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RESUMEN. Las técnicas inmunolégicas, por su alia especifici-
dad, han ido tomando cada vez mayor auge en la deteccién de pro-
teinas. Una de las mds utilizadas ha sido el ensayo inmu-
noenzimdtico tipo ELISA por su elevada sensibilidad, especificidad
y por la posibilidad de analizar un gran nimero de muestras en
corto tiempo, requisito de vital importancia en la deteccion de an-
ticuerpos monoclonales (AcM). En este trabajo se describe la
puesta a punto de un ELISA para detectar anticuerpos monoclon-
ales contra las tres pricipales lipoproteinas del plasma humano
(lipoproteinas de alta densidad, lipoproteina de baja densidad y
lipoproteina de muy baja densidad) el cual permite hacer la
evaluacion simultinea de diferentes AcM, demostrindose en cada
ensayo su especificidad. Es de destacar que en ningiln caso se re-
quirio la utilizacion de apolipoproteinas purificadas para demostrar
la positividad de cada AcM.

ABSTRACT. The choice of immunochemical techniques to detect
proteins has significantly increased during the last years, due to
their specificity and sensitivity. Enzyme Linked Immunosorbent
assay (ELISA) has proved to be sensitive enough to quantify pro-
teins and it can be implemented as a multisample system to analyze
several products, including monoclonal antibodies (Mab). In this
paper an ELISA type test has been set up for detecting monoclonal
against the main plasma lipoproteins (HDL, LDL and VLDL)
which allow to test several Mab simultaneously showing its speci-
ficity in each case. This assay does not require pure apolipoprote-
ins, to obtain positive results with any of them.

INTRODUCCION

La importancia de las lipoproteinas, por su papel en el
desarrollo de enfermedades aterosclerdticas, ha sido un tema
ampliamente estudiado.'? Por ello, se ha hecho necesario la
busqueda de técnicas sensibles y especificas que permitan
conocer su concentracion en el plasma.

En este sentido, mediante ensayos inmunoenzimaticos
con anticuerpos monoespecificos, se han reportado muy bue-
nos resultados en el estudio, deteccion y cuantificacion de
apolipoproteinas.*>®

El surgimiento de la tecnologia de hibridomas ha permi-
tido la obtencién de anticuerpos monoclonales (AcM) que por
su alta especificidad se han convertido en una poderosa her-
ramienta tenologica.”®

En el proceso de obtencion de los AcM es imprescindible
disponer de una técnica sensible y rapida para la deteccion
de éstos en cultivos de hibridos recién generados.

Una de las técnicas mas utilizadas es el ensayo inmu-
noenzimatico tipo ELISA, por su elevada especificidad, sensi-
bilidad y por la posibilidad de analizar un gran nimero de
muestras en corto tiempo.>'°

Es importante destacar que para la deteccion de AcM
especificos contra las lipoproteinas humanas han sido repor-
tados ensayos que utilizan cada una las apolipoproteinas pu-
rificadas de forma independiente.

En este trabajo se describe la puesta a punto de un
ELISA para detectar AcM contra las tres principales lipopro-
teinas del plasma humano [lipoproteinas de alta densidad
(HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL)], sin la necesidad de emplear
apolipoproteinas purificadas.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de lipoproteinas

Las lipoproteinas se obtuvieron por flotacion a partir de
una mezcla de suero humano normal (d=1,24 g/mL) sometida
a ultracentrifugacion en un gradiente discontinuo de amor-
tiguador Tris-HCL 0,01 mol/L, pH 7,4, EDTA al 0,01%yN aNgs
al 0,02 % (d=1,21 g/mL) ajustados ambos con KBr. La centri-
fugacion se realizo empleando una ultracentrifuga MSE 75 a
105 000 x g. La fraccion de lipoproteinas totales fue cromato-
grafiada mediante filtracion en una matriz de Ser:;ha.rose-BB11
(Pharmacia-LKB).

Ensayo inmunoenzimatico

Se recubrieron placas de poliestireno (NUNC) de 96 po-
cillos con 100 uL de las tres pricipales lipoproteinas del
plasma humano (20 pg/mL) en amortiguador de recubrimiento
(carbonato-bicarbonato 0,01 mol/L, pH 9,6) y se incubaron
toda la noche a 4 °C . Cada pozo se bloque6 con 150 uLd e
una solucion de albumina bovina sérica (ABS) al 1 % con
solucién salina amortiguada con fosfato (SSTF) durante1ha
37 °C, con el objetivo de minimizar las interacciones
inespecificas. Posteriormente, se afiadieron 100 mL de las
muestras y controles (suero de ratones Balb/c o sobrenadan-
tes de hibridomas en cultivo, diluidos 1/1000 y 1/2 respecti-
vamente), durante 2 h a 37 °C . Se afiadié a cada pocillo
100 mL de conjugado anti-lgG de raton-peroxidasa y se in-
cubé durante 1 h a 37 °C . El conjugado unido se detecté
con 100 mL/pozo del sustrato (ortofenilendiamina 0,4 mg-
/mL, H202 0,04 % en amortiguador fosfato-citrato de sodio
0,2-0,1 mol/L, pH 5,5).

La reaccion se detuvo afadiendo 50 plLd eH 2S04 2,5 N
y la medicion colorimétrica se realizd, empleando un lector de
microplacas MULTISKAN-PLUS (TITERTEK) a una longitud
de onda de 492 nm . Todos los pozos se lavaron extensi-



vamente con SSTB-Tween 20 (0,05 %) entre cada paso de in-
cubacion. Los reactivos empleados fueron en todos los casos
grado analitico.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 puede observarse que, tanto en el caso de
los sueros de raton como en los sobrenadantes de cultivo
utilizados como controles negativos, no aparece reaccion po-
sitiva con ninguna de las tres lipoproteinas empleadas como
recubrimiento. Por otra parte, el suero del raton Balb/c inmuni-
zado con apolipoproteina Al (Apo Al) sélo reacciona con HDL,
mientras que los obtenidos a partir de la inmunizacion con
VLDL, muestran reaccion positiva frente a VLDL y LDL debido
a que ambas particulas contienen apolipoproteina B (Apo B)
en su estructura. 2
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Fig 1. Demostracion de la especificidad del ELISA, empleando
como contrales las muestras siguientes: 1.- Suero de raton Balb/c
inmunizado con Apo Al; 2.- Suero de ratén Balb/c inmunizado
con VLDL; 3.- Suero de ratén Balb/c sin inmunizar; 4.- Sobrenadante
de P3 X63 Ag8. 653.; 5.- AcM2 (anti Apo B); 6.- Sobrenadante
de 1C4G9 (anti-antigeno de superficie de la hepatitis B).

El suero del raton Balb/c sin inmunizar, asi como el AcM
no relacionado (1C4G9, anti-antigeno de superficie de la
hepatitis B) no producen una reactividad en el sistema que
revele interferencia de otros anticuerpos y finalmente el AcM2
(anti-ApoB) responde acorde a su especificidad.

El criterio de positividad asumido en todos los ensayos
fue el doble de la actividad mostrada por el suero del raton
Balb/c sin inmunizar o el sobrenadante de la linea de plasma-
citoma de raton P3 X63 AgB 653 seguin el caso.

En la figura 2 es posible diferenciar cuatro tipos de so-
brenadantes proveniente de los hibridomas obtenidos en las
fusiones realizadas. En primer lugar, aquellos que reconocen
a las HDL solamente (hibridoma 1B6H2). En segundo lugar,
los que reconocen a las VLDL y LDL, demostrando presencia
de anticuerpos contra Apo B (hibridomas 1E9E5 y 1E9G1).
Es de destacar que los sobrenadantes que reconocen a la
VLDL solamente, resultan particularmente interesantes, ya
que su especificidad apunta fuertemente a proteinas presen-
tes en la VLDL que no se encuentran de forma mayoritaria en
las otras lipoproteinas como son las apolipoproteinas E y C
(hibridomas 3D10y 2G2)."'*
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Fig. 2. ELISA indirecto para detectar AcM especificos en sobre-
nadantes de hibridos en cultivo, empleando las muestras
(sobrenadantes) siguientes:

1.- 1B6H2; 2.- 1E9G1; 3.- 1E9ES; 4.- 2G2; 5.- 3D10; 6.- 1H4;
7.-1C8.

Se muestran ademas, dos sobrenadantes de hibridos
que no resultaron positivos con ninguna de las tres fracciones
lipoproteicas (1H4 y 1C8). Todos estos resultados indican la
alta especificidad del sistema utilizado, el cual permitié la de-
teccion de AcM especificos contra las lipoproteinas humanas
sin la necesidad de emplear apoproteinas purificadas, las
cuales solo fueron necesarias entonces para definir la especi-
ficidad exacta de cada uno de los AcM generados.

CONCLUSIONES

Se disefio un ensayo inmunoenzimatico que permite de-
tectar anticuerpos monoclonales especificos contra las tres
principales lipoproteinas del plasma humano.

El ensayo propuesto brinda la posibilidad de detectar an-
ticuerpos monoclonales especificos contra las lipoproteinas
humanas, sin la necesidad de emplear apolipoproteinas purifi-
cadas.
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