar de 2F4(1)E7-bit, para determinar si se estaba produciendo reacciones

inespecificas por exceso de Ac. A una concentracion de 1,25 pg/mL de AcM

8G12 y un titulo de 1/2.000 para el AcM 2F4(1)E7-bit se logré disminuir la D.O.

a = 0,4. (Tabla 8). Sin embargo, este resultado que sigue siendo poco Optimo

como blanco para una posible curva de calibracidén. La sumatoria de todos estos

resultados, determiné descartar el AcM 8G12B4 para el resto del estudio. En

consecuencia, se decidio estandarizar un ELISA de inhibicién competitiva con el

AcM 2F4(1)E7-bit.

Tabla 8. Reaccion de los anticuerpos monoclonales 8G12B4 y 2F4(1)E7-bit en ausencia

de antigeno. Fuente: Elaboracion propia.

Concentraciones de Ac de captura 8G12

Dilucién de Ac revelado
SF4(1)ET-bit 20 pg/mL 10 pg/mL 5 pug/mL 2,5 ug/mL | 1,25 pg/mL
1/500 0,744 0,621 0,548 0,428 0,394
1/1.000 0,482 0,425 0,393 0,380 0,441
1/2.000 0,445 0,414 0,452 0,406 0,423
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2.6. Reactividad de los AcMs 8B12, 8A4 y 2C10 anti-Apo Al

Se estudio la reactividad de 8B12, 8A4 y 2C10 como anticuerpos de
captura. Los clones 8B12 y 8A4 se caracterizaron mediante un ELISA de
inhibicibn competitiva en ausencia y presencia de tween y utilizando HDLn
como antigeno competidor y Apo Al libre como antigeno unido a la placa. Para
ambos AcMs se observa una alta inhibicion por la HDL en solucion,
particularmente, la inhibicion de 8B12 en ausencia de tween llegd hasta un =
70% y la de 8A4, hasta un = 80%. En presencia de tween, la inhibicion de 8B12
aumenta en forma proporcional a la concentracion, la que alcanzé un 90%. El
anticuerpo 8A4 alcanza = 90% de inhibicion en presencia de tween desde las

primeras concentraciones (Figura 10).
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Figura 10. Inhibicién de los AcMs 8B12 y 8A4 por HDL, en presenciay ausencia de tween.
8B12 y 8A4 se utilizaron en el titulo 1/250. Se presenta la grafica de concentraciones con la
relacion porcentual (B/Bo), donde B = D.O. obtenida para cada concentracién de HDL y Bo =
D.O. en ausencia de HDL. Fuente: Elaboracion propia.

Por otro lado, el anticuerpo 2C10 fue caracterizado utilizando un ELISA
sandwich con 1C11B7-bit como anticuerpo de revelado. Se realizaron 4 curvas
con 8 concentraciones de Apo Al libre (0 - 12,5 pg/mL), cada una con una
concentracion diferente de AcM 2C10 (Figura 11). En los 4 casos se obtuvieron
curvas lineales, por lo cual se determind utilizar la concentracion mas baja
testeada (2 pg/mL) para la sensibilizacion del inmunoensayo a estandarizar,

que presentd ademas la mayor D.O. de las 4 curvas realizadas.
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Figura 11. Determinacién de la concentracién de 2C10 como anticuerpo de captura. Se
realizaron 4 curvas de Apo Al, con concentraciones de 0 - 12,5 pg/mL cada una. En cada caso,
se sensibilizdé con una concentracién distinta de AcM 2C10. Se utilizé el AcM 1C11B7-bit como

Ac de revelado titulo, 1/1.000. Fuente: Elaboracion propia.

3. Estandarizacién de las curvas de calibracion para la cuantificacion

de Apo By Apo Al

3.1. Estandarizacion de la curva de calibracién para cuantificacion de

Apo B por ELISA de inhibicién competitiva

Se realizaron dos curvas de calibracibn en un amplio rango de
concentraciones de 0 — 10 pg/mL, con LDLn y suero calibrador TruCal, para

determinar el rango lineal y la mejor curva para cuantificacion de Apo B por
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ELISA de inhibicion competitiva. Para ambos antigenos se obtuvo un rango

lineal entre 0 - 2.500 ng/mL, llegando con esta concentracion a un 79% de

inhibicion con LDL y a un 86% de inhibicion con TruCal (Figura 12).
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Figura 12. Determinacién del rango lineal de la curva de calibracién para la cuantificacion

de Apo B por ELISA de inhibicion competitiva. Se realizaron dos curvas de calibracién con

los antigenos LDLn y suero calibrador TruCal, en un rango de concentraciones desde 0 - 10

pg/mL. El AcM 2F4(1)E7-bit se utiliz6 en el titulo 1/500. La grafica presentada muestra el

logaritmo de las concentraciones con la relacién porcentual (B/Bo), donde B = D.O. obtenida en

cada concentracién de antigeno y Bo = D.O. en ausencia de antigeno. Fuente: Elaboracién

propia.
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Considerando que LDLn es obtenida en nuestro laboratorio, su tiempo
estimado de almacenamiento en Optimas condiciones es 30 — 45 dias; ademas
cada nuevo pool aislado, presento una alta variabilidad de la reaccion con el
anticuerpo utilizado, en contraste Apo B en TruCal, suero calibrador comercial,
presentd mayor estabilidad, reaccion menos variable, y una linealidad 6ptima
como curva de calibracion. Por lo tanto, se determind realizar la estandarizacion
del inmunoensayo con este suero calibrador. Se realiz6 una curva de
calibracion de 7 puntos de concentracion de suero calibrador TruCal, entre 0 —
2.500 ng/mL y se sensibilizé la placa con 10 pg/mL de este mismo calibrador.
Las soluciones a competir con las 7 concentraciones de Apo B (TruCal) y el
AcM 2F4(1)E7-bit en dilucidon constante titulo 1/500 se mantuvieron toda la
noche a temperatura ambiente. La estreptavidina-HRP se utiliz6 en su titulo
comercial 1/1.000 y se revelo la reaccion con sustrato TMB cuyé absorbancia

se determin6 a 450 nm. La curva final obtenida se presenta en la figura 13.
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Figura 13. Curva de calibracién para cuantificaciéon de Apo B por ELISA de inhibicién
competitiva. Se presenta la curva de calibracion 6ptima obtenida. La placa fue sensibilizada
con 10 pug/mL de suero calibrador TruCal. Las soluciones competidoras con concentraciones de
0 — 2.500 ng/mL de Apo B (TruCal) y AcM 2F4(1)E7-bit en titulo constante, 1/500. Las
determinaciones de D.O. éptica se realizaron a 450 nm. La grafica presentada muestra el
logaritmo de las concentraciones con la relacion porcentual (B/Bo), donde B = D.O. obtenida en
cada concentracién de antigeno y Bo = D.O. en ausencia de antigeno (n =3 ensayos en

duplicado). Fuente: Elaboracién propia.

3.2. Estandarizacion de la curva de calibracion para cuantificacion de

Apo Al por ELISA tipo sandwich

Se realizaron curvas de calibracion en un amplio rango de concentracion
(0 — 6.250 ng/mL), utilizando suero calibrador TruCal. Para obtener la curva, se
linealiz6 mediante el logaritmo de las concentraciones y se grafico con las D.O.
obtenidas (Figura 14). Se puede observar que las 3 curvas presentan linealidad,
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no obstante la mejor correlacion corresponde a la curva realizada con el AcM

2C10 (R® = 0,9943), que ademas presenté la mayor pendiente, lo que se

relaciona con una mayor sensibilidad. Por ello se utiliz6 este AcM como Ac de

captura para la estandarizacion de la curva.
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Figura 14. Determinacién del rango lineal de la curva de calibracion para la cuantificacion

de Apo Al por ELISA sandwich. Se realizaron curvas con los tres posibles AcMs de captura:
8B12 (20 pg/mL), 8A4 (10 ug/mL) y 2C10 (2 pg/mL) con el suero calibrador TruCal, en un rango
de concentraciones de 0 — 6.250 ng/mL de Apo Al. El conjugado 1C11B7-bit se utiliz6 en el

titulo 1/1.000. La grafica se presenta como funcién logaritmica de la concentracién v/s D.O., la

cual se determiné a 490 nm. Curva 2C10 n = 3 ensayos en duplicado. Curvas con 8B12 y 8A4

n= 1 ensayo en duplicado. Fuente: Elaboracién propia.
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Con el fin de optimizar el rango de concentracion y que este permita una
proporcionalidad directa entre la concentracién y la D.O. se utiliz6 un nuevo
sustrato de mayor sensibilidad y de esta forma se disminuy6é el rango de
concentraciones de la curva. Asi, se estandarizd la siguiente curva de
calibracion para cuantificar Apo Al: 2 ug/mL de AcM 2C10, bloqueo con BSA
1% PBS, curva de 8 concentraciones de TruCal entre 0 - 50 ng/mL, 1C11B7-bit
titulo 1/4.000 como Ac de revelado, estreptavidina-HRP en un titulo 1/1.000 y

sustrato TMB. La curva final obtenida se presenta en la figura 15.
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Figura 15. Estandarizacion de la curva de calibracién para cuantificacion de Apo Al por
ELISA sandwich. Se presenta la curva de calibracion optima obtenida. La placa fue
sensibilizada con 2 pg/mL de AcM 2C10, blogueo con BSA 1% p/v PBS 10 mM, suero
calibrador TruCal en concentracion de Apo Al 0 - 50 ng/mL y 1C11B7-bit como Ac de revelado

1/4.000 (n =3 ensayos en duplicado). Fuente: Elaboracion propia.
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4. Validacion de métodos para la cuantificacion de Apo B y Apo Al

séricas

4.1. Validacion del método de ELISA de inhibiciébn competitiva para

cuantificacion de Apo B sérica

Para la validacion del método fue necesario comprobar los parametros

de selectividad, linealidad, precision intraensayo e interensayo y exactitud.

La selectividad, correspondiente a la determinacién del antigeno en
presencia de diversas matrices, se evalud con distintos sueros y/o patrones de
concentracion conocida de Apo B. Para esto, se utiliz6 LDLn, Suero control
Lyphochek nivel 1 (BioRad), suero control de lipidos (Biosystems) y un estandar
de Apo B (R&D). Las 4 presentaciones de Apo B fueron sembradas en la placa
a una concentracion de 300 ng/mL y fueron cuantificadas por el método de
ELISA estandarizado. Para el analisis de varianza fue necesario aplicar una
transformacién a logaritmo natural (Ln) a los datos obtenidos, ya que éstos
presentaron una dispersion que les impedia cumplir con una homogeneidad de
varianza. De esta forma se observa que existen diferencias significativas del
estandar de Apo B con el suero control Lyphochek y el suero control de lipidos,
pero no con LDL. A su vez, el suero control Lyphochek, suero control de lipidos

y LDL no presentan diferencias significativas entre ellos (Tabla 9).
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Debido a que los resultados obtenidos para las 4 matrices testeadas en
el analisis de selectividad presentaron una alta variabilidad, se complemento el
analisis, evaluando la exactitud y la precision de los datos. Para realizar esto,
nuevamente fue necesario transformar los datos a Ln. De esta forma se obtuvo
una diferencia significativa entre el valor de concentracién obtenido en relacion
al valor real esperado (300 ng/mL), con un sesgo negativo para el estandar de
Apo B y la LDLn, y con un sesgo positivo para los sueros control Lyphochek y
control de lipidos. En relacion a los CV obtenidos, en los cuatro casos

sobrepasan el del rango aceptable ( > 20%) (Tabla 10).

Tabla 9. Evaluacién de la selectividad del método ELISA de inhibicion competitiva para
cuantificacion de Apo B. Apo B se determiné en 4 matrices diferentes, utilizando el
inmunoensayo estandarizado. Se presentan los promedios de concentraciéon y DE en cada
caso. Medias con letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05) segln test de

Tuckey (n =3). Fuente: Elaboracion propia.

Controles (300 ng/mL) Concc(e::cr)arsc;nD(E)g/mL)
Estandar Apo B (R&D) 17 +14°
LDLn aislada de plasma 130 + 103°
Suero control de lipidos (Biosystems) 644 + 789"
Suero control Lyphochek nivel 1 (BioRad) 125 + 688%°

87



Tabla 10. Evaluacién de la exactitud y precisién de las determinaciones de selectividad
del método de ELISA de inhibicion competitiva para cuantificacion de Apo B. Se presenta
promedio de concentraciéon, DE y CV en cada caso. Medias con (*) son significativamente
diferentes al valor real sembrado 300 ng/mL (p < 0,05) segln test t-Student (n =3). Fuente:

Elaboracion propia.

Controles (300 ng/mL) CO“?S:;?ETD(E;‘%/ mi) cv
Estandar Apo B (R&D) 17 £ 14* 83
LDLn aislada de plasma 130 + 103* 79
suero control de lipidos (biosystems) 644 + 789* 123
Suero control Lyphochek nivel 1 (BioRad) 125 + 688* 55

Se realiz6 un ELISA de inhibicion competitiva para comparar la inhibicion
de tres matrices diferentes, en tres concentraciones cada una, y asi corroborar
nuevamente la variabilidad que presenta la reaccion antigeno-anticuerpo, es
decir, la interaccion del Ac con la Apo B en 3 distintas preparaciones. Para esto
se utiliz6 un péptido de Apo B (4105 a 4215 residuos), LDLn y el suero
calibrador TruCal, en las concentraciones 2, 156 y 2.500 ng/mL de Apo B, cada
uno (Figura 16). En relacion a la concentracion menor, no se obtuvo diferencias
significativas entre las tres presentaciones de Apo B testeadas, pero si se
observa una tendencia a una menor inhibiciébn por el péptido de Apo B, en
relacion a LDL y TruCal. Con respecto a la concentracidbn media, se observa
una tendencia tanto del péptido de Apo B como de LDL de generar una menor
inhibicién en relacion a Trucal; aun asi, la diferencia se hace significativa sélo

en el caso del péptido de Apo B con respecto al calibrador. Para la
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concentracion mayor, se observa diferencias significativas entre las tres
presentaciones de antigeno, donde el péptido de Apo B presenta una inhibicion
nula (0%), seguido de LDL con un 59%, y finalmente Trucal con un 87%. Con
estos resultados se puede concluir diferencias importantes de inhibicion para
distintos antigenos, las cuales aumentan significativamente al aumentar la

concentracion de éstos.
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Figura 16. Comparacion de inhibicion de tres matrices diferentes en tres concentraciones
de Apo B. Se realiz6 ELISA de inhibicion competitiva con tres concentraciones (2, 156, 2500
ng/mL) de un péptido de Apo B (4105 — 4215 residuos), LDLn y TruCal. *p < 0,05 segun test de

Tukey (n = 3 ensayos en duplicado). Fuente: Elaboracién propia.
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Se evalud la exactitud del método, determinando el CCI, que mide el
grado de acuerdo o consistencia entre las medidas cuya varianza, en este caso,
es atribuida al uso de dos instrumentos de medida sobre una misma muestra.
Para ello se cuantificaron 37 muestras de suero mediante un ELISA comercial
para cuantificacion de Apo B (R&D) y el ELISA de inhibicion competitiva
estandarizado para la cuantificacion de Apo B. El CCI determinado para las
medidas individuales corresponde a 0,090 y el CCI para las medidas promedio
es de 0,198 (Figura 17). Estos resultados representan la baja exactitud del
método en relacion al ELISA comercial y dan cuenta de lo poco fiable que

serian los resultados obtenidos con este inmunoensayo.
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Figura 17. Relacién de la concentracion de Apo B en muestras cuantificadas por ELISA
estandarizado y ELISA comercial. Se cuantificd6 Apo B en 37 muestras de suero por ELISA
estandarizado y ELISA comercial (R&D). La gréfica representa concentraciones obtenidas en

mg/dL. El CCI se determino en base al método de Bland y Altman. Fuente: Elaboracidon propia.

Finalmente, considerando abarcar todas las posibilidades para el realizar
el inmunoesayo, se probaron condicion no denaturantes (sin tween-20) para la
realizar las curva de inhibicion. Este cambio no fue favorable para la curva, ya
gue no fue posible establecer el rango lineal obtenido en presencia de tween-

20, por lo cual fue descartado como opcion (Figura 18).
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Figura 18. ELISA de inhibicion competitiva para cuantificacién de Apo B en condiciones
no denaturantes. Las soluciones competidoras se prepararon en ausencia de tween-20, el
resto del inmunoensayo se realiz6 en las mismas condiciones estandarizadas anteriormente. La
gréfica presentada muestra el logaritmo de las concentraciones v/s la relacion porcentual
(B/Bo), donde B = D.O. obtenida en cada concentracion de Antigeno y Bo = D.O. en ausencia
de Antigeno (n =3, cada color representa un valor). Fuente: Elaboracion propia.

Con estos resultados, se concluye que existe una reaccion antigeno-
especifica del AcM 2F4(1)E7, pero que se ve afectada de forma significativa
frente a las distintas matrices y presentaciones del antigeno, lo que sumando a
la baja fiabilidad que presentan los resultados obtenidos al comparar con un
método comercial, hace imposible poder estandarizar el método de ELISA de
inhibicion competitiva para la cuantificacion de Apo B con los AcMs a

disposicion.
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4.2. Validacion del método de ELISA sandwich para cuantificaciéon de

Apo Al

La selectividad del ELISA sandwich estandarizado se evalud
determinando la concentracion de Apo Al en tres presentaciones diferentes:
Apo Al libre obtenida de la delipidacién de HDL en laboratorio de Bioquimica
Clinica e inmunologia, Apo Al libre obtenida en laboratorio de Laurent Martinez,
toulouse, Francia, y Suero control Lyphochek nivel 1 (BioRad), sembrados a
una concentracion de 25 ng/mL. Asi, se obtuvo que el suero control Lyphochek
no presento diferencias significativas con HDL delipidada ni con el patrén de
Apo Al. HDL delipidada por su parte, fue significativamente diferente con el
patrén de Apo Al (Tabla 11). Para complementar el analisis de selectividad se
evaluo exactitud y precision de los resultados obtenidos. Asi, se determin6 que
no existen diferencias significativas entre el valor tedrico y el valor obtenido en
el caso del suero control Lyphochek y del patrén de Apo Al; por el contrario,
para HDL delipidada el valor obtenido fue significativamente diferente al valor
real sembrado. Por otro lado, la precision de estas determinaciones, en todos

los casos, esta dentro del rango aceptable (< 20%) (Tabla 12).
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Tabla 11. Evaluacién de la selectividad del método ELISA sandwich para cuantificacion
de Apo Al. Apo Al se determiné en 3 matrices diferentes, utilizando el inmunoensayo
estandarizado. Se presentan los promedios de concentraciéon y DE en cada caso. Medias con
letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05) segun test de Tuckey (n =3). Fuente:

Elaboracion propia.

Concentracion (ng/mL

Controles (25 ng/mL) (Prom. + D(E;g/ )
Apo Al libre (Lab. Bq, clinica e inmunologia) 21+1,5%
Apo Al libre (Lab. Francia) 26 +2,5°
Suero control Lyphochek nivel 1 (BioRad), 25+ 1,0%

Tabla 12. Evaluacién de la exactitud y precisién de las determinaciones de selectividad
del ELISA sandwich para cuantificacion de Apo Al. Se presenta el promedio de
concentracién, DE y CV en cada caso. Medias con (*) son significativamente diferentes al valor

real sembrado 25 ng/mL (p < 0,05) segun test t-Student (n =3). Fuente: Elaboracién propia.

Controles (25 ng/mL) Concc(e::;arsc;nD(E)g/ mL) Ccv

Apo Al libre (Lab. Bq, clinica e inmunologia) 21 +1,5% 7,4
Apo Al libre (Lab. Francia) 2625 9,6

Suero control Lyphochek nivel 1 (BioRad), 25+1,0 4,0

La precision del ELISA se evalué mediante los coeficientes de variacion
intraensayo e interensayo. En cada caso, se determind la variacion de la curva
de calibracién para las 7 concentraciones de la curva de calibracion y del suero
control (BioRad) en tres concentraciones diferentes (8, 15 y 40 ng/mL). El
coeficiente de variacion intraensayo para las concentraciones de la curva de

calibracion se encontré6 entre 3,3 y 9,6% y el coeficiente de variacion
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interensayo entre 10,2 y 19,4% (Tabla 13, Figura 19). En el caso de los
controles, la evaluacién de precision intraensayos presentd CV de 4,0, 75y
5,7% e interensayos de 15,3, 16,5y 11,6% para las concentraciones 8, 15y 40
ng/mL (BioRad), respectivamente (Tabla 14). Los valores de CV para la
precision intraensayo aceptables corresponde a 10% y los CV de precision
interensayo aceptables corresponde a 20%, por lo cual, tanto para las
concentraciones de la curva de calibracion como para los tres controles
evaluados, la precision intraensayo e interensayo se mueven dentro del rango
aceptable. Por lo tanto, el método cumple con el criterio de aceptabilidad

requerido.

Tabla 13. Evaluacién de precisién intraensayo e interensayo de las concentraciones de la
curva de calibraciéon para cuantificacién de Apo Al. Se presenta promedio de D.O. y CV
para cada caso. Precision intraensayo (n= 9), precision interensayo (n= 10). Fuente:

Elaboracion propia.

Concentracién Apo Al (Trucal) Precisién intraensayo Precision interensayo

ng/mL D.O. promedio CV (%) D.O. promedio CV (%)
50 1,121 6,6 1,398 10,2
37,6 1,026 9,6 1,158 10,4
25 0,657 6,0 0,839 13,2
18,8 0,485 8,1 0,676 15,7
12,5 0,349 6,4 0,481 16,9
9,4 0,281 3,3 0,367 19,4
6,3 0,181 8,9 0,244 16,2

0 0 0
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Figura 19. Evaluacion de precision intraensayo e interensayo para las concentraciones
de la curva de calibracion para la cuantificaciéon de Apo Al. Se presenta el promedio y las
DE.para cada punto. (A) Precisiéon intraensayo (n= 9). (B). Precision interensayo (n= 10).

Fuente: Elaboracidon propia.
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Tabla 14. Evaluacién de precisién intraensayo e interensayo de un suero control de
concentracion conocida para ELISA sandwich para la cuantificacion de Apo Al. Se evalué
la precision intraensayo e interensayo con tres concentraciones de suero control (BioRad) 8
ng/mL (1), 15 ng/mL (2) y 40 ng/ml (3).Se presenta promedio de la concentracién y CV para

cada ensayo. Fuente: Elaboracién propia.

Precision intraensayo | Precision interensayo

Muestra 1 2 3 1 2 3

Numero de repeticiones 20 20 20 10 10 10
Concentracion promedio (ng/mL) 9 21 33 8,1 15,8 | 35,1
CV(%) 4,0 7,5 57 | 153 | 16,5 | 11,6

La exactitud del método se evalud en las mismas concentraciones que la
precision, pero en relacién sélo a las determinaciones realizadas en un suero
control (BioRad). Para ello se evaluaron las concentraciones del suero
obtenidas en 10 ensayos independientes, se calcularon los porcentajes de
recuperacion y la diferencia entre la concentracién esperada y la concentracion
obtenida. Los porcentajes de recuperacion de las concentraciones 8 y 15 ng/mL
se presentan dentro del rango (90 - 110%) con un 101 y 105%,
respectivamente, y no mostraron diferencias significativas entre las
concentraciones esperadas y obtenidas. La concentracion mayor, 40 ng/mL,
presentd un porcentaje de recuperacion 2 puntos por debajo del rango éptimo
aceptable, 88%, lo cual se ratifica con la diferencia significativa obtenida al
aplicar el test t-Student entre el valor obtenido y el valor real (Tabla 15).

Considerando estos resultados, se concluye que el ELISA sandwich
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estandarizado, en general, cumple con los criterios de aceptabilidad para
exactitud, considerando que el rango Optimo a utilizar sea a concentraciones

menores de 40 ng/mL.

Tabla 15. Evaluaciéon de la exactitud para el método de ELISA sandwich para la
cuantificaciéon de Apo Al. Se presenta la concentracion obtenida, concentracion esperada y
porcentaje de recuperacion. Medias con (*) son significativamente diferentes la concentracion

esperada (p < 0,05) segun test t-Student. Fuente: Elaboracion propia.

EXACTITUD
n 10| 10 | 10
Concentracién esperada (ng/mL) 8 | 15 | 40
Concentracién obtenida (ng/mL) 8,1|15,8|35,1*
% de recuperacion 101| 105 | 88

El parametro de linealidad fue evaluado en la fase de estandarizacion del
método al determinar el rango lineal de la curva de calibracion (Figura 15). Se

obtiene un R? = 0,9801, el cual cumple con el criterio 6ptimo de aceptabilidad.

En conclusién, los parametros de calidad determinados se mueven
dentro de los rangos aceptables para cada uno de ellos. El método testeado se
cataloga como aceptable para su uso en la cuantificacion de Apo Al sérica,

pero teniendo en cuenta las consideraciones descritas anteriormente.
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5. Cuantificacion de Apo Al sérica en muestras de nifios vy

adolescentes con antecedentes familiares de ECV precoz

Las caracteristicas clinico-antropométricas de la poblacion de estudio
(nifos y adolescentes con antecedentes familiares de ECV precoz) y de la
poblacién control (sin esta historia familiar) se presentan en la tabla 16. Se
observa que no existen diferencias significativas en la edad, peso, talla, presion
arterial o IMC entre ambos grupos. Los valores CC y IMC-Z score, por otro lado,
se presentan disminuidos significativamente en el grupo de estudio, en relacion

al control.

Tabla 16. Caracteristicas clinico-antropométricas de la poblaciéon de estudio y la
poblaciéon control. Se presenta media y DE (*) Son medias significativamente diferentes entre
si (p < 0,05) segln test t-Student para variables paramétricas y test Mann-Whitney para
variables no paramétricas. Fuente: Elaboracién propia.

Grupo Control Grupo de Estudio
n=46 n =108

Variable media + DE media + DE valor p
Edad 105+2,1 10,8 £ 3,7 0,3758
Peso (kg) 47,5+ 15,2 46,1 +17,5 0,6404
Talla (cm) 143,1+£12,8 144,4 £ 20,3 0,1795
IMC (kg/m?) 22,6 +4,5 21,2 +42 0,0649
IMC-Z score 1,3+0,9 09+11 0,0321*
CC (cm) 78,6 + 13,2 72,1+ 14,6 0,0127*
PAS (mmHg) 108,8 + 13,2 107,2£10,3 0,4737
PAD (mmHg) 65,9 +6,7 66,5+ 8,5 0,6814
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Las determinaciones del perfil lipidico para ambos grupos, incluyendo
Apo Al cuantificada por el método estandarizado y validado, se presenta en la
tabla 17 y 18. Se observa que el 20% de la poblacién en estudio presentdé CT
elevado (> 200 mg/dL) versus el 7% del grupo control, lo cual muestra una
tendencia de valores aumentados, pero que no alcanzan diferencia estadistica.
El 12% del grupo de estudio muestra un elevado valor de C-LDL (>130 mg/dL),
comparado con un 0% del grupo control. Nuevamente se presenta una
tendencia del grupo de estudio, pero ésta no es reflejada significativamente en
los promedios obtenidos. C-HDL se presenta significativamente disminuido en
el grupo de estudio, con un 28% de los valores disminuidos (< 40 mg/dL) versus
el 9% del grupo control. Los TG mostraron valores elevados (>130 mg/dL) con
una prevalencia de 37% versus 13%, entre el grupo de estudio y el grupo
control respectivamente, aumentado de forma significativa. Con respecto a C-no
HDL, se encontraron valores aumentados significativamente en el grupo de
estudio, correspondiendo a un 20% de los casos, en relacion a un 2% del grupo
control. La relaciéon TG/C-HDL se encuentra significativamente elevada, con un

27% de prevalencia en el grupo de estudio versus un 9% en el grupo control.

En relacion a Apo Al, no presenté diferencias significativas entre ambos
grupos; sin embargo se observa una prevalencia de valores <120 mg/dL en la
poblacion de estudio de un 13% versus un 2% en la poblacion control. Ademas,
se realiz6 una comparacion categorizando por sexos, donde se puede observar
una disminucion significativa de Apo Al en el caso de las mujeres del grupo de
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estudio versus el grupo control, diferencias que no se presenta en los hombres.
(Tabla 18). En general, la prevalencia de dislipidemias, considerando uno o0 mas
parametros alterados del perfil lipidico, fue de 55% para la poblacion en estudio

versus un 22% para el control (Tabla 19).

Tabla 17. Perfil lipidico de la poblacién de estudio y la poblacién control. Se presenta
media y DE. (*) Son medias significativamente diferentes entre si (p < 0,05) segln test t-Student
para variables paramétricas y test Mann-Whitney para variables no paramétricas. Fuente:

Elaboracion propia.

Grupo Control | Grupo de Estudio
n =46 n =108

Variable Media £ DE Media = DE Valor p
CT (mg/dL) 152 + 28 166 + 58 0,3444
C-HDL (mg/dL) 55+ 10 47 £ 12 0,0007*
C-LDL (mg/dL) 81 + 23 96 + 54 0,2016
TG (mg/dL) 84 £ 45 112 + 66 0,0016*
C-No HDL 97 £ 27 119 + 55 0,029*
TG/C-HDL 1,7£12 27+21 0,0001*
Apo Al (mg/dL) 165 + 23 157+ 34 0,11

CT: colesterol total; C-HDL: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad; C-LDL:
colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad; TG: triglicéridos; C-no HDL: colesterol no
HDL.
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Tabla 18. Prevalencias de parametros alterados en el perfil lipidico en poblaciéon de

estudio y la poblacidon control. Se presenta porcentajes (%) de parametros alterados en

relacion al rango de referencia. Fuente: Elaboracion propia.

Variable Gru2o:(34%ntrol Grupﬁ gelggtudlo Rango de referencia
CT 6,5% 20% > 200 mg/dL
C-HDL 9% 28% <40 mg/dL
C-LDL 0% 12% >130 mg/dL
TG 13% 37% >130 mg/dL
C-No HDL 2% 20% > 145 mg/dL

TG/C-HDL 9% 27% >3
Apo Al 2,2% 13% <120 mg/dL
Dislipidemias 22% 55% 1 0 més parametros alterados

CT: colesterol total; C-HDL: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad; C-LDL:

colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad; TG: triglicéridos; C-no HDL: colesterol no

HDL.

Tabla 19. Determinacién de Apo Al en poblacién de estudio y poblaciéon control, segin

sexo. Se presenta media y DE (*) Son medias significativamente diferentes entre si (p < 0,05)

segun test t-Student. Grupo control: mujeres (n = 22) y hombre (n = 23). Grupo de estudio:

mujeres (n = 54) y hombre (n = 48). Fuente: Elaboracion propia.

Grupo Control Grupo de Estudio
Sexo | media + DE (mg/dL) | media £ DE (mg/dL) | valor p
Mujeres 167 + 23 151 +31 0,0502*
Hombres 164 + 23 165 + 35 0,8463
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Para complementar los resultados obtenidos, se determind el grado de
asociacion de los valores de Apo Al con los de C-HDL de ambas poblaciones,
por medio de la evaluacion de correlacion por el método de Pearson. El
coeficiente de correlacion (p) obtenido corresponde a 0,332, el cual demuestra
una débil asociacion de los datos, considerando una correlacion perfecta el

valor 1, y una correlacion nula el valor 0.

Apo Al mg/dL
=
U
o

130 -
110 -
S ¢ > p=0,332
70 -
50 T T T T T T 1
15,0 25,0 35,0 45,0 55,0 65,0 75,0 85,0
C-HDL mg/dL

Figura 20. Correlacion entre valores de HDL y Apo Al. Se determiné la correlacion lineal
entre HDL y Apo Al por el test de Pearson para el conjunto de valores de la poblacién control y

estudio. Fuente: Elaboracion propia.
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Elizabeth Helen Blackburn (Australia, 1948), Bioquimica.
Carolyn Widney Greider (Estados Unidos, 1961), Bioquimica.

Premio Nobel de Medicina 2009 por descubrir la telomerasa, una enzima que forma

los telomeros durante la duplicacion del ADN.
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DISCUSION

Estadisticas presentadas por la OMS el afio 2015 y por la Encuesta
Nacional de Salud, realizada por el MINSAL el aifilo 2010, demuestran que la
ECV, tanto a nivel mundial como en nuestro pais, corresponde a la primera

causa de mortalidad por ENT [2, 4].

La disfuncion endotelial, desequilibrio en la homeostasis del endotelio
vascular, se relaciona con el inicio de la aterosclerosis, proceso inflamatorio
cronico que lleva a la oclusion parcial o total de las arterias, y que puede
terminar en un evento isquémico [10]. Este proceso es favorecido por una serie

de factores de riesgo, definiendo a la ECV como una patologia multifactorial [6].

Los factores de riesgo convencionales, aquéllos que estan altamente
estudiados y asociados al aumento de la prevalencia de ECV, son clasificados
como no modificables y modificables. Dentro de los primeros, se encuentra el
antecedente de ECV prematura en un familiar de primer grado, factor de riesgo
independiente que implica una carga genética para el individuo inherente a
éste, proporcionandole un riesgo cardiovascular base y catalogando esta
poblacion como de mayor riesgo que una que no presenta este factor [37].
Poblaciones con este factor de riesgo, por tanto, son foco de mayor estudio y se
hace mas necesaria la pesquisa temprana de otros factores de riesgo

asociados a estas personas.
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Dentro de los parametros a determinar para el calculo de riesgo
cardiovascular de un individuo estan el C-LDL, asociandole a un rol
aterogénico, y C-HDL, con una funcién protectora del endotelio, las cuales se
cuantifican de forma rutinaria como parte de perfil lipidico, permitiendo predecir
el riesgo cardiovascular del individuo [54]. A pesar, de que estas
determinaciones proporcionan informacién para estratificar al individuo con
bajo, moderado o alto riesgo, existe una parte de la poblacién que a pesar de
presentar un bajo riesgo, determinado por las concentraciones de colesterol
séricas, llegan a presentar algun evento cardiovascular a lo largo de su vida.
Por esta razén existe una constante busqueda de nuevos biomarcadores para
mejorar la prediccion de este riesgo. Asi, Apo B y Apo Al, proteinas presentes
en los complejos macromoleculares LDL y HDL, respectivamente, surgen como
una alternativa o a lo menos un complemento, a las determinacion de C-LDL y

C-HDL, con un mayor poder predictivo [111, 112].

La pesquisa de factores de riesgo cardiovascular a temprana edad, por el
prematura inicio de la ECV, y la utilizacion de nuevos biomarcadores en
complemento con los marcadores convencionales, mejorarian la prediccion de
un evento cardiovascular, los diagnésticos y/o el posible tratamiento a seguir.
Asi, el grupo de expertos en salud cardiovascular del NHLBI, proponen un
cribado a nifios de 10 afios para pesquisa de dislipidemias, sumando a las

determinaciones de perfil lipidico la cuantificacion de Apo B y Apo Al, y
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destacando el riesgo de poblaciones con historia familiar de ECV precoz, como

individuos de mayor cuidado [32].

A la fecha, los laboratorios clinicos no tienen implementadas técnicas
para la cuantificacién de Apo B y Apo Al de forma rutinaria, lo que impide incluir
estas determinaciones al resto de los pardmetros convencionales para la
prediccion de riesgo cardiovascular. Sumado a esto, las herramientas mas
utilizadas para la cuantificacion de estas apolipoproteinas (nefelometria y
turbidimetria), presentan una baja sensibilidad y especificidad relacionadas con
las caracteristicas propias de la técnica y por la utilizaciébn de anticuerpos
policlonales. Es por esto que la implementacibon de inmunoensayos,
caracterizados por un alto grado de sensibilidad y detectabilidad per se, sumado
a la sensibilidad y especificidad dada por el uso de anticuerpos monoclonales
anti Apo B y Apo Al, permitiria mejorar significativamente el método de

cuantificacion de estas apolipoproteinas.

Por lo anterior, en este trabajo se plante6 estandarizar y validar dos
inmunoensayos para cuantificar Apo B y Apo Al, con AcMs, para utilizarlos
posteriormente en una poblacibn de niflos y adolescentes que presenta
antecedente de ECV precoz, determinando cOmo se encuentran los valores de
estas apolipoproteinas en una poblaciéon chilena con este factor de riesgo

asociado.
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Para poder estandarizar y validar los inmunoensayos propuestos, fue
fundamental obtener y seleccionar los AcMs adecuados para ello, proceso que
se llevé a cabo a partir de un stock acotado de hibridomas disponibles en el
laboratorio. Cuatro hibridomas productores de AcMs anti Apo Al y cuatro anti
Apo B, fueron cultivados para posteriormente ser expandidos en la cavidad
peritoneal de ratones de la cepa BALB/c. Entre los ocho hibridomas disponibles,
se evidencio la baja respuesta antigeno-especifica del clon anti-Apo B, 7G10, y
la reaccién cruzada con albumina humana de clon anti-Apo B, 4E9, lo cual los

descart6 para su expansion.

Tradicionalmente el proceso de expansion clonal se ha realizado en
ratones de la cepa BALB/c por su gran capacidad para producir tumores
liguidos en la cavidad peritoneal, cuyos volumenes pueden estar entre 2 y 10
mL/ratén, concentrando la produccién de los AcMs requeridos [171]. La
variacion tanto del volumen del liquido ascitico como de la concentracion final
del AcM obtenido, tiene directa relacion con la variabilidad biol6gica propia de
los animales utilizados y de la reaccion con los clones inyectados. Es asi como
de los 6 clones expandidos, en las mismas condiciones y cantidad de ratones
inmunizados, se obtuvieron volumenes totales de liquido ascitico entre 5 — 27
mL. A pesar de la gran diferencia entre estos voliumenes, a partir de todos fue

posible obtener las cantidades suficientes de AcMs para el trabajo posterior.
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Para la obtencion de los AcMs es fundamental realizar un proceso de
purificacion acucioso, ya que el uso de ratones para la expansion clonal implica
una acumulacion de restos biologicos en el liquido ascitico obtenido y de otras
moléculas propias de un organismo. El proceso de purificacion se realizé
mediante dos etapas, la primera para aislar las globulinas presentes en el
liquido ascitico, por precipitaciéon con sulfato de amonio saturado [172], y la
segunda para obtener el AcM puro, mediante cromatografia de afinidad,
utilizando la resina agarosa-proteina G, altamente afin al isotipo IgG; de los
AcMs producidos [173]. La precipitacion de globulinas se llevé a cabo con el
volumen total del fluido ascitico y la cromatografia de afinidad se realizé con 4 a
5 alicuotas de 600 — 800 pL de globulinas, dependiendo del clon y suficientes
para realizar todo el trabajo a desarrollar en este proyecto. Las globulinas no
utilizadas se guardaron en las condiciones adecuadas (- 80°C) pudiendo ser
purificadas por el mismo método en el momento requerido. Las concentraciones
obtenidas de los 6 AcMs purificados fueron todas superiores a 1 mg/mL (1 -1,6
mg/mL), lo cual fue Optimo para el trabajo realizado y para su buen

almacenamiento.

Con el fin de optimizar las concentraciones de trabajo, nivel de afinidad,
reducir el ruido y/o uniones inespecificas del ensayo, se realizo la titulacion de
los AcMs por ELISA indirecto [174]. El titulo de cada anticuerpo, que por
definicion corresponde a la mitad de D.O maxima, se muestra en las tablas 6 y

7, pero las diluciones utilizadas en el proceso se ajustaron segun las curvas de
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titulacion (figura 5) en relacion a los requerimientos del experimento. Los titulos
obtenidos se pueden ver afectados por cambio de stock de los reactivos, es por
€S0 que una nueva obtencién de LDLn, HDLn, o nuevo suero control, requirié

realizar una nueva titulacion de los anticuerpos de trabajo.

Los AcMs anti Apo Al, se titularon frente a HDL y frente a Apo Al libre,
obteniendo igual reaccién de cada anticuerpo contra ambos antigenos. Este
resultado sugiere que los anticuerpos producidos pueden ser utilizados para la
determinaciéon de Apo Al total, ya que no existe una discriminacién de reaccion
frente a estas dos presentaciones de antigeno, considerando que aunque el
mayor porcentaje de Apo Al en circulacion se encuentra asociado a lipidos,
entre el 5-10% del total de Apo Al se encuentra libre de lipidos [175]. Los AcMs
anti-Apo B, por su parte, se titularon solo frente a LDLn, ya que Apo B por su
naturaleza altamente hidrofébica, no se presenta libre de lipidos en circulacién

[116].

El AcM anti Apo Al, 1C11B7, y ambos AcMs anti Apo B, 8G12B4 y
2F4(1)E7, para ser utilizados como Ac de revelado necesitaron una “etiqueta”
capaz de generar una sefial. Este debe cumplir con mantener Ia
inmunoreactividad del mismo y la capacidad de generar sefial de la molécula
con la que fue conjugado, ademas de mantener una unién estable. Para este
marcaje se utilizé biotina, particularmente ésteres de N-hidroxisulfosuccinimida

(NHS) de biotina, que reaccionan con los grupos aminos no protonados de IgG,
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asociandose hasta 10 moléculas de biotina por molécula de IgG [176]. Esta
molécula presenta alta afinidad con streptoavidina y avidina (Kd = 10™°) [177],
las cuales, previa conjugacion con una enzima, permite generar la sefal y la
amplificacion de la misma, por la capacidad de unir hasta 4 moléculas de
biotina. Los tres Ac conjugados presentaron un titulo menor al determinado sin
conjugar, pero una D.O. significativamente mayor y, por ende, amplificacién de

la senal.

El clon 8G12B4 presentd una reaccion inespecifica con la proteina de
blogueo, BSA, que se evidencié cuando éste fue conjugado con biotina y en el
ELISA sandwich con el otro AcM anti-Apo B, 2F4(1)E7, al presentar una
elevada lectura de D.O. en ausencia de antigeno. A pesar de intentar sopesar
estos problemas, con el uso de otras proteinas de bloqueo o probando distintas
concentraciones Yy/o titulos para disminuir las interacciones inespecificas, ésto
no fue posible, y el AcM fue descartado como Ac de captura o revelado en la
estandarizacion del inmunoensayo. Debido a que solo se contaba con 2 AcMs
anti-Apo B, se hizo necesario cambiar el tipo de inmunoensayo, llevando a la
estandarizacion de un ELISA de competencia, utilizando solo el AcM 2F4(1)E7-
bit. Este tipo de inmunoensayo es altamente utilizado en la clinica, pero, en
general, la sensibilidad y detectabilidad de estos ensayos es inferior a la de un
ELISA sandwich [169]. A pesar de esto, frente a las nuevas condiciones, se

presentd como la mejor opcion a utilizar.
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Uno de los puntos clave a considerar en la estandarizacion del ELISA de
competencia para cuantificar Apo B, correspondiéo a la variabilidad en la
reaccion de los AcMs contra distintos stocks de LDLn. La LDLn es altamente
susceptible a modificaciones, principalmente a oxidacion, por lo cual es
recomendable almacenarla en presencia de nitrdgeno, en oscuridad, y por un
tiempo no superior a 1 mes y medio. Por esta razén, por cada nueva
preparacion de LDLn, fue necesario volver a titular los AcMs anti-Apo B. La
reaccion obtenida con cada nuevo pool de LDLn, fue altamente variable, desde
una reactividad muy baja (D.O. < 0,4) a una moderada y alta (D.O.> 2,0), en
relacion a una misma dilucion del AcM. La utilizacion de un suero calibrador
(TruCal), mostré una variabilidad en la reactividad que fue mucho menor, lo cual

dio consistencia a los resultados y permitié estandarizar la curva de calibracion.

En relacion a los AcMs anti-Apo Al: 8B12, 8A4 y 2C10, los tres se
caracterizaron para ser utilizados como Acs de captura, siendo posible con
todos ellos obtener una curva de calibracion en un amplio rango de
concentraciones, previa linearizaciéon por medio de logaritmo, para un ELISA
tipo sandwich. En todos los casos, 1C11B7-bit se utiliz6 como Ac de revelado.
De las tres curvas obtenidas, la mejor correlacién lineal y la mayor sensibilidad
fue dada por el AcM 2C10, estandarizando la curva de calibracion con este Ac.
Se disminuyeron las concentraciones del rango de la curva de calibracion
permitiendo una relacion directa concentracion/D.O., y se cambié el sustrato

OPD a TMB, ya que el segundo esta altamente descrito que presenta una
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mayor sensibilidad que el primero [178], lo que permitio determinar bajas
concentraciones y obtener una curva de calibracion en el rango de 0 — 50
ng/mL, con lecturas de D.O. mayores a 1.0 para las concentraciones

superiores.

La validacion de los métodos, que se realiz6 en base a la Guia de
Técnicas Inmunoenzimaticas de Ochoa et al. 2012 y la Guia de Aspectos
Generales sobre la Validacion de Métodos del ISP, 2010, es un paso
fundamental para asegurar que los resultados obtenidos con la técnica o
método estandarizado son confiables. Para realizar esto, fue necesario
determinar un plan de validacion que contempla definir el método, establecer
los pardmetros a evaluar, las pruebas experimentales y los criterios de
aceptabilidad [179]. En el caso de los inmunoensayos estandarizados se
determind evaluarlos pardmetros de selectividad, linealidad, precision

intraensayo e interensayo y exactitud.

El ELISA de competencia estandarizado para la cuantificacién de Apo B
no logré cumplir con los criterios de aceptabilidad propuesto para cada
pardmetro, siendo la variabilidad de los resultados obtenidos y del
comportamiento frente a las diferentes matrices el principal impedimento. En
relacion a la selectividad (Tabla 9), el estdndar de Apo B, presentd diferencias
significativas con LDL y el suero control de lipidos, pero no con el suero control

BioRad. Asimismo, LDL, suero control de lipidos y suero control BioRad, no
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presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Este
resultado por si solo, no representa grandes diferencias de comportamiento
entre las distintas matrices, pero al analizar el nivel de variabilidad de los datos
se determin6 un CV entre el 55y 123%, y una diferencia altamente significativa,
en las 4 matrices utilizadas, entre el valor real sembrado (300 ng/mL) y el valor
obtenido con la técnica. Este nivel de variabilidad entre las matrices,
complementado con las diferencias significativas encontradas en los
porcentajes de inhibicibn de 3 matrices diferentes (figura 16), y la baja
correlacion entre el método evaluado y un método comercial utilizado (figura
18), demuestran la baja aplicabilidad que logra el método estandarizado. En
consecuencia, el ELISA para cuantificacion de Apo B se encuentra limitado, y
se descarta su utilizacion para cuantificar Apo B en la poblacion de estudio, por
no cumplir con las caracteristicas basicas que permitirian obtener resultados

confiables.

El ELISA sandwich para cuantificacion de Apo Al, cumpli6 con los
criterios de aceptabilidad propuestos para cada parametro evaluado, validando
su uso para la cuantificacién de Apo Al en la poblacion de nifios y adolescentes
en estudio. A pesar que en la evaluacion de la selectividad, la Apo Al libre
obtenida en nuestro laboratorio mostro diferencias significativas entre la Apo Al
libre (Francia) y el valor real (25 ng/mL), es necesario considerar que esta
proteina fue obtenida en el laboratorio, a partir de diferentes pools de HDL de

donantes sanos, por lo cual existe una variabilidad biologica intrinseca de la
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muestra, y no ha pasado por un control de calidad externo que la valide como
un suero control per se. Aun asi, no presenta diferencias estadisticamente
significativas con el suero control BioRad, el cual si corresponde a un suero
control sometido a normas estrictas de control de calidad por el fabricante y
altamente utilizado en la clinica. En relacion a la exactitud, determinada con
suero control BioRad en tres concentraciones distintas catalogadas como baja,
media y alta (8,15 y 40 ng/mL), se aplicé el test t-Student y se determiné el
porcentaje de recuperacion. La concentracion mayor obtenida presentd
diferencias significativas con la concentracion real sembrada y un porcentaje de
recuperacion dos puntos por debajo del rango aceptable, determinando un
sesgo negativo de las determinaciones en este nivel de la curva. Frente a este
resultado, y considerando que la concentracién baja y media cumplen con el
criterio de aceptabilidad para exactitud, se determind limitar el rango de la curva
para la cuantificacion de las muestras, cuidando utilizar diluciones que permitan
una determinacion por debajo de 40 ng/mL. Los pardmetros de precision
intraensayo, precision interensayo y linealidad no presentaron inconvenientes

para cumplir con los criterios de aceptabilidad propuestos para cada uno.

En relacibn al estudio poblacional, se reclutaron 108 nifios y
adolescentes con antecedente de ECV precoz, definida como un infarto agudo
al miocardio y/o revascularizacion coronaria percutdnea o quirdrgica en
hombres < 55 afios y mujeres < 60 afos, para el estudio del perfil lipidico,

incluyendo la cuantificacion de Apo Al, y 46 nifios y adolescentes sin este
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antecedente, como grupo control. Para la caracterizacion de ambos grupos se
determinaron parametros clinico-antropométricos, de los cuales: la CC,
determinacién asociada a la acumulacién de grasa a nivel abdominal y el IMC-Z
score, correspondiente a la normalizacion del IMC en base a la desviacion
estandar Z, la cual es constante en una poblacion independiente del estado
nutricional del individuo [180], fueron significativamente menores en el grupo de
estudio con relacién al control. Debido a que el Unico parametro de inclusion de
grupo de estudio correspondié a la historia familiar, y viceversa, el Unico
pardmetro de exclusion del grupo control fue el antecedente de ECV precoz,
sumando a que la Unica variable que se controlé fue el rango etario de las
poblaciones (2 y 18 afios), es esperable que no existiera una total coincidencia
en los parametros de caracterizacion de los grupos. Considerando la
categorizacion de las poblaciones en relacion al estado nutricional, el 60,8% de
la poblacién control presenté sobrepeso u obesidad y so6lo un 47,6% de la
poblacién de estudio presentd esta condicion, lo que se corresponde con las

diferencias encontradas en relacion a la CC y el IMC-Z score.

La determinacion de los parametros lipidicos de las poblaciones,
demostré que todas las categorias del grupo de estudio presentaron mayor
porcentaje de valores alterados en relacion con el grupo control, segun los
rangos de referencia. Aunque no en todos los casos esto se reflejé en una
diferencia estadisticamente significativa (CT, C-LDL y Apo Al). Asi el grupo de

estudio presentd un 55% de prevalencia de dislipidemias versus un 22% del
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grupo control. Este resultado suma otro factor de riesgo de ECV a mas de la
mitad de la poblacion, que ya presenta como riesgo base la historia familiar de
ECV prematura. La pesquisa de estos valores alterados permite que a los nifios
y adolescentes afectados se les proporcione un tratamiento en base a estilos de
vida saludable, segun los requerimientos del paciente, para revertir el riesgo de

futura ECV.

La concentracion de Apo Al, como se menciond, no presento diferencias
significativas en el analisis comparativo del grupo en estudio y del grupo control,
pero si se encontrd6 una prevalencia de valores < 120 mg/dL en un 13% en
relacion a un 2,2% de la poblacion control. Mas aun, al categorizar la poblacién
segun sexo, las mujeres del grupo de estudio presentaron una evidente
disminucién de los valores de Apo Al, los cuales alcanzan una diferencia
estadisticamente significativa, en relacién al grupo de control, no asi en el sexo
masculino, donde se obtuvieron valores practicamente idénticos entre las dos
poblaciones. Esto sugiere la posibilidad de que la prevalencia de dislipidemias o
la historia familiar de ECV precoz, podrian afectar los valores de Apo Al
asociados a las mujeres, no asi a los hombres. En relacion a la correlacion
determinada entre HDL y Apo A1, esta se clasifico como débil (p = 0,332),
resultado que se puede deber a la heterogeneidad de las moléculas de HDL y el
porcentaje de Apo Al libre en circulacion (5-10%). A pesar que se encontré una
prevalencia mayor de valores alterados en el grupo de estudio, estos resultados

no permiten por si solos predecir un riesgo de futura ECV, ni se presenta como
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una mejora sustancial por sobre los resultados obtenidos con el resto de los
parametros del perfil lipidico. Sin embargo, la importancia de estos resultados
se relaciona con conocer los valores de Apo Al en nifilos y adolescentes con
antecedente de ECV precoz, de los cuales no existen estudios previos en la
poblacién chilena. Aunque no fue posible evaluar las concentraciones de Apo B
en esta poblacién con nuestros AcMs anti-Apo B, y no disponiamos de otro
ensayo para ello, la determinacién de estos valores seria un gran aporte para
una posible de determinacién del riesgo de estos individuos, ya que este
pardmetro permitiria obtener la relacion Apo B/Apo Al, la cual se ha descrito
permite mejores aproximaciones que ambas apolipoproteinas en forma

individual [155].

En conclusién, el conocimiento de los valores de Apo Al determinados
para nifios y adolescentes con historia familiar de ECV precoz en una poblacién
chilena, en conjunto con los pardmetros de su perfil lipidico, demostraron
diferencias sustanciales en relacibn a una poblacion que no presenta este
riesgo base, lo cual expone el estado metabdlico de esta poblacion, una mayor
susceptibilidad de ésta a presentar dislipidemias, y por ende, un mayor riesgo
de un futuro evento cardiovascular, permitiendo tomar medidas para

proporcionarles un tratamiento en base a un estilo de vida saludable.
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ANEXO 1

Informacion para el contacto de posibles participantes
(ninos y adolescentes) y documento de consentimiento
informado.

“ ‘\‘{
@0 Grant ¥

Titulo Estudio: “Dislipidemia como Factor de Riesgo Cardiovascular en Nifios y
Adolescentes con Historia Familiar de Enfermedad Cardiovascular Precoz”

Segunda version. Fecha: 11.06.2014.
Estimados padres, madres y/o tutores legales:

Estamos invitando a su(s) hijo(s) a participar de este estudio para evaluar su perfil
lipidico y factores de riesgo cardiovascular, por tener el antecedente familiar de enfermedad
cardiovascular precoz demostrada, definida como infarto al corazén o enfermedad de los vasos
sanguineos del corazén que ha requerido tratamiento de angioplastia o bypass de la circulacién
coronaria antes los 55 afios de edad.

Este estudio se desarrollara entre los meses de Junio y Diciembre de 2014. Su
propdsito es identificar la presencia de alteracion de los lipidos (colesterol, triglicéridos) en su
hijo. Creemos que el conocer tempranamente alteraciones clinicas y/o metabdlicas relacionadas
con riesgo de enfermedad cardiovascular, permite establecer oportunamente medidas que las
corrijan.

Estan invitados a participar niflos mayores de 2 afios y adolescentes hasta 20 afios, con
historia familiar de enfermedad cardiovascular precoz.

El estudio consiste en una evaluacion médica, donde se realizard un examen clinico
para evaluar peso, talla, indice de masa corporal (IMC), éste definido como peso Kg/talla cm?.
Circunferencia de cintura y presion arterial. Se completaran los datos clinicos con antecedentes
de obesidad, sedentarismo, tabaquismo y de Diabetes Mellitus. Este examen clinico se realizara
en el Centro Médico Cardimed, ubicado en San Martin 1332, Concepcion o en el Centro Médico
de Diagnéstico Clinico de la Facultad de Medicina de la Universidad de Concepcién
(Chacabuco esquina Janequeo s/n). Una enfermera universitaria tomara solo una muestra de
sangre de para evaluar los lipidos (grasas) que permitirAn conocer las concentraciones de
colesterol y triglicéridos. Se guardara una pequefia cantidad de plasma, si estos examens se
encuentran alterados, se determinaran otros examenes relacionados con riesgo cardiovascular:
Apo A-l, Apo B, que son sustancias (proteinas) que transportan los lipidos (grasas) en la
sangre; y PCR ultrasensible (examen para determinar inflamacion en los tejidos). Los nifios y
adolescentes que presenten el colesterol y/o triglicéridos alterados, con o sin presion arterial
alta, alteraciones del aztcar en la sangre u obesidad seran referidos para ser controlados en el
Policlinico de Endocrinologia Infantil.
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La toma de una muestra de sangre venosa (8 ml, equivalente a 1 % cucharadita de té
aproximadamente), puede producir una equimosis (pequefio moretdn) y leve dolor en el sitio de
puncién, que generalmente no reviste problema. La realizacién de este procedimiento se
realizara en la Unidad de Investigacion del Hospital “Guillermo Grant Benavente” (San Martin
1436, Concepcién

La participacion en este estudio es voluntaria, no tendra costo para usted, excepto el
transporte para los traslados de la evaluacion médica y toma de muestra de sangre, el que
debera cancelar el participante. Usted puede retirar a su hijo en cualquier momento, sin dar
explicaciones, y ello no repercutird en las atenciones de salud que necesite.

Toda la informacion derivada de su participacion en este estudio sera conservada bajo
estricta confidencialidad y nadie ajeno al estudio podra acceder a dicha informacion.
Llevaremos un riguroso registro con los datos de su(s) hijo(s) y finalizado el estudio podremos
entregarle a usted un completo informe. Cualquier publicacién o comunicacién cientifica de los
resultados del estudio sera completamente anénima.

Si usted quiere cualquier otra informacién sobre su participacion en este estudio puede
llamar a los médicos: Dra. Carol Cleveland, Dra. Sylvia Asenjo Endocrinéloga Infantil, Dra.
Carolina Friz y Dr. Luis Pérez. Teléfonos de contacto: 2204852, 2204877, Dpto. Pediatria,
Facultad de Medicina, Universidad de Concepcion.

Ante cualquier duda sobre los derechos como participante de un estudio clinico, puede
contactar a CEC Revisor: Comité Etico Cientifico Servicio de Salud Concepcion, fono 2722745

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de haber
podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para que mi hijo(a) participe en el
estudio. “Dislipidemia como Factor de Riesgo Cardiovascular en Nifios y Adolescentes con
Historia Familiar de Enfermedad Cardiovascular Precoz”

Nombre del hijo (a): Firma:
Fecha:
Nombre del médico: Firma:
Fecha:
Director del Centro o delegado: Firma:
Fecha:
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ANEXO 2

Informacion para el (o 1a) participante de edades entre 18 y
20 afios y documento de consentimiento informado.

S
<
A S
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@0 Grant ¥

Titulo Estudio: “Dislipidemia como Factor de Riesgo Cardiovascular en Nifios y
Adolescentes con Historia Familiar de Enfermedad Cardiovascular Precoz”

Segunda version. Fecha: 11.06.2014.
Estimados joven:

Le invitamos a participar de este estudio para evaluar su perfil lipidico y factores de
riesgo cardiovascular por tener el antecedente familiar cercano de enfermedad cardiovascular
precoz demostrada, definida como infarto al corazon o enfermedad de los vasos que
sanguineos del corazén que ha requerido tratamiento de angioplastia 0 bypass de la
circulacion coronaria antes los 55 afios de edad.

Este estudio se desarrollard entre los meses de Marzo y Noviembre de 2015,
participaran ninos mayores de 2 afios y adolescentes hasta 20 afios con historia familiar de
enfermedad cardiovascular precoz. Su propdsito es identificar oportunamente la presencia de
alteracion de los lipidos (grasas)(colesterol, triglicéridos). Creemos que el conocer
tempranamente alteraciones clinicas y/o metabdlicas relacionadas con riesgo cardiovascular,
permite establecer oportunamente medidas que las corrijan.

El estudio consiste en una evaluacién médica, donde se realizard un examen clinico
para evaluar peso, talla, indice de masa corporal (IMC), éste definido como peso Kg/talla cm?,
circunferencia de cintura y presidn arterial. Se completaran los datos clinicos con antecedentes
de obesidad, sedentarismo, tabaquismo y de Diabetes Mellitus. Este examen clinico se realizara
en el Centro Médico Cardimed, ubicado en San Martin 1332, Concepcién o en el Centro de
Diagnéstico Clinico de la Facultad de Medicina de la Universidad de Concepcion (Chacabuco
esquina Janequeo s/n). Una enfermera universitaria tomara sélo una muestra de sangre para
evaluar los lipidos (grasas) que permitiran conocer las concentraciones de colesterol y
triglicéridos. Se guardard una pequefia cantidad de plasma, si estos exdmenes se encuentran
alterados, se determinaran otros examenes relacionados con riesgo cardiovascular: Apo A-l,
Apo B, que son sustancias (proteinas) que transportan los lipidos (grasas) en la sangre; y PCR
ultrasensible (examen para determinar inflamacion en los tejidos). Los nifios y adolescentes
que presenten el colesterol y/o triglicéridos alterados, con o sin presion arterial alta,
alteraciones del azlicar en la sangre u obesidad seran referidos para ser controlados en el
Policlinico de Endocrinologia Infantil.
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La toma de una muestra de sangre venosa (8ml, equivalente a 1 % cucharadita de té
aproximadamente), puede producir una equimosis (pequefio moretdn) y leve dolor en el sitio
de puncién, que generalmente no reviste problema. La realizaciéon de este procedimiento se
realizard en la Unidad de Investigacion del Hospital “Guillermo Grant Benavente” (San Martin
1436, Concepcidén

La participacion en este estudio es voluntaria, no tendra costo para usted, excepto los
traslados al lugar de la evaluacién médica y toma de muestra de sangre, transporte que debera
cancelar el participante. Usted puede retirarse en cualquier momento, sin dar explicaciones, y
ello no repercutira en las atenciones de salud que necesite.

Toda la informacién derivada de su participacién en este estudio sera conservada bajo
estricta confidencialidad y nadie ajeno al estudio podrda acceder a dicha informacién.
Llevaremos un riguroso registro con sus datos y finalizado el estudio podremos entregarle a
usted un completo informe. Cualquier publicacién o comunicacién cientifica de los resultados
del estudio serd completamente anénima.

Si usted quiere cualquier otra informacidon puede llamar a los médicos: Dra. Carol Cleveland,
Dra. Sylvia Asenjo Endocrindloga Infantil, Dra. Carolina Friz y Dr. Luis Pérez. Teléfonos de
contacto: 2204852, 2204877, Dpto. Pediatria, Facultad de Medicina, Universidad de
Concepciodn.

Ante cualquier duda sobre los derechos como participante de un estudio clinico, puede
contactar a CEC Revisor: Comité Etico Cientifico Servicio de Salud Concepcién, fono 2722745

Después de haber recibido y comprendido la informaciéon de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el estudio.

Nombre del o la joven: Firma:
Fecha:
Nombre del médico: Firma:
Fecha:
Director del Centro o delegado: Firma:
Fecha:
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ANEXO 3

Informacién para el (o 1a) menor de 18 afios participante y
documento de asentimiento.

Titulo Estudio: “Dislipidemia como Factor de Riesgo Cardiovascular en Nifios y
Adolescentes con Historia Familiar de Enfermedad Cardiovascular Precoz”

Segunda version. Fecha: 11.06.2014.

Yo,

he sido invitado (a) participar en este estudio de investigacion, siendo informado en que
consiste, por el Dr. (o Dra.)

¢Por qué se esta realizando este estudio?

Me han informado que este estudio se desarrolla para determinar las grasas de mi sangre y en
el caso de estar alteradas, poder saberlo, ya que en mi familiar hay antecedentes de
enfermedad al corazon.

¢, Qué debes hacer?
Ir al Doctor y aceptar que me sanquen sangre para el examen de las grasas.
¢ Qué beneficios puedes esperar?

En caso de estar alterados recibiré indicaciones para mejorarlos y prevenir problemas al
corazoén a futuro.

¢Puedes negarte a participar?

Si, no estoy obligado a particiar en este estudio. Puedes retirarte cuando lo desees y hacer
cualquier pregunta en todo momento.

Si necesito cualquier otra informacion puedo llamar a los médicos: Dra. Carol Cleveland, Dra.
Sylvia Asenjo Endocrindloga Infantil, Dra. Carolina Friz y Dr. Luis Pérez. Teléfonos de contacto:
2204852, 2204877, Dpto. Pediatria, Facultad de Medicina, Universidad de Concepcion.

CEC Revisor: Comité Etico Cientifico Servicio de Salud Concepcion, fono 2722745
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Nombre del nifio o adolescente:
Fecha:

Nombre del padre o madre:

Firma:

Fecha:

Nombre del médico:

Fecha:
Director del Centro o delegado:

Fecha:

Firma:

Firma:

Firma:
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ANEXO 4

Aprobacion del Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Concepcion

COMITE ETICO CIENTIFICO SERVICIO SALUD CONCEPCION
COMITE CONSTITUIDO EN CONFORMIDAD A LA R, EX N°2444 | 14.08.2012,

CONCEPCION, 20 de Agosto de 2014

Sra

Dra. Claudia Radojkovic Navarro :
Investigador Responsable

Presente.

Estimada Dra. Radojkovic:
El Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Concepcin, certifica que con fecha 10 de julio de
2014 aprobo el protocolo de estudio titulado: “Distipidemia y asociacion con marcadores con riesgo

cardiovascular en nifios y adolescentes con historia familiar de enfermedad cardiovascular precoz”’

Se entrega el presente certificado, para ser presentado por usted al Concurso de Proyectos de
Investigacion de la Sociedad Chilena de Endocrinologia y Diabetes, afo 2014.

Atentamente,

S COMITE
ETICO
CIENTIFICO

ecretario CEC -SSC
Distribucion

- La indicada
- Archivo CEC

o ]
DATOS DE CONTACTO CEC SSC.:- San Martin 1438, Concepcion. Fono:56-41-2722745 Pagina 1

ESTE COMITE CUMPLE CON LAS GUIAS DE BUENA PRACTICA CLINICA DEFINIDAS POR LA CONFERENCIA INTERNACIONAL DE
ARMONIZACION(GCP-CH), CON LAS LEYES CHILENAS N° 20120 , N° 19.628 , N° 20.584 Y CON LAS NORMAS INSTITUCIOMALES DEL
SERVICIO DE SALUD CONCEPCION
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