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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) son las enfermedades con mayor
tasa de mortalidad a nivel internacional y en Chile. La mayoria de las ECVs son
causados por la aterosclerosis, por lo que se utilizan modelos de prediccion
para evaluar el riesgo cardiovascular; sin embargo, existen sobreestimaciones y
subestimaciones en cada tabla de estratificacion dado que son desarrolladas en

poblaciones especificas.

La fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina (Lp-PLA2) es un biomarcador que
aumenta en la aterosclerosis, pudiendo ser una herramienta de evaluacion
complementaria para la prediccion del riesgo cardiovascular; no obstante, los
kits comerciales para cuantificar Lp-PLA2 poseen un alto costo, por lo que es un

marcador de segunda linea.

En este trabajo se cultivaron hibridomas productores de anticuerpos anti-Lp-
PLA2, fueron caracterizados mediante ELISA indirecto y se produjo fluido
ascitico en ratones para la obtencion de un anticuerpo monoclonal purificado y

especifico para Lp-PLA2 recombinante.

En conclusién, la obtencion del anticuerpo monoclonal 2A7G6 especifico para
Lp-PLA2 recombinante podria contribuir a la estandarizacion de un

inmunoensayo para su cuantificacion plasmatica.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVDs) have the highest mortality rate in Chile and
worldwide. Most CVDs are originated by atherosclerosis, therefore risk
prediction models are used to assess cardiovascular risk; however, there are
overestimations and underestimations in every risk stratification tool, since they

are developed in specific populations.

Lipoprotein associated phospholipase A2 (Lp-PLA2) is a biomarker that
increases in atherosclerosis, and can be a complementary evaluation tool for the
cardiovascular risk prediction; nevertheless, commercial kits to quantify Lp-PLA2

are high-priced, therefore it is a second line marker.

In this paper, hybridomas producing anti-Lp-PLA2 antibodies were cultured, then
characterized by indirect ELISA, and ascitic fluid was produced in mice to obtain

a purified and specific monoclonal antibody for the recombinant Lp-PLAZ2.

In conclusion, the obtained specific monoclonal antibody, 2A7G6 anti
recombinant Lp-PLA2, may contribute to the standardization of an immunoassay

for its plasma quantification.

viii



1. INTRODUCCION

1.1) Aspectos epidemiolégicos

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) son las enfermedades con mayor
tasa de mortalidad a nivel internacional y en Chile. Ademas, contribuyen a una

reduccion en la calidad de vida y a grandes costos en atencion de salud.

Durante el 2016, se estima que hubo 41 millones de muertes por enfermedades
no transmisibles (ENT), aproximadamente el 71% del total general de decesos,
donde se registraron 17,9 millones de muertes debido a las enfermedades
cardiovasculares (44% del total de muertes por ENT) (WHO, 2018a). En
particular, la cardiopatia isquémica y el accidente cerebrovascular ocasionaron
15,2 millones de defunciones en el afio 2016 y han sido las principales causas
de mortalidad durante los ultimos 15 afios (OMS, 2018). En Chile, la mortalidad
por enfermedades cardiovasculares fueron las que lideraron las defunciones el

2016 siendo un 27% de las muertes totales (WHO, 2018b).



Las ECVs comprenden una serie de trastornos que afectan al corazon y los
vasos sanguineos (OMS, 2017), entre los cuales se encuentran: enfermedad
coronaria (infarto agudo al miocardio, angina estable/inestable, antecedentes de
angioplastia o cirugia de revascularizacion miocardica), enfermedad
cerebrovascular (accidente cerebrovascular o ataque cerebral isquémico
transitorio), enfermedad arterial periférica, enfermedad adrtica aterosclerotica,

enfermedad renovascular y enfermedad carotidea (MINSAL, 2017,P:7).

La base patogénica comun a la mayoria de las ECVs es la aterosclerosis. Este
€S un proceso cronico, de caracter inflamatorio, donde existe una acumulacion
de lipidos, células y elementos fibrosos en el endotelio arterial que obstruyen el
flujo de sangre a los tejidos siendo el resultado de complejas interacciones
entre las células pertenecientes a la pared vascular y células del sistema

inmune (Le borne, Caliguiri, Nicoleti, 2015; Llapur, Gonzalez, 2017).

La formacion de la placa aterosclerdtica es de origen multifactorial, de progreso
lento y silencioso. Con frecuencia, las placas suelen desarrollarse desde la
nifiez, durante muchos afios sin una manifestacion clinica evidente (Llapur,
Gonzalez, 2017). No obstante, la mayoria de las manifestaciones agudas de la
aterosclerosis son producto de la ruptura de la placa aterosclerotica (Van der

wal, Becker, 1999) donde, habitualmente, es tarde para prevenir o evitar el
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infarto o la muerte, siendo la mayoria de los tratamientos paliativos y no

curativos.

Existen diversas herramientas para evaluar el riesgo cardiovascular. Las mas
utilizadas, debido a su simpleza y valor predictivo, son las tablas de
estratificacion o modelos predictivos. Estas evalGan la probabilidad de sufrir un
evento cardiovascular en los préximos 5 6 10 afios, segun la presencia de
factores de riesgos modificables o no modificables (Nayor, Vasan, 2016).
Existen variados modelos predictivos a nivel internacional, sin embargo, como
estas estratificaciones han sido desarrollas en grupos de poblaciones
especificos, se hallan diferencias entre cada modelo y muchas veces no se
llega a un consenso terapéutico, lo que se puede llevar a sobreestimaciones o
subestimaciones del riesgo cardiovascular, dependiendo de las caracteristicas
de la poblacion estudiada (Nayor, Vasar, 2016; Kunstmann, Gainza, 2018;

Siontis et al, 2012; Sarré-Alvarez et al, 2018).

En Chile, principalmente se aplica la tabla de estratificacion adaptada de
Framinghan. Si bien esta estratificacion estima de manera adecuada el riesgo
global nacional, es mas exacta en la poblacion masculina que en la femenina,
ya que suele haber una subestimacion del riesgo cardiovascular en las mujeres,

en especial en los casos pertenecientes a los extremos de la curva de riesgo
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(bajo riesgo y alto riesgo) (Kunstmann, Gainza, 2018; Kunstmann et al, 2012)

1.2) Fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina

Con el fin de refinar los modelos de prediccion de riesgo se da paso a los
biomarcadores. Uno de ellos es la fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina (Lp-

PLA2).

La Lp-PLA2, también denominado PAF-acetil hidrolasa (PAF-AH), es una
enzima que consta de 441 aminoacidos y un peso molecular de 45.4 kDa.
Pertenece a la familia GVII de las enzimas PLA2 y difiere de las otras
fosfolipasas ya que es independiente de Ca *? y su sitio activo se compone de
una triada catalitica de serina, acido aspartico e histidina (Stafforini, 2015;

Castillo, 2011).

Circula en plasma en su forma activa, formando complejos con lipoproteinas.
Aproximadamente 70-80% de la Lp-PLA2 se asocia a lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y en un 20-30% a lipoproteinas de alta densidad (HDL)
(Stafforini, 2015), siendo sélo una pequefia cantidad la que se une a las

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y a la lipoproteina (a).



PAF-AH tiene una profunda preferencia por las particulas mas densas y
electronegativas de LDL, ya que se une a los dominios electronegativos

presentes en la apoproteina B (apoB) de estas particulas (Castillo, 2011).

Es producida y secretada por células hematopoyéticas (monocitos/macrofagos,
mastocitos, linfocitos T, plaquetas) (Tellis & Tselepis, 2009) pero, in vivo, es
producida mayoritariamente por macréfagos y células espumosas que se
encuentran dentro de las placas ateroscleréticas (Castillo, 2011; Krishnankutty,

2005).

Existe una controversia de acuerdo al rol que cumple la Lp-PLA2 en el
desarrollo de la aterosclerosis ya que, si bien esta enzima podria tener una
funcion anti-aterosclerética debido a que detiene a PAF de producir compuestos
pro-inflamatorios (Tellis & Tselepis, 2009) Lp-PLA2 al hidrolizar fosfolipidos
oxidados genera productos pro-inflamatorios que estan involucrados en la
disfuncion endotelial, inflamacién y formacion del ndcleo necrotico en la placa
(Silva et al, 2011; The Lancet, 2010). Ademas, numerosos estudios indican que
niveles altos de Lp-PLA2, tanto en actividad como concentracion, estan
relacionados significativamente a eventos cardiovasculares (The Lancet, 2010;
Li et al, 2017; Regence, 2018) y esta elevacion plasméatica contribuye con un
riesgo de aproximadamente 2 veces para accidentes cerebrovasculares o

enfermedad de la arteria coronaria (Wang et al, 2018), siendo un marcador de



riesgo independiente a los factores de riesgos tradicionales (Packard et al,

2000).

Sin embargo, solo es considerado como un posible marcador de inflamacion en
la aterosclerosis, puesto que en investigaciones con inhibidores de Lp-PLA2 no
se obtuvieron resultados significativos en disminuir el riesgo de un evento
cardiovascular (Choi WG et al, 2018). Aun asi puede ser una herramienta de

evaluacion complementaria de riesgo cardiovascular clasico (Li, D. et al, 2017).

Los actuales métodos para cuantificar concentracion plasmatica de Lp-PLA2
son ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) tipo sandwich. Estos
utilizan dos anticuerpos monoclonales anti-Lp-PLA2. El primer anticuerpo anti-
Lp-PLA2 es de captura y se encuentra inmovilizado en una microplaca; el
segundo anticuerpo es de revelado y estd marcado, generalmente, con
peroxidasa de rabano. Luego, se realiza una curva estandar con Lp-PLA2
recombinante en la cual se interpolan las muestras a cuantificar (R&D Systems,

Inc, 2016).

A pesar del gran potencial que tiene la Lp-PLA2 como biomarcador, los actuales
métodos de cuantificacion poseen un alto costo, dejando a esta enzima como

un marcador de segunda linea (Kunstmann, Gainza, 2018; Regence, 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29135482

2. OBJETIVOS

2.1) Hipotesis

La caracterizacion de anticuerpos monoclonales, producidos por hibridomas,
permite la estandarizacion de un ELISA para la cuantificacion de Lp-PLA2

plasmatico.

2.2) Objetivo general

Caracterizar anticuerpos monoclonales especificos para Lp-PLA2 y estandarizar

un ELISA para su cuantificacion.

2.3) Obijetivos especificos

1.- Clonar hibridomas y caracterizar los anticuerpos producidos anti Lp-PLA2.

2.- Purificar los anticuerpos seleccionados desde fluido ascitico obtenido en

ratones.

3.- Estandarizar un ELISA con los anticuerpos monoclonales purificados.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1) Cultivo de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales

anti-Lp-PLA2

3.1.1) Preparaciéon de medio de cultivo para hibridomas:

Para la preparacion del medio de cultivo para hibridomas se suplemento
DMEM, en condiciones estériles, con 10% (v/v) de suero bovino fetal, 2 mM de
L-glutamina, 0,1 mM de aminoacidos no esenciales, 0,5 nM de 2-

mercaptoetanol, HEPES, 100 U/mL penicilina y 100ug/mL estreptomicina.

Para la elaboracion de feeder, se utilizo un raton BALB/c, proveniente del
Centro Regional para Estudios Avanzados para la Vida (CREAV, Universidad
de Concepcion). El ratbn BALB/c fue sacrificado mediante dislocacién cervical y
se extirpd su bazo en condiciones estériles. El bazo fue lavado y perfundido con
15 mL de DMEM sin suplementar y la suspension celular resultante fue

transferida a un tubo cénico de 15 mL. La suspension fue centrifugada durante



10 minutos a 1500 rpm, se elimind el sobrenadante y las células (pellet) fueron

resuspendidas en 7 mL de DMEM suplementado.

3.1.2) Cultivo de hibridomas productores de anticuerpos anti-Lp-PLA2:

Se utilizaron clones de hibridomas productores de anticuerpos anti-Lp-PLA2
originados en una investigacién anterior (Soto, 2015). Estos hibridomas se
retiraron desde nitrégeno liquido (-195,8 °C), se descongelaron a bafio maria vy,
posteriormente, se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm. EI
sobrenadante fue descartado y el pellet resultante fue resuspendido en 1 mL de

DMEM suplementado.

Luego, los hibridomas productores de anticuerpos anti-Lp-PLA2 fueron
traspasados a botellas de cultivo T25, donde se afiadi®6 DMEM suplementado
junto con 1 mL de feeder. Se incubaron con la tapa semi-abierta en camara de
cultivo SANYO CO: incubator (ARQUIMED) a 37°C, 10% COz. (Schelling, 1995;

Soto, 2015).



3.2. Clonacion por dilucién limite

Se prepararon diluciones seriadas de los hibridomas productores de
anticuerpos anti-Lp-PLA2. Para ello, primero se obtuvo una suspension celular
de 160 células/mL en DMEM suplementado. A continuacion, se realizd una
dilucion seriada para obtener suspensiones de 40 células/mL y 10 células/mL
en DMEM suplementado. Se sembraron en microplacas Nunclon™ de 96
pocillos 100 uL de cada suspensién celular, sobre 50 uL de feeder sembrado
previamente en cada pocillo. Las placas se incubaron a 37°C y 10% de COz2en
camara de cultivo SANYO CO: incubator (ARQUIMED) y se mantuvieron

alrededor de 7-10 dias hasta el crecimiento de los clones.

3.2.1) Expansidén de clones seleccionados

Cuando se seleccion6 un clon como productor de anticuerpos anti-Lp-PLA2, se
hizo traspaso de éste a una placa de pocillos de mayor tamafio. Se traspaso el
clon desde una placa de 96 pocillos a una de 24 pocillos (Nunclon™). Se
adicionaron 150 uL de feeder en el pocillo a utilizar y se retir6 en un volumen
aproximado de 200 pL del clon seleccionado, arrastrando todas las células
desde el fondo del pocillo de la placa de 96. Se rellend el pocillo con mas
DMEM suplementado.
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Posterior a dias de incubacién y al crecimiento de los clones seleccionados, se
traspasaron a botellas de cultivo T25 y, subsiguientemente, a botellas de cultivo
T175, sin la utilizacion de feeder, solo con DMEM suplementado (Hamilton,

Davis, 1995; Soto, 2015).

3.3. Caracterizacion de sobrenadantes de hibridomas productores de

anticuerpo anti-Lp-PLA2

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-Lp-PLA2 producidos por los

hibridomas, se utilizé la técnica de ELISA indirecto.

3.3.1) Reactividad anti-Lp-PLA2

Para determinar la reactividad de los anticuerpos monoclonales (AcMos)

presentes en los sobrenadantes de cultivo, se utiliz6 como antigeno la proteina

Lp-PLA2 recombinante producida y purificada en una investigacion precedente

(Soto D., 2015).
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Se sensibilizé una placa ELISA Maxisorp™ con 100 uL de la proteina
recombinante Lp-PLA2 (10 ug/mL) en cada pocillo. Se dejo incubar durante
toda la noche en camara humeda a 4°C. Se bloqueé la placa con 150 uL de
ovoalbumina (OVA) al 1% (p/v) y se incub6 en camara humeda a 37°C por una
hora. Se utiliz6 como anticuerpo primario 100 ulL, por pocillo, de los
sobrenadantes de los hibridomas productores de anticuerpo anti-Lp-PLAZ2.
Como anticuerpo secundario fue utilizado 100 upL de anticuerpo anti-
inmunoglobulina de ratén conjugado con peroxidasa (Sigma-Aldrich, dilucién
1:25.000). En ambas etapas, cada anticuerpo fue incubado en cdmara humeda
a 37°C durante 1 hora. Finalmente, se revel6 con 100 uL de ortofenilendiamina
(OPD) y peroéxido de hidrégeno al 30% (v/v) en 0,15 M buffer citrato-fosfato, pH
5.0 (buffer sustrato), por 10 a 30 minutos en camara humeda a 37°C. La
reaccion fue detenida mediante la adicion de aproximadamente 50 uL de H2SOa4
al 20% (v/v). ElI material no adsorbido después de cada etapa se elimind
lavando la placa tres veces con el buffer PBS-tween (0,05%) durante 3 minutos
cada lavado. Se midid la densidad 6ptica mediante espectrofotometria en el

lector de microplacas SYNERGY-HTX (Biotek) a 490 nm.
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3.3.2) Reactividad anti albumina humana

Se realizd ELISA indirecto para determinar la posible reactividad cruzada con
albumina humana. Se procedié como en el punto 3.1) pero la sensibilizacion de
la placa ELISA Maxisorp™ se ejecutdé con 100 uL de albamina humana (10
ug/mL) en cada pocillo y se dej6é incubar durante toda la noche en camara

humeda a 4°C.

3.3.3) Determinacioén de isotipos

Se sensibiliz6 una placa ELISA Maxisorp™ con 100 uL de la proteina
recombinante Lp-PLA2 (10 ug/mL) en cada pocillo. Se dejé incubar durante
toda la noche en cdmara humeda a 4°C. Se agregaron 100 uL a cada pocillo de
los sobrenadantes de cultivo en estudio y se incubaron en camara humeda a
temperatura ambiente, durante 2 horas. Como anticuerpos isotipificadores se
utilizaron anticuerpos contra las distintas clases y subclases de
inmunoglobulinas de raton (IgG1l, IgG2a, IgG2b, 1gG3, IgM e IgA; Sigma-
Aldrich, dilucién 1:1.000). Se incubaron en camara humeda durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Como anticuerpo secundario se utilizé6 anticuerpo anti
IgG de cabra conjugado con peroxidasa (diluciébn 1:2.500), que se incubd

durante 15 minutos en camara humeda a temperatura ambiente. Finalmente, se
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revelé con 100 uL de OPD y peroxido de hidrogeno al 30% (v/v) en 0.15 M
buffer citrato-fosfato, pH 5.0, por 10 a 15 minutos en camara humeda a
temperatura ambiente. La reaccion fue detenida mediante la adicion de 50 pL
de H2S04 al 20% (v/v) en cada pocillo. Se lavo la placa tres veces con el buffer
PBS-tween (0,05%) durante 3 minutos cada lavado, entre cada una de las
distintas etapas. Se midi6 la densidad Optica mediante espectrofotometria en el

lector de microplacas SYNERGY-HTX (Biotek) a 490 nm (Sigma-Aldrich, 2011).

3.3.4) Analisis por Western blot

Se preparé un gel de 12% (p/v) poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones
denaturantes. Las muestras fueron tratadas con tampon Laemmli 5X (0,5 M Tris
HCI pH 6,8, 20% glicerol, 10% (p/v) SDS, 0,5% (p/v) azul de bromo fenol, y 5%
2-mercaptoetanol), en una proporcion 4:1 (muestra: tampon) y fueron
calentadas a 95°C durante 10 minutos. Se cargdé 3 uL de marcador de peso
molecular prestained protein ladder-extra broad molecular weight ab11602
(Abcam) y 20 uL de proteinas por carril equivalente a 25 ug/mL de proteina
recombinante Lp-PLA2, 10 pug/mL de proteina recombinante ultra-purificada
(gel) Lp-PLA2, 50 ug/mL de albumina humana y 50 pug/mL de suero humano. Se
separaron durante 2 horas a 120 V. Las proteinas fueron transferidas a una

membrana de PDVF (previamente activada con metanol), en camara de
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transferencia humeda. La transferencia se realiz6 por 2 horas a 250 mA. Las
membranas se lavaron con PBS 1X, tres veces por 5 minutos y fueron
bloqueadas con 5% (p/v) de PBS-leche descremada por una hora a
temperatura ambiente, en agitacion. Posteriormente, la membrana se incubo
con el sobrenadante de cultivo del hibridoma seleccionado, a temperatura
ambiente. Luego, la membrana fue lavada 3 veces con PBS-Tween 0,05%, por
5 minutos. A continuacion, la membrana fue incubada con el anticuerpo anti IgG
de ratén conjugado a peroxidasa, diluido en PBS-Tween 0,05% (1:3.000) y
leche descremada 1%, por 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion.
Finalmente, la membrana fue lavada 3 veces durante 5 minutos con PBS-
Tween 0,05% y se revel6 con el kit de quimioluminiscencia Pierce ECL Western

Blotting substrate.

Ademas, después de realizar la separacion proteica por electroforesis, los geles
fueron tefidos con azul de Coomassie R-250 0,1% durante 15 minutos en
agitacion y, posteriormente, lavados con solucion decolorante conteniendo
metanol, acido acético y agua (4:3:4) hasta evidenciar las bandas proteicas

(Radojkovic, 2011).
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3.4) Almacenamiento de los clones en nitrégeno liquido

Se alicuot6 2,5 x 108 células/mL de los clones seleccionados por cada criotubo.
Se centrifugaron los criotubos durante 5 minutos a 1500 rpm y se descarto el
sobrenadante. El pellet resultante fue resuspendido y homogeneizado
suavemente en 1 mL de solucién para congelar (suero bovino fetal 95% +
dimetilsulféxido (DMSO) 5%). Posteriormente, se dispusieron los criotubos en el
recipiente de congelacion Mr. Frosty™ (Nalgene) y fueron almacenados a -80°C
para ser congelados de manera gradual. Luego, los criotubos fueron

almacenados en un tanque con nitrégeno liquido (Soto, 2015).

3.5) Produccién de fluido ascitico

Se utilizaron 8 ratones hembras BALB/c, de 8 a 9 meses de edad, provenientes
del Centro Regional para Estudios Avanzados para la Vida (CREAV,
Universidad de Concepcion), que tuvieron libre acceso a comida y agua. Se
inoculé a las ratonas con 0,5 mL de pristano intraperitoneal. Transcurrido 10
dias, se inmunizaron con una inyeccién intraperitoneal de 3 x 10° células del
hibridoma seleccionado en 0,5 mL de suero fisiolégico estéril.
Aproximadamente entre 10 a 15 dias después, se extrajo el fluido ascitico

desde la cavidad peritoneal de las ratonas inyectadas. Previa a la extraccion,
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las ratonas fueron sacrificadas mediante dislocacién cervical, se determiné el

momento de sacrificio segun el protocolo de supervision adjuntado en anexo |.

El fluido ascitico obtenido se incubd a temperatura ambiente por 60 minutos, se
centrifugd a 5200 rpm por 10 minutos y se almacend a -20°C para su uso

posterior (Canadian Council on Animal Care, 2002).

3.6) Purificacion de anticuerpos

3.6.1) Precipitacion de globulinas con sulfato de amonio

Se prepard una solucién saturada de sulfato de amonio ((NH4)2SOs4), pH 7,0. Se
determiné el volumen de fluido ascitico y se calculd el volumen de la solucién
de sulfato de amonio a utilizar para obtener una saturacion del 45%. El volumen
de (NH4)2SO4 se agreg0 gota a gota, y se dejo en agitacion suave durante 2
horas en hielo. Posteriormente, se dejo toda la noche a 4°C. Se centrifugd a
3000 g por 30 minutos a 4°C, se descartd sobrenadante y el pellet fue

resuspendido en un minimo de volumen de PBS 1X.

Las globulinas precipitadas se dializaron 3 veces contra 1L de PBS 1X por 24
horas a 4°C, en agitacion constante (Gonzalez, 1995a).
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3.6.2) Purificacion de anticuerpos por cromatografia de afinidad.

Se utiliz6 una columna agarosa-proteina A. Se equilibré la columna con buffer
de union manteniendo un flujo de 1 gota cada 10 segundos. Se sembré en la
columna las globulinas obtenidas por precipitacion por (NH4)2SO4, considerando
la capacidad de retencién de la columna. Luego, se realizd la elucién de la
muestra agregando buffer de unién a pH 7,0, recolectando fracciones de 1 mL y
se les determind la densidad 6ptica (D.O) a 280 nm en el espectrofotémetro UV-
1601 (SHIMADZU). Una vez que el valor de D.O lleg6 a ser menor a 0,005 se
realizé la elucién de las IgG unidas a la agarosa-proteina A con buffer glicina
0,1 M; pH 3.0. Las fracciones obtenidas se neutralizaron mediante la adicion de

2 gotas de TRIS 1M, pH 8.0 (Gonzalez, 1995b).

3.6.3) Concentracion anticuerpo purificado

Se hizo un pool con las fracciones neutralizadas y se procedié a concentrar el
AcMo purificado mediante centrifugaciéon con Centricon® Plus-70 (Millipore). Se
coloco el recipiente del filtro en la copa de coleccion del filtrado, se adiciono el
pool de las fracciones de AcMo purificado en el recipiente del filtro y se
centrifugd por 40 minutos a 5500 rpm, a 4°C. Se retir0 cuidadosamente el
concentrado del filtro y se traspaso la solucién con el AcMo concentrado a un

tubo coénico de 15 mL. Posteriormente, se dializd 3 veces el concentrado
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obtenido contra 1 L de PBS 1X, durante 24 horas a 4 °C. Luego, fue

almacenado a -20°C (Soto, 2015).

3.6.4) Cuantificacion proteinas totales

Las proteinas fueron cuantificadas con el kit Pierce™ BCA Protein Assay
(Thermo scientific®) basado en el método modificado de Lowry. Siguiendo las
instrucciones de dicho kit, la determinacién se realiz6 en una placa de 96
pocillos, a cada pocillo se le agregaron 25 uL de muestra o estandar y 200 uL
de la mezcla reactivo A + reactivo B (proporcién 50:1). Se dejé incubar la placa
por 30 minutos a 37°C, en oscuridad. Se midi6 absorbancia a 562 nm en el
equipo lector de microplacas SYNERGY-HTX (Biotek). La curva de calibraciéon
se realiz6 utilizando un estandar de albumina de suero de bovino (BSA) de

concentracion 2000 ug/mL.

3.6.5) Titulacién del anticuerpo purificado

La titulacion del anticuerpo se realiz6 mediante la técnica de ELISA indirecto,
para lo cual se sensibiliz6 una placa de ELISA Maxisorp™, con la proteina
recombinante Lp-PLA2, (10 pug/mL), durante toda la noche a 4°C. Se realiz6 el

lavado de la placa con PBS-Tween 0,05% 3 veces por 3 minutos cada lavado,
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proceso que se repiti6 después de cada incubacion. Se bloqued la placa con
150 uL de OVA 1%. Se realizaron diluciones seriadas del anticuerpo monoclonal
a titular y se dispuso 100 uL de cada dilucion por pocillo; se dejé incubar
durante 1h a 37°C. Se adicion6 100 pL anticuerpo anti-inmunoglobulina de ratén
conjugado con peroxidasa (dilucion 1:20.000) y se dejo incubar durante 1h a
37°C. Finalmente, se reveld con 100 uL TMB/H202 en cada pocillo y se espero
de 5 a 30 min. Se detuvo la reaccion con 50 uL de H2SO4 20% (v/v) y se midio
la D.O a 450mn en el lector de microplacas SYNERGY-HTX (Biotek).

El titulo del anticuerpo correspondi6 a la dilucién del mismo que produjo un 50%

de la maxima absorbancia registrada (Soto, 2015).

3.6.6) ELISA del anticuerpo monoclonal purificado vy distintas

concentraciones de Lp-PLA2

Se realiz6 ELISA indirecto para conocer la relacion entre la concentracion de
Lp-PLA2 y el AcMo purificado. Se dej6 sensibilizando una placa de ELISA
Maxisorp™ de 96 pocillos con diluciones seriadas de proteina recombinante Lp-
PLA2, en camara humeda a 4°C durante toda la noche. Luego, se procedio
como en el punto 3.1), sin embargo, como anticuerpo primario se utilizé 100 pL
de anticuerpo monoclonal purificado y como agente de revelado se utilizé

TMB/H20:2.
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3.7) ELISA parala cuantificacion de Lp-PLA2

3.7.1) Conjugacion del anticuerpo con biotina

Se dispusieron 2 mg/mL de anticuerpo monoclonal en una membrana de dialisis
en 1L de 0,1M NaHCOs, durante 24 h, en agitacion constante a 4°C.
Transcurridas las 24 h, se traspaso el contenido a un microtubo y se agregaron
10 uL de 0,1M biotina disuelto en DMSO. El microtubo se protegié de la luz con
aluminio y se dejo en agitacién durante 1 hora. Luego, se dispuso el contenido
en membrana de dialisis y se dializé el anticuerpo monoclonal-biotinilado 3
veces en 1L de PBS 1x, durante 24 horas a 4°C, con agitacion constante. Se

agrego glicerol en proporcion 1:1 y se almacené a -20°C (Hauglang, You, 1995).

3.7.2) Titulacién del anticuerpo biotinilado

La titulacién de los anticuerpos biotinilados se realiz6 como en el punto 6.5)
mediante la técnica de ELISA indirecto, sensibilizando una placa ELISA
Maxisorp™ con la proteina Lp-PLA2, (10 ug/mL), se bloqueé la placa y se

realizaron diluciones seriadas de los conjugados biotinilados a titular. Sin
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embargo, en este caso, para el revelado se agregdé avidina conjugada a
peroxidasa en PBS-Tween 0,05% (1:1.000) y se incubo6 a 37°C, por una hora.
Luego, se agregé TMB/H20:2 y, posteriormente, se detuvo la reaccion con 50 uL
de H2SO4 20%. Se midié D.O a 450mn en el lector de microplacas SYNERGY-

HTX (Biotek).

3.7.3) Técnica de ELISA sandwich

Se dej6 sensibilizando placa ELISA Maxisorp™ con 5 a 10 ug/mL de anticuerpo
monoclonal de captura (no biotinilado) en camara humeda durante toda la
noche a 4°C. Se lavé placa con PBS-Tween 0,05%, 3 veces de 3 minutos cada
lavado, lo cual se repitié6 después de cada incubacién. Se bloqueé la placa con
150 pL de agente bloqueante (ovoalbumina, caseina u otro) y se incub6 durante
1 h a 37°C. Se agregaron diluciones seriadas de proteina recombinante Lp-
PLA2 y se dej6 incubando en camara humeda durante 1 hora a 37°C. Se utilizo
como anticuerpo de revelado un anticuerpo monoclonal anti-Lp-PLA2
biotinilado, y se incub6 en camara humeda durante 1 h a 37°C. Se agrego el
conjugado avidina-peroxidasa diluida 1:1.000 en PBS-Tween 0,05% y se dejo
incubar durante 1 h a 37°C. Finalmente, se revel6 con 100 uL de TMB/H202y se
esperd de 5 a 30 min. Se detuvo reaccion con 50 uL de H2S04 20% y se midio

la densidad éptica a 450mn en el lector de microplacas SYNERGY-HTX.
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3.7.4) Técnica de ELISA por inhibicidn competitiva

Se dejo sensibilizando una placa de ELISA Maxisorp™ con 5 ug/mL de proteina
recombinante Lp-PLA2 en camara humeda a 4°C durante toda la noche. Se
hicieron diluciones seriadas de Lp-PLA2 con el anticuerpo biotinilado en su
titulo (vol/ivol) y se dejaron en PBS-Tween 0,05%, resguardados de la luz
durante toda la noche. Se hizo lavado de placa con PBS-Tween 0,05% 3 veces,
de 3 minutos cada uno, lo cual se repiti6 después de cada incubacién. Se
blogued la placa con 150 uL de caseina 1% y se incubé durante 1 h a 37°C. Se
agregaron las diluciones seriadas de Lp-PLA2 + anticuerpo biotinilado y se dejé
incubar durante 1 h a 37°C. Se agrego el conjugado de avidina-peroxidasa
diluida (1:1.000) en PBS-Tween 0,05% y se dejo incubar 1 h a 37°C. Posterior
al lavado, se revel6 con TMB/H202, se detuvo la reaccion con 50 uL H2SOs y se
midio la absorbancia en el lector de microplacas SYNERGY-2 (Biotek) a 450 nm

(Boster Biological Technology, P: 10-11/16-18.).
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3.7.5) Utilizacién de kit comercial Quantikine® ELISA Human PLA2G7/PAF-

AH/Lp-PLAZImmunoassay

Se hizo uso del kit comercial Quantikine® ELISA Human PLA2G7/PAF-AH/Lp-

PLAzlmmunoassay, siguiendo las instrucciones de dicho kit (R&D Systems, Inc.,

2016). Ademas, se hizo una comparacion de los reactivos de Quantikine®
ELISA kit con la proteina Lp-PLA2 recombinante y el anticuerpo biotinilado
utilizados en esta investigacion, igualmente siguiendo las instrucciones del
producto comercial, con excepcion del anticuerpo biotinilado, donde se agregdé
la etapa de incubacion con avidina-peroxidasa como en el punto 7.3) antes del

revelado con los reactivos de Quantikine® ELISA kit.
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4. RESULTADOS

4.1) DESARROLLO DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°1

4.1.1) Cultivo y clonacion de hibridomas productores de anticuerpo anti-Lp-

PLAZ:

Se descongelaron y cultivaron los hibridomas productores de anticuerpos anti-
Lp-PLA2 denominados: 3G4, 5F6, 2A7-1 y 6A1A2 en medio de cultivo (DMEM
suplementado + feeder). Transcurridos unos dias de cultivo, se logré el
crecimiento de los clones 5F6, 2A7-1 y 6A1A2. Aunque se descongel6 mas de

un vial del clon 3G4 no se observd crecimiento celular.

Se decidio avanzar con el clon 6A1A2 (producido en trabajo de tesis de Soto D.,
2015), ya que poseia una mayor reactividad contra la proteina recombinante Lp-

PLAZ2.
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Se realiz6 el procedimiento de clonacion por dilucion limite del hibridoma
6A1A2, para lo cual se prepararon suspensiones celulares de 160, 40 y 10

células/mL, las cuales fueron sembradas en 2 placas de 96 pocillos.

En la placa namero uno, fueron sembrados 100 uL por pocillo de las
suspensiones de 160 y 40 células/mL, ocupandose 4 filas para cada suspension
(48 pocillos para cada suspension celular). La placa numero dos fue sembrada
totalmente con la suspensién celular de 10 células/mL, siendo 100 uL de

suspension celular por cada pocillo.

Aproximadamente 10 dias después de la clonacién, se logr6 observar
macroscopicamente el crecimiento celular en los pocillos. Como resultado, se
obtuvo el crecimiento de un total de 44 subclones en las dos placas sembradas;
23 subclones en los pocillos donde se sembrd la suspension de 160 células/mL,
13 subclones en los pocillos con 40 células/mL y 10 subclones en la placa de 10
células/mL. Si se considera el total de pocillos sembrados para cada
suspension celular, el crecimiento de clones representa un 48%, 27,1% vy

10,4%, respectivamente.

26



4.1.2) Ensayos de caracterizacion de los sobrenadantes de hibridomas

4.1.2.1) Reactividad anti-Lp-PLA2

Para determinar la presencia de los anticuerpos anti-Lp-PLA2 producidos por

los hibridomas, se utiliz6 la técnica de ELISA indirecto.

El cambio de color en el medio de cultivo (de rojo a amarillo) fue indicador de la
proliferacion de los hibridomas y, por ende, de la secrecion y presencia de
anticuerpos en los sobrenadantes de cultivo. Cada clon fue evaluado para
determinar su reactividad contra la proteina Lp-PLA2 y contra la albumina

humana, una vez que el color del sobrenadante estaba virado a amarillo.

Para seleccionar los subclones en el ensayo de clonamiento, se evalud la
reactividad anti-Lp-PLA2 de un total de 23 subclones: 13 subclones
correspondientes a los cultivos con 160 células/mL; 4 al cultivo con 40
células/mL y 6 subclones pertenecientes a la placa con 10 células/mL (tabla 4-
1). Ademas, se corroboro la reactividad de los anticuerpos anti Lp-PLA2 de los

hibridomas 5F6 y 2A7-I.
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Tabla 4-1: Subclones de 6A1A2 evaluados para reactividad anti-LpPLA2

Cultivo (células/mL) Subclones 6A1A2

160 1A10, 1B1, 1B7, 1B11, 1C2, 1C3, 1C8,

1C9, 1C11, 1D8, 1D9, 1D10, 1D12

40 1E2, 1E5, 1F2, 1F6

10 2A8, 2B2, 2E3, 2D7, 2F11, 2H1

Como resultado, se observé que los clones poseian reactividad positiva para
Lp-PLA2 (densidad éptica (D.O) mayor a 0,5), siendo las D.O de un promedio
de 1,32 para los subclones de 6A1A2, en un rango entre 0,93 y 1,68. Para los
hibridomas 5F6 y 2A7-1 sus D.O fueron de 0,135 y 0,845, respectivamente.
Debido a su baja reactividad contra Lp-PLA2 (D.O < 0,5), el hibridoma 5F6 fue

descartado (Figura 4-1).

Finalmente, del total de los subclones que crecieron, se descartaron aquellos
gue: poseian mas de un cumulo de células (observados de manera tanto
macroscopica como microscopicamente), aquellos que no mostraron cambio de

color en el medio de cultivo o los que crecieron lentamente.
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Subclones 6A1A2 e hibridomas 2A7-1y 5F6

Figura 4-1. Reactividad de los clones anti-Lp-PLA2 seleccionados como positivos. Se
consideraron como positivos aquellos clones que presentaron D.O mayores a 0,5. El ensayo fue
realizado por ELISA Indirecto y se evalud la reactividad de los sobrenadantes recogidos de las

placas de 96 pocillos contra la proteina Lp-PLA2 recombinante (10 ug/mL).

Se seleccionaron los subclones de la placa 2 (10 células/mL): 2A8, 2B2, 2D7,
2E3, 2H1 y el subclon 1E5 (40 células/mL) para ser expandidos a placas de
cultivo de 24 pocillos, debido a su reactividad positiva a Lp-PLA2 y su

probabilidad de origen desde una Unica célula.
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4.1.2.2) Reactividad contra albumina humana

Para comprobar si los anticuerpos poseian reactividad cruzada con albumina
humana, se evalué el clon 2A7-1 y los 6 subclones de 6A1A2 seleccionados y
cultivados en placa de 24 pocillos, mediante el método ELISA indirecto. Se
observé que ninguno de los clones testeados poseia reaccidén cruzada con
albimina humana (D.O <0,1). Debido a este resultado y a que los subclones de
6A1A2 poseian una D.O similar, se eligieron los clones 2A8 (6A1A2A8) y 2H1
(6A1A2H1) para ser expandidos a frascos de cultivo T25, basandose en su

rapidez de crecimiento y elevada viabilidad en cultivo.

4.1.2.3) Determinacién de isotipo y andlisis por Western blot

Se realiz6 un ensayo de isotipificacion para los clones 6A1A2A8, 6A1A2H1 y

2A7-1. Como resultado, se vio que los dos subclones de 6A1A2 poseian una

mezcla de isotipos: IgG1 e IgG2a; mientras que el anticuerpo del clon 2A7-I solo

correspondia a anticuerpos de subclase IgG2b.
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Ademas, se realizdé un andlisis por Western blot con los sobrenadantes de los
clones 6A1A2H1 y 2A7-1, que confirmo la reactividad positiva para Lp-PLA2 y

gue no presentaban reactividad cruzada con la albumina humana (Figura 4-2).

4.1.3) Seleccion de hibridoma productor de anticuerpos anti-Lp-PLA2

Se decidié continuar este trabajo de investigaciéon con el hibridoma 2A7-1, ya
que, a pesar que 6A1A2 fue clonado en dos ocasiones (en una investigacion
anterior y en el presente trabajo) no se logré la monoclonalidad del hibridoma,

pues se detecto la presencia de anticuerpos de 2 isotipos diferentes.

4.1.4) Clonacion por dilucion limite del hibridoma 2A7-l, productor de

anticuerpos anti-Lp-PLA2

Se prosiguié con el hibridoma 2A7-1, realizandose el mismo proceso descrito

anteriormente, es decir, clonacién por dilucion limite y evaluacion de la

reactividad de los sobrenadantes de sus respectivos subclones.
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Figura 4-2: Reactividad de los anticuerpos 2A7-1 y 6A1A2H1, mediante Western blot.
Fueron sembrados en cada gel: 3 uL marcador de peso (carril 1); 25 ug/mL de proteina
recombinante Lp-PLA2 (carril 2); 10 ng/mL proteina recombinante ultra-purificada (gel) Lp-PLA2

(carril 3); 50 pg/mL albumina humana (carril 4); 50 pg/mL suero (carril 5).

En la clonacién, se obtuvo un total de 30 subclones: 18 de la suspensién 160
células/mL, 9 subclones originados desde la suspensiéon de 40 células/mL y 3
subclones derivados de la suspensién celular de 10 células/mL. Si se considera
el total de pocillos sembrados para cada suspensiéon celular, el crecimiento de

clones representa un 37,5%, 18,5% y 3,12%, respectivamente.
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4.1.5) Ensayos de reactividad de los sobrenadantes de los subclones 2A7-I

Para los ensayos de reactividad anti-Lp-PLA2, se testearon 26 de los subclones
totales (Tabla 4-2). Se confirm6 que la mayoria de los subclones poseia una
reactividad positiva anti-Lp-PLA2 con densidades Opticas que variaban entre los
0,5 a 0,8. Se descartaron los subclones 1C4, 1C5 y 1C9 (pertenecientes al
cultivo de 160 cél/mL) por no poseer reactividad positiva anti-Lp-PLA2 (D.O

<0,5) (Figura 4-3).

4.1.6) Seleccién de subclones 2A7-1 y expansion en cultivo.

Basandose en las condiciones de cultivo, proliferacion de las células de
hibridoma y presencia de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo, se
seleccionaron los subclones 1C7, 1F4, 1G10, 2E3 y 2G6 para ser expandidos a
placas de cultivo de 24 pocillos. Finalmente, se escogieron los clones 2A7-12G6

(2A7G6) y 2A7-11C7 (2A7C7) para ser expandidos a botellas de cultivo T25.
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Tabla 4-2: Subclones de 2A7-1 evaluados para reactividad anti-LpPLA2

Cultivo (células/mL) Subclones 2A7-I
160 1A4, 1A5, 1B4, 1B5, 1B7, 1B9, 1C4,
1C5, 1C6, 1C7, 1C8, 1C9, 1C11, 1D3,
1D11
40 1E2, 1E6, 1F2, 1F4, 1G7, 1G9, 1G10,
1H5
10 2E2, 2E3, 2G6
D.O
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5 ---————- - -3 -B8 B - - -m--B-
0,4
0,3
0,2
0,1
0
SIS A8 5EEEE808838055233230835F49R
Subclones de 2A7-|

Figura 4-3: Reactividad de los anticuerpos anti-Lp-PLA2 producidos por los subclones de
2A7-l. Se consideraron positivos aquellos clones que presentaron densidad éptica mayor a 0,5.
El ensayo fue realizado por ELISA Indirecto y se evalué la reactividad de los sobrenadantes

recogidos de las placas de 96 pocillos con la proteina Lp-PLA2 recombinante (10 pg/mL).
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Aunque ambos clones, 2A7G6 y 2A7C7, poseian caracteristicas muy similares,
se considerd que el clon 2A7G6 era el mejor candidato para ser expandido a
una botella de cultivo de mayor tamafio. En otras palabras, el hibridoma 2A7G6
fue seleccionado para la obtencion de mayor cantidad de anticuerpos mediante

la produccién de fluido ascitico en ratones.

4.1.7) Electroforesis en gel SDS-PAGE y evaluacion de la reactividad del

anticuerpo 2A7G6 mediante Western blot.

Se verifico la reactividad anti-Lp-PLA2 y reacciéon cruzada contra albumina
humana del anticuerpo producido por el clon 2A7G6 mediante Western blot;
ademas, se realizd una electroforesis SDS-PAGE vy se tifié el gel con azul de
coomassie. Para esto, se utilizd 25 ug/mL de proteina recombinante Lp-PLA2,
10 pg/mL Lp-PLA2 recombinante ultra-purificada (gel); 50 ug/mL albumina

humana y 50 ug/mL suero humano (Figura 4-4).
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63 kDa

48 kDa-

Figura 4-4: Electroforesis SDS-PAGE tefiido con azul de coomassie (A) y evaluacion de la
reactividad del anticuerpo 2A7G6, mediante Western blot (B). Se carg6: 3 uL marcador de
peso (carril 1); 25 pg/mL de proteina recombinante Lp-PLA2 (carril 2); 10 pg/mL Lp-PLA2
recombinante ultra-purificada (gel) (carril 3); 50 ug/mL albdmina humana (carril 4); 50 pg/mL

suero humano (carril 5).

Se pudo apreciar la separacion de los componentes del suero humano y la
similitud de peso entre las diferentes proteinas utilizadas en cada carril.
Ademas, se observé que el anticuerpo reconocid las 2 preparaciones de Lp-
PLA2 recombinante como también se observo una banda en el carril del suero

humano.
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4.1.8) Almacenamiento de los clones en nitrégeno liquido

A medida que se avanz6 en la investigacion, fueron congeladas 2,5 x 108
células/mL de los subclones preseleccionados en 1 mL de solucion para
congelar (95% suero bovino fetal + 5% dimetilsulféxido (DMSOQ)), con el fin de

mantener un stock para futuras investigaciones (tabla 4-3).

4.2 DESARROLLO DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°2

4.2.1) Produccién de fluido ascitico

Se utilizaron 8 ratones BALB/c, hembras, entre 8 y 9 meses de edad con libre
acceso a comida y agua. Fueron tratadas con 500 puL de pristano intraperitoneal
y transcurridos 10 dias se inocularon por via intraperitoneal con
aproximadamente 3 x 10° células del hibridoma 2A7G6. Dentro de los 15 dias
posteriores, las ratonas fueron sacrificadas mediante dislocacion cervical y se

obtuvo el fluido ascitico.

En total, se logro un volumen de 14,7 mL de fluido ascitico.
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Tabla 4-3: Hibridomas almacenados en nitrégeno liquido

Clon N° crioviales almacenados
2A7- 8
5F6 3
6A1A2 3
6A1A2A8 2
6A1A2H1 4
2A7G6 4
2A7C7 &
(2A7-1)2E3 3

4.2.2) Precipitacion de globulinas con sulfato de amonio y cuantificacion

de proteinas.

Se precipitaron las globulinas del fluido ascitico obtenido con una solucién
saturada (45%) de (NH4)2SOa4. Posteriormente, se centrifugaron las globulinas y

se resuspendieron en 5 mL de PBS 1X.
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Se dializdé 3 veces la solucién, contra 1 L de PBS 1X, con el fin de eliminar todo

el (NH4)2S04 de las globulinas.

Las proteinas fueron cuantificadas por método de Lowry modificado,
obteniéndose una concentracion de 22 mg/mL de proteinas. Finalmente, las

globulinas se almacenaron a -20°C.

4.2.3) Purificacion de anticuerpos por cromatografia de afinidad

Se purificaron 2 mL de globulinas mediante cromatografia de afinidad, donde se
utilizé una columna con agarosa-proteina A. Se realiz6 la purificacién del
anticuerpo en 4 etapas, sembrando 500 puL de globulinas cada vez en la
columna, considerando la capacidad de retencion ésta. Se realiz6 elucion con
buffer de union a pH 7,0 recolectando fracciones de 1 mL que se les determino
D.O a 280 nm. Cuando el valor D.O fue menor a 0,005 se realizo la elucion de

los anticuerpos de clase 1gG con buffer 0,1 M glicina pH 3.0 (Figura 4-5).
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Figura 4-5: Perfil de elucién de las globulinas del anticuerpo 2A7G6 por cromatografia de

afinidad con agarosa-proteina A. Primera etapa, sembrado y elucién con buffer de unién a pH

7,0, y segunda etapa, elucién de los anticuerpos de clase IgG con buffer glicina 0,1 M pH 3.0.

Finalmente, se recolectaron 9 fracciones de aproximadamente 1 mL del
anticuerpo 2A7G6 anti-Lp-PLA2, las que se neutralizaron mediante la adicion de

2 gotas de TRIS 1M, pH 8,0.
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4.2.4) Concentracion y cuantificacion del anticuerpo 2A7G6 anti-Lp-PLA2

purificado

Se realizé un pool con las fracciones neutralizadas y se concentraron las
proteinas obtenidas de la purificacion mediante centrifugacion, obteniendo un
volumen de 2 mL de anticuerpo concentrado. Posteriormente, el anticuerpo

concentrado fue dializado 3 veces contra 1L de PBS 1X.

Al cuantificar las proteinas con el método modificado de Lowry, se obtuvo una

concentracion de 5,1 mg/mL de anticuerpo monoclonal 2A7G6 anti-Lp-PLAZ2.

El AcMo 2A7G6 fue alicuotado y almacenado, a -20°C, tanto en la
concentracion original de 5,1 mg/mL, como diluido en una concentracion de 1,5

mg/mL.

El titulo del anticuerpo 2A7G6 anti-Lp-PLA2 purificado, en su concentracion

original, correspondi6 a 1/500.
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4.2.5) ELISA del anticuerpo monoclonal purificado y distintas concentraciones

de Lp-PLA2

Para determinar la reactividad diferencial del anticuerpo 2A7G6 con Lp-PLA2,
se realizo6 un ELISA indirecto con diluciones seriadas de la proteina
recombinante Lp-PLA2, desde los 10 ug/mL a los 0,01 ng/mL. Se utilizé6 como
anticuerpo primario 2A7G6 en dilucién 1/500, caseina al 1% (p/v) como proteina
de blogueo y como anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina de raton
conjugado con peroxidasa (dilucion 1:20.000).

Se demostr6 que efectivamente existe una relacion proporcional entre la
concentracion de Lp-PLA2 recombinante y la reaccion con el anticuerpo 2A7G6

(Figura 4-6).
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Figura 4-6. Reactividad del anticuerpo monoclonal 2A7G6 con distintas
concentraciones de LpPLA2recombinante. Logaritmo de las concentraciones de Lp-
PLA2 (desde 10 ug/mL a 0,01 ng/mL) y su respectiva D.O. Agente de blogueo caseina
1%. Anticuerpo de revelado anti-inmunoglobulina de ratén conjugado con peroxidasa

(dilucién 1:20.000). Sustrato TMB/H20,.
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4.3 DESARROLLO DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°3

4.3.1) Técnica de ELISA sandwich

Inicialmente, se utilizé el anticuerpo 2A7G6 como anticuerpo de captura en 2
concentraciones: 5 y 10 ug/mL. Se realizdé el ensayo sin y con proteina de
bloqueo (OVA al 1% (p/v)). Como anticuerpo de revelado fue utilizado el
anticuerpo monoclonal 4E4E7 biotinilado (originado de una investigacion
anterior) en titulo de 1/16.000. El antigeno fue la proteina recombinante Lp-
PLA2 en distintas concentraciones. Sin embargo, bajo estas condiciones no se
obtuvo una curva de calibracién y la D.O, a la concentracion de 0 ng/mL de Lp-
PLA2 recombinante, fue alta (D.O >0,5). Se obtuvieron valores de D.O parejas,
tanto para los controles como para las distintas concentraciones del anticuerpo

de captura 2A7G6 (5 y 10 ug/mL), con o sin utilizar proteina de bloqueo.

Se ensayaron distintos agentes de bloqueo en el ELISA sandwich, tales como,
caseina 1%, albumina de suero bovino (BSA) 1%, ovoalbumina 1% vy
eBioscience™ ELISA/ELISPOT Diluent solution (5X). Ademas, se evaluaron

dos anticuerpos de revelado biotinilados (provenientes desde la investigacion
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de Soto D. (2015)): 4E4E7 y 7D2CIl en titulos de 1/3.500 y 1/9.000,
respectivamente, utilizando el anticuerpo de captura 2A7G6 en concentracion

10 pg/mL.

Sin embargo, bajo todas estas distintas condiciones, la D.O se mantuvo alta en

los pocillos sin proteina recombinante Lp-PLA2.

Cabe destacar que los anticuerpos biotinilados 4E4E7 y 7D2ClII, junto con el
anticuerpo sin biotinilar 2A7G6, presentaron una reaccion cruzada con la
proteina de bloqueo BSA 1%; ademas, se determiné que con la caseina se
encontraba una menor sefial de densidad Optica en los controles que con los

otros agentes de blogueo.

4.3.2) Conjugacion del anticuerpo 2A7G6 con biotina

Con el fin de obtener una curva de calibracién y asi estandarizar un ELISA
sandwich para la cuantificacion de Lp-PLA2, se decidio invertir el orden de los
anticuerpos utilizados, es decir, como anticuerpo de captura se utilizaron los

anticuerpos 4E4E7 y 7D2CIl, sin conjugar a biotina, en distintas

45



concentraciones. Como anticuerpo de revelado se decidi6 utilizar 2A7G6. Para

ello, se debi6 conjugar dicho anticuerpo con biotina.

Se utilizaron 2 mg/mL del AcMo 2A7G6 para ser conjugado a biotina, se dej6 en
un medio basico (NaHCOs3) durante 24 horas; posteriormente, se le agrego

DMSO vy biotina, dejdndose 24 horas en didlisis.

Se obtuvo 1mL del anticuerpo 2A7G6 biotinilado, que se diluyé con igual

volumen de glicerol. Su titulo fue de 1/400 y se almaceno a -20°C.

Se realizé nuevamente un ELISA tipo sandwich, con distintas concentraciones
de Lp-PLAZ2 recombinante y con los anticuerpos de captura 4E4E5 y 7D2Cll en
concentraciones de 2; 5 y 10 ug/mL cada uno. Sin embargo, no se logro
corregir los elevados valores de densidad 6ptica a concentracion cero de Lp-

PLAZ.
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4.3.3) ELISA por inhibicion competitiva

Se ensayé la técnica de ELISA por inhibicion competitiva, utilizando como
antigeno 5 ug/mL de Lp-PLA2 recombinante unida a la placa. Se hizo competir
el antigeno en la placa con diluciones seriadas de la proteina recombinante Lp-
PLA2 (desde los 100 a los 0,0001 pug/mL) con el anticuerpo 2A7G6 conjugado a

biotina en su titulo (1/400) y utilizando como agente de bloqueo caseina

1%(p/v).

Como se muestra en la figura 4-7, se logré una inhibicibn maxima de un 62%,
pero estas curvas presentaron variacion interensayo. Ademas, los coeficientes
de determinacion (R?) de los ensayos no fueron lo suficientemente altos para

justificar una linealidad experimental (> 0,995).
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Figura 4-7. ELISA de inhibicion competitiva. Porcentajes de inhibicion con el
anticuerpo 2A7G6 conjugado a biotina (dilucion 1/400) con diluciones seriadas
de Lp-PLA2 (100 a los 0,0001 pg/mL) vs Lp-PLA2 adosado a la placa (5
ug/mL). El grafico A es correspondiente al primer ensayo; el grafico B muestra

los ensayos posteriores en las mismas condiciones.
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4.3.4) Kit comercial Quantikine® ELISA Human PLA2G7/PAF-AH/Lp-

PLAZImmunoassay

Finalmente, para comparar, se utilizo el kit comercial Quantikine® ELISA Human

PLAZGYIPAF-AH/Lp-PLAZImmunoassay. Se ensay0 tanto con los materiales

del kit comercial como con el anticuerpo 2A7G6 conjugado a biotina y la Lp-
PLA2 recombinante utilizada en esta investigacion, siguiendo las instrucciones

del kit comercial.

Se obtuvo una curva de calibracion con la proteina Lp-PLA2 recombinante
correspondiente al kit (figura 4-8). Sin embargo, no se pudo obtener una
linealidad con el anticuerpo 2A7G6 conjugado a biotina, debido a una reaccién
cruzada. Ademas, los anticuerpos del kit comercial no reconocieron la Lp-PLA2

recombinante utilizada en esta investigacion.
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Figura 4-8: Curva de calibracion de kit Quantikine® ELISA Human

PLA2G7/PAF-AH/Lp-PLA2Immunoassay. Se utiliz6 Lp-PLA2 recombinante

reconstituida perteneciente al kit comercial en concentraciones de 0 a 50 ng/mL.

Absorbancia a 450nm.
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5. DISCUSION

Con el fin de perfeccionar los modelos de prediccion de riesgo cardiovascular,
se ha propuesto la determinacion de los llamados biomarcadores, entre los
cuales se encuentra la Lp-PLA2. Esta proteina aumenta con el desarrollo de
aterosclerosis y se considera como un factor de riesgo independiente a los
factores de riesgo tradicionales. Sin embargo, los actuales inmunoensayos para
la determinacién de la concentracién plasmatica de Lp-PLA2 poseen un alto
costo, lo que determina que sea considerado como un biomarcador de segunda

linea.

Con el fin de estandarizar un inmunoensayo, se cultivaron 4 hibridomas
productores de anticuerpos anti-Lp-PLA2 recombinante. Luego, para asegurar
la monoclonalidad, se realizé el procedimiento de clonacion por dilucion limite
del hibridoma 6A1A2, ya que poseia una mayor reactividad contra la proteina

recombinante que los otros hibridomas que se cultivaron (5F6 y 2A7-I).
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Asi se demuestra en la figura 4-1, todos los anticuerpos de los sobrenadantes
de los subclones de 6A1A2 poseen una reaccidn positiva con Lp-PLA2
recombinante (D.O >0,5) y una elevada reactividad, con una D.O. en un rango
de 0,93 a 1,68, en comparacion a los hibridomas 2A7-1 y 5F6 que presentaron
una D.O de 0,845 y 0,135, respectivamente. Es por ello que, considerando
probabilidad de origen desde un cumulo celular, reactividad anti-Lp-PLA2 y que
no presentaban reaccion cruzada con albumina humana, se eligieron y
expandieron los subclones denominados 6A1A2A8 y 6A1A2H1. Sin embargo,
ambos subclones presentaron 2 isotipos: IgG1 e IgG2a, lo cual indicaria que
estos hibridomas presentaban mas de un clon productor (o no productor) de
anticuerpos anti-Lp-PLA2. Por el contrario, el anticuerpo del clon 2A7-l
correspondia sélo a una subclase: 1gG2b, indicando que probablemente tenia

origen desde una Unica célula.

Como se muestra en la figura 4-3, los subclones de 2A7-1 resultaron tener una
menor reactividad contra Lp-PLA2, con valores de D.O en el rango de 0,5 a 0,8;
mientras que los subclones de 6A1A2, 0,93 -1,68 (figura 4-1). La diferencia de
reactividad entre ambos clones podria deberse a la presencia de 2 isotipos
distintos de los subclones 6A1A2, o bien por una mayor concentracion de

anticuerpos en los sobrenadantes de cultivo.
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Finalmente, se consider6 que el subclon 2A7-12G6 (2A7G6) era el mejor
candidato para la produccion de anticuerpos en mayor concentracion a traves

de la obtencion de fluido ascitico en ratones BALBI/c.

En la figura 4-4 se confirmd, con el analisis de Western blot, la reactividad
positiva para Lp-PLA2 del anticuerpo 2A7G6, que no se presentaba reactividad
cruzada con la albumina humana y que aproximadamente a los 55 kDa se
observaba una banda en el carril de suero humano. En la electroforesis con
azul de coomassie, se pudo observar la separacion de las proteinas del suero
humano y la similitud de peso molecular de la albumina humana (67 kDa) y Lp-

PLAZ2 recombinante (aprox. 65 kDa).

La diferencia del peso molecular entre la Lp-PLA2 recombinante (= 65 kDa) con
la Lp-PLA2 humana descrita en bibliografia (45,5 kDa) (Burke, Dennis, 2009) y
con el peso de la Lp-PLA2 establecido en el banco de proteinas Uniprot (50
kDa), se debe principalmente a que la proteina recombinante utilizada fue
generada con una cola de histidina y con un péptido sefal de la IL-2 (Soto,
2015). Ademas se han descrito modificaciones postraduccionales como

glicosilaciones en la asparragina 423 y 433 (Uniprot, Q13093).
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Si nos referimos a la diferencia encontrada en el analisis por Western blot del
peso molecular de la Lp-PLA2 encontrada en el suero (aprox. 55 kDa) con la
Lp-PLA2 humana (45 kDa/50 kDa (Uniprot, Q13093)), puede deberse a la
existencia de polimorfismos (Balta et al, 2001; Wang et al, 2010; Widodo et al,
2018), puesto se utilizé un pool de sueros para el andlisis. Estos polimorfismos
han sido detectados en otras poblaciones y no se tiene registro de las posibles

variaciones en Chile.

Al comparar la electroforesis con el Western blot, en ambos analisis se observa
una banda alrededor de los 55 kDa en el carril de suero. No obstante, cada
técnica tiene distintos limites de deteccion; el rango de sensibilidad de la tincion
con azul de coomassie es de 0,5 ug y 2 pg (Yébar, 2003), mientras que el
Western blot puede llegar a detectar picogramos (Ghosh, Gilda, Gomes, 2014).
Entonces, la banda en la electroforesis no corresponde a Lp-PLA2 humana ya
gue su concentracion en plasma esta en el orden de nanogramos (Regence,

2018).

Para la produccion de fluido ascitico fueron utilizados ratones BALB/c hembras,
debido a que los hibridomas provienen de una fusion celular con mielomas de la

misma cepa y asi se evita un posible problema de histocompatibilidad al

54



producir el liquido ascitico (Schelling, 1995; Soto, 2015). Ademas, es
recomendable el uso de hembras puesto que los machos suelen pelear entre

ellos (Schelling, 1995).

Para la purificacion por cromatografia del anticuerpo 2A7G6, se utilizd6 una
columna con agarosa-proteina A por poseer una gran afinidad por el fragmento
Fc de los anticuerpos de isotipo 1IgG2b (Gonzalez, 1995b; InvivoGen, 2011) y se
obtuvo el anticuerpo monoclonal 2A7G6 anti-Lp-PLA2 de concentracion 5,1
mg/mL y titulo 1/500, con una relaciobn directamente proporcional a la

concentracion de Lp-PLA2 recombinante (figura 4-6).

Posteriormente, se realizaron 2 tipos de inmunoensayos: ELISA sandwich y

ELISA competitivo.

Para la estandarizacion del ELISA sandwich, se ensay6 con distintos
anticuerpos biotinilados: 4E4E7, 7D2CIl y 2A7G6. Asimismo, se intenté con
diferentes agentes de blogueo, sin embargo, no se logré corregir la alta sefial
(D.O > 0.5) de los pocillos donde no se encontraba la Lp-PLAZ2. Por lo tanto, no

se logré estandarizar una curva de calibracion para el ELISA sandwich.
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Ademas, se determind que los hibridomas utilizados en esta etapa poseian
reaccion cruzada con BSA, cuyo peso molecular es 66,4 kDa muy similar al

peso molecular de la Lp-PLA2 recombinante (= 65 kDa).

Asi, se prosiguio con un ensayo de ELISA por inhibicibn competitiva, donde los
ensayos no fueron reproducibles (figura 4-7). Ademas los coeficientes de
determinacion (R?) no fueron lo suficientemente altos para justificar una
linealidad experimental (> 0,995) (AGQ Labs Chile S.A, 2017), aunque para
hacer un andlisis de linealidad debe ser evaluado en condiciones de

repetibilidad (SERNAPESCA, 2018).

Finalmente, a modo de comparacion, se utilizé el kit comercial desarrollado por
R&D  systems: Quantikine® ELISA  Human PLA2G7/PAF-AH/Lp-

PLAZImmunoassay, que corresponde a un ELISA tipo sandwich, donde se

ensayo tanto con los materiales del kit comercial como con el anticuerpo 2A7G6

conjugado a biotina y la Lp-PLA2 recombinante utilizada en esta investigacion.

Se obtuvo una curva de calibracion con la proteina Lp-PLA2 recombinante del

kit (figura 4-8). Sin embargo, no se pudo obtener una curva con el anticuerpo
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2A7G6 conjugado a biotina, debido a una reaccién cruzada. Esta reaccion
cruzada pudo ser porque los componentes del kit se reconstituyen con un buffer
gue contiene proteina; no esta detallado en el protocolo del kit de qué proteina
se trata y qué contienen los diluyentes (R&D Systems, Inc.,2016), pero es
probable que se trate de BSA, ya que R&D systems (2018a) indica en su pagina
web que suele utilizarse BSA como proteina carrier para mejorar la estabilidad
de las proteinas recombinantes desarrolladas por esta marca y, como se
menciond anteriormente, el anticuerpo 2A7G6 posee una reactividad cruzada

con BSA.

Por otro lado, el anticuerpo del kit comercial Quantikine® ELISA no reconocié la
Lp-PLA2 recombinante utilizada en esta investigacion. Esto puede deberse al
origen de cada proteina recombinante, aunque ambas proteinas recombinantes
son derivadas de E. coli (R&D Systems, Inc., 2016; Soto, 2015). Existen
variaciones espontaneas propias de los productos bioldégicos que producen
isoformas o microheterogeneidad (Josan, 2017), variaciones que pueden
producirse durante la biosintesis (modificaciones post-traduccionales),
purificacion o almacenamiento (Twomey et al, 2015; Beyer et al 2018). Las Lp-
PLA2 recombinantes utilizadas tienen procesos de producciéon distintos, en
primera instancia porque no provienen del mismo clon y, por lo tanto, van a

presentar diferencias una de la otra, siendo un ejemplo de ello la diferencia
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entre los pesos moleculares en condiciones denaturantes: Lp-PLA2 del kit: 42-
45 kDa (R&D Systems, Inc., 2018b); Lp-PLA2 utilizada = 65 kDa. Asi, puede
gue existiera un impedimento estérico para reconocer el epitope de la Lp-PLA2

de esta investigacion.

Si bien se podria tratar de estandarizar otros tipos de inmunoensayos, se
recomienda que se analice primero cada componente y etapa de los

inmunoensayos, puesto que otro tipo de ensayos podria encarecer el proceso.
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6. Conclusiones

Se cultivé y cloné el hibridoma 2A7-1 productor de anticuerpos anti-Lp-
PLA2.

Se cultivaron, propagaron y almacenaron 5 hibridomas, para posteriores
investigaciones que permitan el desarrollo y validacion de un
inmunoensayo de cuantificacion para Lp-PLA2.

Se obtuvo en total 10,2 mg del anticuerpo monoclonal 2A7G6 especifico
para Lp-PLA2 recombinante, y se dejo almacenado un total de 4 mL de
globulinas sin purificar.

A pesar de no lograr la estandarizacién de un ELISA, la obtencion del
anticuerpo monoclonal 2A7G6 especifico para Lp-PLA2 y, ademas, su
conjugacion a biotina, podria contribuir a la estandarizacion de un

inmunoensayo validado para la cuantificacion plasmatica de Lp-PLA2.
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7. Glosario

AcMo: Anticuerpo monoclonal, anticuerpo producido por un solo clon de linfocito

B.

Anticuerpo: Molécula (proteina) responsable del reconocimiento y eliminacion
(neutralizacién) especifica de antigenos.

Antigeno: Sustancia que al introducirse en el organismo induce en este una
respuesta inmunitaria, provocando la formacién de anticuerpos.

ApoB: Apolipoproteina B-100.

Aterosclerosis: Sindrome caracterizado por el depdsito de sustancias lipidicas
en la intima de las paredes arteriales.

Biomarcador: Indicador de interaccion entre un sistema bioloégico y un agente de
tipo quimico, fisico o bioldgico, la cual es evaluada como una respuesta
funcional o fisiol6gica, que ocurre a nivel celular o molecular y ademas esta
asociada con la probabilidad del desarrollo de una enfermedad.

BSA: Suero fetal bovino.

Dilucion seriada: Reduccién progresiva de la concentracion de una sustancia en
disolucién, con el fin de amplificar rapidamente la dilucién.

DMSO: Dimetilsulfoxido.

D.O: Densidad Optica.

ECVs: Enfermedades cardiovasculares.

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas.
ENT: Enfermedad no transmisible.

Especificidad: Capacidad de un compuesto para detectar una Unica substancia
concreta.
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Feeder: Células que proporcionan factores secretados, matriz extracelular y
contacto celular para ayudar al crecimiento celular en el medio de cultivo.

Fosfolipasa: Tipo de enzima que cataliza la hidrélisis de distintos componentes
en los fosfolipidos.

HDL.: Lipoproteina de alta densidad.

Hibridoma: Linea celular hibrida obtenida mediante la fusion de un linfocito B
productor de anticuerpo, con una linea celular de mieloma (linfocito B
canceroso) que no produce una inmunoglobulina propia.

LDL: Lipoproteina de baja densidad.
Lp(a): Lipoproteina a.
Lp-PLA2/ PAF-AH: Fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina.

Microheterogeneidad: Variacion en la estructura quimica de una sustancia
(como la secuencia amino acidica de una proteina) que no produce un mayor
cambio en sus propiedades.

OPD: Ortofenilendiamina.

OVA: Ovoalbumina.

PAF: Factor activador de plaqueta.

PBS: Tampon fosfato Salino.

Pellet: Pequeias porciones de material aglomerado o comprimido.

Proteina recombinante: Proteina que se obtiene al expresar un gen clonado en
una especie o linea celular distinta a la célula original.

Reactividad cruzada: Reaccidbn que se establece entre un determinante
antigénico y el anticuerpo especifico para otro antigeno.

Sensibilidad: capacidad para discriminar entre pequefias diferencias en la
concentracion de un analito.

VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad
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9. ANEXO I

PROTOCOLO DE SUPERVISION DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

VARIABLES A CONSIDERAR Y PUNTUACION

ASPECTO Normal (piel normal, ojos vivases, erguido en sus cuatro patas) 0
(de0a3) Piel enrojecida, inflamacidn en dreas del sitio de inoculacidn 1
Inflamacion y lesiones cutaneas en areas del sitio de inoculacion 2
Lesiones cutaneas multiples 3

Animal de cubito lateral con respiracion bucal

COMPORTAMIENTO Normal (erguido, atento al medio interactta con sus pares) 0
ESPONTANEO
Inactividad o agresividad manifiesta contra otros animales 2
(de0a3)
Automutilacidon, animales muy inquietos o inmaviles 3
COMPORTAMIENTO Normal, atento al medio responde inmediatamente frente al estimulode | O

FRENTE A ESTIMULOS abrir la jaula, se mueve sin dificultad en sus cuatro miembros.
SIGNOS NEUROLOGICOS

Cambios pequefios conductuales, perdida coordinacidn, ataxia. 1
(de0a3)
Cambios moderados, conducta y movimientos inusuales, ataxia, 2
el animal al desplazarse se tambalea pierde el equilibrio y cae.
Letargia, al fondo de la jaula, evita o presenta inactividad al fondo de la 3
jaula, abulico, dificultad para moverse, inapetente.
PUNTUACION TOTAL.: deOal2
NOTA:

Cuando un animal obtiene una puntuacién de 3 en mas de un parametro, todos los "3"
pasan a "4"

Las medidas paliativas sugeridas en funcién de la puntuacién obtenida para cada animal son las
siguientes:

De 0-3 Normal
De 4-7 Supervisar cuidadosamente
De 8-12 Eutanasia
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