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RESUMEN

La apolipoproteina A-l (Apo A-l) es el componente proteico principal de las
lipoprotalnés de alta densidad (HDL), sus funciones son estructurales, como cofactor
de la enzima lecitin colestero! acil transferasa (LCAT) y ligando de receptor de apo A-l
en hepatocitos. En base a lo anterior se considera que juega un papel importante en el
metabolismo de las lipoproteinas. Diversos estudios epidemioldgicos, sugieren que las
apoproteinas A-l y B son mejores indicadores de riesgo cardiovascular que los niveles
de lipidos y las lipoproteinas por lo que se hace necesario cuantificar las
concentraciones de estas apoproteinas. El estandar de apo A-1 se obtuvo de plasma de
sujetos normolipidémicos sanos. Las HDL fueron separadas del resto de las
lipoproteinas por ultracentrifugacién secuencial preparativa, posteriormente fueron
deslipidadas y sometidas a una cromatografia de exclusién. La caracterizacion de la
Apo A-l se hizo en base a sus caracteristicas inmunoldgicas y electroforéticas, Una vez
obtenida la apo A-l pura se utilizé como inmundgeno para la obtencién de anticuerpos
en conejos de la raza Nueva Zelanda menores de 2 arfios. LaAinmunizacién fue
intradérmica y multisitial con tres refuerzos cada 28 dias con las mismas caracteristicas
del primer inoculo, 10 dias después de cada refuerzo se hizo una sangria de prueba
para monitorear el titulo del anticuerpo por el método de inmunodifusién radial, la
sangria de cosecha se realizé por puncién cardiaca. La apo A-l fue marcada con 1I'®
por el método de cloramina T y posteriormente purificada por filtracion en gel. La
sensibilidad del anticuerpo se determing por el método de radionmunoandlisis donde

una dilucidn 1:10,000 del antisuero desplaza 50% de unién de la marca, la cual fue



considerada como 6ptima para llevar la cuantificacion de apo A-l por el método de
radioinmunoanalisis. La especificidad del anticuerpo se desarrolld mediante pruebas
cruzada contra concentraciones fisiologicas y suprafisiologicas de lipoproteinas de baja
densidad, lipoproteinas ricas en triglicéridos, lipoproteinas de aita densidad y plasma
total; el énticuerpo solo reconoce a las lipoproteinas que contienen apo A-l. La
sensibilidad del método implementado fue de 0.25 ng; e! intervalo de ensayo fue de 5 a
250"9; la precision evaluada como coeficiente de variacion fue de 3.08% y de 6.1%
intraanalisis e interanalisis respectivamente; la exactitud en funcion del porcentaje de
recuperacioén fue en bromedio de 101.4% Los resultados obtenidos en una misma
muestra son simllares a los registrados con un método comercial (r=0.99). Las
concentraciones de apo A-l y del colesterol de HDL se asociaron directa y
significativamente (p<0.001). Con todo lo anterior Se concluye que el método de RIA
descrito, es relativamente sencillo, practico y, cumple con los requisitos de sensibilidad,
precision, exactitud y especificidad para una medicién confiable de la apo A-l en

plasma humano.



GENERALIDADES

Las lipoproteinas son particulas seudomicelares solubles en agua, formadas por lipidos
(triglicéridos, colesterol y fosfolipidos) y protelnas especificas (lamadas
apolipoproteinas. La estructura de éstas ma'cromoléculas esta sujeta a cambios
compaosicionales constantes, los que son consecuencia de las interacciones entre ellas,
asl como, con las enzimas y los receptores. Ademas, existe un ingreso hacia el plasma
continuo de particulas nacientes y una remocidn constante de particulas viejas. Estos
movimientos dan como resultado una gran heterogeneidad en las moléculas de
lipoproteinas.

La funcién primordial de las lipoproteinas es el transporte de lipidos, este sistema
permite hacer llegar las moléculas de triglicéridos, colesterol y fosfolipidos a los tejidos
de manera especifica. Por otra parte, los triglicéridos que estdan contenidos en las
lipoproteinas también pueden ser hidrolizados a 4cidos grasos libres los cuales son
transportados en el plasma unidos de forma no covalente con la albumina, si bien esta
forma de transporte no posee el alto grado de especificidad que tienen las
lipoproteinas, ambas proveen al organismo un sistema versatil de movilizar sustratos
para el metabolismo energético.

Et colesterol es otra de las moléculas transportadas por las lipoproteinas, ain cuando
no es utilizado para producir energia, desempeiia funciones importantes como
combonente estructural de las membranas celulares, precursor de hormonas

esteroideas y acidos biliares.



Los fosfollpidos, la tercera variedad de lipidos contenidos en las lipoproteinas, también
son transportados hacia los tejidos en los que forma parte de las membranas celulares
y subcelulares ademés desempefia un papel fundamental al formar parte de la
estructura de las lipoproteinas y/o proporciona el sustrato necesario para la z.iccién de
la enzima encargada de la esterificacién del colesterol en el plasma la lecitin acil
colesteral transferasa (LCAT)™,

ESTRUCTURA DE UNA LIPOPROTEINA

Figura 1

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA ESTRUCTURA DE UNA LIPOPROTEINA

Apolipoproteina
Triglicérido

——————— Ester de colesterol

——————— Colesterol no esterificado

Fosfolipido

Las lipoproteinas pueden ser transportadas en el organismo, debido a su organizacion
estructural, esta se muestra en la figura 1 ya que los componentes no polares o sea los
insolubles en agua (ésteres de colesterol y triglicéridos) se encuentran en la parte

central de la molécula, las moléculas anfipaticas como los fosfolipidos, las



apolipoproteinas y el colesterol libre exponen sus regiones hidrofilicas hacia la parte
externa de la particula dandole solubilidad a esta, la regién hidrofébica de estas
moléculas as dirigida al nticleo de la lipoproteina. Cada una de las lipoproteinas posee
una o mas subunidades proteicas denominadas apoproteinas estas tienen varias
regiones helicoidales con zonas polares y no polares. La funcién de la époproteina es
principaimente estructural pero algunas de ellas son reconocidas por receptores
especificos y/o funcionar como cofactor de las enzimas involucradas en el metabolismo
de los lipidos y lipoproteinas.

CLASIFICACION:

Las lipoproteinas pueden ser separadas del plasma en base a sus caracteristicas
fisicoquimicas como densidad, tamafio, carga y contenido de apolipoproteinas. El
contenido relativo de lipidos y proteinas determinan la densidad, o que permite la
separacion por ultracentrifugacion, en base a su indice de flotacién, las lipoproteinas
han sido clasificadas en. quilomicrones (Qm), lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL). Estas difieren entre si en tamafio,
composicion y funcién. La tabla 1 muestra el jugar de sintesis y las caracteristicas de

las principales lipoproteinas.

Existen principalmente 10 apoproteinas contenidas en las diferentes lipaproteinas, en
la tabla 2 se anotan estas apoproteinas, asi como, las lipoproteinas que las contienen y

sus funciones,



Tabla 1

CARACTERISTICAS DE LAS LIPOPROTEINAS

Nombre Origen o Densidad Peso Molecular Tamario
formacion (g/ml) (Kd) (nm)
Qm Intestino delgado 0.93 400,000 80-100
VLDL Higado 0.93-1.006 10,000-80,000 30-80
IDL Catabolismo de 1.006-1.019 5,000-10,000 25-30
las VLDL
LDL Catabolismo de 1.019-1.063 2,300 19-25
las IDL
HDL Higado e 1.063-1.210 175-360 7-10

intestino delgado




Tabla 2

PRINCIPALES APOPROTEINAS EN EL. PLASMA HUMANO

Nombre Lipoproteinas

Apo A-l HDL,Qm

Apo A-ll HDL

Apo AV HDL, VLDL, Qm

Apo B-100 LDL, VLDL, IDL

Apo B-48 am
ApoC-l  HDL, Qm, VLDL

Apo C-Hi HDL, Qm, VLDL
Apo C-til  HDL, Qm, VLDL

Apo D HDL, am

Apo E HDL, VLDL, Qm

Peso Molecular

(Kd)
28,000

16,000

46,000

550,000

250,000
6,000

7,000
7,000

21,000

34,000

Funcién

Componente estructural de HDL.

o Cofactor parala LCAT.

Interaccién  especifica con el
receptor en el higado.
Eleva la actividad fibrinolitica.

¢ Componente estructural de la HDL,
¢ Posiblemente esté involucrada en la

modulacion de las  lipasas
lipoprotelca y hépatica.

Componente estructural.

e Modula la actividad de la lipasa

lipoprotéica,

Interaccién con receptor en higado.
importante en el transporte de
triglicéridos fuera del higado.

Importante en el transporte de
triglicéridos fuera del intestino.

Contiene elementos estructurales
para activar la LCAT.

Activador de la lipasa lipoprotéica,

o Inhibe la lipasa lipoprotéica.
¢ Posiblemente modula la captacién

de triglicéridos en los remanentes
por los receptores hepaticos.

Posiblemente interviene en el
intercambio de  ésteres de
colestero!.

Interacciona con su receptor en el
higado para la , captacion de
colesterol intra y extrahepatico

Gerd Schimitz, Elke Williamson. High-density lipoprotein, metabolisin, reverse cholestcrol transport.Current

QOpinion in Lipidolagy. 1991, 2:177-18Y



INTRODUCCION

LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD

Las lipoproteinas de alta densidad son complejos esféricos compuestos por un 50% de
protelna y un 50% de lipidos aproximadamente, sus principales componentes lipidicos

y protéicos se observan en la tabla 3.

Tabla 3
COMPONENTES DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD

Componente Peso Molecular % peso
Lipidos (Da) 50
Colesterol 386 3-5
Esteres de colesterol - 490-680 15-20
Fosfolipidos 850-1,100 26-32

_Triglicéridos 800-1,000 2-7
Proteinas (Da) €0
Apoprotsina A-| 28,000 32.5
Apoprotelna A-ll 16,000 5
Apoproteina A-IV 46,000 trazas
Apoproteina C-| 6,000 5-7.5
Apoproteina C-ll 7,000 trazaa
Apoproteina C-llI 7,000 trazas
Apoproteina E 34,000 2
Apoproteina D 21,000 trazas

David 1. Silverman, Greofry S. High-density lipoprotein Subfracctions.The American Journal of
Medicine 1993,9:636-643

Las lipoproteinas de alta densidad se encuentran principalmente en un intervalo de
densidad de 1.063 g/m! a 1.210 g/ml, aunque existen HDL enriquecidas con apo E

denominadas HDL; con densidades inferiores a 1.063 g/m!“. Las HDL han sido



separadas en base a su densidad y tamafio por ultracentrifugacién zonal, vertical®

» por
precipitacion ion selectiva @ o electroforésis en gradiente de gel de poliacrilamida®”,
Mas recientemente las HDL se han clasificado en base a su composicién de
apoproteinas®®, las particulas que contienen apo A-l pueden ser separadas por
cromatografia de inmunoafinidad o electroinmunoensayo en dos subclases las que
contienen solo apo A-| (LpA-l) y en las lipoproteinas que presentan apo A y apo A-ll

(LPALA-l). En la tabla 4 se muestran las diferentes subpoblaciones de las HDL

separadas por su densidad, tamaifio o contenido de apoproteinas.

Tabla 4
SUBFRACCIONES DE HDL
Ultracentrifugacén
Densidad (g/ml) Vertical Zonal EGG CIA
1.041-1.09 HODL,; HOL;
HOL2s LpA-l
1.063-1.125 HOL, HDL,
HDL,, LpA-LA-ll
HDLsa LpA-i
1.125-1-210 HDL, HDL, HDL3

HDLse LpA-1:A-ll

EGG=electroforésis en gradiente de gel de poliacriiamida; ClA=cromatografia de inmunoafinidad,

HDL; : Es una particula rica en apo E y apo C, ademas tiene pequerias cartidades de
apoproteina A-l y A-ll, Su didmetro es aproximadamente de 130 a 140 A, tiene un
nucleo central cuatro veces mayor que las HDL,, su parte central estd compuesta
principalmente por ésteres de colesterol. De las particulas de HDL esta subfraccién es

la mas ligera ya que contiene mayor cantidad de colesterol libre y esterificado.



HDL, : Estas particulas se componen principalmepte por la apoprotelina A-l y A-li,
tienen un diametro aproximado de 80 a 100 A; esta subfraccién tiene una proporcién
mayor de ésteres de colesterol, colesterol no esterificado y fosfolipidos en relacién a la
subclase mas pesada (HDL3).

HDL;: El principal componente proteico de las HDL3 son las apoproteinas A-l y A-ll, su
didmetro es de 70 a 75 A, esta particula tiene una mayor proporcién de proteina en
relacién con los lipidos, lo que implica una mayor densidad.

En general, se ha demostrado que el porcentaje de lipidos en las subclases de HDL se
incrementa conforme la densidad disminuye. Las concentraciones relativas de
colesterol libre y de fosfolipidos son mayores en las fracciones de menor densidad al
compararse con las de mayor densidad.

METABOLISMO DE HDL

El metabolismo lipoprotéico tiene un componente exégeno que es el conjunto de
procesos a través de los cuales el organismo utiliza los lipidos contenidos en la dieta, y
una via endégena que incluye el transporte, almacenamiento y utilizacién de los ifpidos
sintetizados en el organismo. El metabolismo de las HDL se puede observar en la
figura 2 la cual es descrita a continuacion.

Los principales componentes protéicos de las HDL son la apo A-l y la apo A-ll, la
primera es sintetizada en el higado y el intestino delgado y la apo A-ll se sintetiza
solamente en el higado, ambas son secretadas con una bicapa de fosfolipidos con
pequeiias cantidades de colesterol libre y la enzima LCAT cuya funcion es transferir el

grupo acilo de la fosfatidilcolina al colesterol libre formando ésteres de colesterol.

10



Cuando estas lipoproteinas son secretadas de esta forma son llamadas HDL
';nacientes" o discoides, estas captan el colesterol libre de las células periféricas o de
las LDL para esterificarlo. De esta manera al enriquecerse de colesterol esterificado y
este al ser insoluble en agua se almacena en la parte central de la particula dando
lugar asl a la HDL3, ésta subfraccion es esférica y tiene una proporcion mas alta de
proieina que de lipidos. Por otra parte se conoce que las HDL esféricas pueden ser
secretadas por |os hepatocitos o enterocitos indicando un ensamblaje intracelular'®.
Las HDLj3 van adquiriendo fosfolipidos, colesterol libre y componentes de superficie®
convirtiendose asi en una lipoproteina de menor densidad (HDL, ) la cual es rica en
colesterol esterificado. Esta interacciona con las lipoproteinas ricas en triglicéridos
(Qm, VLDL, IDL) a través de la glicoproteina hidrofébica CETP (Proteina de
transferencia de ésteres de colesterol) cuya funcién es mediar el intercambio de
ésteres de colesterol y componentes de superficie quedando de esta manera como
’HDLz ricas en triglicéridos, siendo asi un mejor sustrato para la accion de la lipasa
hepatica (cuya funcion es hidrolizar los triglicéridos contenidos en ella) y una vez que
esto sucede esta particula queda nuevamente transformada en HDL:"" . Las
actividades de la LCAT y CETP son mediadas por la apolipoproteina A-l, lo cual
sugiere que ésta apoproteina es la clave mediadora del transporte en reversa del
colesterol?,

Las lipoproteinas de alta densidad estan involucradas en diferentes procesos
metabdlicos tales como el transporte de lipidos, formacién de &cidos biliares,

proliferacion de células y hormonas esteroideas.



Figura 2

METABOLISMO DE HDL

» | Sales Biliares O

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) han despertado gran interés debido a que en
diversos estudios epidemioldgicos se ha encontrado que existe una relacion inversa,
entre sus concentraciones y el riesgo de enfermedad arterosclerosa coronaria (EAC) y
sus complicaciones,

La hipdtesis para explicar la asociacion inversa de HDL y EAC, es que éstas particulas
tienen la capacidad de remover el colesterol de las células y este es reciclado desde
las HDL al higado en un proceso lamado transporte reversa del colesterol. Este

transporte reversa se refiere a una serie de pasos metabdlicos en los cuales el



colesterol libre de las células periféricas es transferido al espacio extracelular, para
posteriormente ser esterificado.

El primer paso en este transporte reversa del colesterol es el eflujo de colesterol de las
células periféricas hacia las HDL, del cual se han propuesto diferentes mecanismos.

El primer mecanismo es llamado Difusién Bidireccional del colesterol entre la
membrana plasmatica y el aceptor HDL. El colesterol no esterificado de la célula puede
migrar por difusién y ser captado por la HDL, este proceso es regulado por el tamafio y
composicién de la particula""'?).

El segundo mecanismo propuesto por Oram y colaboradores™ para el eflujo de
colesterol, es que el colesterol de las células periféricas es captado por la HDL via
receptor, esto estimula la translocacion de colesterol intracelular a la membrana
plasmatica donde puede este ser removido por la HDL.

El tercer mecanismo es la internalizacién y procesamiento extralisosomal. Durante este
proceso las HDL pueden ser introducidos a la células tomar el colesterol libre de estos
y subsecuentemente ser resecretada”*'®. In vitro la HDL, es mas eficiente en promover
el eflujo de colesterol de las células que las HDL,.

Una vez transferido el colesterol libre de las células periféricas a las HDL en estas
lipoproteinas es esterificado y metabolizado de una manera directa o indirecta:
DIRECTA:

En donde las particulas de HDL son captadas directamente por el higado, via receptor
de apo A-l o bien por la células del parenquima hépatico las cuales pueden captar

directamente a las HDL ricas en apo E para ser metabolizadas. Se ha establecido que



en el higado la seleccién en la captacion de ésteres de colesterol es restringidé para
las células del parenquima hépatico, ya que en estas células los ésteres de colesterol
provanientes de las HDL son més eficientes para la sintesis de los &cidos biliares que
los ésteres de colesterol derivados de las LDL"®.

INDIRECTA:

Es en donde estos ésteres de colesterol son transferidos a través de la proteina
plasmética que transfiere ésteres de colesterol (CETP) a otras lipoproteinas ricas en
triglicéridos como los son las VLDL, IDL, LDL y quilomicrones ya que las HDL
intercambian su colesterol esterificado por colesterol libre o por triglicéridos. Estas
lipoproteinas son captadas eventualmente por el higado a través de los receptores de
apo E y apo B en el higado.

Otra hipotesis que se ha manejado para tratar de explicar él efecto protector de la HDL
es la de evitar el daro oxidativo. En general es aceptado que la oxidacion de las LDL
juega un papel central en la iniciécion del proceso de la arterosclerosis. La LDL
oxidada (Ox-LDL) estimula la secrecion de monocitos quimioatractantes por las células
del endotelio. Mackeness y colaboradores"'” demostraron el efecto protector de las
HDL sobre la oxidacion de las LDL, ya que la presencia de HDL en una mezcla
incubada inhibe la peroxidacion, sin embargo la HDL no previene la formacién de
dienos conjugados en la LDL, lo que sugiere que la funcién protectora de la HDL sea a
nivel de la cascada de peroxidacion. Por otra parte se ha sugerido que el poder
antioxidante de las HDL es mediado por la paraoxonasa, una enzima de la familia de

las esterasas cuya actividad es similar a la fosfolipasa C y D""'®, Se ha demostrado



que la paraoxonasa purificada es capaz de inhibir la generacion de lipidos peroxidados
en fa LDL. La funcidon de la paraoxonasa se desconoce hasta ahora, pero parece estar
involucrada en la hidrdlisis de fosfolipidos hidroperoxidados y con ello prevenir la
acumulacidn de productos oxidados citotoxicos enla LDL.

APOLIPOPROTEINA Al

La apolipoproteina A-l es el principal componente proteico de las HDL, ya que estas
lipoproteinas se encuentra entre el 80 y el 90% de las concentaciones plasmaticas de
apo A-ly el resto se encuentra en las lipoproteinas ricas en triglicéridos (quilomicrones,
VLDL y sus remanentes).

La apo A-l se sintetiza en el higado y en las células de la mucosa del intestino delgado,
tiene una estructura a-helice formada por una cadena de aminoacidos con un peso
molecular de 28,100 Da carece de cisteina e isoleucina™'®,

La apo A-l recien secretada aparece en el plasma como una lipoproteina de 249
aminoacidos, lentamente procesada hasta alcanzar un tamafio final de 243
aminoacidos. Su estructura consta de una serie repetida de 23 segmentos de
aminoécidos, que adoptan una forma helicoidal, lo que constituye un elemento
estructural crucial para la union de lipidos'™.

La apo A-l se encuentra en la circulacidn en tres diferentes formas:

a) Enlas particulas de HDL nacientes.

b) En forma libre, ya que se han encontrado pequefas cantidades de apo A-l en
forma libre 0 asociadas con cantidades pequefias de fosfolipidos en el plasma. La

principal evidencia de la existencia de proteinas libres son reportadas en la secrecion
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de estas en orina® y otros fluidos corporales como lo es el fluido cerebro espinal®”.

Se ha demostrado que las apoproteinas A-l, A-ll'y E en forma libre tienen la capacidad
de remover el colesterol libre de macrofagos en el ratén®?

c) Como componente de superficie de las lipoproteinas de origen exogeno, ya que
estas lipoprotelnas son sintetizadas en el intestino delgado, sitio en el cual también hay
sintesis de apo A-l. El mecanismo por el cual o por los cuales la apo A-l es liberada a
la circulacién por estas lipoproteinas se desconoce®.

Importancia clinica y epidemiolégica de la apoproteina A-l

En 1977 se realiz6 un estudio de seguimiento por 4 afios en poblacién adulta de ambos
sexos, en el cual se demuestra que el mejor indicador de riesgo para la EAC fué el
colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) y al analizar la incidencia de la
enfermedad en sujetos con concentraciones de C-HDL inferiores a 35 mg/dl
(hipoalfalipoproteinemia) y compararios con aquellos que tenian cifras mayores a 65
mg/di (hiperalfalipoproteinemia) encontraron que en ambos sexos los sujetos con C-
HDL bajo mostraron una incidencia de 8 veces mas al compararlos con los sujetos con
C-HDL alto (p<0.001). (RM (IC)*

Desde entonces numerosos estudios han demostrado que las lipoproteinas de alta
densidad se asocian de manera inversa con la enfermedad arterial coronaria (EAC) e
infarto al miocardio (IM)®+?",

Recientemente, el programa Nacional de Edﬁcacion del Colesterol se ha definido que

una concentracién de colesterol de HDL menor de 35 mg/d! es un factor de riesgo

indep'endiente para la EAC y que una cifra mayor o igual a 60 mg/dl es un factor
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protector para la EAC'?*®  se a demostrado que el incremento de 1 mg/dl en el
colesterol de HDL, el riesgo de EAC disminuye aproximadamente de 2-3%%>%%9,
Algunos estudios indican que la medicién de las concentraciones de las apoproteinas B
y A-l son de mejor utilidad para identificar a pacientes con EAC que las

(31.35)

congentraciones de colesterol de las lipoproteinas . Aunque algunos estudios

clinicos muestran controversia acerca de que si las concentraciones de apo A-l puedan
proveer una mayor informacién del riesgo para EAC que el que muestra el C-HDL #*,
Maceijjko en 1983 encuentra que la apo A-l es mejor indicador de EAC valorada
angiograficamente al’ compararlo con las cifras de C-HDL, ya que, el analisis
discriminante mostré que la apo A-l tiene un margen de error de 12.9% en la

clasificacion del paciente en base a la ausencia o presencia de la enfermedad, en

cambio el sesgo para el C-HDL fue de 21.3%'*,

En un estudio realizado en los descendientes de Framingham “? encuentran que la
prevalencia de EAC se asocia de manera inversa y significativa con las
concentraciones de apo A-l y C-HDL en ambos sexos, |0 que suguiere que ambos
analitos A-l son buenos indicadores de EAC, tanto en hombres como en mujeres.

La apolipoproteina A-l como el componente estructural mas importante de la HDL ha
sido asociada con la resistencia a la aterosclerosis. El incremento en la tasa de
produccioén de apo A-l causa elevados niveles de C-HDL y puede estar asociado con la
proteccion de EAC prematura”. Estos resultados son consistentes con un estudios

previo? en los cual a ratones se les inserta el gen de la apo A-l (transgenicos)



expresando concentraciones elevadas de apo A-l humana, resultando menos
suceptibles a la aterogénesis inducida por dieta.

Stampher™ en un estudio prospectivo con cinco afios de duracion incluyé hombres
entre los 40 y los 84 afios, demuestra una asociacion inversa entre el C-HDL y el
infarto al miocardio, encontrando poco valor predictivo en las concentraciones de las
apoproteinas A-l, A-ll y B. Por el contrario en otro estudio“? desarrollado en sujetos de
ambos sexos las concentraciones de apo A-l, A-ll pueden agregar informacién en la
determinacion del riesgo de infarto al miocardio.

En un esfuerzo para entedender el posible mecanismo por el cual a bajas
concentraciones de C-HDL no hay EAC en algunos individuos Rader vy
colaboradores realizaron un estudio en cinco sujetos con muy bajos niveles de HDL,
apo A-l y apo A-ll pero sin evidencia de EAC prematura, en donde por medio de un
estudio cinético con isotopos radioactivos reveld que la tasa de produccién de apo A-l
en los pacientes similar a la de los controles; sin embargo la tasa catabdlica de esta
proteina esta aumentada en los pacientes al compararse con los controles, esto
pudiera estar indicando un eficiente transporte reversa de colesterol siendo este un
posible mecanismo para la ausencia de EAC.

Por otro lado el incremento en la tasa de produccién de apo A-l causa elevados niveles
de C-HDL y puede ser asociado con la proteccion de la enfermedad arterial coronaria

prematura*®.



El metabolismo de las HDL y sus subfracciones asi como sus concentraciones estan
infuenciadas por muchos factores ambientales en los cuales se encuentran dieta, peso,
ejercicio, consumo de alcohol, hormonas y farmacos.

En la siguiente tabla se ilustra como Influyen estos factores en las concentraciones de _
las subfracciones de HDL asi como en la apo A-l.

Tabla §

FACTORES QUE MODIFICAN LAS CONCENTRACIONES DEL C-HDL Y DE APQO A-l

, HDL2 HDL3 Apo A-l

Cansumo de alcohal “*4? T ™ T
Estrogenos 44 ™ “ 0
Ejercicio ®**¥ ™ -1 T
Perdida de pesa ** W 0 t
1 Dieta de colesteral %" ™ PN t
T Dieta en grasa saturada ™ © T
1T Dieta de grasa poliinsaturada W o 2
Farmacos ©

Niacina (O T ™
Gemfibrozil ™ T ™
Colestiramina 0 © T
Prabucol W “

Lovastatina © o T

11=Aumento importante; d4=Disminucién importante; T=Aumento; {=Disminucion; «»=Sin cambio.
Recientemente hubo interesantes descubrimientos en la investigacion sobre defectos
genéticos que influyen en las concentraciones de C-HDL y de la apo A-l, estos datos

se muestran en la siguiente tabla.



Tabla6

FACTORES GENETICOS QUE DISMINUYEN LAS CONCENTRACIONES DE C-HDL
Y DE APO A-l

Defecto C-HDL Apo A-l  Caracteristica

Deficiencia de la LCAT ®® 4 V4 Presencia de complejos
discoidales, Incremento en
la tasa catabdlica de apo A-
|

Apo A-| milano ®? i y{  Incremento en la tasa
catabdlica de apo A-l
Enfermedad de Tangier 4 N Incremento en la tasa

catabélica de apo A-l

METODOS PARA LA CUANTIFICACION DE LAS APOLIPOPROTEINAS

Varios métodos han sido utilizados para la determinacién de apolipoproteinas en
plasma. En la actualidad, la cuantificacion de apolipoproteinas no se realiza como un
procedimiento clasico de rutina, debido en primer lugar a que no esta claro hasta qué
punto esta informacion puede ser Util para el medico. No abstante, la determinacion de
apoprotelnas se ha extendido como método de Investigacion, y se ha desarrollado la
tecnologia de los métodos empleados con tal finalidad. Algunos de estos estudios han
dado ya resultados que apuntan hacia la posibilidad de que al menos unas cuantas
apolipoproteinas resultan mejores descriminadores de riesgo de enfermedad
aterosclerética que otro lipidos u otras lipoproteinas. La mayoria de los métodos de
cuantificacion se basan en la identificacion inmunoldgica de las apolipoproteinas los

principales métodos son:
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RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

La técnica del radioinmunoensayo fue introducida a la medicina por los investigadores
Berson y Yalow en 1956, quienes en 1960 publicaron por primera vez la descripcion
detallada de esté método en relacién con la determinacién de insulina en el plasma ‘
humano. Con este método se demostré ademas que la reaccién antigeno-anticuerpo
podia servir de base para medir sustancias circulantes en el plasma. La base
fundamental del método radioinmunoldgico es precisamente la reaccién antigeno-
anticuerpo, el antigeno marcado con un isotopo radioactivo se une al anticuerpo
correspondiente dando lugar al complejo radiactivo antigeno-anticuerpo®',
RADIONMUNOANALISIS COMPETITIVO

El RIA competitivo se basa en una reaccién inmunolégica de competencia entre dos
antigenos uno marcado con un isotopo radioactivo y el otro no marcado buscando
ambos la unién con el anticuerpo, como se muestra en la figura 3.

Figura 3

BASE TEORICA DEL RADIOINMUNOENSAYO COMPETITIVO

+ WAl
Fraccién Fraccién
unida

libre E
+ I

Si la concentracién del anticuerpo es constante y si reconoce a los dos antigenos por

/\

igual. Se puede concluir que si aumenta la concentracién de antigeno no marcado

disminuira la radiactividad del complejo antigeno-anticuerpo.
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Por lo tanto, la relacién o cociente de antigeno marcado (Ag*) ligado al anticuerpo (B) y
el antigeno libre (Ag) (F) va disminuyendo conforme va'aumentando la concentracion
del antigeno no marcado (Ag) presente en el liquido biolégico que se analiza quedando
una curva como se muestra a continuacion®”,

Figura 4.

RELACION ENTRE B/F Y CONCENTRACION DE ANTIGENO NO MARCADO

B/IF

Concentracién

Un bajo cociente de B/F significa que una pequeiia cantidad de antigeno marcado se
ha ligado al anticuerpo y por lo tanto una alta cantidad de antigeno no marcado esta
presente en la muestra. Un alto cociente B/F indica lo contrario.

La incubacion del antigeno y el anticuerpo es un paso que asegura la estabilidad de

todos los reactivos y permite alcanzar un equilibrio. La separacién del antigeno unido
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del libre cuando el equilibrio se ha alcanzado puede llevarse acabo por medio de
diferentes métodos de separacion.

Métodos de separacion:

En general los metédos de separacion pueden éer una fuente de error en el método de
radioinmunoanalisis. Estos distinguen entre el anticuerpo unido al antigeno y el
antigeno libre, aunque no existe un método ideal, ya que cada uno tiene sus propias
limitaciones. Los métodos incluyen cromatoelectroforesis , filtracion en gel |,
inmunoprecipitacién, separacién quimica, técnicas adsorbentes, separacién de fase
solida y polimerizacion de anticuerpos. Aqui se describen los métodos mas
comunmente utilizados para tal separacion:

Inmunoprecipitacién:

El método de inmunoprecipitacion tambien es conocido como precipitacién de doble
anticuerpo. Involucra a un primer anticuerpo e_speciﬁco y un segundo anticuerpo
menos especifico, un anti-IgG el cual va dirigido al primer anticuerpo estos al unirse se
precipitan formando un complejo inmunoglobulinico. Para separar este complejo se
cent'rifuga, el sobrenadante se elimina y el precipitado representa el complejo unido
antigenio-anticuerpo en el cual son determinadas las cuentas por minuto.

Al parecer esta es una simple técnica de separacion pero puede tener muchas fuentes
de error, como por ejemplo al evaluar el antigeno libre del unido no haciendo una
buena centrifugacién o al separar mal el sobrenadante. Por otro lado, el primer
anticuerpo generalmente tiene una dilucién muy grande (1:10 ), y la reaccién con el

segundo anticuerpo puede llevar muchos dias para llegar al equilibrio, ya que al
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agregar mas anticuerpo aumenta al concentracién total de inmunoglobulinas. El tiempo
que se requiere para que la reaccion sea completa varia de acuerdo a la concentracion
de inmunoglobulinas, asi como de la temperatura, osmolaridad y del pH o de los
buffers, este se puede acelerar con una Separacion quimica como por ejemplo
polietinilglicotl.

Separacion quimica:

Los métodos de separacion quimica tambien dependen de la solubilidad de los
complejos inmunes y del antigeno libre. Muchos sustancias quimicas se usan para la
separacitn tales como etanol, sulfito de sodio, sulfato de amonio y &cido tricloroacetico
de estas sustancias la mas ampliamente usada es el polietinilglicol el cual puede ser
usado solo o en combinacién con un segundo anticuerpo. Este método puede ser
empleado para determinar una gran variedad de hormonas.

Técnicas adsorbentes:

Las técnicas adsorbentes son capaces de separar pequefias cantidades de antigenos
libres de los complejos antigeno-anticuerpo con esta técnica el precipitado contiene la
fraccién unida, y en el sobrenadante contiene fraccion libre la cual es decantada y se
evalua la radioactividad del precipitado. La concentracidn tanto de electrolitos como de
proteinas puede afectar este método por interferir en la adsorcién superficial. Como
ejemplos de estos materiales adsorbentes esta el taico, silica, resina, proteina A de
Sthaphylococcus y celulosa.

Para determinar la concentracién del antigeno de la muestra, la inhibicién de la

reaccion inmunolégica que dicho antigeno de muestra es comparada con la inhibicion
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obtenida por las soluciones estdndar en una grafica en la cual en el eje de las
ordenadas se anota el porcentaje Ag radioactivo unido al Ac, y en el eje de las abcisas
indica la concentracion de antigeno no marcado en la muestra. Las curvas estandar
obtenidas se pueden graficar en papel semilogaritmico y logit, estas curvas se
muestran en lafigura 5.

Los puntos de la curva estandar que quedan incluidos en la porcién de la recta de la
linea marcan los limites de medicion del método para dicho antigeno.

Dentro de las ventajas que tiene el uso del RIA para la determinaciéon de la
apolipoproteina estan:

1.- Un alto grado de especificidad y una sensibilidad que permiten medir cantidades
pequefias de proteina.

2.- No se requiere de un gran volumen de muestra para su determinacién (500 ul son
suficientes)

3.- La posibitidad de automatizacién del método.

Las desventajas en esta metodologlia es que requiere de equipo especial y costoso y
produce residuos radiactivos. Ademas el marcaje puede lesionar al antigeno y acortar
su vida media provocando con ello que el estdndar marcado sea diferente del no

marcado o de la muestra desconocida®.
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Figura §
CURVAS ESTANDAR DEL RADIOINMUNOANALISIS:

% de Union
% de Union

ey L e

log Concentracién

C

Concentracién

Logit

Concentracion

Curvas estandar A) en papel aritmético; B) en papel semilogaritmico; C) en papel logit.

ELECTROINMUNOENSAYO

Este método ha sido de uso extenso y tiene la ventaja sobre el radioinmunoanalisis ya
que no requiere el uso de componentes radioactivos. El antigeno es cuantificado por
electroforesis en agarosa que contiene su correspondiente anticuerpo este proceso da
como resultado un precipitado.

El antisurero es adicionado a la agarosa en una dilucién adecuada. Generalmente la
sensibilidad es grande a bajas concentraciones del anticuerpo, el dextrano polietilglicol
puede ser incorporado al gel para incrementar la sensibilidad.

Las proteinas precipitadas, son tefiidas y se cuantifican comparando los picos

formados por la proteina purificada que se usa como estandar. Lo importante para



realizar este método es que las muestras y los estdndares sean del mismo tamafno
molecular y carga.®!

INMUNODIFUSION RADIAL:

Una de las observaciones sobre las reacciones antigeno-anticuerpo se refiere a la
capacidad para precipitar cuando se combina en una proporcion equivalente.

La inmunodifusion en gel constituye la base comin de una gran variedad de técnicas
que permiten realizar desde un analisis cualitativo de mezclas antigénicas hasta una
estimacion cuantitativa de un antigeno individual.

Si el antigeno reacciona con su anticuerpo especifico formando un complejo. La
precipitacidn ocurre en parte por la interaccién entre las moléculas y esto es
dependiente de su composicion, naturaleza, concentracién y proporcidon entre los
antigenos y el anticuerpo.

Estas técnicas en geles sélo identifican cualitativamente los antigenos y los
anticuerpos, pero mediante otra madificacién, empleando la inmunadifusién radial
simple, pueden convertirse en cuantitativas.

INMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE

Se aflade anticuerpo ai gel dejandose solidificar se hacen pocillos en el agar, se vierte
en ellos un volumen del estdndar del antigeno en estudio a diferentes
concentraciones. El antigeno se difunde hacia el interior de los pacillos para formar
complejos solubles con el anticuerpo hasta que se alcanza un punto de equivalencia y

los complejos se precipitan formando un anillo.
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El area del anillo de precipitacion, medida por el cuadrado del diametro del anillo, es
proparcional a la concentracién del antigeno. Los valores desconocidos se calculan por
interpolacién en la curva estandar figura 6. Todo el proceso puede invertirse para
determinar las concentraciones de anticuerpo desconocidos®.

Figura 6
CURVA ESTANDAR DE LOS ANILLOS DE PRECIPITACION

1 2 3 4
®
g
: |
Didmetro del halo de precipitacién
INMUNODIFUSION DOBLE

Los geles se vierten y se dejan solidificar, se conforman los pocillos en el gel y se
afaden soluciones prueba del antigeno y el anticuerpo.

estas se difunden hacla fuera, al encontrarse forman una linea de precipitacidn.Si enla
solucién existen dos antigenos reconocidos por el anticuerpo se forman dos bandas de
precipitado independientes.

La inmunodifusion doble puede ser utilizada para determinar la relacién antigeno

anticuerpo. Para ello existen patrones basicos figura 7:
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Figura 7.
BANDAS DE PRECIPITACION EN LA INMUNODIFUSION DOBLE

Ao o Bo o

NN )
®

a.- i.os arcos de precipitacion formados entre el anticuerpo y los dos antigenos
problema se funden, indicando que el anticuerpo esta precipitando epitopes idénticos
en cada preparado.

b.- El anticuerpo distingue mas de un epitope comin a los 2 antigenos que forman
arcos de precipitacion independientes.

c.-El anticuerpo reconoce un antigeno comun en ambas muestras y uno extra en una
de las muestras

d.- existe una identidad parcial en donde ambas muestras reaccionan con el anticuerpo

mientras que otro anticuerpo reacciona solo con uno u otro de los antigenos, ©,



ENSAYO INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMAS

El método inmunoenzimatico ha demostrado tener grandes aplicaciones en una amplia
variedad de condiciones.La introducciéon de inmunoensayos enzimaticos fue realizada
por Perimann asi como Van Weemen y Schurs, ofreciendo una atractiva alternativa
para los anticuerpos marcados de métodos mencionados previamente. Los
inmunoensayos enziméaticos emplean antigeno o anticuerpo conjugados con enzimas;
estos ensayos han dado resultados objetivos y son extremadamente sensibles.

Los antigenos o anticuerpos son acoplados a un soporte de fase sélida para lo cual
pueden usarse tubos o placas. En gran escala los tubos o0 microplacas de poliestieno
son adecuadas, ya que requieren cantidades pequeiias de reactivo para ser
satisfactoriamente cubiertos con el antigeno o el anticuerpo por adsorcién pasiva. El
exceso de los componentes ya sea de antigeno a anticuerpo que no estan ligadas son
marcados con una enzima, y esta es atacada por el sustrato formando un cromégeno y
asi es determinada por la cantidad de sustrato que ha sido hidrolizada.

Hay diferentes tipos de ensayos inmunoenzimaticos:

-Deteccion del anticuerpo usando una enzima: En estd técnica el antigeno es
adsorbido en una fase sélida, se lava para eliminar el exceso de antigeno y se adiciona
el conjugado, posteriormente se afiade el sustrato. Entre cada uno de estos pasas se
hacen lavados para eliminar los excesos.

La cantidad de sustrato hidrolizada es igual a la cantidad de anticuepo presente.

-Deteccién del antigeno por el método del doble anticuerpo:
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Técnica en la cual el anticuerpo es adsorbido en fase sélida posteriormente se adiciona
el antigeno, y se afiade un segundo anticuerpo marcado con uné enzima (el
conjugado), se agrega el sustrato para dicha enzima, entre cada uno de estos pasos
se hacen lavados para eliminar los excesos. La cantidad hidrolizada de sustrato es .
igual a la cantidad de antigeno presente.

-Deteccion del antigeno por el método competitivo por antigeno marcado:

El anticuerpo es adsorbido a una fase sélida, al mismo tiempo en diferentes placas. A
una se le adiciona antigeno marcado con una enzima y antigeno no marcado, a la ofra
placa se le agrega solamente antigeno marcado con la enzima. Posteriormente se
adiciona el sustrato a las dos placas; lo que se obtiene es una hidrélisis del sustrato
que’es igual al antigeno marcado. La diferencia entre una placa y la otra nos da el
antigeno no marcado.

En este procedimiento al igual que los demas, entre cada paso se realizan lavados
estos lavados son criticos e importantes para asegurar que todas las paredes o tubos
sea tratados de la misma manera.

Una adecuada estandarizacion es la clave para una alta precision en los
inmunoensayos enzimaticos.

Bajo condiciones estrictamente controladas los resultados son expresados con valores
de absorbencia, en donde la referencia son los estandares con los cuales se hace una
curva en donde la abcisas son el porcentaje de estandar y las ordenadas son la
absorbencia. En estad curva son interpolados los valores de absorbencia de las

muestras.Este tipo de inmunoensayo tiene una gran diversidad de aplicaciones®,
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INMUNONEFELOMETRIA:

Las determinaciones nefelométricas son similares a Ias turbidimetricas. En nefelometria
se mide las luz dispersada por las pequerias particulas en angulo recto respecto al la
luz incidente sobre la cubeta. El grado de dispersién se relaciona con el nimero y
tamario de particulas en el haz luminoso. El tamafio de la particula, su forma y la
longitud de onda de la luz incidente son variables importantes que hay que controlar.
Cuanto mas corta es la longitud de onda de la luz incidente, mayor es el grado de
dispersién. Una de las ventaja de la nefelometria respecto a las determinaciones
turbidimetricas es que las mediciones nefelometricas generaimente tienen mayor
precisidn. Asimismo para obtener una alta especificidad con elevada precisién se ha
combinado una fuente laser con complejos especificos antigeno-anticuerpo. La luz
difundida es maxima cuando la reaccién termina y se alcania el estado de equilibrio.
Este se obtiene entre 30 y 60 minutos para la mayor parte de las reacciones antigeno-
anticuerpo de las proteinas especificas de suero humano.Como resultado en el futuro
se utilizara cada vez més en laboratorios clinicos las determinaciones turbidimétricas y
especialmente las nefelométricas.®?

RESPUESTA INMUNE

Los procesos de inmunidad dependen fundamentaimente de la capacidad para
reconocer células y sustancias extraias al organismo. Cuando el material extrafio, que
puede ser incluso una proteina como las que contiene el polen o la sangre, o una
particula de naturaleza no biélogica, a la que se denomina antigeno ha entrado,

entonces se inicia una serie de reacciones de defensa.



El sistema inmune utiliza dos mecanismos de respuesta uno mediado por células en
donde intervienen las células T y B y las llamadas células de |a tercera poblacién. Las
células T y B tienen receptores de superficie para el antigeno. Las células T se
desarrollan en el timo mientras que las células B se diferencian en el higado fetal. Las
células de la tercera poblacién no poseen receptores de superficie para el antigeno,
estas probablemente se desarrollan en la médula ésea. Esta poblaciéon contiene
linfocitos citotdxicos. Las moléculas que pueden utilizarse para identificar a las
poblaciones celulares reciben el nombre de marcadores que se enumeran como CD1,
CD2, etc. el término CD se refiere a la designacién de agrupamientos, (Cluster
designation). Uno de los primeros métodos para diferenciar entre las células Ty B se
bas6 en la capacidad de las primeras para unirse a |os eritrocitos de carnero mediante
la molécula CD2. Sin embargo, el marcador definitivo de las células T es su receptor
antigénico (TCR). Las células de la tercera poblacién se caracterizan todas ellas por
una morfologia linfocitaria granulosa, estas en comparacién con las células T
presentan un mayor nimero de granulos. Las células T citotdxicas con restriccion del
CMH (complejo mayor de histocompatibilidad) son una subpoblacién de linfocitos
pequefios que se derivan de precursores no liticos. La mayoria tiene un marcador CD8
y reconocen antigenos asociados con las moléculas de clase | del CMH, el papel mas
importante de estas células puede consisitir en la eliminacién de las células infectadas
por virus. Las células agresoras inespecificas sin restriccion del CMH, se ha visto que
diversas poblaciones de células poseen propiedades citoliticas inespecificas sin

restriccion del CMH. Entre ellas se encuentran las células presentes de forma natural
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en las poblaciones del bazo y sangre periférica denominadas agresoras naturales (NK
"por sus iniciales en inglés") y las células agresoras activadas por linfocinas
denominadas LAK, estas se activan al aumentar las concentraciones de IL-2.

Otro de los' mecanismos de defensa dentro del sistema inmune es el mediado por los
anticuerpos, Los antigenos y los anticuerpos tienen sitios de reconocimiento quimico
que permiten la unién estrecha de unos con otros. El sitio de unién del anticuerpo con
el antigeno se llama sitio antigénico. La unién del antigeno con el anticuerpo tiene
lugar a través de la formacion de mduitiples uniones no covalentes (enlaces de
hidrégeno , fuerzas de Vander Waals e hidofébas) entre el antigeno y los aminodacidos,
estas uniones son débiles, al compararse con la uniones covalentes. Cada antigeno
provoca la formacién de un anticuerpo especifico, el cual neutraliza al antigeno. Esto
puede ocurrir de varias maneras; 1.-Cubriendo los sitios antigénicos activos del
antlgeno 2.- agregandolos 3.- precipitandolos o lisando las células que los contienen,
ayudando a la fagocitosis de las bacterias, entre otras. Tanto las células como los
anticuerpos se distribuyen a los tejidos del organismo utilizando el torrente sanguineo,
penetrando a este a través de las paredes capilares. Para la induccién de formacién de
anticuerpos es necesario que el antigeno extraiio y los linfocitos entren en contacto. La
habilidad de una molécula para inducir una respuesta inmune esta determinada por la
estructura quimica de la molécula que va a ser administrada y por la capacidad de
reconocimiento a este compuesto por parte del huésped. Sin embargo, hay algunas
sustancias que no pueden inducir una fuerte respuesta inmune, en estos casos, el

sistema inmune puede ser manipulado para incrementarla, ya que existen moléculas
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que se unen al sitio antigénico pero sin inducir respuesta inmune y son llamados
haptenos, para lograr dicha respuesta se unen a macromoléculas llamadas
acarreadores.

La produccion de anticuerpos para una respuesta fuerte, es controlada induciendo y
regulando la diferenciacién de los mismos, los pasos son controlados por la presencia
de un antigeno y por la comunicacién célula a célula entre las células B y T. En
general, para que un compuesto incite una respuesta primaria y posteriormente una
respuesta secundaria es necesario que un epitope se una al anticuerpo de la célula B
ya que estas células son presentadoras de antigeno no asi las células T que no captan
antigeno libre si no que reconocen cuando se halla en la superficie de otras células
especializadas presentadoras de antigeno (CPA), capaces de estimular fa divisién
celular de las células T. Las CPA realizan una serie de funciones estrechamente
relacionadas que dan lugar a la activacidn de los linfocitos T, incluido el procesamiento
del antigeno, durante el cual grandes segmentos antigénicos, se degradan a
fragmentos mas reconocibles por parte de las células T. Las CPA incluyen los fagocitos
mononucleares, las células B, las células dendriticas y macréfagos entre oftras. Los
fragmentos antigénicos se asocian a las moléculas del CMH de clase | o Il. Las
célulasT reconocen fragmentos antigénicos asociados a moléculas del CMH en la
superficie de otras células. Aunque todas las células expresan las moléculas del CMH
de clase |, la expresién de las clase Il queda limitada a las CPA, estds son
potencialmente capaces de presentar antigeno a las células T cooperadoras

restringidas de clase |, que controlan el desarrollo de la respuesta inmunitaria. Por
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consiguients, 1a expresién de las moléculas del CMH de clase |l es la clave de la
presentacién del antigeno. La importancia relativa de las células B en la presentacién
del antigeno es mayor si se hallan preparadas y activadas en las respuestas de
anticuerpo secundarias. En cambio las respuestas primarias los receptores de la célula
B son de menor afinidad, por consiguiente no tan eficaces para capturar el antigeno‘™
RESPUESTA DE ANTICUERPOS PRIMARIA Y SECUNDARIA

Cuando un individuo entra en contacto con un antigeno por primera vez, las células de
su sistema inmunitario reconocen dicho antigeno y, producen una reaccién inmunitaria
0 bien se hacen tolerantes a él, segun las circunstancias presentes. La reaccion
inmunitaria puede adoptar la forma de inmunidad mediada por células o implicar la
producclén de anticuerpos dirigidos contra el antigeno, el tipo de reaccién dependera
del modo como se presenta el antigeno a los linfocitos, y muchas reacciones
inmunoldgicas muestran ambas clases de respuesta. En un segundo contacto con el
antigeno, el tipo de respuesta depende en gran parte del resultado de la primera
estimulacién antigénica, pero la cantidad y la calidad de las respuestas son
diferentes™. En |a figura 8 se muestran las fases de respuesta primaria después de
una estimulacidn antigénica.

1.-Fase de latencia, durante la cual no se detectan anticuerpos.

2.~ Fase de incremento (Log), en la que el titulo de anticuerpo se eleva en forma
logaritmica.

3.- Fase de meseta, en donde se estabiliza el titulo de anticuerpo.

4.- Fase de descenso en la que los anticuerpos son eliminados o catabolizados.
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Figura 8
FASES DE RESPUESTA PRIMARIA

Estimulacion
antigénica

\

Titulo del anticuerpo
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| Tiempo
El examen de las respuestas consecutivas a los contactos antigénicos primario y
secundario demuestran que esas respuestas difieren en cuatro aspectos principales.

A.- Evolucion cronoldgica. La respuesta secundaria tiene una fase de latencia mas
corta y una meseta y fase de descenso prolongadas.

B.- Titulo de anticuerpo. El nive! de anticuerpos durante la fase de meseta es mucho
més alto en la respuesta secundaria, generalmente diez veces superior, e incluso algo
mas en algunos casos, al nivel alcanzado en la fase de meseta de respuesta primaria.
C.- Clase de anticuerpo. En la respuesta primaria, los anticuerpos IgM constituyen una
proporcién principal, mientras que la respuesta secundaria se compone, casi por

completo de anticuerpos IgG.
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D.- Afinidad de los anticuerpos. La afinidad de los anticuerpos es comunmente, mucho
mayor en la respuesta secundaria, y est4 es la denominada "maduracién de afinidad".
Las caracteristicas de las respuestas de anticuerpo primaria y secundaria se comparan
en la siguiente figura.

Figura 9
COMPARACION DE LAS FASES DE RESPUESTA PRIMARIA Y SECUNDARIA
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La unién del antigeno a la superficie del anticuerpo de la celula B es absolutamente
necesaria ya que esta unidn determina la especificidad de los anticuerpos resuitantes,
como el sitio de unién del antigeno sobre la superficie del anticuerpo.
Cuando el inmunogeno entra a la célula B esta es degradada y estos fragmentos
migran hacia la superficie asociados a moléculas de clase Il. Este complejo de

antigeno y proteinas se une al receptor de las Th.
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La unién fisica entre estas dos células es esencial en el paso de diferenciacion de las
células B a las células plasmaticas.

CONSIDERACIONES PARA LA PREPARACION DE UN ANTIGENO

El objeto de preparar un antigeno para ser usado en la inmunizacion, es inducir con
éste la respuesta inmunoldgica en el animal especifica para este antigeno, por ello la
alta especificidad de los anticuerpos que se quieran obtener esta en base a una buena
purificacion del antigeno. Ademas es necesario técnicas de estandarizacion incluyendo
cromatrografia en columna, electroforesis en gel de poliacrilamida como un paso final
de purificacién. Los antigenos purificados de esta manera producen una buena
respuesta inmunoldgica.(®’

Tener antigenos puros provee en el mejor de los casos una buena produccién de
anticuerpos sin embargo,.no todos los antigenos puros incitan una buena respuesta y
no hay pruebas para determinar si un antigeno es inmunogénico.

Dependiendo del origen del antigeno, en la preparacion de este puede usarse
amortiguadores, acidos 6 basicos o desnaturalizante.

Para las rutas de inmunizacién diferentes a la intravenosa, la presencia de pequedas
cantidades de detergentes y un pH no fisiolégico o concentracién salina es un serio
problema.

ELECCION DEL ANIMAL.:

La eleccién del animal para inmunizaciones estd determinada por cuatro puntos.

1.- Cuanto suero se necesita

2.- De que especie es el antigeno aislado.
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3.- Si son monoclonales los anticuerpos que se necesitan.

4.- Cuanto antigeno es viable.

Hay un amplio rango de especies vertebradas que pueden ser usadas para la
produccién de antisuero. Las cinco cominmente usadas en el laboratorio son: conejos,
ratones, ratas, hamsters y cobayos.

Tipicamente una sola sangria de estos animales produce 25 ml de suero en el conejo,
100-200 ul en el ratén y de 1-2 ml en rata, hamters o cobayo. Sélo cuando se requieren
grandes volumenes de suero se requieren animales mds grandes, como el cerdo,
caballos y monos los cuales son usados comerciaimente .

Por razones practicas, los conejos representan una buena opcion para la produccion
de antisuero policlonal, ademéas son faciles de manejar y de mantener, se les puede
hacer repetidas sangrias y los anticuerpos que producen estan bien caracterizados y
son facilmente purificados.

Loa animales tales como, ratas, ratones, hamsters y cobayos no son animales de
elec‘cién para la produccion de anticuerpos policlonales, porque solo pequefios
volumenes de suero pueden ser obtenidos.

Para la produccién de anticuerpos monoclonales, tanto los ratones como ratas pueden
ser usados. Muchos laboratorios utilizan razas puras de ratas y ratones, la genética de
la respuesta inmoldgica ha sido estudiada, los genes que afectan tanto la calidad como
la cantidad de esta respuesta esta en diferentes loci, pero estos estan asociados con el
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il, los cuales frecuentemente son los mas

importantes.®
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Para estimular de manera no especifica la respuesta inmolégica estan lo llamados
adyuvantes. El uso prudente de los adyuvantes es esencial para inducir una fuerte
respuesta inmunolégiga para antigenos solubles.

La accién de los adyuvantes no estd completamente entendida, pero muchos
adyuvantes incorporan dos componentes, uno es una sustancia designada para formar
un depadsito protegiendo al antigeno para que no sea catabolizado rapidamente, para la
formacion de este deposito es el uso de aceites minerales o hidréxido de aluminio.

Los aceites minerales son usados como adyuvantes de Freund's, en donde el
inmundgeno es preparado en una emulsion de aceite -agua.

Para el hidréxido de aluminio el inmundgeno es adsorbido para formar precipitados o
ser atrapados durante la precipitacién. Las alternativas para este sistema incluyen
liposomas o surfactantes sintéticos. Los liposomas son efectivos cuando el
inmundgeno es incorporado dentro de la capa lipidica.

El segundo componente necesario para que un adyuvante sea efectivo es una
sustancia que estimule la respuesta inmunoldgica de una manera no especifica. Estas
sustancias actian elevando el nivel de péptidos solubles, factores del crecimiento
conocidos como linfocinas. Estas estimulan la actividad de las células que procesan el
antigeno directamente y causan inflamacién local en el sitio de inyeccidn.

Las dos bacterias que son usadas comunmente como adyuvantes es la Bordetella
pertusis y Mycobacterium tuberculosis, cuando es usada la bacteria completa primero
hay que inactivarla. La inmunomodulacién mediada por B_pertisis incluye a

lipopolisacaridos y a la toxina pertusis, estd ha sido purificada y esta disponible
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comercialmente. M tuberculosis es la mas comin encontrada en el adyuvante completo
de Freund's. El componenéte activo de M _tuberculosisis esta localizado en el péptido
muramil MDP.,

Generalmente los adyuvantes son administrados en las primeras aplicaciones del
antigeno.

El adyuvante mas utilizado es el de Freund's, este es una emulsion aceite-agua
preparada con aceites no metabolizables, esta mezcla contiene al M tuberculosis y es
llamado adyuvante completo de Freund's y cuando carece de esté es conaocido como
adyuvante incompleto de Freund's.

El adyuvante de Freund's es el mejor adyuvante ya que da una estimulacion fuerte y
prolongada respuesta, sin embargo la principal desventaja de este adyuvante es que
puede formar granulomas agresivos y persistentes por esta razén no puede ser usado
en los humanos.

Para evitar efectos colaterales la primera inyeccion se da con el completo mientras que
para levantar la respuesta se aplica el incompleto de Freund's. O bien para evitar estos
efectos se prefiere como adyuvante el hidroxido de aluminio, donde el inmunégeno
queda atrapado en el hidroxido de aluminio la estimulacién no es especifica aunque
frecuentemente puede ser usada B pertusis a pesar de que con ello se reintroducen
los efectos colaterales que pueden darse cundo se usa el adyuvante de Freund's.
Cuando el hidroxido de aluminio no lieva dicha bacteria puede ser inyectada en
cualquier sitio, pero cuando lleva esta, todos los sitios pueden ser usados excepto la

via intravenosa
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DOSIS DEL ANTIGENO:

Los dos criterios méas importantes que deben ser tomados en cuenta para determinar la
dosis adecuada son los sigientes:

. 1.- Que la dosis sea Optima para obtener una fuerte respuesta.

2.- Que la dosis minima sea la que induzca la produccién de un antisuero policlonal
util, ya que mucho del material inyectado puede ser catabolizado antes de levantar una
respuesta inmune.

La eficiencia de los procesos puede variar otros factores, como ruta de inoculacion, el
uso de adyuvante y la naturaleza intrinseca del antigeno.

La cantldad minima de antigeno capaz de inducir una respuesta inmunolégica depende

también de la naturaleza del antigeno y del huésped®,

43



HIPOTESIS

El método de RIA cumple con las caracteristicas principales de un "buen método",

Si uno de los métodos que tienen mayor sensibilidad para medir apo A-l es el
radioinmunoanélisis y para realizarlo es necesario contar con un estandar y
antléuerpos especificos, entonces podemos aislar apo A-l de la sangre periférica
humana como fuente de esta proteina y usando diferentes cortes de densidad, primero
para aislar a la lipoproteina de alta densidad cuyo principal componente protéico es la
apo A-l, procediendo después a su purificacion para poder usarla como antigeno e
inocularla a conejos de la raza Nueva Zelanda para inducir asi la sintesis de
anticuerpos policlonales y poder medir la concentracion de apo A-l por medio de esta

técnica.
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OBJETIVO:
1.- Obtener apo A-l con suficiente pureza para ser utilizada como esténdar y como
antigeno en la formacidn de anticuerpos policlonales de consjo contra apo A-l para

servir posteriormente en la cuantificacion de esta proteina por el radicinmunoanalisis.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de la muestra: En ayuno de 12 horas se obtuvo sangre venosa de sujetos
normolipidémicos, la muestra fue colectada en tubos con EDTA como anticoagulante a
una concentracion final de 1 mg/ml de sangre. El plasma se separ6 de paquete celular
por centrifugacion a 1500 rpm, durante 10 minutos a 4° C.

Preparacion del estandar. La separacion de las HDL del plasma se realizd por
ultracentrifugacion secuencial preparativa en una ultracentrifuga modelo L8-80 M de
Beckman Instruments. La separacién se fundamenta en base a la densidad de
hidratacion de la lipoproteina®™.

El plasma obtenido se ajustd, empleando un picnometro, a una densidad de 1.063 g/mi|
con KBr (Apéndice A) y se sometio a ultracentrifugacion en un rotor 60 Ti a 45,000 rpm
por 24 horas a 4° C, el sobrenadante se desecha, ya que ahi se encuentran las
particulas con una densidad menor a 1.063 g/ml y en el infranadante se obtiene un
plasma rico en HDL esto se muestra en la siguiente figura.

Figura 11

OBTENCION DE LA HDL POR ULTRACENTRIFUGACION

Plasma (d=1.063 mg/dl)
B Lipoproteinas que contienen apo B

Plasma rico en HDL
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El infranadante (plasma rico en HDL) se lleva al volumen original del plasma y se
ajusta a una densidad de 1.210 g/ml con KBr sélido se centrifuga a 45,000 rpm a 4° C
por 48 horas, se separa el sobrenandante y se repite el paso anterior para obtener una
HDL mds limpia esto se muestra en la figura12.

Figura 12

FASE DE LAVADO DE LA HDL POR ULTRACENTRIFUGACION

Ultracentrifugacion

4 Plasmarico en HDL (d=1.063
- Lipoproteinas que contienen apo B
B Plasmarico en HDL mas puro

La HDL separada se deslipida con una mezcla orgénica de eter-etanol (relacién 3:1) en
frio, mezclandose con un volumen igual de muestra. Se agita vigorosamente (en vortex)
y se deja reposar por 5 minutos en frio, después se centrifugé por 5 minutos a 1500
rpm a 4° C obteniéndose en la fase acuosa las apos solubles de las HDL, entre ellas la
apo A-l; este paso se repite para asegurar la completa deslipidacién de la HDL™'7. La
fase acuosa se dializa contra tris-urea (urea 8M, tris 0.1 pH 7.4 ) en membrana de

dialisis de 10,000 Da de exclusién por 24 horas.
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Al dializado se le determina la concentracién de proteina por el método de Lowry™

usando como estéandar albimina sérica bovina (Apéndice B), y se enfrenta contra
anticuerpos policlonales comerciales por inmunodifusion radial simple con agarosa al
0.8% en PBS (fosfatos 0.1 M y NaCl 0.9%), con el objeto de verificar la presencia de
apo A-l (66) (Apéndice C).

L.a muestra se cargd en una columna de cromatografia empacada con Shephadex G-
75 de 90 cm de largo X 2 cm de didametro, equilibrada con tris-urea (urea 8 M, tris 0.1 M
pH 7.4) y monitoreada a 280 nm con un detector UV marca Gilson. Se colectaron
fracciones de 40 gotas”",

La apo A-l se rastred en base a sus propiedades inmunolégicas por inmunodifusion
radial en cada uno de los picos obtenidos. El pico con reconocimiento del anticuerpo se
concentré y se hizo una segunda cromatografia en las mismas condiciones anteriores.
La apo A-l se concentrd y se cuantificé proteina por Lowry.

La pureza de la preparacion se comprobd por electroforesis en gel de poliacrilamida al
10% segun el método descrita por Laemmli?’® (Apéndice D).

La apo A-l se cuantificd en proteina y se hacen alicuotas de 0.5 mg por alicuota y se
liofiliz. E! liofilizado se almacené a -70 grados centigrados,

ESQUEMA DE INMUNIZACION:

La apo A-l se reconstituye con 300 pl de agua bidestilada y se le agrega adyuvante
completo de Freund's en una relacién 1:1. Se inmunizaron a conejos de la raza Nueva
Zelanda menores de 2 afios y mayores de 6 meses que tuvieran un peso de 1.5 Kg.

La mezcla antigénica se inoculd intradérmicamente y multisitial en ef lomo del conejo.
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El primer refuerzo fue a los 28 dias después de la primera inmunizacidn, el segundo
refuerzo fue 28 dias después y el tercer refuerzo fue a los 28 dias siguientes, antes de
cada refuerzo se hizo un sangrado parcial en la vena marginal de la oreja para
monitoreo, por inmunodifusién radial. Diez dias después del Gltimo refuerzo se hizo una
sangria de prueba para medir el titulo del anticuerpo.La sangria de cosecha se llevo
acabo 16 dias después por puncion cardiaca.

MARCACION DE LA APOLIPOPROTEINA A-l:

Para hacer la determinacion del titulo de anticuerpos se utilizd el método de
radioinmunoanalisis de tipo competitivo. En primer lugar se realizé la marcacion de. apo
A-l por el método de cloramina T"®"” para lo cual se usaron los siguientes reactivos.

-1 mCi de Nal 125

- De 25-30 pg de Apolipoproteina A-l

- 0.44 mg/m| de solucidn fresca de cloramina T

- 1.93 mg/ml metabisulfito de sodio

~ Amortiguador de fosfatos 0.05 M pH de 7.6

- Amortiguador de fosfatos 0.6 M

- Columna de 0.9 X 30 cm Sephadex G-50 fino

- Amortiguador de barbital 0.05 M EDTA 1 mM pH 8.6

PROCEDIMIENTO

En un tubo de ensaye se coloca el volumen equivalente de 1mCi de 1125, agrega la
proteina y se le afladen 16 ul del amortiguador de fosfatos 0.5M pH 7.6 Y 10 ul de la

solucion de cloramina T se mezcla bien y se incuba durante 3 minutos. Pasado este
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lapso agregar 5 pl de la solucién de metabisulfito de sodio y 500 pl de amortiguador de

barbital para separar el iodo unido del libre. En una columna empacada con sephadex
G-50 y equilibrada con amortiguador de barbital se carga la muestra colectando

fracciones de 25 gotas por tubo, las fracciones son monitoreadas en un contador

(Packard multiprias 1) se hace el cromatograma graficando las cuentas por minuto

(cpm) contra el nimero de fraccion y se hace un pool con el primer pico.

PURIFICACION DE LA MARCA

REACTIVOS:

- Amortiguador de barbital con albimina sérica bovina (Barbital 0.05M, ASB 2%, EDTA

1mM pH 8.6)

- Columna de 1.5 X 30 cm empacada con Sephadex G-75

PROCEDIMIENTO

La purificacidén de la marca se lleva a cabo en una columna de Sephadex G-75 fino y

equilibrada con amortiguador de barbital con 2% de albumina sérica bovina (ASB) y

carga el volumen necesario de la marca en la columna y eluye con el amortiguador de

barbital méas ASB, y se colectan 40 fracciones de 25 gotas por fraccion y se gréfican la

radioactividad presente en cada fraccion contra el nimero de fraccion.

DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPQOS

El titulo se determind por RIA a una cantidad de proteina marcada constante

(aproximadamente 20,000 cpm ) se le agregan cantidades decrecientes del antisuero y

observa con ello la unién del antigeno (apo A-l) con el anticuerpo graficandose la

radioactividad presente contra la dilucién del anticuerpo.
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RADIOINMUNOANALISIS

Una vez obtenida la apo A-l y determinada la cantidad de anticuerpo necesaria, se
realizo el método de radioinmunoandlisis en fase liquida empleando proteina A de
Staphylococcus _areus para separar el complejo antigeno-anticuerpo ya que esta
proteina tiene afinidad por la regién Fc del anticuerpa'’®7,

Empleando concentraciones constantes de apo A-l marcada y diferentes
concentraciones de apo A-l para establecer la curva estandar. El porciento de unién
estd en relacién a la concentracion de apo A-l en las muestras.

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

La sensibilidad del método se calculé en base al porciento de unién mostrado para una
concentracién de O determinado 10 veces sacando el promedioc menos dos
desviaciones estandar calculando los limites de confianza

PRUEBAS DE PRECISICN

Esta se llevo acabo usando tres sueras con concentraciones baja, media y alta de apo
A-ly sereportarén como coeficientes de variacién

PRUEBAS DE EXACTITUD

Esta se evalud por la adicion de concentraciones conocidas de apo A-l en muestras.
PRUEBAS DE REPRODUCIBILIDAD

La reproducibilidad del método se evaludé por comparacién del método comercial que

se fundamenta en la nefelometria cinética y comparando con el RIA.
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PRUEBAS DE ESPECIFICIDAD:
Con las pruebas de especificidad se mide la capacidad del anticuerpo de reconocer
ofros compuestos relacionados estructuralmente al antigeno que lo produjo. Estas se

realizaron midiendo la proporcidn en que los compuestos desplazan al antigeno

radioactivo de su union con el anticuerpo.
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RESULTADOS

Una vez obtenida a fraccién de las HDL por ultracentrifugacidn secuencial preparativa,
esta es deslipidada con la mezcla organica (eter.etanol) y dializada contra el
amortiguador de urea-tris, cabe mencionar que en todos los pasos la apo A-l se rastred
por inmunodifusién radial con un anticuerpo comercial éontra apo A-l. Las
apoproteinas de las HDL se separaron por cromatograffa de exclusiéon en columna, la
fraccién con reactividad al anticuerpo comercial de apo A-l se colecté y se concentrd
para posteriormente hacer una segunda cromatografia bajo las mismas condiciones
anteriores.

La Figura 1 nos muestra el cromatograma de la purificacion de la apo A-l, en la cual la
fraccion con reconocimiento al anticuerpo comercial contra la proteina fue el segundo
pico. Las fracciones correspondientes a este pico se concentraron y se dializarén
contra bicarbonato de amonio, para después ser divididas en alicuotas de 800 ug y
congeladas a-70° C.

Figura 13

PURIFICACION DE LA APO A-I POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION
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Una vez que la proteina es reconocida por el anticuerpo demostrando que las
propiedades inmunolégicas de la apo A-l no se modificaron, el siguiente paso tuvo por
objeto verificar las caracteristicas fisicas y la pureza de la preparacion, por lo cual se
procedié a realizar una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en condiciones
desnaturalizantes y reductoras, en-la cual se incluyeron algunos pasos del proceso de
separacion y purificaciéon de la apoproteina A-l. La tincion se llevé a cabo por dos
metodos diferentes uno con de azul de coomasie (Fig 14A) y con la técnica de nitrato
de plata (Fig 14B).

Figura 14

ELECTROFORESIS DE LA SEPARACION Y PURIFICACION DE APO A-




En la figura 14 podemos observar en el carril A a las apos solubles de las HDL
después de la didlisis; en el B la fase acuosa de las HDL deslipidadas; en el C la Apo
A-l obtenida en el proceso; en ¢! D igual que C pero al doble de concentracion de
protelna; en el E la Apo A-l comercial y finalmente en el F estdndares de peso
molecular bajo de Bio-Rad que incluian a la Fosfolipasa B (94.7 Kd), Albamina sérica
(65.2 Kd), Ovoalbumina (45.0 Kd), Anhidrasa carbdnica (31.0 Kd), Inhibidor de tripsina
(21,5 Kd), Lisosima (14.4 Kd).

Los carriles A y B nos muestra etapas previas a la purificacién, se puede notar que al
someter la muestra a la cromatografia, la proteina de interés se muestra como una sola
banda al compararla en la tincién con comassie (panel A), lo que implica que la apo A-l
se encuentra libre de contaminantes, pero se puede observar la gran diferencia en la
sensibilidad entre una y otra técnica en la tincién, ya que hay bandas que no son
detectadas por el azul de Commasie y que son captadas con la tincion de plata (panel
B). Cuando comparamos el carril C donde tenemos el producto de final del proceso no
observamos diferencia entre las bandas que se encuentran entre los 31,000 y los
21,500 daltones, en base a lo anterior la preparacioén de la apo A-l es lo suficiente pura
y con una migracion electroforética similar al estandar comercial que se encuentra en
el carril E.

Una vez que se tiene a la apo A-l pura y viable es liofilizada para una mejor
conservacion y posteriormente es utilizada como inmunogéno para la _produccién de

anticuerpos.
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PRODUCCION DE ANTICUERPOS

ESQUEMA DE INMUNIZACION

La figura 15 nos muestra brevemente el esquema de inmunizacion, 800 pg de apo A-|
se reconstituye con 300 pl de agua bidestilada y se le agrega adyuvante completov de
Freund's en una relacion 1:1. Los conejos utilizados para la produccién de anticuerpos
fueron menores de dos anos y mayores de 6 meses de la raza Nueva Zelanda con un
peso promedio de 1.5 Kg. La mezcla antigénica se inoculé intradérmicamente y
multisitial en el lomo del conejo. Se hicieron tres refuerzas cada 28 dias con las
mismas caracteristicas del indculo. 10 dias después de cada refuerzo se hizo una
sangria de prueba en la cual se obtuvo 5 mi de sangre de fa vena marginal de la oreja
del conejo, el suero se separd por centrifugacién y se almacend a -70° C, con la
finalidad de monitorear el titulo de anticuerpo. tina vez obtenido un titulo adecuado, se
procedid a llevar a cabo la sangria de cosecha 16 dias después del tercer refuerzo,
esta se hizo por puncion cardiaca hasta obtener toda la sangre posible,

aproximadamente 42 ml, lo que se tradujé en 20 ml del antisuero contra apo A-l,

Figura 15
ESQUEMA DE INMUNIZACION
Sangria de prueba 10 [ indeuto:
dias después de cada e 800 ug de Apo A
refuerzo. +
Adyuvante de Freund's
'('\\ j: 3 refuerzos cada 28 dlas
Wl <

Sangria de cosecha 186 dias
después del titimo refuerzo.
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MARCACION Y PURIFICACION DE LA APO A-l

La marcacion de la Apo A-l con I'®® se realizé por el método de la Cloramina T.

La separacion de la proteina marcada del iodo libre se realizé por cromatografia de
exclusion (Sephadex G-50). La figura 16 muestra el cromatograma en el cual se
observan dos picos, el primero corresponde a la proteina marcada debido a que mas
del 90% de la radioactividad presente se encontraba en sustancias precipitablgs al
4cido tricloroacético (proteina) y el segundo pertenece al yodo libre, ya que menos del
10% de la actividad estuvo presente en el precipitado al incubarlo con el &cido
tricloacético. Las fracciones del primer pico fueron colectadas y se le agreg6 albumina
sérica bovina a una concentracién final del 2% y se almacend en refrigeracion.

Figura 16

CROMATOGRAMA DE LA MARCACION DE APO A-l
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Con el fin de eliminar la influencia de la radiolisis 6 protedlisis se procedi6é a realizar

otra cromatografia de exclusion (Sephadex G-75). El resultado del cromatograma se
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muestra en la Figura 17, se puede observar dos picos principales con mas del 90% de
la radioactividad presente precipitaba en presencia del acido tricloroacético.

Figura 17
CROMATOGRAMA DE LA PURIFICACION DE LA APO A-I MARCADA
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Para tratar de identificar cual de los 2 picos correspondia a la apo A-l, se llevo a cabo
una electroforesis en gel del poliacriliamida al 10% en presencia de SDS y B-
mercaptoetanol, el gel se tifio con azul de comassie y después se sometié a una
autoradiografia. La figura 18 muestra el resultado de la autoradiografia; el primer y
cuarto carril es la fraccién obtenida del primer pico de la marcacion, el segundo y
quinto carril es el primer pico obtenido durante la purificacién de la apo A-I-1'"* y el
tercer y sexto carril el pico 2 de la purificacion de la marca, en todas las muestras se
ajusto a 50,000 cpm/carril, en el Ultimo carril se sefalan los estdndares de peso

molecular. Como se puede observar no existen diferencias entre los picos
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muestreados, su migracion electroforética es equivalente a la de |a apo A-l, ademas los
2 picos de la purificacién son reconocidos por anticuerpos contra apo A-|.

Figura 18

AUTORRADIOGRAFIA DE APO A-l MARCADA

TITULACION DEL ANTICUERPO

Una vez abtenido el estandar marcado con [!'%! y g anticuerpo se procedio a
determinar el tijulo del anticuerpo por el método del radioinmunoanélisis, empleando

diferentes diluciones del antisuero en presencia de cantidades constantes del trazador



(apo A--''®1), la separacién del complejo imunolégico se realizé con células de

Staphylococeus aureus como fuente de proteina A, la cual tiene afinidad por la regién

Fc del anticuerpo. En la tabla 7 se muestra el protocolo de la titulacion.

Tabla?7

PROTOCOLO DE LA TITULACION DEL ANTICUERPO

-t Node | Etiqueta | Anticuerpo | BBSA | Tween 20 | Apo A--™] Proteina A

Tubo v

1-3 Total 100l | eee-e-
4-6 Ul | e 350 ul 50 i 100 ul 100 ul
7-9 1:100 100 pl 250 50 pl 100 pl 100 i
10-12 1:200 100 pl 250 pl 50 yl 100 ul 100 pi
13-1§ 1:500 100 pl 250 pl 50 pl 100 ul 100 pl
16-18 1:1000 100 pl 250 yl 50 pl 100 pl 100 pl
19-21 1:2000 100 pl 250 ul 50 pl 100 pl 100 il
22-24 1:5000 100 pl 250 ul 50 pl 100 pl 100
25-27 | 1:10000 100 gl 250 pl 50 i 100 pi 100 pl
28-30 | 1:20000 100 ul 250 pl 50 pi 100 pi 100 pl
31-33 | 1:50000 100 pl 250 ul 50l 100 pl 100
34-36 | 1:100000 100 pl 250 yl 50 gl 100 yl 100 il
37-39 | 1:200000 100 pl 250 yl 50 pl 100 pl 100 pi
40-42 | 1:500000 100 yl 250 yl 50 pi 100 pl 100 pl

En la figura 19 se presenta la curva de titulacién del antisuero contra apo A-l, al

graficar el logaritmo de la dilucién del anticuerpo contra el porcentaje de unién. En ella

se muestra que la dilucion necesaria para desplazar al 50% la cantidad del antigeno

marcado era 1:10,000.
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Figura 19
CURVA DE TITULACION
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ESPECIFICIDAD

Para comprobar que los anticuerpos obtenidos fueran especificos para la apoproteina
A-l, se disefio un ensayo de reaccién cruzada enfrentando el anticuerpo con
concentraciones 1, 10 y 100 veces mayores a las fisiolégicas de lipoproteinas de baja
densidad (LDL), lipoproteinas ricas en triglicéridos (LRT), plasma y lipoproteinas de
alta densidad (HDL). La figura 20 nos muestra el resultado de el ensayo donde
podemas observar que el anticuerpo no se une a las LDL, ya que con concentraciones
muy supériores a las fisiolégicas solo desplaza a la apo A-l marcada en 3%, a
diferencia con las LRT donde el desplazamiento es del 20%, HDL y plasma tienen un

comportamienta similar en su reaccién con el anticuerpo.
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Figura 20
ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO EVALUADA POR RIA
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RADIOINMUNOANALISIS

Una vez obtenido el estandar de apo A-l y el titulo del anticuerpo se procedid al
montaje de la técnica de radicinmunoanalisis para la cuantificacion de la apoproteina
A-l en plasma segun el siguiente protocolo (tabla 8).

La figura 21 muestra una curva tipo del RIA y en el recuadro superior la transformacion
lineal de la misma con los pardmetros de la recta, podemos observar una alta
correlacion, 1a concentracion necesaria de apo A-l para poder unir el 50% de los sitios
del anticuerpo presente fué de 69.88 ng y la dilucion del plasma para poder ser

interpolado en la curva fue de 1:2000.
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Figura 21

CURVA ESTANDAR DEL RADIOINMUNOANAL.ISIS
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Tabla 8

PROTOCOLO DE RADIOINMUNOANALISIS PARA LA CUANTIFICACION DE APO A-l

No. de tubo Etiqueta Estandar Muestra BBBSA | Tween 20 | Anticuerpo | Apo A-I! =] Proteina A

Apo A (1) (H) () (Hl) (uh

1-3 Totales —_— —_— —_— — — 100 —
4-6 ul —— — 350 50 — 100 100
7-9 “0” —_— — 250 50 100 100 100
10-12 25 5 —_— 245 50 100 100 100
13-156 30 10 — 240 50 100 100 100
16-18 75 15 — 235 50 100 100 100
19-21 100 20 — 230 50 100 100 100
22-24 150 30 — 220 50 100 100 100
25-27 200 40 — 210 50 100 100 100
28-30 250 50 —_— 200 50 100 100 100
31-33 300 60 — 180 50 100 100 100
34-36 400 80 —_— 170 50 100 100 100
37-39 500 100 —_— 150 50 100 100 100
4042 Muestra — 100 150 50 100 100 100
n-n+2 ‘Muestra —_— 100 150 50 100 100 100




SENSIBILIDAD

Para determinar la concentracién minima detectable en el ensayo, que presenta una
diferencia del 5% con respecto al estandar “0". La sensibilidad se calcul6 a partir del
estdndar “0" determinado 10 veces por triplicado, y tomando como limite de deteccién
la concentracidn correspondiente a 2 desviaciones estandar por abajo del valor
promedio. La sensibilidad calculada fue de 0.256 ng.

PRECISION

La precisién del método RIA implementado en funcion de los coeficientes de variacion
intra e interanélisis en tres sueros de concentracion diferente, se reportan en la tabla 9.
Tabla9

COEFICIENTES DE VARIACION INTRAANALISIS E INTERANALISIS DEL METODO
DE RIA IMPLEMENTADO

Concentracién de Apo A-I
109 mg/d| 117 mg/d! 153 mg/di
C.V. Intradnalisis 3.08% 26% 2.15%
n=24
C.V. Interandlisis 6.1% 5.7% 5.5%
n=7
EXACTITUD

La exactitud del método se evalué mediante la prueba de recuperacién, en la cual se

adicionaron a 3 sueros control perfectamente valorados dos concentraciones
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caonocidas de apoprateina A-l (60 y 120 mg/dl), y se calcularon los porcentajes de
recuperacion, los resultados se muestran en la tabla 10.
Tabla 10

PORCENTAJES DE RECUPERACION

CONTROL Apo A- Apo A-| agregada Recuperacion
{mg/dl) (mg/di) (%)
60 97.4
BAJO 109.5
120 98.6
60 101.5
MEDIO 117.2
120 91.3
60 102.9
ALTO 153.2
120 116.6

En la figura 22 se muestran los resultados del analisis de correlacién realizado en 9
muestras de plasma en las cuales se cuantificé la concentracion de apo A-l por el
método de RIA implementado y por un método comercial que se fundamenta en la
nefelometria cinética (NC). Se observa que no existen diferencias signifiﬁativas entre
los valores obtenidos con ambos métodos y muestran un alto coeficiente de correlacién

(r=0.99).
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Figura 22

CORRELACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE APO A-l DETERMINADAS
POR RIA'Y POR NEFELOMETRIA CINETICA
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Con el método implementado se cuantificd la concentracion de apo A-l en 148 sujetos
participantes (80 mujeres y 68 hombres) de una encuesta realizada en el Distrito
Federal, los resultados expresados como media + desviacién estandar son de
117431.5 mg/dl en las mujeres y 110.6+26.1 mg/dl en hombres. Para conocer el grado
de asociacion entre las concentraciones de apo A-l y el colesterol de HDL se procedi6
arealizar un analisis de regresion lineal, el resultado puede observarse en la figura 23,

aunque la correlacion es baja fué altamente significativa (p<0.001).
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Figura 23

CORRELACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE C-HDL Y DE APO Al
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DISCUSION

Las lipoproteinas de alta densidad han despertado gran interés debido a que diversos estudios
epidemiolégicos han encontrado que tiene una relacion inversa, entre sus concentraciones y el
riesgo de enfermedad arterial coronaria' ***%, algunos estudios indican que el aumento en | mg/dl
de C-HDL se traduce en una disminucion del riesgo a desarrollar la enfermedad coronaria de 2-
3% mas aiin, estudios prospectivos®® sugieren que es el mejor predictor de EAC.

Las particulas de HDL estan envueltas en diferentes procesos metabolicos tales como el transporte
de lipidos, formacion de dcidos biliares, sintesis de esteroides, transporte reversa del colesterol,
agente protector de la membrana celular, ademas evita la oxidacion de lipoproteinas aterogénicas'™
9, Experimentos in vitro han mostrado que las HDL pueden promover el intercambio de colesterol
con las células periféricas®*!?, todos los mecanismos anteriores son los que le confieren el papel
antiaterogénico a las HDL.

La apolipoproteina A-I es el principal constituyente proteico de las HDL y dentro de sus
principales funciones se encuentra el que sea necesaria para la esterificacion del colesterol libre,

(83-84)

debido a su capacidad de activar a la enzima encargada de esta funcion (LCAT) , ademas de

ser el ligando para el receptor que da las sefiales para el eflujo de colesterol e iniciar el transporte

l( 2.3,10-

en reversa del colestero '2) Por otra parte, la apo A-I se asocia de manera inversa con la

(87)

enfermedad arterial coronaria®’, aunado a que algunos estudios muestran que la apo A-I

plasmatica es el mejor predictor de la presencia de EACY™®.
En las ultimas décadas se han utilizado infinidad de inmunoensayos para la cuantificacion de

apoproteinas, estos métodos dependen principalmente de las caracteristicas del anticuerpo
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empleado, las cuales estén en funcion de |- clase de antigeno, dosis del antigeno usada en la
inmunizacion y de la especie animal,

El método que mas destaca para la cuantificacion de la apo A-I es el RIA, por su alta sensibilidad,
ademas de que este puede ser facilmente automatizadb. En la actualidad en nuestro pais, existe la
necesidad de crear recursos materiales propios que mejoren la calidad y reduzcan el costo de los
ensayos, en base a lo anterior el objetivo del presente trabajo fue la preparacion de la apoproteina
A-I lo suficientemente pura para poder ser usada como antigeno en la produccion de anticuerpos
contra esta proteina, ademas de ser empleada como estandar en la cuantificacion de la apo A-I en
plasma, mediante la técnica de radioinmunoanalisis, .

La apoproteina A-I se obtuvo por cromatografia de exclusion previa separacion y deslipidacion de
las HDL. La electroforésis en gel de poliacrilamida ha sido considerada suficiente para caracterizar
y evaluar la pureza de proteinas aisladas®**”, La caracterizacion y pureza de la apo A-I se llevo a
cabo por electroforésis en gel de poliacrilamida, resultando una proteina sin contaminantes como
se observa en el panel B de la figura 14, aunque se observan algunos contaminantes en
proporciones no importantes, al tefiir con AgNO; panel A de la misma figura un método 100
veces mas sensible que el del azul de Coomassie. La viabilidad inmunoldgica de la apo A-1 se
evalud por doble inmunodifusion, en funcion de su reconocimiento con anticuerpos comerciales
especificos, lo que indic6 que la pureza y viabilidad de la preparacion eran ptimas para poder ser
usada como antigeno y producir anticuerpos.

Los anticuerpos usados en los inmunoensayos de apo A-I generalmente son obtenidos en conejos
o cabras en respuesta a la inmunizacion con apo A-lI purificada, el esquema de inmunizacion

utilizado en el presente trabajo ha sido ampliamente usado'”"**™). E! antisuero se monitoreo entre
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cada refuerzo por inmunodifusion enfrentandose con la apo A-I purificada. Algunos estudios han
purificado el anticuerpo por cromatografia de afinidad con Ap'o A-I o HDL unida a Sepharosa
4B en el presente trabajo no consideramos adecuado purificar el anticuerpo debido a que el
antisuero es mas estable.
E! método de cloramina T empleado para marcar la apoproteina A-I ha sido ampliamente
usado®®¥, El resultado de 1a marcacion puede notarse en la figura 16, donde previamente se filtrd
en gel para eliminar el lodo no unido a la proteina, la purificacion de la marca se muestra en la
figura 17, donde los dos picos muestran afinidad por el anticuerpo, ademas la autorradiografia
revela que no existe diferencia entre los dos picos, por lo que se concluye que la apo A-I se
encuentra formando complejo monomero-dimero, ya que, una de las propiedades de la apo A-I es
asociarse de manera reversible en funcion de la temperatura, presion y fuerza ionica®*®,
La sensibilidad del anticuerpo se determiné por el RIA, una dilucion 1:10,000 del antisuero fue la
concentracion necesaria para desplazar al 50% la apo A-1"'%, La especificidad se llevo a cabo por
una prueba cruzada con concentraciones fisiologicas y suprafisiolégicas de LDL, LRT, Plasma y
HDL, donde se demuestra que la LDL es incapaz de desplazar al antigeno marcado de manera
considerable, caso contrario al desplazamiento mostrado por las lipoproteinas que contienen apo
A-1(LRT, HDL) y el plasma.
El empleo del método de radioinmunoanalisis para la cuantificacion de apo A-I ha sido muy

extenso!’ %2

1% Ja mayoria de los métodos utilizan para la separacion del complejo antigeno-
anticuerpo y del antigeno libre un 2° anticuerpo. En este trabajo el método de RIA emplea para
separar el antigeno unido del libre a células completas e inactivadas de Staphilococo Aureus®™ que

funcionan como una fase absorbente, cuya proteina A (antigeno A) tiene afinidad por ¢l fragmento
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Fc de las inmunoglobulinas, ademds, la inclusién del tensoactivo Tiween 20 en el sistema reduce la

union inespecifica’®

, con estas modificaciones se reduce significativamente el tiempo de
incubacién, con lo que resulta una disminucion de un dia en la duracion del ensayo.

Las caracteristicas del método implementado y de otrbs inmunoanalisis que cuantifican la apo A-I
se muestran en la tabla 11, en la que se puede observar que los resultados son similares a los
obtenidos en otros RIAs, pero mejora de manera importante la precision al compararse con los
otros inmunoandlisis, por otro lado los resultados obtenidos en 148 sujetos de poblacion abierta
residentes del Distrito Federal son semejantes a los valores encontrados con los diferentes
métodos.

Tabla 11

Caracteristicas principales de diferentes métodos empleados en la cuantificacion de apo A-I

RIA ELISA EIA IDR NC RIA®*

Anticuerpo PM P M P P, M P P
Sensibilidad (ng) 03-10 0.1-05 100 100 150 025
Intervalo de ensayo 1200  0.5-15 100-500 200-800 200-500  5-250

(ng)

C.V. intracnsayo (%) 3.9 4-8 3-5 6 3-7 3.08
C.V. interensayo (%) 5-10 8-10 3-9 10 6-7 6.1
Valores normales 100£20 150+£20 120£20 12010 120£20 11429
(mg/dl)

RIA=radioinmunoanalisis; ELISA=inmunoanalisis con enzimas adsorbidas; ElA=electroinmuno
analisis; IDR=inmunodifusion radial, NC=nefelometria cinetica, P=policlonal; M=monoclonal;
C.V=coeficiente de variacion,

* En este trabajo.
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La exactitud del método evaluada por Ia adicidn de concentraciones conocidas de apo A-I en la
muestra fue de 101.4 en promedio, aunque como se esperaba, la determinacién de concentracion
superiores 8 250 mg/dl el margen de error es mayor.

La alta correlacidn encontrada entre el método de RIA y un método comercial para cuantificar
Apo A-I que se fundamenta en la nefelometria cinética indica que los valores obtenidos en una
misma muestra son similares, independientemente del método que se emplee.

La alta correlacion entre las concentraciones de apo A-I y las cifras del colesterol de HDL ha sido
generalmente aceptada, la baja correlaciéon (r=0.33), aunque altamente significativa (p<.001)
reportada en este trabajo, puede ser en parte explicada al alto consumo de carbohidratos en la
poblacién Mexicana, lo que se traduce en una elevacién importante en las concentraciones de
triglicéridos, anomalia comunmente asociada a una disminucién en las cifras de colesterol de HDL,
resultados que concuerdan a lo informado en dos estudios transversales realizados en poblacion
abierta de la Ciudad de México"*"'*?, ademés las ciftas de apo A-I no difieren en forma
significativa a la reportada en otros estudios (tabla 11). Un meta-anélisis que incluyo 30
estudios™® concluye que el coeficiente de variacion biologica para el C-HDL es de 7.4%, este
coeficiente reportado para la apo A-l es inferior al del colesterol de HDL"*!%  ademas la
variabilidad bioldgica interindividual del C-HDL es mayor al de la apo A-I, por lo que, cambios
ambientales y en el estilo de vida afectan menos las concentraciones de apo A-I en relacion al
colesterol de las HDL, lo que implicaria que las diferencias en la asociacion de la apo A-I y el
colesterol de las lipoproteinas de alta densidad podria ser mediada por cambios composicionales

en esta lipoproteina.
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En 1993 la Federacion Internacional de Quimica Clinica"*® dirigio .un proyecto de estandarizacion
para la medicion de apo A-1y apo B, donde se utilizd un material de referencia certificado de apo
A-l avalado por la OMS. Los coeficientes de variacion entre laboratorios oscilan de 2.1% a 5.6%,
en la cuantificacion de 50 muestras por 30 diferentes sistemas en 25 laboratorios.

Las guias del Programa Nacional de Educacién del Colesterol recomienda que el coeficiente de
variacion analitica en la medicion del colesterol de HDL debe ser inferior al 3%, objetivo que
también debe ser alcanzado en la cuantificacion de apo A-l.

El desarrollo en la tltima década de métodos sensibles y especificos para la cuantificacion de las
apoproteinas plasmaticas, ha contribuido de manera significativa para e! entendimiento del
desajuste metabolico en la patogenia de las dislipidemias en el humano, por lo que la
implementacion de este método podria ser utilizado en la cuantificacion de apo A-l en las
lipoproteinas para su analisis composicional previa separacion por ultracentrifugacion o por
cromatografia de exclusion en sujetos con cardiopatia coronaria.

En conclusion la preparacion de la apo A-I tuvo la suficiente pureza y reactividad inmunologica
para poder producir anticuerpos especificos en conejo e implementar un método de RIA que
cumple con las exigencias de un buen método en sensibilidad, especificidad, prefisién, exactitud y
reproducibilidad para la determinacion confiable de la apo A-l en plasma o su‘em humano y con
ello poder aportar elementos para el mejor conocimiento de la enfermedad arterial coronaria y en
consecuencia una reduccion en la morbimortalidad por enfermedad coronaria en nuestra

poblacion.
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APENDICE A
Para conocer la densidad del plasma se utilizo un picnémetro de la siguiente manera:

Se peso en la balanza analitica el picnémétro seco, el picnémetro con agua destilada y
el picnémetro con el plasma. Para conocer la densidad del agua se utilizé la siguiente

formula:
Peso del picnémetro con agua - Peso del picnometro seco = Peso del Agua

Por lo tanto:

Densidad del agua = Peso del agua / Volumen del picndmetro

Fue necesario obtener la densidad del agua para conoer la densidad especifica de la
muestra, que se obtiene dividiendo la densidad de la muestra entre la densidad del
agua.Para calcular la densidad de la muestra primero se calcula el peso de la muestra

de igual manera que se calculo el peso del agua, una vez obtenido esto se tiene que:
Densidad de muestra= Peso de muestra/Volumen del picnémetro.

Una vez obtenido la densidad de la muestra se utilizé la siguiente férmula para calcular
la cantidad de bromuro de potasio (KBr), que se necesita para llevar e| plasma a la

densidad deseada:

(Densidad KBr - Densidad deseada) / Densidad deseada - Densidad de la Muestra) = N

N= cantidad de KBr necesaria para obtener la densidad deseada.
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APENDICE B

Lowry:

La mayoria de los métodos para determinar concentraciones de proteina es la hidréisis
dacida seguida por el analisis de aminoacidos .

Las proteinas en solucién absorben la luz U.V a 280 nm debido fundamentalmente al
triptofano, pero también a la tirosina y a la fenilalanina.

El método de Lowry el cual es uno de los métodos mas ampliamente utilizados para la
determinaacion de proteinas el cual utiliza el reactivo de folin (reactivo de fenol, acido
fosfotungstomolidico) el cual oxida compuestos fenolicos tales como tirosina, triptofano
e histidina obteniéndose un color azul oscuro.

REACTIVOS:

1.- Reactivo formador de complejos.

Se usan tres soluciones :

Solucion A: 2% (w/v) Carbonato de sodio en agua bidestilada,

Solucién B: 1% (w/v) sulfato de cobre pentahidratado en agua destilada.

Solucién C: 2% (w/v) tartrato de sodio en agua bidestilada,

2.- Hidréxido de sodio 2N.

3.- Reactivo de Folin

4. ésténdar de albdmina: se usa una solucién stock de la proteina albumina sérica
bovina 1 mg/ml y la curva se prepara por diluciones.

Para |la determinacién de la proteina A-l se siguié este procedimiento usando como

estdndar albumina sérica bovina (1mg/ml).
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CURVA ESTANDAR (Lowry):.

Muestra

B

Estandar 1
Estandar 2
Estandar 3
Estandar 4
Estandar 5
Estandar 6
Estandar 7

Pre-cromatografia

Picol 2a.

Cromatografia

Picoll 2a

Cromatografia

No
de tubo

O N OO DS O -

10
1
12

13
14
15
16

17
18
19
20

BSA
(W)

10
20
40
60
80
100

Agua

(1)
400
395
390
380
360
340
320
300

390
390
380
380

390
390
380
380

390
390
380
380

Solucién
e
(ml)
2.0
2.0
20
2.0
2.0
2.0
20
2.0

2.0
20
20
2.0

20
20
20
2.0

20
20
20
2.0

Folin

(u)
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100

100

100
100
100
100

100
100
100
100

Muestra

L)

-
-
-
-
-

10 i
10
20
20

10
10
20
20

10
10
20
20
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APENDICE C

INMUNODIFUSION

Amortiguador de fosfatos 0.01M (PBS)

Se preparé un gel de agarosa al 0.8 % de la siguiente manera se pesarén 200 mg de
agarosa para 25 ml de PBS ei cual se calento previamente para que la agarosa se
disolviera de una manera homogenea, una vez disuelta se virtieron 10 ml en una caja

petri de 12 cm de diametro por 1 cm de alto y se dejaron enfriar.

APENDICE D

ELECTROFORESIS

El término electroforesis es usado para describir la migracion de las particulas en un
campo eléctrico bajo condiciones de velocidad constante.

La electroforesis en gel de poliacrilamida es probablemente una de las técnicas mas
ampliamente usadas para el andlisis de proteinas. La poliacrilamida constituye un
medic de soporte inerte cuya porosidad es facilmente ajustable mediante
modificaciones previas a su polimerizaciéon en la solucion de acrilamida. En esta
técnica las protefnas reaccionan con un detergente aniénico duodecil suifato de sodio
(SDS) ¢ lauril sulfato de sodio para formar complejos cargados negativamente.

Los colorantes estandar utilizados para la tincién en electroforesis son el azul brillante
de Coomasie el pontceaus y el negro amido. Para la deteccion de componentes
mehores en geles se aumenta la resolucidn para ello la tincion con plata es muy
sensible. La tincién con azul de coomasie usa una solucién acido acético-metanol es
un método de tinciénh muy sensible. Después de decolorar se encuentra que las bandas
frecuentemente duran de uno a dos dias. Las bandas que contienen 0.1 ug de proteina
puede ser detectada.

La tincién con plata es un método altamente sensible para la determinacdn de proteina,

esta tincion es 100 veces mas sensible que la tincién de azul de Coomasie
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ELECTROFORESIS POR EL METODO DE LAMMLI

Solucién A: Acrilamida al 30 % P/V + Bisacrilamida 0.8 % P/V
Solucién B: Tris HCl 1.5 MpH 8.8

Solucién C: Duodecil sulfato de sodio (SDS) al 10 %
Solucién D: Tris HC1 0.5 MpH 6.8

Persulfato de amonio (PSA) (15 mg/ml)

TEMED

Agua destilada

Glicerol

Preparacion del gel:

L.a proporcién de cada solucion para elaborar el gel se obtiene de la siguiente manera:

Solucién A: El porcentaje que se desee de acuerdo al volumen final.

Solucién B: La cuarta parte del volumen final.

Salucién C: 1 % del volumen total

PSA (15 mg/ml)

TEMED: La cantidad 6ptima de estos dos elementos necesita estar predeterminada.
Agua: La cantidad necesaria para ajustar el volumen requerido

Amortiguador de muestra:

Solucion D 0.625ml
Solucién C 1.0ml
Beta-mecaptoetanol 25 ml

1 % de azul de bromofenol 0.1 m!

Glicerol 0.525 ml
Amortiguador de corrida 5X
Tris HCI 250 mM 30gr
Glicina192 M 144 gr
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SDS 0.5 % 5gr
pH 8.3
Tincién con azul brillante de Coomasie

Azul brillante de Coomasie 2.5gr

metanol 450 m|
Acido acético 100 m!
APENDICE E

Enuna placa de 3.5 X 8.3 cm se prepard un gel de electroforésis al 5% en el cual se
colof:aron las siguientés muestras en el primer y cuarto carril, el primer pico de la
marcacion , en el segundo y quinto carril el segundo pico de la purificacion y en el
tercer y sexto carril esta el primer pico de la purificacién. La electroforésis se corrié a
60 volts durante 15 minutos y a 90 volts por una hora, finalmente se fijo el gel en una
solucion de 45 % de metanol y 10 % de &acido acético. Se tifio durante dos horas con
azul de coomasie a 40 grados durante 45 minutos y se destifio con la misma solucién
de fijado. Finalmente se seco. Este gel se colocd en una placa fotosensible en un
cuarto oscuro, se fijé con cinta adhesiva y se colocé entre dos placas de aluminio que
lo protegian perfectamente de la luz, se mantuvo a -70 grados durante 6 horas
aproximadamente. Posteriormente se procedid a revelar la placa.

Finalmente tenemos que la placa fotosensibie que al ser revelada nos muestra las

posiciones de {a proteina marcada.
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