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1 Introduccidn General y Objetivos

1.1 Las Enfermedades Cardiovasculares. Contexto Global y
Clinico

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) son un grupo de patologias del
corazdén y de los vasos sanguineos, en las cuales se incluyen:

= Cardiopatia coronaria, en la que se ven afectados los diferentes vasos
sanguineos del corazdn. Esta enfermedad también se conoce por
arteriopatia coronaria.

= Enfermedad cerebrovascular, en la que se ven afectados los diferentes
vasos sanguineos que suministran sangre al cerebro.

= Enfermedad vascular periférica, en la que se ven afectados el conjunto
de vasos sanguineos responsables de la suministracion de sangre vy
oxigeno a las extremidades como brazos y piernas.

= Enfermedad arterial coronaria, es el tipo mas comun de enfermedad
coronaria y se debe principalmente a un estrechamiento de las arterias
y vasos sanguineos por la formacién de ateromas, principalmente por
acumulacidn de colesterol.

= Insuficiencia cardiaca, condicion bajo la cual el corazén es incapaz de
bombear la cantidad de sangre que el cuerpo necesita.

= Cardiopatia reumatica, donde tanto el corazén como las diferentes
valvulas cardiacas se ven afectadas por efecto de una infecciéon no
tratada y causada por streptococco.

= Cardipatia congénita, causada por malformaciénes en la estructura del
corazon desde el nacimiento.

Las ECVs consituyen a dia de hoy la principal causa de discapacidad y muerte
prematura en todo el mundo (Figura 1.1). Segun datos de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), alrededor de 17.5 millones de personas murieron
debido a este tipo de patologias en el afio 2012. De estas muertes, se calcula que
aproximadamente 7.4 millones se debieron a cardiopatias coronarias, y 6.7
millores a accidentes cerebrovasculares.
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Figura 1.1. Distribucion de las mayores causas de muerte a nivel global. Adaptado de Mendis et al.
Global Atlas on Cardiovascular Disease. Prevention and Control. WHO. ENT: Enfermedades No
Transmisibles.

De entre todas las regiones, son los paises de rentas bajas y medias donde mas
de un 80% de defunciones son causadas por las ECV, afectando de igual manera
a mujeres y hombres.

A nivel local, las ECVs son también la primera causa de muerte, tanto en hombres
como en mujeres. Datos referentes al pasado afio 2014 proporcionados por el
Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad (MSSSI) indican que las dos
principales causas de muerte en ambos sexos fueron las enfermedades
isquémicas del corazén y las enfermedades cerebrovasculares®. Los datos
predictivos en cuanto a la evolucién de las ECVs no son esperanzadores. Se
estima que de aqui al afio 2030, alrededor de 23.6 millones de personas moriran
por alguna enfermedad cardiovascular.

La principal causa y mas comun en los infartos tanto de corazén como los
cerebrovasculares® es la aterosclerosis, que progresa a lo largo de los afios, de
modo que cuando aparecen los primeros sintomas, generalmente a mediana
edad, suele encontrarse en una fase avanzada. Las causas mas importantes que
fomentan la aparicién de placas de ateroma son principalmente, una mala dieta,
el sedentarismo, el consumo de tabaco y el consumo nocivo de alcohol. Los
efectos de los factores de riesgo comportamentales pueden ponerse de
manifiesto en las personas de diferente forma como, hipertension arterial,
hiperglucemia, hiperlipidemia y sobrepeso u obesidad*. En el mismo informe
publicado por el MSSSI el pasado 2016, puede encontrarse como las
enfermedades de salud crénicas que afectan a un mayor nimero de poblacion
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son la hipertensidn arterial en primer lugar, y el colesterol alto en tercer lugar.
Problemas de salud estrechamente relacionados con la probabilidad de
desarrollar enfermedades cardiovasculares.

Se demuestra de esta forma como las ECVs ocasionan elevada morbilidad, por lo
gue su importancia sociosanitaria, en términos de necesidad de utilizacién de
recursos clinicos y terapéuticos costosos y de limitada disponibilidad, junto con
la socioecondmica, ya que causa incapacidades transitorias en determinados
casos permanentes, es notable. Con todo el impacto que generan las ECVs en
diferentes dmbitos, se hace necesario el desarrollo de nuevas tecnologias,
capaces de realizar un diagndstico rdpido y fiable, y que complementen a las
técnicas ya establecidas en el diagndstico de este tipo de patologias,
garantizando de esta forma la correcta estratificacion del riesgo asociado a los
pacientes. En este aspecto, la introduccion de biomarcadores como variables
bioldgicas que nos proporcionan informacion util sobre el estado del paciente y
la evolucién de la enfermedad se ha hecho notoria en la practica clinica habitual,
mejorando tanto el prondstico de los pacientes como la certeza en el
diagnéstico.

1.2 Los biomarcadores cardiacos

Al inicio de los afios 60, empezaron a utilizarse determinados biomarcadores
como la aspartato transaminasa (AST), la lactato deshidrogenasa (LDH) o la
creatinina kinasa plasmica (CK), para el diagnostico de enfermedades
cardiovascuales. No obstante, la mayor parte de estos biomarcadores mostraban
perfiles de concentracién muy elevados aun cuando no habia rastro de alguna
cardiopatia, debido a otro tipo de afecciones como enfermedades hepaticas o
bien musculares, poniendo de manifiesto que la especificidad en ese momento,
era un punto crucial para el diagndstico de ECVs. En la década de los 80, la
deteccion de biomarcadores cardiacos se vid revolucionada gracias al desarrollo
de nuevas técnicas de deteccidn, como los inmunoensayos. De esta forma,
mediante la produccién de anticuerpos especificos, se fue capaz de detectar
isoformas cardioespecificas de algunos biomarcadores. A pesar de esto, seguia
existiendo cierta inespecificidad, puesto que el incremento en las
concentraciones de alguno de estos biomarcadores seguia ocurriendo sin la
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necesidad de pasar por una enfermedad de origen cardiovascular. Este hecho
puso de manifiesto la necesidad de buscar nuevos biomarcadores cardiacos con
unas caracteristicas especificas.

Taly como se ha comentado anteriormente, alrededor de la mitad de las muertes
causadas por ECVs son debidas a enfermedades coronarias. Este tipo de
cardiopatias se deben principalmente al desarrollo de placa de ateroma
(aterosclerosis) y finalmente infarto de miocardio e incluso infarto cerebral. La
aterosclerosis es un proceso inflamatorio que afecta a los diferentes vasos
sanguineos que conforman el sistema cardiovascular. Cuando la capa interna del
endotelio se expone a elevadas concentraciones durante largos periodos de
tiempo, de lipoproteinas de baja densidad (LDL) transportadoras de elevadas
concentaciones de colesterol, y a otro tipo de sustancias, el endotelio se hace
permeable tanto a los linfocitos como a los monocitos, de tal forma que este tipo
de células pueden migrar hacia capas mas profundas de los vasos sanguineos.
Tras una serie de diferentes reacciones, las particulas tipo LDL se ven atraidas
hacia las paredes del endotelio. Estas particulas son engullidas por los monocitos,
gue a su vez se transforman en macréfagos o foam cells, término utilizado en
inglés. Estas células del musculo liso son capaces de migrar desde las partes mas
externas del endotelio, hasta capas mas profundas de los vasos sanguineos,
concretamente hasta la capa media, de tal forma que con el tiempo se acaba
formando una capa de musculo liso y coldgeno. Al mismo tiempo, los macréfagos
responsables de el inicio de este fendmeno, mueren, dando lugar a material
necrético que se ve envuelto de la capa de coldgeno, originando de esta forma
una lesién en el vaso sanguineo denominada placa de ateroma (Figura 1.2).

Este tipo de lesiones provoca la acumulacién de células y lipidos de tal forma que
con el tiempo, se forma una protuberancia que va estrechando el vaso sanguieno
y consecuentemente, dificultando el paso de la sangre y la correcta oxigenacién
de los diferentes érganos del cuerpo. Cuando el proceso de formacion de placa
no se detiene, la capa de coldgeno que contiene toda la masa necrética junto con
los lipidos y otras sustancias, se presta de tal modo que puede fisurarse y llegar
a romperse. Con la rotura de la placa, los restos de lipidos y diferentes sustancias
se liberan al lecho del vaso sanguineo, y la herida queda expuesta a agentes
trombogénicos, formandose un trombo que impide el paso de la sangre, dando
lugar a un infarto cerebrovascular o de miocardio y consecuentemente, necrosis
del tejido cardiaco.
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Figura 1.2. Esquema de las diferentes etapas por las que pasa la formacién de la placa de arteroma
hasta su ruptura y el consecuente infarto de miocardio. Figura adaptada de Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology. 2007,27:15-26.

Durante todo el proceso descrito anteriormente a través del cual transcurre la
enfermedad cardiovascular, se agrupan una serie de biomarcadores,
caracteristicos de cada etapa, cuya deteccion precoz puede facilitar el
diagndstico y prondstico del paciente (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Esquema donde se representan las diferentes etapas por las que ocurre el infarto agudo
de miocardio (IAM). En cada una de ellas se agrupan una serie de biomarcadores cardiacos
especificos caracteristicos de cada estado de la enfermedad.

Para que una biomolécula sea considerada un compuesto diana en la deteccién
y prevencion de enfermedades cardiovasculares y por lo tanto, sea un buen
biomarcador cardiaco, debe presentar las siguientes caracteristicas®®,
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= Alta especificidad y sensibilidad clinica. De tal forma que solo estén
presentes en el caso de existir alguna cardiopatia, y no por cualquier otra
enfermedad.

= Liberacion rapida al torrente sanguineo. Que su presencia en sangre
pueda ser detectada poco tiempo después de ocurrir el episodio
cardiovascular. De tal forma que permita realizar un diagndstico precoz.

= Capacidad de permanecer estables durante largo periodo de tiempo en
el torrente sanguineo de tal forma que permitan ser detectables en una
ventana mas o menos amplia de tiempo, y asi poder realizar un
seguimiento del estado del paciente a lo largo del tiempo.

= (Que permitan ser detectados mediante técnicas de bajo coste
econdémico y de forma cuantitativa.

Desafortunadamente, hoy en dia no existe ningln elemento que sea capaz de
cumplir todas estas caracteristicas. No obstante, si que existen ciertas
biomoléculas capaces de cumplir una gran parte de los requisistos descritos
anteriormente, considerandose biomarcadores cardiacos y siendo los de uso
mas extendido en el mundo clinico. Parte de éstos se recogen en la Tabla 1.1.

.Los métodos actuales para la confirmacién del sindrome coronario agudo (SCA)
incluyen el analisis de estos biomarcadores en sangre. Estos analisis se emplean
junto con el correspondiente examen del electrocardiograma (ECG),
proporcionando informacién valiosa a la hora de determinar la existencia de
isquemia miocdardica y llegando a estimar la extension de la lesidn del miocardio.
Cada biomarcador tiene un perfil temporal propio’. Algunos como la mioglobina
o la CK-MB, pueden presentar niveles elevados en la fase inicial y volver al nivel
basal transucrrido un dia tras el inicio del episodio, mientras que otros, como es
el caso de la troponina | y T, aumentan su concentracién de manera mas gradual
en la sangre, pudiendo llegar a ser detectables aun transcurridos varios dias tras
el inicio del episodio cardiovascular (Figura 1.4).



Tabla 1.1. Tabla resumen donde se recogen diferentes biomarcadores de relevancia clinica junto con sus principales propiedades.

Niveles Incremento Maxima Recuperacion
Biomarcador Etapa ECVs recomendados Cardioespecificidad s .. . P .
1 inicial (h) concentracion (h)  nivel basal (dias)
(ng mL™)
RB:10°
CRP Inflamacién ~ RM:3x103RA: ++ 4-6 12-24 3-4
3-15x10°
Mioglobina IAM 70-200 + 1-3 6-12 1-2
temprano
CK-mMmB IAM 10 ++ 4-6 12-24 3-4
temprano
cTnl IAM 0.01-0.1 +++ 4-6 12-24 6-8
cTnT IAM 0.05-0.1 +++ 4-6 12-24 7-10
BNP SCA, FC - +++ NCC NCC NCC
NT-proBNP SCA,FC 0.25-2 +++ NCC NCC NCC
HFABP IAM 10 + 1.3-3 6 0.5-1
temprano

ECV: Enfermedad cardiovascular; IAM: Infarto agudo de miocardio; SCA: Sindrome coronario agudo; FC: Fallo cardiaco; RB: Riesgo bajo; RM; Riesgo medio; RA: Riesgo alto; NCC: No existe concesnso
clinico; PCR: Proteina C reactiva; CK-MB: Creatinaquinasa MB; cTn: troponina cardiaca; BNP: Péptido natriurético B; NT: N-terminal; HFABP: de las siglas en inglés Heart Fatty Acid Binding Protein.
Cardioespecificidad: +++: Alta, ++: Media, +: Baja.
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Figura 1.4. Evolucion temporal de los marcadores cardiacos de necrosis postinfarto de miocardio.
Adaptado con permiso de Rev Esp Cardiol 2003;56(7):703-20

1.3 Diagnastico en las enfermedades cardiovasculares

Actualmente, la estratificacion y diagndstico de pacientes que llegan al
departamento de emergencias con sintomas relacionados en principio con el
desarrollo de afecciones cardiacas, como el dolor de pecho, sigue siendo un reto.
Los clinicos deben de ser capaces de distinguir entre aquellos pacientes que
requieran de una atencidn urgente porque presentan problemas como el SCA, y
entre aquellos que presentan evidencias de afecciones mucho mas leves y que
no requieren de futura admision.

Una de las principales razones por las que el paciente acude al departamento de
emergencias, es el dolor de pecho e isquemia de miocardio. El dolor agudo de
pecho es uno de los procesos iniciales de la enfermedad cardiovascular en el que
el paciente puede incluso mostrar signos de mejoria de forma substancial. No
obstante, existe un peligro subyacente que no debe ser pasado por alto, el
infarto de miocardio (IM). De hecho, cabe la posibilidad de obviar un infarto de
miocardio por diferentes motivos. Por ejemplo, un error en la interpretacién de
los electrocardiogramas que puede traducirse en un fallo a la hora de
diagnosticar correctamente entre un 23 y un 40% de los IMs®*?, Otros aspectos
qgue pueden estar relacionados con un error de diagnéstico es la experiencia del
clinico y las cardiopatias atipicas de dificil diagndstico que es posible encontrar.
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Por todos estos motivos, resulta critico la estandarizaciéon del protocolo de
evaluacidon de todos los pacientes, en especial aquellos que inicialmente pueden
presentar un riesgo bajo pero que finalmente presentan SCA. Con el fin de llegar
a un consenso y alcanzar esta meta, a lo largo de estas dos ultimas décadas se
han investigado y establecido diferentes modalidades de diagndstico que
incluyen nuevos biomarcadores cardiacos, establecimiento del riesgo
cardiovascular, pruebas de estrés y técnicas de imagen no invasivas.

1.3.1 Técnicas de diagnéstico in vivo

El procedimiento establecido a la hora de evaluar un paciente que se presenta
en el departamento de emergencias con sintomas evidentes y relacionados con
algun tipo de cardiopatia incluye, comprobacién del historial médico, examen
fisico del individuo y la realizacién de un electrocardiograma (ECG). Cuando un
paciente se presenta en el departamento de emergencias, la primera prueba ala
gue se le somete es a la realizacién de un ECG, ya que se trata de la técnica mas
facil, sencilla y mds importante para realizar una rapida estratificacién del riesgo
cardiovascular. Las directrices actuales apuntan a que es aconsejable realizar una
ECG entre los 10 primeros minutos desde la llegada del paciente®?. La presencia
de una elevacion en el segmento ST hace susceptible al paciente de someterlo a
una reperfusidn coronaria. Por el contrario, una depresién en el segmento ST es
un claro indicador de riesgo de padecer un infarto de miocardio y de
complicaciones por la aparicion de posible isquemia®>4 ().

b)

a) NSTEMI
ST SEGMENT

Figura 1.5. Representacién de un a) ECG normal frente a dos perfiles de ECG b) depresion del
segmento ST y c) elevacion del segmento ST, relacionados con algin episodio cardiovascular.
Imagen adaptada de Bayer Schering Pharma AG 2008.
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A pesar de laimportancia de la técnica, el ECG presenta varias limitaciones, como
una baja sensibilidad en el diagndstico de SCA, especialmente en el caso de
angina inestable. También se ha encontrado que alrededor de un 5-10% de los
pacientes que se presentan con infarto de miocardio, presentan perfiles
normales en us ECG*>%,

Por otro lado, el historial clinico del paciente sigue siendo critico a la hora de
realizar una primera valoracién del individuo. Dado que en determinadas
ocasiones es dificil encontrar evidencias objetivas de SCA en algunos pacientes,
el historial clinico se utiliza para relizar un primer paso de estratificacién del
paciente, clasificdAndolo en funcion de su historia y sintomatologia, en el grupo
de elevado riesgo o el de riesgo bajo, determinando de esta forma el tipo de
examenes y pruebas al que serd sometido. En algunas ocasiones, los pacientes
no describen la sensacion que tienen como dolor, sino mas bien como molestia
o incomodidad. Las caracteristicas de este tipo de molestia y la presencia de
sintomas asociados, junto con la presencia en el historial de haber padecido
episodios similares, son herramientas muy utiles para la estratificacion del
riesgo!’. Por ejemplo, sintomas como ndusea y vomitos estan asociados con un
riesgo creciente de IAM81°,

Finalmente, el paciente se clasifica dentro de 4 categorias: (1) aquellos pacientes
gue presentan evidencias en la elevacién del segmento ST; (2) aquellos pacientes
que aun sin haber mostrado ninguna variacion en el segmento ST del ECG, tienen
algun tipo de antecedente en su historial médico o bien poseen un elevado riesgo
debido al perfil del ECG; (3) pacientes que no tienen evidencias objetivas de SCA,
pero que si que tienen sintomas que obligan a su evaluacién; y (4) aquellos
pacientes que no presentan evidencia ninguna de padecer alguna cardiopatia
considerando los resultados y los sintomas. Es en determinados casos como en
los pacientes clasificados como categoria (2) y (3), en los que se propone ser
sometidos a diferentes exdmenes con el fin de afinar el diagndstico.

En determinadas ocasiones, es posible que el médico crea conveniente realizar
un diagnéstico adicional del paciente mediante el uso de determnadas técnicas
que permiten confirmar la localizacidon y la extension de la lesién del miocardio.
Estas técnicas son la angiografia coronaria, que permite visualizar la existencia
de obstrucciones en las arterias coronarias, la gammagrafia de perfusion
cardiaca, para identificar si existe déficit de flujo coronario en reposo y también

11
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durante las pruebas de induccidn farmacoldgica. Técnicas de imagen no invasiva
como la ecocardiografia, que permite determinar la funcién general del
ventriculo izquierdo y evaluar regiones del miocardio que presentan alguna
disfuncidn, o la resonancia magnética nuclear y la tomografia de emisidon de
positrones, cuya principal ventaja reside en la obtencién de imagnes de la zona
afectada para asi establecer de forma mdas segura un diagndstico y las
correspondientes directrices a seguir.

1.3.2 Los biosensores como herramientas de diagnodstico en el
ambito clinico

Actualmente, para el sistema sanitario la admision de pacientes en el
departamento de emergencias, cuya probabilidad de desarrollar y sufrir un
sindrome coronario agudo (SCA) sea bajo, implica un coste muy elevado. Del
mismo modo, se sabe que alrededor de un 2-5% de las negligencias médicas
estdn asociadas con la alta inapropiada y prematura del paciente?. Junto con
estos hechos, son varios los factores que ponen de manifiesto la necesidad de
definir de forma precisa y unequivoca los protocolos de actuacion frente a casos
de urgencia cardiovascular. Actualmente, estos protocolos de admisién del
paciente se ponen en marcha cuando éste llega a la unidad de urgencias con un
dolor agudo en el pecho. Inicialmente se realiza una valoracién del paciente
mediante el estudio del historial clinico y un examen fisico, seguido de un
electrocardiograma. Si el segmento ST indica claramente que el paciente ha
sufrido un infarto de miocardio, es inmediatamente ingresado y tratado. Por el
contrario, si el resultado del ECG no es concluyente, se realiza un test de
biomarcadores con el fin de determinar cual es la situacion exacta del paciente.

Muchos de los test que se detallan en la seccién 1.3.1, se utilizan actualmente
para el diagndstico in vitro de ECVs, estan basados en técnicas inmunoquimicas,
por lo que en su gran mayoria hacen uso de anticuerpos como elementos de
biorreconocimiento.

12
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1.3.2.1 Técnicas Inmunoquimicas

Las técnicas inmunoquimicas estan basadas en el reconocimiento antigeno (Ag)-
(Ab) anticuerpo. Esta interaccion reversible y no covalente implica interacciones
del tipo puente de hidrégeno, electroestaticas e interacciones tanto hidrofébicas
como de Van der Waals. La afinidad que ofrece este fendmeno de
reconocimiento, en algunos casos la constante de afinidad alcanza valores muy
altos (10 M), se ha utilizado para la deteccidn de diferentes tipos de analitos
como drogas, fdrmacos, pesticidas y biomarcadores entre otros, en todos los
casos utilizando una cantidad de muestra muy pequeina. Debido a la gran
variedad de prestaciones y caracteristicas analiticas que ofrecen este tipo de
técnicas, han sido utilizadas en un amplio rango de aplicaciones, desde el campo
clinico pasando por la seguridad alimentaria y el diagndstico medioambiental.

1.3.2.2 Anticuerpos

Los anticuerpos son proteinas globulares de la familia de las inmunoglobulinas,
producidas por el sistema inmune con el fin de neutralizar agentes extrafios.
Existen diferentes familias de inmunoglobulinas (IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM), que se
diferencian por la carga, dimensiones, morfologia, asi como por el nUmero y tipo
de carbohidratos presentes en su estructura. En el suero de los mamiferos, es la
inmunoglobulina 1gG la mdas abundante y también la mas utilizada en el
desarrollo de técnicas inmunoquimicas. Este tipo de inmunoglobulinas tienen un
peso molecular de 150 kDa y unas dimensiones aproximadas de 12x15x5 nm.

En principio es posible obtener anticuerpos contra cualquier tipo de molécula.
No obstante, mientras que aquellas moléculas de mayor tamafio, son capaces de
generar una respuesta inmune por ellas mismas, disparando la produccion de
anticuerpos, en el caso de moléculas mas pequefias (MW < 1000 Da), este
fendmeno no tiene lugar. Por este motivo se hace necesario el disefio y sintesis
de un compuesto de estructura semejante pero no idéntica al antigeno llamada
hapteno, para tras su conjugacion a una biomacromolécula, ser capaz de generar
respuesta inmune y asi activar la produccién de anticuerpos?..

13
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1.3.2.3 Inmunoensayos

Los inmunoensayos (IA, del inglés Immunoassay) estan basados en la
cuantificacion de la interaccion Ag-Ab a través de diferentes etiquetas o
marcadores, que pueden ser desde radioisdtopos (radioinmunoensayos, RIA),
moléculas fluorescentes (fluoroinmunoensayos, FIA), o bien aquellos que utilizan
una amplificacién enzimatica detectable para cuantificar al interaccidn antigeno-
anticuerpo (inmunoensayo enzimatico, EIA), con el fin de generar un tipo de
respuesta cuantificable.

Uno de los IAs mds extendidos en cuanto a su uso a nivel mundial y a lo largo de
los afios es el inmunoensayo conocido como ELISA, de sus siglas en inglés,
Enzyme-linked immunosorbent assay. Este tipo de inmunoensayo utiliza como
soporte sélido una microplaca, donde dependiendo del formato de ensayo
escogido, se inmobiliza bien un antigeno de tapizado o competidor, o bien un
anticuerpo. Normalmente, dependiendo del analito diana, pueden seleccionarse
diferentes tipos de formatos de ensayo ELISA. Si se trata de un analito pequeiio,
por lo general se desarrolla un ensayo ELISA competitvo indirecto (Figura 1.6, a)
o bien directo (Figura 1.6, b). En ambos casos, la sefial obtenida es inversamente
proporcional a la concentracion de analito. Por contra, si el analito diana es una
molécula de mayor tamafio, como puede ser una proteina, el formato de ensayo
escogido normalmente es el formato sandwich (Figura 1.6, c). En éste, uno de los
anticuerpos (anticuerpo de captura) se inmobiliza sobre la superficie de la placa,
y tras la fase de captura del analito, se adiciona un segundo anticuerpo
(anticuerpo de deteccién). En este caso, la sefial observable es directamente
proporcional a la concentracién de analito.
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Figura 1.6. Esquema representativo de los diferentes formatos de ensayo tipo ELISA para la
deteccidn tanto de analitos de bajo peso molecular como de pesos moleculares mayores.

1.3.2.4 Los Biosensores

Puede definirse un biosensor como aquella herramienta analitica que integra un
elemento de bioreconocimiento (bioreceptor), el cual se encuentra integrado en
un transductor fisico-quimico que puede ser Optico, electroquimico,
piezoeléctrico, termométrico o magnético, que traduce el evento de
bioreconocimiento en una sefial medible. En la Figura 1.7, se muestra de forma
esquemadtica las diferentes partes que conforman un biosensor y su
funcionamiento. Como consecuencia de la interaccidon entre el analito y el
receptor, se produce un cambio fisico-quimico en el transductor, que da lugar a
una senal cuantificable mediante un sistema electronico de adquisicion,
amplificacion y procesado de datos.
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Figura 1.7. Esquema donde se muestran las diferentes partes que conforman un biosensor, junto
con su clasificaicon dependiendo del elemento de reconocimiento y el método de transduccién
seleccionado.

Una de las etapas clave en el desarrollo de un biosensor es la inmovilizacion del
bioreceptor sobre la superficie seleccionada, ya que se tiene que garantizar que
tras el paso de inmovilizacién, el receptor debe seguir siendo biofuncional,
biocompatible, estable y homogéneo a lo largo de toda la superficie. Asi mismo,
la regeneracion de esta superficie para su reutilizacion de forma que se
garanticen las mismas prestaciones por parte del biorreceptor, también es en
determinados casos, una etapa limitante en el desarrollo de biosensores.

En la Tabla 1.2 se recogen algunos de los biosensores desarrollados para la
deteccion de biomarcadors cardiacos con diferentes transducciones.
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Tabla 1.2. Diferentes biomarcadores y su deteccién mediante el uso de diferentes plataformas de biosensado.

Biomarcador Muestra Biosensor Respuesta DEtECtab'!idad Rango queal

(ng mL™) (ng mL™)

TNF-a?? Tampdn Optico Fluorométrico - 1-0.0016

CRP% Suero Optico Fluorométrico 10-10°

CRP%# Sangre Optico Fluorométrico 20 -

CRP% Suero Optico SPR 10° 2-5x10°

cTnl?® Suero Optico ECL 0.002 -

cTnT? Suero Optico SPR 0.01 0.03-6.5

BNP, cTnl, L. . . 0.1,7x103,70y

mioglobina, CRP? Suero Optico Fibra dptica 700 -

Mioglobina® Sangre  Electroquimico Faradalco,'elecjcrodos de Fe 5 -

serigrafiados
30 . - Faradaico, nanoestructuras de Auy
NT-proBNP Tampon Electroquimico 0.006 0.02-100
nanotubos de carbono
cTnly CRP* Suero  Electroquimico Particulas d.e Au r§culb|'ertas de 0.01y0.5 -
material polimérico
CRP3 Suero  Electroquimico Impedancia 0.001 -
BNP/NT-proBNP3? Suero  Electroquimico Impedancia 10°® -

ECL: electroquimioluminiscente; SPR: de las siglas en inglés Surface Plasmon Resonance
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1.3.1 Nuevas aproximaciones de diagnostico in vitro

Cuando hablamos de nuevas aproximaciones para el diagndstico de las ECVs,
podemos hacerlo desde tres puntos de vista diferentes . Primero, el diagndstico
precoz de este tipo de enfermedades mediante el uso de nuevos biomarcadores
cardiacos. Segundo, el desarrollo de nuevas herramientas de diagndstico
capaces de establecer un valor fiable en un periodo corto de tiempo. Este tipo
de dispositivos son los llamados test tipo point-of-care (POC). Y tercero, la
capacidad de multiplexacién de las nuevas herramientas de diagndstico, que nos
permite obtener una informacién mads extendida del alcance de la ECV
analizando diferentes biomarcadores en un solo test.

1.3.1.1 Nuevos biomarcadores cardiacos

Existen dos aproximaciones posibles a la hora de buscar biomarcadores noveles
para el diagndstico y prondstico de las ECVs. Una, la clasica, donde se buscan
proteinas involucradas en los diferentes procesos por los que cursa la
enfermedad cardiovascular. La segunda, mediante el uso de técnicas de alto
rendimiento como es la protedmica. Con esta aproximacion es posible comparar
fluidos o tejidos de un paciente con los de un sujeto sano, y a modo de rastreo,
ver qué proteinas se expresan de forma diferente entre ambas muestras. De esta
forma, se genera un listado de proteinas potencialmente involucradas en este
tipo de enfermedades, entre las cuales se debe de seleccionar aquellas cuya
funcién o propiedades las hacen candidatas potenciales a ser nuevos
biomarcadores.

Son varios los criterios para la aplicacién clinica de biomarcadores noveles. El
primero de ellos es que la determinacion de este nuevo biomarcador debe
facilitar el manejo clinico y mejorar el prondstico de pacientes. En segundo lugar,
el marcador debe mejorar la certeza del diagndstico o la estratificacion del riesgo
cardiovascular, respecto a lo alcanzado en pruebas y biomarcadores ya
existentes. Y por ultimo, el biomarcador analizado, bien en suero o plasma, debe
ser lo suficientemente estable para evitar la degradacion excesiva tras la
obtencién de la muestra. De entre la multitud de biomarcadores candidatos
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investigados actualmente para las ECVs, son pocos los que llegan a satisfacer
estos criterios. A continuacién se describen brevemente algunos de ellos.

e Colina

La colina es un producto enzimatico derivado de la fosfolipasa D. La fosfolipasa
D estd relacionada con disfuncién endotelial y es considerada un marcador de
inestabilidad plaquetaria, asi como de isquemia miocardica severa. Estudios
recientes demuestran que la colina es capaz de predecir diferentes eventos
cardiacos adversos como muerte cardiaca, infarto de miocardio, fallo cardiaco
entre otros334,

e Factor de diferenciacién de crecimiento 15 (GDF-15)

El GDF-15 es una citocina secretada por los macréfagos y los cardiomiocitos en
respuesta al estrés oxidativo y la inflamacion. Diferentes estudios en modelos
animales han mostrado como el GDF-15 se produce en el corazén en respuesta
a procesos de isquemia, sobrepresion en el miocardio, fallo cardiaco y procesos
oxidativos®>. Diferentes estudios han revelado como pacientes de IAM/SCA han
mostrado determinados niveles de GDF-15 en sangre superiores a los grupos de
referencia®®. Aunque los valores de troponina y NT-proBNP por si solos son
suficientes como para establecer un pronédstico adecuado, se ha observado como
la determinaciéon del GDF-15 junto con estos biomarcadores, facilita la
estratificacion del riesgo cardiovascular.

e Copeptina

La copeptina es el extremo terminal carboxilico de la prohormona vasopresina,
se secreta por la neurohipdfisis con la arginina-vasopresina. La concentracion de
copeptina parece reflejar riesgo de muerte en multiples trastornos médicos,
incluido el IAM*. Diferentes estudios han mostrado que la precisién en el
diagnostico por deteccion de troponinas (cTn) se ve mejorada de forma
sustancial si se combina con la copeptina®. Del mismo modo, en combinacién
con la NT-proBNP se ha observado que mejora la estratificacion del riesgo
cardiovascular.
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e Adiponectina

La adiponectina es una hormona sintetizada principalmente por el adipocito,
siendo su principal producto proteinico. Promueve la oxidacién de los acidos
grasos y reduce la sintesis de glucosa en el higado y otros tejidos. La ausencia de
expresion génica de esta hormona se asocia a resistencia a la insulina e
infiltracion grasa de los musculos. Multiples datos experimentales y clinicos
publicados en la ultima década indican que hay una estrecha relacion entre esta
hormona y los componentes del sindrome metabdlico?®. La concentracién
plasmatica de adiponectina muestra una correlacién inversa con el indice de
masa corporal y la resistencia a la insulina®.. Asi mismo se ha observado que la
concentracién de adiponectina en pacientes con IAM y otros eventos derivados
del infarto es mds baja que la correspondiente a un grupo de referencia. De esta
forma se considera que la adiponectina es un factor independiente de riesgo
cardiovascular®?,

e ST2

La ST2 soluble (sST2) es un de los nuevos biomarcadores mas importantes en el
prondstico de pacientes con insuficiencia cardiaca. Esta proteina estd regulada
por los miocitos cardiacos y desempefia un papel importante en los procesos de
hipertrofia y fibrosis del miocardio. La ST2 es liberada por las células endoteliales
y puede intervenir en el desarrollo de aterosclerosis e hipertension arterial*-44,
De este modo, este biomarcador proporciona informacién valiosa de prondstico,
aunque diferentes a la obtenida por los péptidos natriuréticos BNP/NT-proBNP.
No obstante se ha observado como su deteccién en conjunto con la del BNP/NT-
proBNP mejora el valor prondstico obtenido, de forma aditiva e incluso
multiplicadora®.

e Lipoproteina (a)

La lipoproteina (a) o Lp(a) es una particula similar a las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) que, a diferencia de éstas, posee una apolipoproteina particular,
apoliporpoteina (a) o apo(a), unida a la apoB100 mediante un puente disulfuro,
que le confiere cararcteristicas propias. Como se vera mas adelante, la apo(a)
esta formada por diferentes subestructuras denominadas kringle. Cada individuo
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posee un numero de repeticiones determinado de uno de estos kringles,
concretamente del kringle 4 tipo 2, marcado genéticamentel. Esta iteracion se
traduce en la existencia de diferentes isoformas de la apo(a), vy
consecuentemente en que la Lp(a) poseea un elevado grado de heterogeneidad
entre diferentes individuos, ya que de esta forma, la concentracién pldsmica de
esta lipoproteina también estd determinada genéticamente en cada persona“.
Al igual que la adiponectina, estd universalmente reconocido que la Lp(a)
constituye un factor independiente de riesgo cardiovascular en el desarrollo de
la aterosclerosis. De igual forma, debido a la similitud de la apo(a) con el
plasminégeno, directamente relacionada con el nimero de repeticiones del
kringle 4 tipo 2, también es un factor de riesgo de trombogénesis?’. La mayoria
de los estudios retrospectivos de casos y controles han demostrado que las
concentraciones elevadas de Lp(a), sobretodo por encima de 30 mg dL?,
constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad coronaria
prematura.

De esta forma, constituye todo un reto poder desarrollar una herramienta de
diagndstico capaz de determinar, mas alld de la concentracidn plasmica de esta
lipoproteina, el nimero de repeticiones del kringle 4 tipo 2, mejorando de esta
forma el diagndstico y la estratificacién del riesgo cardiovascular®,

1.3.1.2 Nuevas herramientas de diagnéstico y multiplexacién

Dentro de las nuevas herramientas de diagndstico podemos diferenciar aquellos
inmunoensayos de Ultima generacion capaces de detectar niveles muy bajos de
un determinado biomarcador, como es el caso de los ensayos high sensitive
existentes para la troponina T cardiaca (cTnT) y la troponina | cardiaca (cTnl), y
también los dispositivos conocidos como Point-Of-Care (POC), que como se vera
mas adelante son capaces de detectar varios biomarcadores en una misma
muestra, siendo de esta forma una buena herramienta de multiplexacion.

e Técnicas inmunoanaliticas de alta sensibilidad

Como ya estd establecido dentro del campo clinico, desde el afio 2000 se ha
recomendado el uso de la troponina cardiaca (cTn) como el biomarcador por
excelencia para la evaluacidn de los pacientes con posible diagndstico de infarto
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agudo de miocardio®. No obstante, la mayor parte de los inmunoensayos
actuales para medir la troponina cardiaca no permiten detectar algunos valores
de cTn ligeramente superiores a la poblacién de referencia establecida. Este
inconveniente ha llevado a desarrollar los llamados ensayos de alta sensibilidad
(hs-cTn), que permiten detectar concentraciones de cTn entre 5 y 10 veces
menores que los métodos convencionales y ademds con menor imprecision
analitica, lo cual hace que la deteccién de cambios en los valores de cTn sea mas
fiable. Ademas, otras causas de lesidon cardiaca actualmente dificiles de detectar
se podrdn revelar como mds frecuentes de lo que hasta ahora se pensaba.

Actualmente el diagndstico de IAM se basa en la combinacién de tres factores;
sintomas clinicos, alteraciones electrocardiograficas y un aumento de los valores
de un biomarcador. Para el caso de la cTn, los valores de corte recomendados
para el diagndstico de un IAM se establecen en el percentil 99 o el limite superior
de referencia (LSR). Dada la importancia que tiene para el diagndstico, el
percentil 99 debe determinarse con la maxima exactitud. No obstante, esta
exactitud dependerd de las caracteristicas de la poblacion de referencia, cuya
seleccidn esta sujeta a una elevada variabilidad. Por ejemplo, el valor del LSR
para una poblacién de avanzada edad aun sin presentar ninguna afeccion
cardiaca, serd superior al de una poblacién joven®. También, hay que considerar
las diferencias entre ambos sexos, ya que los varones presentan valores de hs-
Tn superiores a los de las mujeres®®. Actualmente los clinicos utilizan valores de
LSR basados en poblaciones de referencia que no cumplen los requisitos
indicados; por conciguiente, es probable que estos valores sean demasiado
elevados para un uso clinico, creando discordancia entre los diferentes métodos
establecidos®>**. Tal y como recomiendan todas las guias clinicas, para la
realizacion de un diagndstico fiable de IAM es preferible tomar muestras seriadas
para la determinacién de cTn, con objeto de observar un aumento o disminucion
de sus valores, que haga sospechar de un sindrome coronario agudo. No
obstante, actualmente se carece de una definicidn clara de lo que constituye un
aumento o disminucién significativa de las concentraciones de cTn. En este
aspecto, dado que los métodos actuales para la detecciéon de cTn permiten
cuantificarla en pocos individuos sanos, los ensayos tipo hs-cTn han contribuido
a establecer el llamado valor de cambio en la referencia (VCR), por encima del
cual se puede estar seguro de que los cambios observados en los niveles de cTn
responden a cambios patoldgicos®, siendo capaces de corregir este error.
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Con todo esto puede concluirse que el desarrollo de técnicas de alta sensibilidad
para la deteccion de cTn, supone todo un reto. Mas alla de los propios problemas
involucrados en la inmunodeteccion de este biomarcador y que se detallan mas
adelante, existe todo un conjunto de factores como son el establecimiento del
percentil 99 o el valor de cambio referencia que ponen de manifiesto como sélo
el uso de forma éptima de estos inmunoanalisis posee claras ventajas clinicas en
el diagnéstico del IAM.

e Dispositivos tipo Point-of-Care y multiplexaciéon

Como ya se ha observado en cada uno de los biomarcadores noveles descritos
brevemente, su deteccion en combinacion con los biomarcadores vya
establecidos, conlleva la obtencion de valores de diagndstico, prondstico y
estratificacion del riesgo, mas valiosos. De esta forma se justifica como la
multiplexacién en los nuevos dispositivos de deteccién destinados a valorar las
ECVs, es recomendable y hasta cierto punto necesaria. Asi mismo, la
multideteccion de diferentes biomarcadores correspondientes a diferentes
estados de la enfermedad puede proporcionarnos mas informaciéon y de mayor
calidad a la hora de realizar un diagndstico/prondstico mas preciso, y asi
estratificar el riesgo cardiovascular.

Existen diferentes dispositivos tipo POC, los cuales en su gran mayoria son
capaces de realizar multideteccién de biomarcadores. Si bien es cierto, que gran
parte de ellos se centra en la deteccién de biomarcadores cardiacos
caracteristicos de IAM, también son capaces de generar una respuesta en un
corto periodo de tiempo, normalmente inferior a los 30 min. La gran mayoria de
estos dispositivos estan basados en ensayos inmunocromatograficos de flujo
lateral (LFIC), o como se conocen mas comunmente, ensayos en tira reactiva. En
este caso, el soporte es una membrana de nitrocelulosa a través de la cual migran
los diferentes inmunorreactivos por capilaridad. El marcador utilizado por
excelencia en este tipo de dispositivos es el oro, de tal forma que los resultados
son facilmente visualizables. No obstante, también existen diferentes tipos de
LFIC basados en técnicas de aglutinamiento, particulas de latex o marcadores
fluorescentes.
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En la Tabla 1.3 se resumen algunos de los dispositivos POC desarrollados y
presentes en el mercado para la deteccion de diferentes biomarcadores
utilizando en algunos casos muestra de sangre sin ningun tipo de pretratamiento.
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Tabla 1.3. Caracteristicas de algunos de los diferentes dispositivos tipo POC disponibles en el mercado. Adaptado de Clin Biochem 39:771 (2006)

Test Casa . Biomarcador Principio Muestra tlen.1po
Comercial (min)
TROPT Roche cTnT A, particulas. Sangre 15
Cualitativo
Mioglobina (50 ng mL?), ,
Cardiac STATus Spectral cTnl (1.5 ng mLY) IA&E::;?J?)S' Suero/Plasma/Sangre 15
CK-MB (5 ng mL?)
Mioglobina (96-56 ng mL?), ,
Stratus CS Dad.e cTnl (0.6 ng mL?), CK-MB 1A, parfclcu'las. Suero/Plasma/Sangre 13
Behring i Cuantitativo
(3.5 ngmL™)
CARDIAC M-Test, IA. particulas
CARDIAC T- Roche Mioglobina, cTnT, Pro-BNP C:Jzntitativo. Sangre 8-12
Test,CARDIAC proBNP
RAMP Reader Requnse Mioglobina, cTnl, CK-MB Fluores‘cer.\ua, Sangre 10
Medical cuantitativo
. . . Mioglobina, cTnl, CK-MB, Fluorescencia,
Triage Cardiac Panel Biosite BNP cuantitativo Plasma/Sangre 10
First Mioglobina, cTnl, CK-MB, Fluorescencia,
AlphaDX Medical K S Suero/Plasma/Sangre 20
i-STAT Abbott cTnl A en.chl.p, Sangre 10
cuantitativo
Lifelite ThauMDx Mioglobina, cTnl, CK-MB IAEn il

cuantitativo

IA: Inmunoensayo
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1.4 Objetivos

El objetivo principal de esta tesis ha sido el de contribuir al desarrollo y mejora
de las herramientas de diagndstico y prondstico cardiovascular disponibles
actualmente. En este aspecto, se han seleccionado dos biomarcadores de etapas
muy concretas de la ECV:

La Lipoproteina (a), caracteristico de etapas iniciales e incipientes de la
enfermedad cardiovascular. Para este biomarcador se han planteado el
desarrollo de diferentes herramientas de inmunodeteccion para la
cuantificacion de la Liporpoteina (a) asi como la cuantificacién del riesgo
determinado por el nimero de repeticiones del kringle 4 tipo 2.

La troponina | cardiaca, biomarcador de necrosis miocardica, etapa ya
tardia de la enfermedad, y considerada actualmente el biomarcador por
excelencia para las ECVs. En concreto se han abordado diferentes y
novedosos métodos de transduccion para la deteccidn de este
biomarcador con el fin de alcanzar la detectabilidad establecida por las
diferentes directrices clinicas.

De esta forma, los objetivos parciales planteados en esta tesis han sido,
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Produccidn de anticuerpos de alta afinidad contra la troponina | cardiaca
Desarrollo de uninmunoensayo para la deteccidn de troponina | cardiaca
capaz de alcanzar al detectabilidad establecida por las diferentes
directrices internacionales

Produccidn de anticuerpos para la determinacion de Lipoproteina (a) de
forma selectiva

Desarrollo de inmunoensayos para evaluar el riesgo cardiaco de la Lp(a)
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2 Marco de Investigacion y Estructura de la Tesis

2.1 Proyectos de investigacion

La tesis doctoral descrita en este manuscrito, se realizé dentro del contexto de
dos proyectos,

1) Proyecto Cajal4dEU (Chip architectures by joint associated labs for
European diagnostics). ENIAC (European Nanoelectronics Initiative Advisory
Council) Joint Undertaking Action. Subprograma: Nanoelectronics for Health
and Wellness. Programa Nacional de Internacionalizacion de la I+D.
Subprograma de Fomento de la Cooperacion Cientifica Internacional (FCCI)
Plan E — Tipo ENIAC. ENIAC-120215.

Este proyecto se encontraba enfocado en el desarrollo de nuevas tecnologias
basadas en nanomateriales electrénicos que permitieran el desarrollo de nuevas
plataformas de biosensado que permitieran el diagndstico in-vitro de un amplio
panel de biomarcadores de forma robusta, de facil manejo y bajo coste. Los
principales resultados alcanzados en este proyecto fueron el nimero de
diferentes tecnologias llevadas a cabo, incluyendo la biofuncionalizacién de
materiales, la microfluidica desarrollada, asi como los diferentes plataformas de
software y hardware destinadas al control y manejo de los dispositivos
producidos. Este proyecto se llevd a cabo mediante la estrecha colaboracion
tanto con usuarios finales de estos dispositivos como con compafiias médicas,
con el fin de valorar el impacto real de estas tecnologias en la economia y
sociedad europea.

2) Proyecto NANOCARDIOCOCO. Nanotecnologia para la Cardiologia y
Pneumococo. MICINN, subdireccion General de Estrategias de Colaboracion
Publico-Privada IPT-2011-1337-010000.

El principal objetivo de este proyecto se centraba en el desarrollo e integracion
de dos biosensores, uno enfocado al diagndstico de enfermedades infecciosas, y
otro relacionado con enfermedades cardiovasculares. En el caso de
enfermedades infecciosas, el proyecto se centraba principalmente en el
diagndstico en tiempo real de este tipo de enfermedades en fases de riesgo
avanzado. Para esto se selecciond el Staphylococcus pneumococcus como
modelo, ya que se trata de una bacteria que ocasiona diferentes tipos de
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enfermedades infecciosas, desde la pneumonia hasta la meningitis, otitis o
sinusitis entre otras. Para el caso de las enfermedades cardiovasculares, se
pretendia desarrollar un dispositivo capaz de detectar determinados
biomarcadores predictores en el ambito del desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, como es el caso de la Lipoproteina (a).

2.2 Estructura de la tesis

Considerando los objetivos planteados en esta tesis y descritos en la seccién 1.4,
la estructura de la tesis se divide principalmente en dos bloques que pueden
leerse de forma independiente. El primero aborda el desarrollo de un
inmunoensayo para la deteccion de un biomarcador de riesgo cardiaco como la
Lp(a) y por otro lado el desarrollo de un inmunosensor para la determinacién de
un biomarcador bien establecido de IMA como la troponina I.

En el capitulo 3 se aborda todo el trabajo relacionado con la Lp(a),
principalmente centrado en la produccidn y caracterizacion de anticuerpos
especificos para este biomarcador de etapas incipientes de ECV. Debido a que la
descripcién de cada capitulo se hace de forma lineal, contiene discusiones y
conclusiones relacionadas con el trabajo desarrollado, que se han ido extrayendo
en cada paso que se ha realizado, y analizando cada resultado obtenido con el
fin de plantear de forma coherente el siguiente. En el capitulo 4 se describe todo
el trabajo realizado en torno a la inmunodeteccion de la cTnl y las diferentes
estrategias llevadas a cabo con el fin de intentar alcanzar una detectabilidad
comparable a la establecida por las Guias Clinicas. En el capitulo 5 pueden
encontrarse las aportaciones mas importantes que se han alcanzado en cada
capitulo, asi como un breve resumen de las conclusiones a las que se han llegado
en cada caso. Mientras que en capitulo 6 se recoge toda la parte experimental
desarrollada en esta tesis, asi como los diferentes protocolos seguidos, en el
capitulo 7 encontramos la bibliografia en la cual se ha apoyado todo el trabajo
desarrollado. Finalmente, en el capitulo 8 encontramos la seccién donde se
describen todos los acrénimos utilizados en este texto. En la Figura 2.1 se recoge
de forma esquemadtica, un resumen de los diferentes capitulos y secciones que
conforman esta tesis.
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Capitulo 1

Marco Teodrico

Capitulo4

Produccion
de
Anticuerpos

Capitulo3

Producciéon
de
Anticuerpos

Estrategias Estrategias

Capitulo2

Lipoproteina(a) Objetivos

Principales

Troponina | Cardiaca

Caracterizacion de o Desarrollode
Anticuerpos por Desarrollo de Técnicas Inmunosensores

técnicas tipo lnmL{r’wqum)‘lcas parala Electroquimicos
Western Blot Deteccion de Biomarcadores

Cardiacos /

Figura 2.1. Esquema de la tesis donde figuran los dos principales bloques formados por el capitulo3 y el 4. En cada uno de ellos se remarcan algunas de las
diferentes etapas seguida
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3 Lipoproteina (a)

3.1 Introduccion

La Lipoproteina (a) o Lp(a), fue descubierta en el 1963 por Kare Berg® como
consecuencia de la busqueda de nuevas B-lipoproteinas humanas. Tras inocular
la fraccidn aislada de las B-lipoproteinas humanas a conejos, y tras evaluar la
respuesta de los anticuerpos producidos frente a diferentes muestras de plasma
humano, aproximadamente un tercio de los individuos presenté un antigeno
nuevo, el antigeno (a). Con el paso del tiempo, se vislumbré que este antigeno
(a) erala Lp(a). Ensayos posteriores demostraron que la Lp(a) esta presente si no
en toda, en gran parte de la poblacién y que se expresa en un gran amplio rango
de concentraciones, desde menos de 0.1 a mas de 200 mg dL?, segin diferentes

individuos®®>°.

3.1.1 Estructura delaLp(a)

Desde el punto de vista estructural, la Lp(a) (véase Figura 3.1) es una particula
de la familia de las lipoproteinas, similar a las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) que, a diferencia de éstas, contiene una apolipoproteina llamada
apolipoproteina (a), o apo(a), unida mediante un puente disulfuro a la
Apolipoproteina B-100 o apoB100°%°.

El estudio tanto estructural como quimico-fisico de ambos componentes
proteicos de la Lp(a), no fue posible llevarlo a cabo hasta que se elucidé que
ambas proteinas se encontraban unidas por un puente disulfuro®®2, De esta
forma, mediante el tratamiento adecuado de la Lp(a) con agentes reductivos y el
posterior paso de separacidn por técnicas de ultracentrifugacion o cromatografia
de afinidad por heparina, fue posible aislar de forma selectiva la apoB100 de la
apo(a)®® ®. A partir de entonces han sido muchos los trabajos centrados en el
estudio y caracterizacion de la Lp(a), mediante el analisis profundamente
detallado de ambas apolipoproteinas que la conforman, especialmente de la

apo(a)®*®e.
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Lipoprotein(a)

Apolipoprotein(a) LDL-like particle

Figura 3.1. Esquema donde se representa la Lipoproteina (a), formada por una particula tipo LDL
enlazada covalentemente a través de un puente disufluro a la apolipoproteina (a). La particula tipo
LDL esta constituida por un nucleo lipidico formado por ésteres de colesterol y triglicéridos
rodeados de fosfolipidos, colesterol libre y una tnica molécula de apoB100. Figura extraida de
Nordestgaard et al. European Heart Journal (2010) 31, 2844—-2853.

La apo(a) estd codificada por un gen localizado en el brazo corto del cromosoma
6, adyacente al gen responsable del plasmindgeno®’. La sintesis y secrecién de la
apo(a) presente en el suero, asociada con la apoB100, se realiza en el higado y
de forma independiente a la apoB100. Aunque aun no se ha esclarecido en que
sitio tiene lugar el ensamblaje entre ambas proteinas, se ha observado mediante
estudios realizados con hepatocitos aislados de mono, que la Lp(a) es segregada
por estas células, abriendo el camino a pensar que la unién entre las dos
componentes proteicas de la Lp(a) se podria llevar a cabo en los mismos
hepatocitos®,

Por su parte, la apoB100 presente en la Lp(a), es una proteina con elevado
cardcter hidrofébico e idéntica a la apoB que se encuentra en las LDL en lo que
respecta al peso molecular, estructura secundaria, composicién quimica y
reactividad inmunoquimica. Asi lo demuestra Gaubatz et al.®%, donde la Unica
diferencia significativa que encuentra entre la apoB100 y la LDL es el contenido
en acido sialico, siendo ligeramente inferior en el caso de esta Ultima. La apoB100
cuenta con 4536 aminodcidos en su estructura y un peso molecular de 550.000
Da’®. En el Copenhagen City Heart Study (CCHS), estudio realizado con mas de
20.000 pacientes con sus inicios en el 1975, cuyo objetivo principal estaba
centrado en las enfermedades cardiovasculares, causas y prevencion, se llegaron
a describir alrededor de 123 variantes genéticas de la apoB100”%.
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Es principalmente a través del residuo Cysaszs de la apoB100 donde se localiza el
puente disulfuro establecido junto con la otra fraccién proteica de la Lp(a), la
apo(a)’. Es la fraccién apo(a) la que caracteriza y diferencia a la Lp(a) del resto
de lipoproteinas, en concreto de las LDL. Scanu y Fless*® fueron los primeros en
describir el complejo binario apoB100-apo(a), que al contrario que la apoB100,
era soluble y estable en medio acuoso. Esto se debia principalmente a la
presencia en la estructura de otra fraccion proteica, la apolipoproteina (a). Este
descubrimiento tuvo cierta relevancia dentro del ambito de la biologia, puesto
gue ponia de manifiesto que, en el momento que la apoB100 se asociaba a la
apo(a), ésta era capaz de viajar y moverse a través de medios acuosos
independientemente de la carga lipidica que tuviera.

Contrariamente a la apoB100, la apo(a) es una glicoproteina altamente
hidrofilica, que tan solo se encuentra en la Lp(a),y que posee un grado de
glicosilacion de alrededor de un 30%’3. La estructura terciaria de la apo(a) se
caracteriza por poseer principalmente dos dominios, un dominio denominado
kringle debido a al tipo de estructura triloop estabilizada por 3 puentes disulfuro,
y un segundo dominio llamado, dominio serina-proteasa (véase Figura 3.2).
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n =3 to >40

Figura 3.2. Representacion esquematica de la apo(a). Encontramos 10 tipos de kringle 4, donde
tan solo existe una copia del kringle 4 tipo 1 (k4.1) y del kringle 4 tipo 3 al 10 (k4.3-k4.10), sefialados
como T1 hasta T10, sucesivamente para el kringle 4 (k4). En cambio, el kringle 4 tipo 2 puede
presentarse varias veces repetido, concretamente de 3 a 40 copias. En la figura se muestra la
secuencia de aminoiacidos del kringle 4 tipo 2 (k4.2) en su estructura de triloop (remarcado en
verde).Figura extraida de Marcovina et al. Journal of Lipid Research April 2016 vol. 57 no. 4, 526-
537.
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Este tipo de estructura denominada kringle, esta presente en varias proteinas
relacionadas con la cascada de coagulacion de la sangre, de ahi, el elevado grado
de homologia en estructura y composicién con el plasminégeno’, proteina
plasmatica cuya estructura también se caracteriza por poseer un dominio
kringle, y que estd involucrada en diferentes procesos de coagulacién. Del mismo
modo que en el plasmindgeno, encontramos dos dominios bien diferenciados en
la apo(a), un dominio proteasa cuyo grado de homologia con el presente en el
plasmindgeno es de un 85%’°, y un dominio tipo kringle, cuyo grado de
homologia con el plasmindgeno es variable.

El dominio kringle de la apo(a) puede separarse en dos subdominios atendiendo
a la homologia que presentan con el plasminégeno. Un Unico dominio kringle 5,
con un 82%" de homologia con el plasminégeno, y un dominio kringle 4 con una
homologia variable de 61-75%’°. De este modo, en la apo(a) encontramos
diferente numero de copias del kringle 4, semejantes entre ellas pero no
idénticas, y cuya homologia entre ellas se encuentra entre un 78 y un 88%’°.
Encontramos una Unica copia de los kringles 4 tipo 1 (k4.1), asi como de los
kringles 4 tipo 3 al 10 (k4.3 - k4.10). No obstante, pueden contemplarse diferente
numero de copias del kringle 4 tipo 2 (k4.2), de 3 a 40 (véase Figura 3.2), siendo
causa directa, junto con el grado de glicosilacion de la elevada heterologia que
presenta la apo(a)”’ .

3.1.2 Metabolismo de la Lp(a)

A pesar de las similitudes existentes entre la Lp(a) y la LDL, hay que destacar que
la Lp(a) es metabdlicamente distinta al resto de proteinas. A diferencia de la LDL,
la Lp(a) no aparece como un subproducto consecuente del metabolismo de las

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)”. No obstante, si que esté descrito
que la Lp(a) puede encontrarse asociada a particulas con elevada carga de

triglicéridos, sobre todo en aquellos individuos que presentan hipertriglicemia®.

El efecto de diferentes farmacos, asi como de determinadas dietas sobre la
concentracién de LDL y apoB100 en el cuerpo, actian de diferente forma sobre
la Lp(a), llegando a no presentar ningun efecto sobre ella®!. De hecho, muchos
de los farmacos destinados a controlar y reducir los niveles de LDL-colesterol en
el organismo, tienen un efecto muy leve sobre los niveles de Lp(a), exceptuando
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el caso del 4cido nicotinico®2. De igual forma, se ha demostrado que el esteroide
anabolizante, estanozonol, es capaz de disminuir los niveles de Lp(a) sin tener
efecto alguno sobre los de la apoB100%3.

Si bien el anabolismo de la Lp(a) esta relativamente descrito, del catabolismo
todo son posibles hipdtesis que apuntan a diferentes rutas de degradacion, pero
sin converger en ningun punto. Inicialmente se propuso que los responsables de
la degradacién de la Lp(a) eran los receptores de la LDL8, pero la afinidad de las
particulas de Lp(a) hacia estos receptores es baja y desde luego, muy inferior a
la que presentan las propias LDL, con lo que a priori no parece una ruta de
degradacion importante. Otra via de degradacidon demostrada implica la accidn
de los macréfagos presentes en la pared arterial, que a través de determinados
receptores son capaces de reconocer e internalizar la Lp(a), especialmente en su
estado oxidado o bien modificado®. Por dltimo, se ha sugerido la via catalitica
que implica el desdoblamiento de la Lp(a) en sus dos particulas proteicas,
atribuyendo a los receptores de la LDL la degradacion de la parte
correspondiente a la apoB100, no obstante, no se ha esclarecido aun que
ocurriria con la apo(a) una vez separada de la apoB100.

3.1.3 Heterogeneidad, genética y distribucion de la Lp(a)

Los primeros estudios realizados por Utermann y colaboradores®#’

permitieron
diferenciar hasta 6 isoformas diferentes de apo(a). Estas isoformas fueron
caracterizadas mediante técnicas de electroforesis en gel SDS-PAGE,
designdndole a cada una de ellas una etiqueta diferente, F, B, S1, S2, S3 y S4, de
acuerdo con su movilidad relativa en comparacion con la apoB100. Siendo la
isoforma etiquetada como F la de movilidad mas rapida y la etiquetada como B,
de semejante movilidad a la apoB100, mientras que las 4 isoformas etiquetadas
como S mostraban una movilidad mas lenta que la propia apoB100. Se observd
que estas isoformas presentaban pesos moleculares comprendidos entre 400 y
700 kDa. Posteriormente, un estudio sobre una poblacién de 629 individuos
realizado por Gaubatz et al.%, reveld la existencia de 11 isoformas de la apo(a),
elucidadas mediante técnicas de electroforesis y Western blot, comprendidas
entre pesos moleculares de 419 y 838 kDa. Observdndose que un 60% de las
muestras evaluadas mostraba una sola banda de apo(a), mientras que alrededor
de un 39% mostraban dos bandas y sélo un 1% no mostraban banda de apo(a)
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detectable. Del mismo modo, en este estudio se establecid una correlaciéon
inversa entre la concentracidn de Lp(a) en plasma y la diversidad polimdrfica de
la apo(a), viendo que aquellos individuos que presentaban una concentracion de
Lp(a) mas baja, tenian una isoforma de apo(a) de mayor peso molecular.

Estas observaciones junto con otros estudios realizados por Utermann et al.®
pusieron de manifiesto que la concentracién de Lp(a) en plasma estd
determinada por la isoforma o tamafio de la apo(a), y consecuentemente
controlada a nivel genético en cada individuo (véase Figura 3.3).
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Figura 3.3. Diferentes isoformas de la apo(a) junto con su peso molecular estimado, y su frecuencia
fenotipica, relacionadas con la concentracidn de Lp(a) (valor medio + SD) en plasma, de poblacidn
Austriaca sana determinada por Utermann. Como puede observarse, existe una relacion
inversamente proporcional entre el tamafio de la isoforma y la concentracién de Lp(a) en plasma.
Imagen adaptada de J.J. Albers et al. Clin. Chem. 36/12, 2019-2026 (1990).

Estudios recientes enfocados en determinar la predisposicion genética a
desarrollar enfermedades cardiovasculares, han determinado la existencia de un
clister genético formado por la agrupacién de 27 genes localizados en el
cromosoma 626, cuya asociacidon con enfermedad coronaria es significativa. El
cromosoma 626 incluye la regién donde se encuentra el gen LPA responsable
de la codificacién de la apo(a), y es este gen el que determina el nimero de
copias del kringle k4.2, pudiendo llegar a encontrar desde 3 hasta 40 copias, y
por tanto la isoforma de la apo(a), lo que se traduce en la elevada
heterogeneidad en el tamafio de la Lp(a)*™® (véase Figura 3.4, a).

La distribucion en los niveles de Lp(a) en la poblacion mundial es muy ampliay a
la vez muy desequilibrada. Encontrando distribuciones de concentracion de Lp(a)
muy variadas dentro de una misma poblacién. Por ejemplo, en la Figura 3.4 se
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muestran los niveles de Lp(a) establecidos para una poblacion de 1518 individuos
pertenecientes todos al continente europeo, donde se encuentran niveles desde
5 hasta mas de 100 mg dLt %,

(b) Molecular weight of Apo(a)
(a) ™
30 B0 low (LMW) high (HMW)

General population

4
;5 9
20 Mean + 50 =226+ 26.7 mg di? a0
Median = 11.4 mg dL™?
s N=1518 n
10 20 19 15 14 12
| ; Iins
llllll-l---_--_-l 0 . ; . - -.

85 85 >100 11-16 17-18 20-22 23-25 25—23 29-31 32-34 35-37 =37
Ejpnprmm[aj mg dl_—i Mumber of KIV repeats

Lpla) mg dL=?

Figura 3.4. (a) Distribucion de las diferentes concentraciones de Lp(a) pertenecientes a una
muestra poblacional procedente de Europa. (b) Concentracion promedio de varios grupos de
individuos clasificada segin el nimero de repeticiones del kringle 4 tipo 2, considerandose
isoformas de bajo peso molecular (LMW) aquellas que poseen entre 11y 22 repeticiones, mientras
que aquellas que presentan mas de 22 repeticiones se consideran isoformas de elevado peso
molecular (HMW). Se aprecia la relaciéon inversamente proporcional entre el nimero de
repeticinoes del kringle 4 tipo 2 y la concentracion de Lp(a). Imagen adaptada de F. Kronenberg &
G. Utermann, Journal of Internal Medicine, 2013, 273; 6-30.

Por su parte, la distribucién de la Lp(a) entre diferentes grupos étnicos es muy
desigual. Mientras que, en la mayor parte de la poblacidon caucdsica, se
encuentran niveles de Lp(a) menores a 1 mg dL?, con un promedio alrededor de
15 mg dL}, en otras poblaciones étnicas, como la afroamericana, la africana o la
China de Singapur, la distribucién es completamente diferente (véase Figura 3.5,
pag. 39).

38



3 Lipoproteina (a)

Frequency (%)

10 30 50 70 80 110 10 30 50 70 80 110

Plasma Lp(a) (mg/dl)

Figura 3.5. Distribucidn de la concentracion de Lp(a) en plasma para diferentes grupos étnicos. La
concentracion de Lp(a) estd expresada en mg/dL, fue establecida mediante técnicas de
electroinmunodifusion. (A) Etnia china de Singapur (n = 112, concentracién promedio de Lp(a), 7.0
mg/dL. (B) Poblacién Caucasica (n = 162, concentracién promedio de Lp(a) 15 mg/dL. (C) Poblacion
India de Sigapur (n = 145, concentraciéon promedio de Lp(a) 20 mg/dL). (D) Poblacién sudanesa (n
=105, concentracidn promedio de Lp(a) 45.7 mg/dL). Imagen adaptada de Gerd Utermann, Science
Vol 246 No. 4932 (Nov. 17, 1898) pp. 904-910.

3.1.1 Lp(a)y riesgo cardiovascular

El hecho de que actualmente exista un consenso a nivel cientifico y clinico de que
la Lp(a) sea un biomarcador independiente de riesgo cardiovascular puede
explicarse atendiendo a las diferentes hipdtesis planteadas sobre su funcion
fisiolégica. Si bien es cierto que son numerosos los estudios que confirman la
estrecha relaciéon que existe entre elevadas concentraciones de Lp(a) con la
probabilidad de desarrollar o sufrir algin episodio coronario o bien

%, 9297 |3 funcidén de esta macromolécula estd aun por

cerebrovascular
esclarecer. De hecho, gran parte de las hipdtesis planteadas acaban por explicar

la patogenia relacionada con la Lp(a), en lugar de su funcién.
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Para dar respuesta a esta incégnita, la mayoria de los trabajos se centran
inicialmente en la elevada homologia que presenta la apo(a) con el
plasminégeno. Partiendo de este hecho, se sugieren dos formas de accidn de la
Lp(a), (i) la Lp(a) actia como molécula de enlace entre el sistema encargado de
transportar colesterol a los tejidos y el sistema que controla los procesos de
fibrindlisis, y (ii) la Lp(a) actia como reguladora entre los diferentes fenémenos
que ocurren durante los procesos de coagulacion y fibrindlisis®. Numerosos
trabajos han corroborado mediante estudios in vitro esta ultima hipdtesis,
demostrando que la Lp(a) interfiere en muchos de los procesos implicados con
los fendmenos de coagulacion y fibrindlisis®. Las diferentes funciones de la Lp(a)
documentadas, describen interacciones con gran numero de receptores,
compitiendo por los receptores del plasmindgeno con los del fibrindgeno y de la
fibrina, y consecuentemente favoreciendo diferentes procesos de inhibicidn de
ciertos factores de coagulacién relacionados con el plasmindgeno, llegandose a
demostrar que los dominios kringle 4 tipo 7 y 8 estan relacionados directamente
con todos estos procesos®. Del mismo modo, la Lp(a) a través de la apo(a)
también es capaz de interaccionar con diferentes receptores de la matriz
extracelular, como es el caso de la fibrina. La interaccion Lp(a)-fibrina ha sido
propuesta como mecanismo de respuesta de la Lp(a) frente a la aparicion de
lesiones vasculares con el fin de evitar la invasion celular por parte de diferentes
patdgenos infecciosos y de reparar la agresién provocadal®. No obstante, esta
accion, a priori beneficiosa, posee un efecto secundario no tan deseable, puesto
gue mediante este tipo de mecanismos se ha observado que la Lp(a) es capaz de
liberar colesterol en los sitios donde se ha producido una lesién o herida,
contribuyendo de esta forma a un aumento de la placa esclerdtica y a su vez
inhibiendo el efecto de la fibrindlisis y promoviendo de esta forma la

trombogénesis'?12,

Asi pues, se demuestra que el riesgo de sufrir una
enfermedad cardiovascular aterosclerdtica atribuido a altas concentraciones de

Lp(a), es independiente del efecto de otras lipoproteinas.

Es posible encontrar datos, proporcionados por la Lipoprotein (a) Foundation,
que ponen de manifiesto el riesgo cardiovascular asociado a esta lipoproteina®,

e Se estima que un 8% de la poblaciéon sometida a pruebas tradicionales
de medida de colesterol no son diagnosticadas correctamente, a pesar
de tener un elevado riesgo cardiovascular debido a niveles altos de Lp(a).
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Haciéndose de esta forma necesario un test especifico en sangre para la
deteccidn y cuantificacidn de esta liporpoteinal®.

e Se estima que, a nivel global, 1 de cada 5 personas posee niveles altos
de Lp(a) determinados por su dotaciéon genética (63 millones de
personas en USA), y consecuentemente con riesgo cardiovasculari®,

e La Lp(a) se considera uno de los factores genéticos mds solidos para
determinar el riesgo de sufrir enfermedades coronarias y de estenosis
adrtical®>106,

e Se estima que el desarrollo de una técnica de diagndstico fiable para la
detecciéon de Lp(a), podria ayudar a prevenir hasta 120.000 casos
relacionados con ECVs cada afio'®,

Si bien es cierto que no existe un nivel basal bien definido de Lp(a), debido a la
elevada heterogeneidad poblacional que presenta esta lipoproteina, si que hay
recomendaciones presentes en diferentes ensayos clinicos donde se sugiere a
partir de qué niveles de Lp(a) en sangre, la probabilidad de desarrollar algun tipo
de episodio cardio y cerebrovascular es mayor. De esta forma se establece segln
estudio realizado por Albers et al.1%, que el percentil 90 y 95 de la Lp(a) referente
a una poblacién sana, se encuentra entre 35y 48 mg dL?, respectivamente.
Mientras que otros estudios basados en la Copenhagen City Heart Study (CCHS),
de Copenhagen General Population Study (CGPS), donde 40000 individuos
fueron genotipados para el kringle k4.2, recomiendan establecer el percentil 80

como valor de referencia, siendo éste de 50 mg dL* 1%2,

3.1.2 Técnicas inmunoquimicas para la determinacion de Lp(a)

Desde su descubrimiento en el afio 1963 hasta finales de la década de los 70, la
Lp(a) no despertd cierto interés clinico debido a que, hasta esta fecha, no se
habia establecido su relacidn directa con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y tampoco se habia definido como un factor de riesgo
cardiovascular independiente. Es desde entonces que empiezan a surgir
diferentes aproximaciones inmunoquimicas, como inmunodifusién radial y
electroinmunodifusién®® 19911 radioinmunoensayo'® y técnicas de

111-112

inmunonefelometria , junto con un gran nimero de técnicas tipo ELISA"

113125 desempefiadas con el mismo objetivo, determinar Lp(a).
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Centrando la atencién sobre los ensayos tipo ELISA desarrollados para la
deteccién de la Lp(a), cabe destacar que el principal reto en este caso no reside
en la detectabilidad que es recomendable alcanzar (ya que gran parte de estas
técnicas para la deteccion de este tipo de lipoproteina se mueve en el orden de
1 ng!?®), si no en la capacidad de desarrollar un inmunoensayo especifico y cuya
respuesta sea independiente de la heterogeneidad que presenta la propia Lp(a).
A estos requisitos se le suma el hecho de que actualmente no existe un estandar
de Lp(a) normalizado y bien establecido, con lo que la calibracién y la validacion
de los inmunoensayos desarrollados son también un punto critico a tener en
consideracion.

Encontramos en la literatura diferentes inmunoensayos basados en el uso de
anticuerpos policlonales contra diferentes partes de la proteina, y en especial
contra la apo(a). Este es el caso de Abe et al.''®, Fless et al.l®® y Albers y

colaboradores®

, siendo este Ultimo un inmunoensayo basado en marcadores
radioactivos. Del mismo modo, encontramos inmunoensayos comerciales que
también hacen uso de anticuerpos policlonales generados contra la apo(a), como
es el caso del ensayo MACRA®, donde el anticuerpo de detecciéon es un
anticuerpo policlonal anti apo(a). Este tipo de estrategias, se ha demostrado que
tienden a subestimar el valor de Lp(a) de aquellas muestras que presentan
isoformas de Lp(a) de bajo peso molecular, asi como sobrestimar aquellas cuya
Lp(a) presente isoformas de menor peso molecular. Este efecto se ve reflejado
en el trabajo desarrollado por Taddei-Petters et al.??’. El inmunoensayo
desarrollado en este estudio hace uso de un anticuerpo monoclonal especifico
anti apo(a), mientras que el anticuerpo de deteccidn es un anticuerpo policlonal
anti apoB100. De este modo, y al contrario que los ensayos citados
anteriormente, la deteccidén depende de un anticuerpo que no es sensible a la
heterogeneidad que presenta la Lp(a), evitando asi la apariciéon de artefactos
indeseados.

El efecto que ejerce la heterogeneidad de la apo(a) sobre la inmunodeteccién de
la Lp(a) y la precisién de los inmunoensayos, ha sido estudiado en profundidad
por Marcovina et al.'?’. En este trabajo se demuestra la variabilidad de los
resultados para una misma muestra dependiendo del tdndem anticuerpo
captura/anticuerpo deteccién utilizados, y la posibilidad de disminuir la
incertidumbre de los resultados mediante el uso de anticuerpos que no sean
sensibles al polimorfismo de la apo(a).
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La seleccién del inmundgeno para la produccion de anticuerpos monoclonales
también puede ser un paso critico. El uso mas extendido en la bibliografia es el
de utilizar la propia Lp(a) como inmundgeno tras su aislamiento y purificacién'*
117,121-122 | os clones obtenidos de esta forma son evaluados frente a diferentes
antigenos, principalmente Lp(a), plasmindgeno y LDL, seleccionando finalmente
aquellos que muestran mayor especificidad en relacion al reconocimiento de la
Lp(a), y cuyo epitopo consecuentemente se encuentra en la apo(a). Esta
estrategia permite la seleccion de anticuerpos especificos para la Lp(a)
reduciendo significativamente la reactividad cruzada con el plasminégeno. No
obstante se pueden encontrar trabajos como el realizado por Guo et al.*'?, donde
tras el paso de reduccion de la Lp(a) son capaces de aislar la apo(a) y utilizarla
como inmundgeno. Al contrario de lo que se puede pensar, esta estrategia
conlleva ciertos riesgos ya que, como ocurre en este caso, los anticuerpos
desarrollados tan solo son capaces de detectar la Lp(a) cuando se trata
previamente con un agente reductor como el Ditiotreitol (DTT), poniendo de
manifiesto que los epitopos responsables de la interaccién Ag-Ab no se
encuentran accesibles en la forma nativa de la Lp(a).

Otro factor, fuente de incertidumbre y de falta de precisién entre los diferentes
ensayos desarrollados, es el uso de un determinado estandar en el desarrollo y
calibracion del inmunoensayo. De este modo, el factor clave reside en la
capacidad de preparacion de un estandar/calibrador de referencia universal,
transferible y aplicable a todos los inmunoensayos destinados a la deteccion y
cuantificacidon de Lp(a). Tal y como describe Marcovina et al.}?8, es imprescindible
determinar la masa absoluta de la Lp(a) presente en el estandar, con el fin de
establecer esa Lp(a) como un calibrador y consecuentemente poder expresar los
valores encontrados de Lp(a) en las muestras en unidades de masa total. El uso
de un estandar de Lp(a) diferente al que tengamos presente en la muestra puede
dar lugar a valores erréneos en la cuantificacion de la Lp(a). No obstante, la
determinacion de la masa absoluta de la Lp(a) no esta unicamente ligada a la
componente proteica de esta molécula, que ya de per se es variable entre
individuos, si no a la carga lipidica y el grado de glicosilacidon que presenta. En
este sentido, todos aquellos métodos inmunoquimicos para la cuantificacién de
Lp(a), basados en el reconocimiento de la apo(a) y que expresan el resultado en
términos de masa total de particula, no tienen en consideracién todos los
factores de variabilidad asociados a la existencia de diferentes isoformas de la
apo(a). Tal y como explica Marcovina et al., si asumimos que cada molécula de

43



3 Lipoproteina (a)

Lp(a) estd formada por una Unica molécula de apoB100 asociada a una Unica
molécula de apo(a), la relacion apo(a)/apoB100 en masa puede variar de 0.51 a
1.3 para una apo(a) de peso molecular entre 280 y 710 kDa, respectivamente.
Por este motivo principalmente, se hace necesario que la composicién del
estandar sea lo mas parecido a la composicion de la muestra, y actualmente para
la Lp(a) esta tarea sigue siendo imposible de realizar. Si bien es cierto que el uso
de un estandar de Lp(a) con una Unica isoforma de apo(a) de tamafio intermedio,
o bien un conjunto formado por diferentes moléculas de Lp(a) con diferentes
rangos de isoformas, podria minimizar las diferencias existentes entre los
diferentes inmunoensayos. La composicion del estandar, calibrador o material
de referencia no deja de ser actualmente, una eleccién arbitraria.

En la literatura encontramos diferentes aproximaciones dirigidas a minimizar
este tipo de efectos. Vu Dac et al.'?? hace uso de un conjunto de Lp(a) de
diferentes isoformas (50 pacientes) de forma que sea lo mas representativo
posible respecto a la variedad presente en las muestras. En cambio Duvic et al.1**
y Wong et al.'® hacen uso de la propia Lp(a) aislada y utilizada como
inmundgeno, para caracterizar el ensayo. En definitiva, tal y como se muestra en
el trabajo desarrollado por Taddei-Petters y colaboradores!?, dada la propia
naturaleza compleja de la Lp(a), es importante caracterizar el estandar en

términos de concentracion total de Lp(a) y de fenotipado de la apo(a).

Respecto a la cuantificacién del nimero de copias del kringle k4.2, causantes del
polimorfismo que presenta la Lp(a), no se encuentran descritos inmunoensayos
en microplaca destinados a este efecto. EIl método mas extendido para la
determinacidn del tipo de isoforma de la apo(a) es la electroforesis en gel*21%,
en algunos casos seguida de andlisis tipo Western blot!3!. De esta forma tan solo
es posible determinar el peso molecular de esta isoforma, pero no el numero de
copias del k4.2. Actualmente existen diferentes métodos mas precisos
destinados a la cuantificacion del niUmero de repeticiones del k4.2, como son, las
técnicas de electroforesis de campo pulsado (PFGE) seguidas de Southern blot
de DNAD2133 y |as técnicas cuantitativas de PCR (gPCR)Y 3%, No obstante, el
método mads preciso hasta ahora es el de la hibridacidn fluorescente in situ
(Fiber-FISH), basado en el estudio de la estructura y funcién de los cromosomas
a través de la hibridacién de sondas con marcaje fluorescente permitiendo de
esta forma la visualizacién y distincidon de los cromosomas de interés. En este
estudio desarrollado por Erdel et al.13, utilizan sondas de DNA marcadas con
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fluoresceina y complementarias a las secuencias presentes en el gen LPA KIV-2,
responsable del nimero de copias del k4.2, y haciendo posible la determinacién
de éstas.

3.1.3 Objetivos

A pesar de los diferentes métodos descritos en el apartado anterior para la
deteccion de la Lp(a), tanto los reportados en la literatura como los que
actualmente pueden encontrarse en el mercado son pocos los que estan
dirigidos a estimar o cuantificar el nUmero de repeticiones del k4.2, siendo, tal
como ya se ha comentado antes, las técnicas de electroforesis y Western blot!3*
131,136-138 |35 mds habituales para la determinacion del tamafio de la apo(a) asi
como para la estimacion del nimero de repeticiones de este kringle. Por otro
lado, la mayoria de los inmunoensayos para la determinacion de Lp(a) son
sensibles a las repeticiones de k4.2, lo que da lugar a discordancias en las
medidas por los motivos anteriormente comentados. Este escenario fue
principalmente la fuente de motivacion para plantear nuestro objetivo.

Objetivo General

Desarrollo de una herramienta inmunoquimica de diagndstico capaz de
proporcionar informacién, lo mas fiable posible, de la concentracién de Lp(a), y
a la vez del numero de kringles 4 tipo 2.

Con este fin, se plantearon dos objetivos concretos,

e Primero, el desarrollo de un inmunoensayo para la deteccion y
cuantificacion de la Lp(a) de una forma eficaz y fiable en muestras clinicas.
Para esto, tal y como se describird detalladamente en la siguiente seccion,
era primordial que la respuesta de los anticuerpos utilizados no fuera
dependiente de la inherente heterologia que presenta la Lp(a).

e Segundo, el desarrollo de un inmunoensayo capaz de cuantificar el niimero
de repeticiones del kringle 4 tipo 2 de la apo(a). Como se ha explicado
anteriormente, la reiteracion de este kringle estd intimamente relacionada
con la trombogénesis, lo que confiere de este modo un interés clinico
bastante relevante.
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Con estos objetivos, plantedbamos la idea de desarrollar una herramienta de
diagndstico en la que para cada muestra se pudieran realizar dos medidas
simultaneas, una que proporcionaria datos objetivos sobre la concentracién de
Lp(a) y otra, en la que se obtendria una respuesta proporcional al nimero de
kringles 4.2 (véase Figura 3.6).

Q’ ‘ Muestra ‘

&
‘ 4 Numerode % A
Concentracién ) ‘ Repeticiones ’“
total de Lp(a) 3 ¥ kringle k4.2 ;
e 4P s

Microplaca ELISA

Figura 3.6. Esquema representativo donde se muestra el planteamiento propuesto para el
desarrollo de una técnica inmunoquimica tipo ELISA capaz de determinar de forma simultanea, la
concentracion total de Lp(a) y el nimero de repeticiones del kringle k4.2 de una misma muestra.

3.2 Estrategias para el desarrollo de técnicas de diagndstico
parala Lp(a)

Se plantearon una serie de estrategias basadas en la produccidn de anticuerpos
especificos para la determinacion de la Lp(a) mediante el disefio racional de los
inmundgenos. Con el fin de desarrollar exitosamente esta tarea, dependemos en
primera estancia de la calidad de los anticuerpos producidos, y por tanto del
criterio de selecciéon de unos inmundgenos y haptenos frente a otros. No
obstante, en el caso de la Lp(a) debemos atender también a otro criterio, la falta
de un estandar de Lp(a) normalizado y homologado. En base a todo lo
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anteriormente expuesto, en el desarrollo de esta técnica de diagndstico, habia
que tener en cuenta las siguientes consideraciones:

1. Los anticuerpos utilizados deben presentar un grado de especificidad
elevado por la Lp(a).

En el caso de producir anticuerpos contra la apo(a), habia que considerar que el
dominio kringle de la apo(a) guarda un elevado grado de homologia con el
dominio kringle tipo 4 del plasmindgeno (seccién 3.1.1). Algunos de los trabajos
publicados para la deteccion de la Lp(a) estan basados en el uso de anticuerpos
policlonales generados directamente contra la apo (a). En muchos casos, con la
finalidad de eliminar la posible reactividad cruzada con la apoB100 libre y con
otras lipoproteinas que contienen dicha macromolécula (como las particulas tipo
LDL o VLDL), los anticuerpos son purificados por cromatografia de
inmunoafinidad, descartando la fraccidn responsable del reconocimiento de la
LDL y aislando por completo tan solo la fraccién de anticuerpos que reconocen
la apo(a)'!> 1?1, No obstante, este tipo de estrategias no eliminan la reactividad
cruzada con el plasmindgeno, por lo que todas las técnicas inmunoldgicas
desarrolladas de esta forma deben de demostrar que los anticuerpos utilizados
para la deteccidon de la Lp(a) no crosreaccionan con el plasmindgeno. Con la
intencién de eliminar este reconocimiento cruzado con el plasmindgeno, se han
descrito varios trabajos donde el anticuerpo de captura utilizado es un
anticuerpo contra la apo(a), mientras que como anticuerpo de deteccion se
utiliza un anticuerpo producido contra la apoB100. Esta aproximacién permite
en un principio eliminar el problema de la especificidad y, ademas teniendo en
cuenta el problema de la estandarizaciéon de la Lp(a), permite la expresion de los
resultados en unidades de molaridad*® 1%,

Otra posible estrategia seria producir anticuerpos contra la apo(a) previamente
aislada de la Lp(a) mediante el uso de diferentes agentes reductores, y
posteriormente purificada®. No obstante, el reconocimiento de la Lp(a) por
parte de estos anticuerpos se ve considerablemente afectado. Esto se debe
principalmente a que tras el tratamiento de la Lp(a) con el agente reductor, los
puentes disulfuro que estabilizan las estructuras kringle también se rompen,
cambiando la estructura conformacional de la apo(a) y consecuentemente

afectando a su inmunodeteccidon!!# 116, 140,
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2. Las caracteristicas estructurales del analito deben ser iguales a las del
compuesto utilizado como inmunégeno

Considerando el alto grado de variabilidad de la Lp(a) mencionado
anteriormente es dificil conseguir un estdandar que pueda ser utilizado como
calibrador universal. Asi pues, los anticuerpos generados contra el kringle k4.2
generaran mayor respuesta en aquellos individuos con moléculas de Lp(a) con
mayor numero de repeticiones de este kringle, lo que puede conducir a una
sobrestimacion de la concentracion de Lp(a). Por el contrario, aquellos individuos
con moléculas de Lp(a) de menor tamafio (menor nimero de kringles 4 tipo 2) la
concentraciéon de este biomarcador podria subestimarse.

3. La falta de un material de referencia apropiado no garantiza la
consistencia y la comparabilidad entre resultados.

La concentracion de Lp(a) se suele expresar en miligramos por decilitro>® 108 141,

No obstante, determinar la masa exacta del estdndar de referencia es
sumamente complicado debido a que deben considerarse la aportacidon de
diferentes factores a la masa total de la Lp(a), como los asociados a la parte
proteica, lipidica y los carbohidratos. Considerando la alta variabilidad en la
composicion quimica de la Lp(a), este ejercicio resulta practicamente imposible
de llevar a cabo. Diferentes estrategias se han propuesto para abordar esta
problematica, como es el caso del uso de un péptido sintético bien caracterizado
de la apo(a), para su uso como estandar, siempre y cuando su reactividad
inmunolégica sea comparable a la de la apo(a) presente en la muestra. No
obstante, este estdndar mas alld de la posibilidad de estar bien caracterizado,
perderia su interés en aquellos inmunoensayos que utilizan anticuerpos contra
la apoB100. Todos los métodos inmunoquimicos para la deteccidn de Lp(a) que
implican el uso de anticuerpos especificos contra la apo(a), y expresan los
resultados en términos de masa total de proteina o proteina total, no tienen en
consideracion las diferencias de masa existentes entre las diferentes isoformas
de la apo(a), y consecuentemente de la Lp(a).

Actualmente, la polémica referente al estandar para la calibracién de los
inmunoensayos para la deteccion de Lp(a) sigue siendo un problema pendiente
de consenso por parte de la comunidad cientifica. En este aspecto, Marcovina
SM vy colaboradores, tras la puesta en evidencia de dicha discordancia entre los
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diferentes ensayos publicados, trabajaron en contacto con la International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine con el fin de establecer,
tras varias etapas, un estandar valido para los inmunoensayos de la Lp(a)**2. En
este trabajo se pone en evidencia que es de especial utilidad que el estandar de
Lp(a) quede bien definido en términos de masa total y nimero de repeticiones
del kringle k4.2 y que, tras ser evaluado como calibrador por diferentes ensayos
destinados a la deteccién de Lp(a) con diferentes muestras, la precision y
variabilidad inter-ensayo para las diferentes muestras sea significativamente
baja. Finalmente se concluye que, el material de referencia propuesto es capaz
de unificar los valores de Lp(a) de los diferentes métodos analiticos evaluados si
y solo si, éstos no se ven afectados por la heterogeneidad de la apo(a). En
cambio, para aquellos ensayos cuya deteccion de Lp(a) es sensible a las
diferentes isoformas de la apo(a), encontrar un estandar valido es aun una tarea

pendientel4#143,

Debido a la falta de un estandar homologado y normalizado para la calibraciéon
de ensayos para la Lp(a), se sugieren dos estrategias con el fin de minimizar los
posibles errores cometidos en la inmunodeteccién de la Lp(a) y descritos
anteriormente, (a) el uso de una Lp(a) Unica cuya apo(a) sea una isoforma de
tamanfio intermedio, (b) el uso de un estandar que contenga una distribucion
representativa de las diferentes isoformas existentes de la apo(a), para de esta
forma, minimizar las diferencias entre las diferentes muestras de Lp(a) medidas.

En esta tesis, tras considerar estas observaciones se abordd el reto que
constituye el desarrollo de un inmunoensayo para la determinacién de Lp(a) y la
cuantificacion del nimero de kringles k4.2, planteandose diferentes estrategias
basadas en la inmunodeteccidon de esta proteina e intentando evitar, para la
cuantificacion de la Lp(a), el uso de anticuerpos sensibles a las diferentes
isoformas existentes de la apo(a). Asi mismo, con el fin de minimizar los posibles
efectos asociados a esta heterologia, se decidié utilizar un calibrador formado
por una mezcla de diferentes Lp(a) con diferentes isoformas. De esta forma, las
diferentes estrategias planteadas para alcanzar los objetivos principales
detallados en el apartado anterior se describen a continuacion.
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3.2.1 ELISA para la deteccidn y cuantificacion de la Lp(a) total

Con el fin de detectar y cuantificar la Lp(a) presente en suero o plasma humano,
se planted el desarrollo de un ELISA tipo sandwich, tal y como se ilustra en la
Figura 3.7. Inicialmente se plantearon dos opciones. En la primera de ellas (véase
Figura 3.7, A), se propuso el uso de un anticuerpo anti apoB100 como anticuerpo
de captura, y como anticuerpo de deteccidn uno generado contra una secuencia
peptidica de uno de los kringles. Mediante el uso de este formato, no obstante
valido, nos exponiamos a capturar otras lipoproteinas que contienen la misma
apoB100, como es el caso de la LDL y la VLDL', lo que podria resultar en una
disminucién de la sensibilidad, a pesar de que el de deteccién si seria especifica
para la Lp(a). En cuanto a la segunda opcidn planteada (véase Figura 3.7, B), el
orden de los anticuerpos seria inverso, es decir, como anticuerpo de captura se
utilizaria el anticuerpo anti kringle 4 el cual capturaria exclusivamente la Lp(a) y
como anticuerpo de deteccién se utilizaria el anticuerpo anti apoB100. El
anticuerpo contra el kringle se escogeria en base a una secuencia conservada de
la proteina, de tal manera que no se viese afectada por la heterologia inherente
de la misma.

L

Ab
secundario

mAb anti
apo(a)

~

Ab
secundario

pAb anti
ApoB-100

mAb anti

pAb anti i i
ApoB-100 By apola)

-

A, [ B. \w

Deteccidn y Cuantificacion de la
Lp(a)

Figura 3.7. Esquema donde se representan las diferentes propuestas de ensayo para la deteccién
y cuantificacién de la Lp(a). A) Formato donde el anticuerpo de captura corresponderia a un
anticuerpo policlonal contra la apoB100 y el anticuerpo de deteccidn, un anticuerpo monoclonal
contra una zona de la apo(a) no variable ente individuos. B) el anticuerpo monoclonal actuaria
como anticuerpo de captura, mientras que el policlonal anti-apoB100 lo haria como anticuerpo de
deteccion.
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3.2.2 ELISA para la cuantificacion del numero de repeticiones del
Kringle 4 tipo 2 de la Lp(a)

Para la determinacién del nimero de repeticiones del kringle k4.2 de la Lp(a) se
plantearon dos formatos (véase la Figura 3.8). En ambos casos tan solo es la
etapa de deteccidn la que es sensible al nUmero de repeticiones de este kringle,
realizando la captura de la Lp(a) bien mediante un anticuerpo generado contra
la apoB100 (Figura 3.8, A), o bien mediante un anticuerpo producido contra un
kringle 4 cuyo nimero de repeticiones sea 1 y no varie entre individuos (véase

Figura 3.8, B).
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Figura 3.8. Esquema donde se describen los dos ensayos propuestos para la cuantificaciéon del
kringle k4.2 de la apo(a). En ambos casos el anticuerpo de deteccidn es especifico para el k4.2, no
obstante, la captura se podria hacer mediante un anticuerpo contra al apoB100 o mediante un
anticuerpo generado contra una zona no variable de la apo(a).

3.3 Resultados y Discusion

En base a los objetivos anteriormente expuestos, se propuso el siguiente plan de
trabajo,

1. Produccién de anticuerpos especificos contra diversas regiones de la Lp(a),
1.1. La apoB100
1.2. Una regién conservada de la apo(a)
1.3. Una secuencia especifica del kringle k4.2 que permitiera su
cuantificacion de forma especifica
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2. Desarrollar técnicas inmunoquimicas de analisis para,
2.1. La cuantificacién de Lp(a) total
2.2. La cuantificacién de kringles k4.2

3. Establecer un sistema inmunoquimico para la obtencion simultanea de la
informacidn relativa a la concentracion de Lp(a) y del nimero de repticiones
del k4.2

4. Implementar estas tecnologias al analisis de muestras clinicas complejas,
4.1. Realizacion de estudios de validacidn con muestras clinicas

Adicionalemente, consideramos que seria bueno, a nivel compartivo disponer de
una técnica de deteccion de Lp(a) similar a los ensayos reportados o que ya
exsiten en el mercado. El grupo de investigacion disponia de anticuerpos
comerciales (pAbAD1, pAbAD2 y pAbAD3) producidos en cabra contra una
secuencia peptidica sintética de la apo(a), proporcionados por la empresa Audit
Diagnostics LTD (Cork, Ireland) fruto de un proyecto previo en colaboracion con
esta empresa. Asi pues, como se vera mas adelante, estos anticuerpos fueron
utilizados en combinacién con los nuestros para establecer un ELISA para Lp(a).

3.3.1 Produccion de anticuerpos policlonales contra la
Apolipoproteina B-100

Para la produccién de anticuerpos contra la apoB100, se seleccioné como
inmunégeno la propia lipoproteina purificada (> 95 % SDS-PAGE) y aislada. Se
inmunizaron tres conejos tipo New Zealand (306, 307 y 308) siguiendo los
protocolos establecidos en el laboratorio (véase seccidén 6.4.2, pag. 191). La
evolucidn de titulo de anticuerpos se evalué mediante el uso de un ELISA
indirecto no competitivo (véase seccidn 6.6.1, pag. 207) en el que las microplacas
se tapizaban con apoB100. Como puede apreciarse en la Figura 3.9, en todos los
casos la avidez de los anticuerpos a lo largo del proceso de inmunizacion fue
creciendo o bien manteniéndose en el mismo orden.
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Figura 3.9. Evolucion del titulo de anticuerpos de los antisueros As306, As307 y As308. Para 1 ug
mL? de apoB100 tapizado, la respuesta mostrada corresponde a diluciones 1/16000 de cada
antisuero.

3.3.2 Desarrollo de un inmunoensayo tipo ELISA para la deteccion y
cuantificacion de apoB100

Una vez finalizado el proceso de inmunizacidn, los anticuerpos generados se
caracterizaron desarrollando un ELISA de tipo sdndwich. Inicialmente, mediante
ensayos tipo ELISA 2D, se seleccionaron la combinacién anticuerpos de
captura/anticuerpo de deteccion mas apropiada, y se establecieron las
concentraciones éptimas de cada anticuerpo, el de captura y el de deteccion.
Seguidamente se realizd la curva de calibrado.

Puesto que en ambos casos se trata de anticuerpos policlonales de conejo era
imposible realizar la deteccion mediante el empleo de una anti IgG marcada con
peroxidasa (anti IgG-HRP), por lo que fue necesario el marcaje con biotina del
anticuerpo de deteccién (pAb306-B, pAb307-B y pAb308-B) y posterior
utilizacion de estreptavidina (Sav) unida a peroxidasa (Sav-HRP) para generar la
sefial colorimétrica. De esta manera la Sav-HRP tan solo reconoceria el
anticuerpo de deteccién. El procedimiento utilizado para la purificacion vy
marcaje de los anticuerpos con biotina se encuentra descrito en la parte
experimental de esta memoria (véase seccion 6.4.4, pag. 195).

Finalmente, se selecciond el antisuero As306 como anticuerpo de captura, vy el
anticuerpo pAb307-B, como anticuerpo de deteccidn. La Figura 3.10 muestra la
curva de calibracion obtenida, mientras que los parametros analiticos se
encuentran en la Tabla 3.1. Como puede observarse, el inmunoensayo
desarrollado es capaz de alcanzar para la apoB limites de deteccidon en PBST muy
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bajos (0.015 mg dL?), si consideramos que los niveles deseables de apoB100 para
individuos de alto riesgo estdn alrededor de 70 mg dL?, mientras que, para
aquellos de riesgo alto, alrededor de los 100 mg dL 14514 Este hecho tiene la
ventaja de que, puesto que las muestras clinicas deberdn diluirse en tampdn para
situarlas en el intervalo de medida del ELISA, los posibles efectos inespecificos
que pudiera causar la matriz quedarian minimizados. Ademas, el inmunoensayo
desarrollado se trata de un ELISA rdpido y facilmente automatizable.

N
1

Abs, 450 nm
i

102 1(l)'1 1(l)° 10t
[apoB100] (ng mL'l)

Figura 3.10. Curva de calibracién para la apoB100 (en 10 mM PBS-T) obtenida utilizando la
combinacion As306 a una dilucion 1/16000 y pAb307-B a 0.3125 pg mL?, como
Ascaptura/pAbdeteccion. Los datos mostrados corresponden al promedio de ensayos realizados
en tres dias diferentes. En cada ensayo, cada concentracion se midié por duplicado.

Tabla 3.1. Parametros analiticos del ELISA para apoB100

Apolipoproteina B-100

As de Captura As306

pAb de Deteccién pAb307-Biotina
Absmax 3.08 £ 0.15

AbSmin 0.17 £ 0.03
Pendiente 1.14 £ 0.02

R? 0.997 +0.003

IC50 (ug mL?) 1.08 £ 0.08

Rango de trabajo (ug mL?) (0.29 £0.02) — (2.71 +0.17)
LD (ug mL?) 0.15 +0.01

El ELISA tipo sdndwich utilizé la combinacion captura/deteccion As306/pAb307-B. Los datos
mostrados se extrajeron después de aplicar un ajuste sigmoide empleando la ecuacion de y = [(A-
B)/1-(x/C)P] +B, donde A es la absorbancia mdxima, mientras que B es la minima. D es la pendiente
en el punto de inflexion de la curva sigmoidal y C es la concentracidn de analito a la cual la sefial
se inhibe un 50%. Cada punto corresponde al promedio de ensayos realizados en tres dias
diferentes. En cada ensayo, cada concentracion se midio por duplicado. La curva de calibrado para
la apoB100 se preparé en 10 mM PBS-T (PBS pH 7.5 0.05 % Tween).

54



3 Lipoproteina (a)

Respecto de otros ensayos reportados o disponibles comercialmente para
apoB100, este ensayo tan solo requiere de 2 h para obtener una respuesta
cuantificable y ademas no utiliza ninglin marcaje por radioisétopos, como es el
caso de algunos ensayos disponibles comercialmente!?’,

3.3.3 Desarrollo de un inmunoensayo tipo ELISA para la deteccion y
cuantificacion de Lp(a) en muestras clinicas mediante el uso de
anticuerpos comerciales

Con el fin de tener un ensayo de referencia, se decidié desarrollar un ELISA tipo
sandwich para la determinaciéon de Lp(a). A su vez, este ensayo permitiria
caracterizar los anticuerpos policlonales producidos en el contexto de esta tesis
contra la apoB100 en presencia de suero humano, mediante el uso combinado
con los anticuerpos comerciales descritos anteriormente.

3.3.3.1 Determinacion de las condiciones de ensayo. Adosrcion
inespecifica de la Lp(a).

Inicialmente se evaluaron los anticuerpos policlonales As306, As307 y As308 anti
apoB100 en combinacién con los anticuerpos comerciales anti apo(a) disponibles
pAbAD1, pAbAD2 y pAbAD3. Se contemplaron las dos opciones posibles en
cuanto a su uso como anticuerpos de captura o de deteccidon con el fin de
determinar que combinacion era la dptima para desarrollar la recta de calibrado
para la Lp(a). La seleccion se hizo en base a evaluar la sefial y el ruido de fondo
(sefial en ausencia de Lp(a)) de cada combinacidon. Cuando los anticuerpos
policlonales anti apoB100 actuaban como anticuerpos de captura, la respuesta
en presencia de Lp(a) era muy baja (Figura 3.11, gréfico a). En cambio, en el
formato opuesto la relacion sefial/ruido era mucho mas favorable (véase Figura
3.11, gréfico b). A la vista de estos resultados se escogio el sistema formado por
el anticuerpo anti apo(a) pAbAD3 como anticuerpo de captura, y el antisuero
As306 anti apoB100 como anticuerpo de deteccidn; si bien era preocupante el
elevado ruido de fondo. Tal y como describen Fless et al.'?®, el fenémeno de
adsorcion inespecifica tanto de la Lp(a) como de la LDL se conseguia minimizar
significativamente mediante la incorporacién de 0.5 NaCl y 0.1 M NaHCOs; al
tampon de lavado.
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Por otro lado, es conocido que la concentracidn de sales del medio afecta a las
interacciones de caracter hidrofébico'®®'°, En base a estos precedentes se
decidid evaluar el efecto de tampones con diferentes fuerzas idnicas. Con el
mismo objetivo, se evalud también el efecto de la presencia de diferentes
aditivos (leche en polvo, BSA, caseina, gelatina y aminodextrano) conocidos

como agentes de bloqueo.
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Figura 3.11. Graficos donde se muestran los resultados para el screening en ambos formatos. a) Se
utilizaron los antisueros anti apoB100 306, 307 y 308 como anticuerpos de captura mientras que
los anticuerpos, pAbAD1, pabAD2 y pAbAD3, como anticuerpos de deteccion a 3 concentraciones
diferentes y un 0 de Lp(a). b) Se utilizaron los anticuerpos pAbAD1, pAbAD2 y pAbAD3 anti apo(a)
como anticuerpos de captura mientras que los antisueros producidos contra la apoB100, 306, 307
y 308, como anticuerpos de deteccién a 3 diluciones diferentes y un 0 de Lp(a).
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3.3.3.2 Efecto de la concentracidn de sales y de los agentes bloquentes
sobre las sefiales no especificas

En la Figura 3.12 se muestra el disefio experimental seguido. Se plantearon una
serie de experimentos control en los que se utiliza como anticuerpo de captura,
un anticuerpo pre-inmune y por lo tanto si capacidad unirse al analito. Como
anticuerpo de deteccion se empled As306 contra apoB100. Cada uno de estos
experimentos control iban dirigidos a conocer el origen de la sefial inespecifica
observada, la cual podria proceder de la adsorcién inespecifica de la Lp(a) (B1),
de la fraccion de apoB100 (B2), cosa probable dado su caracter hidrofdbico, o de
la unidn inespecifica del anticuerpo de deteccién o del segundo anticuerpo (B3).
Asi se realizaron en paralelo experimentos en los que, en una misma microplaca,
se inmovilizaban en diferentes pocillos el anticuerpo especifico de captura
(pAbAD3) o el preinmune. A continuacidon se afiadia Lp(a) y la apoB100
preparadas en tampones de diferente composicidn, o tan solo tampdn (véase
seccion 6.6.4, pag. 209).

L R L . kg il

y A & A A LP 1,/\ Ld

: 3 « 4 a g

L:V-. X Y. 8% M S L. 8
L TN R €% 09 6

3 w W

FORMATO DE ENSAYO B1 B2 B3

Lp(a)y ApoB-100a 1 ug mL* BLANCOS

Analito a O ug mL* pAb No especifico como Anticuerpo de captura

- J

Figura 3.12. Disefio experimental planteado para valorar la adsorcion inespecifica de la Lp(a), asi
como de la apoB100 al poliestireno de la microplaca, bajo diferentes condiciones. Tanto la Lp(a)
como la apoB100 se evaluaron a 1 ug mL1.

Los tampones en los que se prepararon tanto la Lp(a) como la apoB100 fueron,
tampones 10 mM PBS-T en la que las concentraciones de NaCl entre 0y 54.8 mM
y de KCl entre 0 y 10.8 mM (véase Tabla 3.2). A su vez, estos mismos estudios se
realizaron afadiendo a los tampones los agentes de bloqueo antes mencionados.
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Los resultados en tampdn sin aditivos muestran como la concentracién de sales
afecta la sefial, particularmente en el caso de la apoB100 donde la sefia queda
inhibida en gran medida con el aumento de la fuerza idnica (véase barras azules
en Figura 3.13, grafica a). Igualmente, para la sefial de los blancos (véase B2,
barras naranjas en Figura 3.13, grafica a). Asi, cuando el tampdn presenta una
fuerza idnica de 28.7 mS/cm, la sefal inespecifica de la apoB100 es
practicamente nula; no obstante, en estas condiciones parece que la Lp(a) podria
tener tendencia a absorverse inespecificamente a la placa u otras proteinas
preentes en la muetra (véase barra naranja B1, Figura 3.13, grafico a). En la
grafica también puede observarse que no hay en ningln caso adsorcion
inespecifica por parte del anticuerpo de deteccion o el anticuerpo secundario.
En cualquier caso, estos resultados parecen indicar que variando tan solo la
concentracién de sales no se consigue mejorar significativamente la relacién
sefial/ruido para la deteccién de Lp(a)

El estudio de adicionar agentes bloqueantes en el tampdn del ensayo revelaron
que tan solo la caseina al 0.2 % (Figura 3.13, f) o bien la leche en polvo al 1 %
(Figura 3.13, grafico c) conseguian minimizar las sefales no espcificas de forma
efectiva. El hecho de que se observe un efecto semejante en ambos casos,
sugiere que es la caseina presente en la leche la que elimina por completo las
adsorciones inespecificas.

En base a estos resultados se escogid el tampdn 10 mM PBS-T en el que la
concentracién de sales era de 27.4 y 5.4 mM para NaCl y KCl, respectivamente
(28.7 mS/cm) y con un 1% de leche en polvo, como tampdn del ensayo de Lp(a).

Tabla 3.2. Concentracionde NaCl y KCl, y valores de conuctividad correspondientes a cada tampdn
evaluado.

Tampon [NaCl] (mM) [KCI] (mM) Conductividad (mS/cm)
10 mM PB-T 0 0 1.6
10 mM PBS-T 13.7 2.7 15
10 mM PB 2xS-T 27.4 5.4 28.7
10 mM PB 4xS-T 54.8 10.8 53.2

Tampdn fostafo salino a una concentracion de 10 mM y 0.05% de Tween y a diferentes
concentraciones de NaCl/KCl
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Figura 3.13. Resultados obtenidos para los diferentes tampones evaluados con el fin de evitar
adsorciones inespecificas de la Lp(a) y de la apoB100 a la microplaca. a) Evaluacién de diferentes
tampones con diferentes fuerzas idnicas. b) Evaluacion de los tampones de a) pero con un 1 % de
BSA, c) 1 % Leche, d) 1 % Gelatina, €) 1 % Aminodextrano y por ultimo f) 0.2 % Caseina. En todos
los casos se tapizo el anticuerpos tanto especifico como inespecifico a 1 pg mL?, la Lp(a) y la
apoB100 se evaluaron en cada medio a 1 ug mL1, mientras que la dilucién de trabajo del antisuero
de deteccion As306 fue de 1/4000 en todos los casos.

3.3.3.3 Caracterizacion del inmunoensayo en placa para la Lp(a)

Con esta informacidn y habiendo seleccionado la pareja de anticuerpos pAbAD3
y el As306 como captura y deteccidn, respectivamente, se procedid a determinar
las concentraciones dptimas de cada uno de estos anticuerpos mediante técnicas
tipo ELISA 2D. Una vez selccionadas se procedid a preparar curvas de calibrado
con Lp(a) en el tampdn del ensayo 10 mM PB 2xS-T pH 7.5 y 0.05 % Tween (véase
seccion 6.6.4, pag. 209). En las condiciones establecidas la curva de calibrado
reveld que el ensayo podia alcanzar un limite de deteccion de 8 + 1 ngmL* (véase
Figura 3.14 y Tabla 3.3). Considerando que el cuttoff recomendado en 2010 por
la European Atherosclerosis Society Consensus Panel para la deteccién de Lp(a)
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es de 50 mg dL?, el cual se sitia aproximadamente en el percentil 80 de la
poblacion Danesal®, el ensayo establecido podria a priori detectar Lp(a) muy por
debajo de los niveles establecidos para determinar riesgo para infarto de
miocardio. Faltava conocer el comportamiento del ensayo en muestras clinicas
complejas, como podria ser el suero, pero antes queriamos conocer su
especificidad.

Abs, 450 nm

o
3
1

0.0 T T
10-3 10-2 10-* 10°

[Lp(a)] (ug mL™)

Figura 3.14. Curva de calibrado para la Lp(a) correspondiente al promedio de dos dias diferentes.
Se utilizé como anticuerpo de captura el pAbAD3 anti apo(a) a 1.25 pg mL1, y como anticuerpo de
captura el As306 anti apoB100 a una dilucién 1/1000. Cada punto se realizé con su correspondiente
triplica.

Tabla 3.3. Pardmetros analiticos del ELISA de Lp(a).

Lipoproteina (a)

As de Captura pAbAD3

pAb de Deteccion As306

AbSmax 2.342 £ 0.064

AbSmin 0.107 £ 0.005
Pendiente 1.211 £ 0.059

R? 0.995 + 0.002

IC50 (ug mL?) 0.047 +0.005

Rango de trabajo (ug mL?) (0.015 +0.002) - (0.139 £ 0.031)
LD (pg mL?) 0.008 + 0.001

El ELISA tipo sdndwich utilizé la combinacion captura/deteccion pAbAD3/As306. Los datos
mostrados se extrajeron después de aplicar un ajuste sigmoide empleando la ecuacion de y = [(A-
B)/1-(x/C)P] +B, donde A es la absorbancia mdxima, mientras que B es la minima. D es la pendiente
en el punto de inflexion de la curva sigmoidal y C es la concentracidn de analito a la cual la sefial
se inhibe un 50%. Cada punto corresponde al promedio de ensayos realizados en dos dias
diferentes. En cada ensayo, cada concentracion se midio por triplicado. La curva de calibrado para
la Lp(a) se preparé en 10 mM PBS-T 1% Leche con una conductividad de 28.7 mS/cm.
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3.3.3.4 Estudios de especificidad

Se prepararon curvas de calibrado en el tampdén de ensayo con Lp(a),
plasminégeno y apoB100 (seccién 3.3.3.3) y se ajustaron a la ecuacidn sigmoidal
antes mencionada. Con los pardmetros analiticos obtenidos se calculd Ia
reactividad cruzada para cada compuesto de acuerdo con la ecuacién, IC50 [nM]
(Lp(a))/IC50 [nM] (crosreactante) x 100. En la Tabla 3.4 se muestran los valores
obtenidos para cada proteina, donde puede observarse que el ELISA desarrollado
para la Lp(a) es especifico siendo la interferencia de las proteinas estudidas
inferior al 10%

Tabla 3.4. Valores de reactividad cruzada para la apoB100 y el plasmindgeno en el inmunoensayo
desarrollado para la Lp(a).

Proteina IC50 (ug mi?) IC50 (nm)? % CR®
Lipoproteina (a) 0.047 0.05 100
apoB100 0.769 1.40 3.6
plasmindgeno 0.615 6.83 0.73

9 La concentracion en unidades de molaridad para la Lp(a) se calculé tomando como peso molecular
promedio el de 939 kDa, que corresponde a un peso molecular de la apo(a) promedio de 389 kDa.
b El valor de la reactividad cruzada estd expresado como la relacién entre los valores de IC50 de la
Lp(a) y la proteina problema.

3.3.3.5 Evaluacién de la robustez del inmunoensayo en presencia de
suero humano

Las muestra clinicas son matrices complejas con muchos componentes, ademas
del biomarcador que queremos determinar, que podrian interferir en la reaccidn
antigeno/anticuerpo y por lo tanto en la respuesta del ensayo de forma no
especifica. El objetivo de estos estudios era conocer la extensidon del efecto de la
matriz, en concreto suero humano. Para ello se prepararon diferentes diluciones
de éste con el tampdn del ensayo (1/100, 1/200, 1/400, 1/1000 y 1/2000) y se
utilizaron para preparar curvas de calibrado de la Lp(a) (Figura 3.15). Idealmente
estos estudios deberian realizarse con muestras blancas, es decir muestras que
no tuvieran el biomacador que estamos estudiando. No obstante, fue imposible
encontrar fuentes comerciales de un suero humano de referencia con
concentracion 0 de Lp(a). Por lo tanto, habia que tener en cuenta que los sueros
utilizados en estos estudios podrian proporcionar cierta respuesta especifica
debido a la Lp(a) intrinseca.
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Como resultado de la colaboracidn con el Instituto Aragonés de Ciencias de la
Salud (IACS) pudimos tener acceso a 10 muestras de pacientes bien
caracterizadas y de concentracion de Lp(a) por debajo de 30 ug mL?, lo que
podria considerarse niveles basales bajos; por lo que consierando la elevada
detectabilidad de nuestro ensayo, se considerd que un pool de éstas podrian ser
utilizadas como una matriz cercana a lo que conocemos como “matriz blanca”.
De este modo, se prepararon curvas de calibrado en este pool (concentracion
final estimada de Lp(a) de aproximadamente 16 pug mL?) y se midieron en el
ELISA que habiamos desarrollado. Teniendo en cuenta los parametros analiticos
de la Tabla 3.5 se puede deducir que para evitar una respuesta especifica
procedente de los niveles basales de este pool, la matriz tendria que diluirse al
menos cerca de 340 veces.

2.5

e 1/100
= 1/200
1/400
v 1/1000
¢ 1/2000
® PB2xS-T1% Leche

Abs, 450 nm

103 16'2 l(l)'l 100
[Lp(a)] (kg mL™)

Figura 3.15. Distintas curvas de calibrado para la Lp(a) a distintas concentraciones de suero
humano (pool de muestras proporcionadas por IACS). Para todos los casos se utilizé como
anticuerpo de captura el pAbAD3 anti apo(a) a 1.25 pug mL, y como anticuerpo de captura el As306
anti apoB100 a una dilucién 1/1000.

La Figura 3.15 muestra los resultados de este estudio en los que es posible
apreciar, que tal como esperabamos, se observaba cierta respuesta en el ELISA
en aquellas curvas preparadas con suero a diluciones inferiores a 1/400. No
obstante, a partir de esta dilucién el efecto se minimiza considerablemente, y si
se aplica una dilucion 1/1000 a la muestra, esta respuesta es comparable a la
respuesta basal, haciendo que las siguientes curvas a diluciones superiores sean
comparables y semejantes (véanse los parametros analiticos de las curvas
prepararadas en suero 1/1000 y 1/2000 en la Tabla 3.5). Si para la realizacion de
medidas de Lp(a) escogiéramos una dilucion 1/1000 de la muestra, el LOD del
ELISA todavia estaria en 8 ng mL?, muy por debajo del cuttoff recomendado por
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la European Atherosclerosis Society Consensus Panel para la deteccién de Lp(a),
que es de 50 mg dL? (500 pg mL?! ). Podemos pues afirmar que hemos
desarrollado un ELISA para la Lp(a) que podria ser util como herramienta de
digndstico para la determinacion de niveles de este biomarcador.

Tabla 3.5. Pardmetros analiticos para las diferentes curvas de calibrado para la Lp(a) a diferentes
concentraciones de suero humano?.

Parametro PB 2xS-T 1% Leche Suero 1/1000° Suero 1/2000°
Abs max 2.342 £ 0.064 2.297 £ 0.097 2.288 £ 0.317
Abs min 0.107 £ 0.005 0.233 £ 0.081 0.164 £ 0.059
Pendiente 1.211 £ 0.059 1.152 £ 0.046 1.183 £ 0.022
IC50 (ug mL?) 0.047 £ 0.005 0.055 + 0.006 0.051 £ 0.001
R? 0.995 £ 0.002 0.991 £ 0.001 0.997 £ 0.001
LD (ug mL?) 0.008 £ 0.001 0.008 £ 0.001 0.008 £ 0.001

aValores promedio con su correspondiente desviacion estdndard de dos dias diferentes. Cada curva
se realizé con su correspondiente duplica. ® Ambos ensayos realizados con suero humano a dos
diluciones diferentes realizadas en el tampdn de ensayo. Tampdn PB 2xS-T 1% Leche es tampdn PB
10 mM y 0.05% Tween con una conductividad de 28.7 mS/cm y un 1% en leche a pH 7.5. Las
diluciones de suero se realizaron en este medio.

3.3.3.6 Evaluacion de la exactitud del ELISA para la deteccion de Lp(a)

Para evaluar la exactitud del ensayo se hicieron una serie de medidas de
muestras fortificadas en el laboratorio a concentraciones conocidas de Lp(a)
(250, 125, 62.5, 31.25 y 15.625 pg mL?). Estas muestras se prepararon
directamente en “suero blanco” (pool IACS) para posteriormente, evaluarlas por
ELISA a una dilucién 1/1000.

Los resultados mostrados en la Figura 3.16 corresponden a la correlacion
establecida entre el valor de Lp(a) encontrado y el fortificado, obteniéndose una
pendiente cercana a1 (0.97) y un coeficiente de correlacién de R =0.987, lo cual
es indicativo de que el ensayo presenta una buena exactitud. Los resultados
obtenidos para cada muestra se resumen en la Tabla 3.6.
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Figura 3.16. Resultado del estudio de exactitud. La grafica muestra la correlacidn existente entre
la concentracidn de la Lp(a) en las muestras fortificadas en el laboratorio y el valor de Lp(a) medido
por el inmunoensayo desarrollado. Los datos corresponden al promedio de dos ensayos y cada
punto por triplicado. Para todos los casos se utilizé como anticuerpo de captura el pAbAD3 anti
apo(a) a 1.25 ug mL1, y como anticuerpo de captura el As306 anti apoB100 a una dilucién 1/1000.

Tabla 3.6. Resultados preliminares para el ensayo de exactitud de la Lp(a) en muestras de suero
fortificadas en el laboratorio

[Lp(a)lsortificada (g mL™) [Lp(a)]medida (pg mL?)? CV (%)
250 236 =12 5
125 142.8 + 12 8
62.5 66 + 3 3
31.25 34 +4 7
15.625 18+4 11

@ Valores correspondientes al promedio de dos ensayos diferentes, cada uno de ellos con cada
muestra analizda por triplicado.Valores finales de Lp(a) fortificada tras la correspondiente
substraccion del 0, valor basal de Lp(a) presente en la matriz.

Como puede observarse, los valores medidos de Lp(a) correlacionan muy bien
con los valores de Lp(a) fortificados, considerando el nivel basal de Lp(a)
presente en la matriz utilizada en este estudio.

3.3.3.7 Analisis de muestras clinicas

Con todos estos estudios de caracterizacion del ELISA para la Lp(a) consideramos
gue se podria realizar un pequefio estudio piloto de validacién clinica, midiendo
muestras de pacientes. En concreto las muestras suministradas por el IACS, cuya
concentracion era conocida. Las muestras se diluyeron 1/1000 y 1/2000 con el
tampodn del ensayo, midiéndose por ELISA, y utilizando una curva de calibracién
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preparada en el mismo tampdn. Tal como se observa en la Figura 3.17, nuestro
ELISA proporcionaba valores cercanos, aunque no en todos los caos idénticos a
los valores de concentracion proporcionados por el IACS; si bien desde un punto
de vista clinico, posiblemente la diferencia entre uno y otro valor no es relevante.

Hl ELISA B IACS

N
o

w
o
1

[Lp(a)] (ug mL™)
5 3

o
1

272 273 655 679 682 856 1017 1572 1609 2233

Muestra

Figura 3.17. Grafico de barras donde se muestra el valor de Lp(a) proporcionado por el IACS (rojo),
y el valor obtenido mediante el ensayo ELISA desarrolaldo (azul).

En la Tabla 3.7 se muestran los valores exactos obtenidos, donde también
aparecen los valores de apoB100. Las diferencias entre los valores
proporcionados por el IACS y los obtenidos en el ELISA desarrollado en esta tesis
doctoral, podrian ser atribuidos a las isoformas presentes en el calibrador
utilizado en cada caso y a las diferentes isoformas de la apo(a) de cada paciente.
Puesto que el anticuerpo de captura es contra la apo(a), el numero de kringles
k4.2 podria afectar su capacidad de reconocimiento. A pesar de los esfuerzos
realizados por nuestra parte para poder conocer en detalle las caracteristicas de
este anticuerpo, sobretodo si es o no sensible al polimorfismo que presenta la
propia Lp(a), la casa comercial no nos proporciondé ninglin dato por omision en
este aspecto. Por este motivo, el planteamiento de esta hipdtesis esta
fundamentado en la asuncién de que, al tratarse de un anticuerpo policlonal
contra la apo(a), a priori, es plausible que sea sensible al nimero de copias del
kringle k4.2. Este hecho pone de manifiesto la importancia de desarrollar
herramientas de diagndstico para la cuantificacién de la Lp(a) que sean
independientes del polimorfismo que presenta. Este fue uno de los retos
planteados en esta tesis, llegando a desarrollar anticuerpos contra zonas
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invariables de la Lp(a) para el desarrollo de técnicas de diagndstico robustas y
fiables.

Tabla 3.7. Resultados del estudio pilot de validacién clinica del ELISA de Lp(a) desarrollado para la
cuantificacién de Lp(a).

Muestra  Repeticiones k4.2 2apoB  Lp(a)iacs (ug mL?Y)  [Lp(a)leusa (ug mL?)

273 15 92 20 4.06 £0.24
1609 17 187 10 3.63+0.28
272 18 84 20 15.42 +1.35
856 19 132 20 5.96 £ 0.04
682 24 159 29 28.31+1.24
1017 26 119 10 9.72+1.03
679 27 119 10 4.78 £0.27
1572 32 83 20 9.24+0.94
2233 40 95 20 14.01 £0.54
655 45 93 10 5.30+0.70

a Los valores apoB vienen dados en mg dL1. Las muestras clinicas de concentracion baja de Lp(a)
fueron proporcionadas por el IACS. Resultados de un dia, cada muestra se evalud por triplicado.

3.3.4 Desarrollo de técnicas inmunoquimicas para la quantificacion
de los kringles

Para poder cuantificar el numero de kringles k4.2se decidié producir anticuerpos
especificos contra diferentes fragmentos peptidicos representantes de esta zona
y también de las regiones no variables de la apo(a), lo cual aportaria informacion
sobre la concentracién de apo(a) de forma independiente a la variabilidad en el
numero de kringles k4.2. Ademas habia que tener en cuenta la homologia con el
plasmindgeno.

3.3.4.1 Estudios dirigidos a conocer la homologia entre los diferentes
kringles de la apo(a)

Se realizé un estudio en profundidad de las diferentes secuencias de
aminodcidos (aa) que conformaban los diferentes kringles de la apo(a), para asi
encontrar y seleccionar aquellas secuencias peptidicas que menos grado de
homologia guardasen con el plasmindgeno.
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Para esto se hizo uso de diferentes recursos como UniProtKB, que cuenta con un
amplio repositorio de informacidn relacionada con las proteinas, creado
mediante la combinacidn de diferentes bases de datos como Swiss-Prot, TrEMBL
y PIRt®11%2, Del mismo modo se hizo uso de toda la informacién referente a la
Lp(a) obtenida de PDB*3 (Protein Data Bank), base de datos de dominio publico,
donde se encuentran datos muy valiosos relacionados con la estructura
tridimensional de las proteinas.

Mediante la herramienta Align tanto de Uniprot como del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), se realizd un estudio comparativo de las
diferentes secuencias peptidicas de los kringles de la apo(a) junto con el
plasmindgeno®**%*, El criterio de seleccién de unas secuencias frente a otras se
realizd atendiendo a dos factores principalmente. Primero, el grado de
homologia presentado por la secuencia seleccionada de la apo(a), como hapteno
potencial para la produccién de anticuerpos, frente al resto de secuencias de los
kringles de la misma proteina. Segundo, el grado de homologia de la secuencia
seleccionada como posible candidata frente al plasminégeno. Cabe destacar que
la busqueda de la secuencia peptidica con homologia cero resulta practicamente
imposible dada la alta similitud existente entre los diferentes kringles de la
propia apo(a). En la Tabla 3.8 puede observarse el grado de similitud existente
entre los kringles 4 tipo 1 al tipo 10 (k4.1 — k4.10) de la apo(a), asi como con el
kringle 4 del plasmindgeno (k4p). En ningun caso la similitud es nula, alcanzando
grados de homologia de alrededor un 70 % en la mayoria de los casos.

En base a estos resultados, se decidié realizar un estudio comparativo de las
diferentes secuencias de aminodcidos que componen cada kringle, con el fin de
determinar qué zonas eran las mas heterdlogas. Para esto se alinearon las
diferentes secuencias mediante la herramienta Align, y se observé que la regién
correspondiente a la parte N-terminal del kringle k4.1, presentaba un mayor
grado de heterologia con el resto de kringles, asi como con el kringle kdp del
plasmindgeno (véase Figura 3.18). Por este motivo, se escogié esta zona del
kringle k4.1 para la produccién de anticuerpos no sensibles al numero de
repeticiones del kringle k4.2, tal y como se describe en a la siguiente seccion.
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Tabla 3.8. Homologia de las secuencias peptidicas entre los diferentes kringles de la apo(a)

k4.1

--- :

k4.3
k4.4
k4.5
k4.6
k4.7
k4.8
k4.9
k4.10
kdp

74
71
63
73
69
72
74
68

-- o

73
64
73
71
69
76
66

72
63
71
69
68
75
65

66

58
65
66
63
68
61

73
72
66
(100
73
79
80
73
68
68

64
63
58
73
100
81
74
69
66
62

67 66 71

La tabla se recoge la homologia existente entre todos los kringles de la apo(a) (k4.1 — k4.10) junto

con el kringle 4 del plasmindgeno (k4p). El cédigo de colores indica el grado de homologia, de este

modo rojo implica un 100 % de coincidencia, mientras que blanco un 0 %. Puede observarse como

la similitud ente los diferentes kringles y el kringle 4 del plasminégeno es superior al 50 %.
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Region N-Terminal Region Central Regién C-Terminal

| | |
[ \ | |
K&l 1A D A NRTTEN A RIBEG Q G TAVAP TRV 114
ka2 1 N A SRTPEY A RIBE G Q G TAVAP TRV 114
ka3 1 N A SRTPEY A RBPS Q G TAVAPET I TR | 114
K44 1 W A SRTFAY A TDPS R TAFWP I LA 114
ka5 1L Y A SRTEEN A MD P S a SSVLATLTMVED 114
ka6 1 D 5 oRTTEY 6 MBE N a SSVLATSTAVSEQA: -« - - - - - 106
ka7 1 D 5 oRTTEY G MD P S Q STLLTT WP VP T 114
ka8 1 D 5 RIE | FlL Y A MD P s R SSVLTT AR VEE T 114
ka9 1 D 5 oRTrEN A TBRC Q SGVLET W R W R BN 114
k410 1 N 5 oRTPEN D FEMBES | R G TVVAP lovPElLs PFREEQD 114
Kap 1 D 5 o kmPEN A FETERS K K asvvarBErMvL LED vETREEED 114

PTEQSPGVODCYHGDGOSYRGTYSTTWTGRTCOSWSSMTPHWHORTPEYYPNAGLTMNYCRNPD A+ + APWCY TMDPSVRWEYCNLTQCSDTESTY+APPTYYPYPSLEAFPSEQA

\ J

!

Consenso
Figura 3.18. Resultado del alineamiento de todos los kringles de la apo(a) (k4.1-k4.10) con el kringle 4 del plasmindgeno (k4p). El grado de identidad entre todas

las secuencias alineadas es del 23.2 % encontrando 29 posiciones idénticas. El consenso nos indica en cada columna cual es el aminodcido que predomina frente al
resto de forma significativa®
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3.3.4.2 Diseiio del hapteno para la deteccion especifica del Kringle 4
tipo 1 de la apolipoproteina (a)

Mediante la herramienta BLAST (de las siglas en inglés Basic Local Alignment
Search Tool) la cual nos permite, ajustando los parametros adecuados,
determinar que proteinas guardan un mayor grado de homologia con el péptido
gue estamos analizando, se compararon la secuencia peptidica correspondiente
al kringle k4.1 de la apo(a) con el resto de proteinas de la misma especie
presentes en la base de datos. Como puede observarse en la Figura 3.19, tan solo
la propia Lp(a) y la apolipoproteina (a) guardaban un 100% de homologia con la
secuencia analizada, ya que ésta forma parte tanto de la Lp(a) como de la apo(a).
En siguiente instancia, se observé como el plasmindgeno guarda un grado de
homologia del 68.8 %. Ademas, hay que destacar que esta homologia esta
directamente relacionada con la zona del plasminégeno que comprende el
kringle 4. El siguiente paso fue comparar mediante la herramienta Align, qué
region del kringle k4.1 guarda mayor grado de heterologia tanto con el resto de
secuencias de los diferentes kringles de la apo(a), como con la secuencia
completa del kringle 4 del plasminégeno. Como puede observarse en la Figura
3.18, la region N-terminal del kringle k4.1 es la que guarda mayor grado de
heterologia (aminoacidos en blanco) con el resto de secuencias de la misma
apo(a) e incluso del plasmindgeno. Del mismo modo es facil observar como la
region C-terminal del kringle k4.1 también guarda cierto grado de heterologia
con el plasmindgeno. No obstante, esta region del kringle es muy parecida a la
region C-terminal del kringle k4.2. Dado que el objetivo en este caso, es producir
un anticuerpo cuyo reconocimiento de la apo(a) no se vea afectado por el
numero de repeticiones del kringle k4.2, la regiéon C-terminal del kringle k4.1
quedo descartada.
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Figura 3.19. Resultados obtenidos tras realizar un estudio comparativo de la secuencia de aminoacidos (aa) del kringle 4 tipo 1 de la apo(a) mediante la
herramienta BLAST con un E-value = 10. En la parte superior figuran distintos grados de identidad del kringle 4 tipo 1 de la apo(a) con la Lp(a), con la propia
apo(a) y el plasmindgeno. El codigo de colores indica en que regidn de la proteina esta similitud es mayor, de este modo el color rojo corresponde a una
similitud del 100%, mientras que el azul a un 0%. En la parte inferior puede observarse el grado de similitud y significancia indicada por medio del E-value,
relacion al kringle 4.1(linea negra). Se observa que, tal como era de esperar, el solapamiento es total entra la apo(a) y la Lp(a), mientras que, con el
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sminégeno, esta zona, que corresponde al kringle 4, presenta una homologia de alrededor un de un 68 %.
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Asi pues, se seleccionaron los 11 primeros aminodacidos de la region N-terminal
del kringle k4.1, APEQSHVVQDC. La eleccién de estos 11 aminodcidos atendié al
hecho de que en ellos estd comprendida la zona mas heterdloga, y ademas al
hecho de que tener un aa Cys en un extremo C-terminal del péptido nos
permitiria conjugar dicho péptido a una macrobiomolécula inmunogénica
mediante una quimica de tipo ortogonal, en la que la reactividad de otros grupos
funcionales presentes en el resto de aminodcidos, no interfiriera.

La secuencia se volvié a comparar con el resto de kringles de la apo(a) asi como
con el plasminégeno, con el objetivo de determinar si el péptido escogido
guardaba algun tipo de homologia significativa con el resto de kringles de la
apo(a), asi como con el plasmindgeno. En la Tabla 3.9 se muestran los valores
obtenidos tras realizar la comparacién de la secuencia seleccionada con el resto
de la apo(a) y del plasmindgeno. Puede observarse como el mayor grado de
homologia del péptido escogido lo guarda con la zona N-terminal del kringle k4.9
de la apo(a), teniendo una identidad de alrededor de un 72 %, mientras que con
la zona N-terminal del plasmindgeno guarda un grado de identidad del 63%,
siendo esta similitud poco significativa.

Tabla 3.9. Grado de identidad de la secuencia peptidica N-terminal del kringle k4.1 con el resto de
regiones N-terminales de los kringles k4.2 — k4.10 de la apo(a) y con el kringle k4p del
plasmindgeno.

Proteina  Kringle aa” Secuencia Problema Secuencia Homdloga Homologia (%)

4.1 1>11 APEQSHVVQDC 00 |
42 132143 PTEQRPGVQEC (45,5 |
43  817->828 PTEQRPGVQEC [45,5 |
44 926 -> 937 PTEQRPGVQEC [45,5 |

apo(a) 4.5 1045- 1056 LTEETPGVODC (45,5 |
4.6 1157 1168 APEQSHVVQDC PTEQSPGVODC  [63)6
4.7 1163 - 1174 PTEQSPTVODC [63)6
4.8 1379 - 1390 PTENSTGVODC [64,5 |
4.9 1493 - 1502 PPEKSPVVQDC [2)7 |
410 1607 -> 1618 PTEQTPVVRQC [85,5 |

plasminégeno 4 368 5377 PPELTPVVODC (633 |

9 Los aminodcidos tanto inicial como final hacen referencia a la posicion de la secuencia
de la region N-terminal en la proteina que figura en la base de datos del NBCI, donde la
apo(a) estd registrada con 6 copias del kringle 4 tipo 2. Los datos de homologia se
obtuvieron utilizando la herramienta Align.
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3.3.4.3 Seleccion de haptenos para la deteccidon del Kringle 4 tipo 2 de
la apolipoproteina (a)

Para la seleccién de péptidos candidatos a haptenos para la produccion de
anticuerpos para la deteccion del kringle k4.2 de la apo(a), se procedié de
idéntica forma a la descrita anteriormente (seccion 3.3.4.2). Inicialmente se
compard toda la secuencia peptidica del kringle k4.2 mediante la herramienta
BLAST, con el fin de determinar el grado de similitud con las secuencias
peptidicas de otras proteinas seleccionadas y si éste era significativo. En la Figura
3.20 se muestra el resultado de este estudio pudiendo observarse que, al igual
que con el kringle k4.1, la homologia entre la apo(a) y la Lp(a) es total, mientras
gue con el plasminégeno es del 67 %.

Seguidamente nos propusimos encontrar que zona del kringle k4.2 era la mas
heterdloga con el resto de kringles. En este punto, tras la representacion de
todos los kringles y el grado de homologia de cada uno de ellos tal y como se
muestra en la Figura 3.18, no se pudo identificar ningin fragmento o péptido con
la heterologia que hubiéramos deseado (idealmente, 0%, pero como minimo una
homologia inferior al 40%). Al contrario que con el kringle k4.1 cuya zona N-
terminal mostraba una heterologia aceptable respecto del resto de kringles
(véase Figura 3.18, zonas marcadas en blanco), el grado de semejanza del kringle
k4.2 con el resto de kringles es muy elevado en casi toda la secuencia, por lo que
la seleccién del péptido mdas conveniente para producir anticuerpos
monoclonales capaces de detectar de forma especifica el kringle k4.2 de la apo(a)
sin reconocimiento cruzado con ningun otro kringle ni con el plasmindgeno, se
presentaba como un reto complejo.
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Figura 3.20. Resultados obtenidos tras realizar un estudio comparativo de la secuencia de aa del kringle 4 tipo 2 de la apo(a) mediante la herramienta BLAST
con un E-value = 10. En la parte superior figuran distintos grados de identidad del kringle 4 tipo 2 de la apo(a) con la Lp(a), con la propia apo(a) y el
plasmindgeno. El cddigo de colores indica en que region de la proteina esta similitud es mayor, de este modo el color rojo corresponde a una similitud del
100%, mientras que el azul a un 0%. En la parte inferior puede observarse el grado de similitud y significancia indicada por medio del E-value, en relacién a
al kringle 4.2 (linea negra). Se observa la similitud es total entre la apo(a) y la Lp (a), mientras que, con el plasmindgeno, esta region, que precisamente
corresponde al kringle 4, presenta una homologia del 67 %.
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En base a los datos mostrados en a la Figura 3.18, en la que se comparan las
secuencias peptidicas de los diferentes kringles, se escogié una zona mas amplia
que para el kringle k4.2 de la regiéon C-terminal, donde a priori nos parecia
observar un mayor grado de heterologia que en el resto de la secuencia, y se
compard con las secuencia peptidicas comprendidas entre el aa 88 y el 114 de
cada kringles de la apo(a) y la correspondiente (aa454-479) del plasmindgeno.
Los resultados se recogen en la Tabla 3.10, donde se puede ver que el grado de
similitud de esta region con el plasmindgeno es del 50 %, mientras que para el
resto de kringles de la apo(a) puede variar desde un 60 a un 100 %. Tan solo en
el caso del kringle k4.6, se observa una homologia inferior debido a que el
numero de aa entre el k4.6 y el k4.7 es menor que en el resto de espacios
interkringle (28 aa en lugar de 36 aa), con lo que el nimero de aa que conforman
este kringle es de 106, en lugar de los 114 del resto de kringles’®.

Tabla 3.10. Grado de identidad y de similitud existente entre la secuencia C-terminal escogida del
kringle k4.2 y el resto de regiones C-terminal correspondientes a los kringles de la apo(a) junto con
el plasmindgeno.

Proteina Kringle aa Secuencia Problema Secuencia Homéloga Homologia (%)
4.2 88> 114 CSDAEGTAVAPPTVTPVPSLEAPSEQA Im ‘
4.1 105 - 131 CSDAEGTAVAPPTVTPVPSLEAPSEQA [(X) |
4.3 903 -> 929 CSDAEGTAVAPPTITPIPSLEAPSEQA 53 |
4.4 1017 - 1043 CSDAEWTAFVPPNVILAPSLEAFFEQA E7

apo(a) 4.5 1132 - 1158 CSDAEGTAVAPPTVTPVPSLEAPSEQA CLVTESSVLATLTVVPDPSTEASSEEA @
4.6 1246 - 1272 CPVTESSVLATSTAVSEQA E
4.7 1351 - 1377 CPVMESTLLTTPTVVPVPSTELPSEEA EG |
4.8 1465 - 1491 CPVTESSVLTTPTVAPVPSTEAPSEQA 59 ]
4.9 1579 - 1605 CSETESGVLETPTVVPVPSMEAHSEAA ES |
4.10 1693 - 1718 CDSTEGTVVAPPTVIQVPSLGPPSEQA EO

Plasminégeno 4->5 454 - 479 CSGTEASVVAPPPVVLLPDVETPSEED @

2 Los aminodcidos tanto inicial como final hacen referencia a la posicion en la proteina que figura
en la base de datos del NBCI, donde la apo(a) estd registrada con 6 copias del kringle 4 tipo 2. Los
datos de homologia se obtuvieron utilizando la herramienta Align. ® La secuencia del plasminégeno
que presentaba mayor grado de similitud se encuentra comprendida entre el kringle 4y el 5.

Con el fin de disminuir este grado de homologia tanto con el plasmindégeno como
con el resto de kringles de la apo(a), se realizd un estudio comparativo de
diferentes péptidos comprendidos en la secuencia anteriormente descrita. Los
péptidos seleccionados se encuentran resumidos en la Tabla 3.11.
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Tabla 3.11. Secuencias del kringle k4.2 de la apo(a) seleccionadas kringles

Secuencia Péptido

88 - 98 CDSAEGTAVAP
88 - 103 CSDAEGTAVAPPTVTP
93 > 105 GTAVAPPTVTPVPA
103 - 114 PVPSLEAPSEQA

Se seleccionaron varios fragmentos de la secuencia aa88-114 con el fin de identificar un fragmento
que mostrara mayor heterogeneidad con el resto de kringles.

Estas secuencias fueron de nuevo analizadas de forma individual con el fin de
conocer aquellos solapamientos mas significativos y el grado de similitud que
podian presentar con el resto de kringles de la apo(a), asi como con el
plasmindégeno (véase Tabla 3.12).

Tabla 3.12. Homologia de los fragmentos peptidicos del kringle 4.2 seleccionados en el resto de
kringles, y con el kringle 4 del plasmindgeno.

Secuencia problema 88 > 99 88> 103 93 - 105 103 - 114
Proteina Kringle Homologia (%) Homologia (%) Homologia (%) Homologia (%)
41 100 100 100 |
4.3 100 R B N
44 73 67 67 . B
45 23 B | 67 | -
apo(a) 46 27 fi6 -:|
47 25 i | B |
48 15 B | B
49 23 i | 75 @B |
410 75 B | B B
Plasminégeno 4 58 o) B ] B |

Se muestra el grado de homologia de cada secuencia de longitud diferente, de la region C-terminal
del kringle k4.2 con el resto de kringles. El grado de homologia se estudié mediante la herramienta
Align.

Tal y como se anticipaba, la homologia no pudo estar por debajo del 40% con el
resto de kringles ni tampoco con el plasmindgeno. No obstante, la secuencia
comprendida entre los aa88 y 98 (CDSAEGTAVAP), presentaba valores bastante
bajos para un numero significativo de kringles (K4.5, 23%; K4.6, 27%; K4.7, 25%;
K4.8, 15%; K4.9, 23%), mientras que otras secuencias solo mostraban homologia
por debajo del 40% para un menor nimero de kringles. Asi pues, a pesar de que
la secuencia aa88-98 mostraba un elevado grado de homologia con el k4.1 y del
58 % con el plasmindgeno, se decidiod seleccionar este péptido para la produccion
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de anticuerpos especificos, considerando que quizd con un buen disefio de
experimentos en cuanto al cribaje de hibridomas, podria ser finalmente posible
conseguir aislar algun clon productor de anticuerpos especificos para el k4.2.

3.3.5 Producciéon de anticuerpos monoclonales contra los Kringle 4
tipo 1 y tipo 2 de la apolipoproteina (a)

3.3.5.1 Preparacion de bioconjugados

Las secuencias peptidicas propuestas como haptenos para la produccién de
anticuerpos contra el kringle k4.1 (hapteno Lpak4.1Nt, APEQSHVVQDC; aal-11y
contra el kringle k4.2 (hapteno Lpak4.2Ct, CDSAEGTAVAP; aa88-98) fueron
sintetizados por la Unitat de Quimica Combinatoria (UQC, PCB). Ambos péptidos
poseian un aa Cys en uno de sus extremos N-terminal (hapteno Lpak4.1Nt) y C-
terminal (hapteno Lpak4.2Ct) lo que permitiria el acoplamiento covalente a una
biomacromolécula mediante una quimica ortogonal, utilizando la reactividad
especifica del grupo SH de la Cys y empleando un reactivo heterobifuncional
como es el 4-[N-maleimidometil]ciclohexano-1-carboxilato de sulfosuccinimidilo
(Sulfo-SMCC). Este reactivo contiene en uno de sus extremos un grupo N-
hidroxisuccinimida, que constituye un acido carboxilico activado, capaz de
reaccionar mayoritariamente con electroéfilos como podrian ser los grupos de
amina primaria de los residuos de lisina. En el otro extremo posee un grupo
maleimido que reacciona especificamente con el grupo SH. La Figura 3.21
visualiza como el bioconjugado se forma en dos etapas, una primera en la cual
se modifica la proteina con el reactivo SMCC a través de los residuos de lisina y
una segunda en la que se produce la unién del péptido de forma especifica a
través de los grupos maleimido. La monitorizacién de esta reaccién se llevd a
término mediante MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption Time-of-
Flight Mass Spectrometry), demostrandose que de los 8 restos de SMCC
incorporados, 3 fueron ocupados con el hapteno correspondiente en ambos
casos. Los grupos maleimido restantes se bloquearon con cisteina para evitar
posibles reacciones secundarias no deseadas (véase Seccidn 6.4.1, pag. 190).
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Figura 3.21. Secuencia de reacciones a través de la cual tiene lugar la conjugacién péptido-
proteina. En primer término, se lleva a cabo la introduccién de los grupos maleimido a través de
las aminas de la proteina. En segunda instancia, mediante una reaccion de adicion, se introduce el
péptido a la proteina a través del grupo -SH presente en el residuo de Cisteina.

Previamente se habia intentado de forma fallida preparar los bioconjugados
hapteno proteina mediante la utilizacién de SIA (iodoacetato de succinimidilo),
gue también permitia realizar un acoplamiento especifico a través de los grupos
tiol. En base a estos resultados, se decidié optar por la utilizacién de sulfo-SMCC
qgue ademas permitia espaciar el péptido del efecto estérico de la proteina.

De esta forma se prepararon 4 bioconjugados uniendo los dos haptenos
disefiados a HCH (horseshoe crab hemocyanin) y BSA (bovine serum albumin).
Los conjugados fueron denominados Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-HCH y LpaNtk4.1-Cys-
SMCC-BSA para el kringle k4.1 de la apo(a), mientras que para el kringle k4.2 se
denominaron HCH-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct y BSA-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct, indicando
de esta manera el punto a través del cual se habia producido la conjugacion,
puesto que esto puede tener un gran efecto sobre la especificidad de los
anticuerpos resultantes.

Los conjugados de HCH se utilizaron como inmundgenos en la produccién de
anticuerpos, mientras que los de BSA se utilizaron para hacer un seguimiento de
la respuesta inmune tal como se describe a continuacién.
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3.3.5.2 Generacién de anticuerpos policlonales contra los diferentes
inmundgenos de la apo(a)

Se utilizaron cuatro ratones para cada inmundgeno. El protocolo de
inmunizacion en ratones consistid en cuatro inoculaciones espaciadas cada 3
semanas, realizando una extracciéon de antisuero 10 dias después de cada
inmunizacion (secciéon 6.4.3, pdg. 193). No obstante, el numero de
inmunizaciones puede verse ligado a variaciones dependiendo de la respuesta
inmune generada por el ratén, evaluada mediante el titulo de los antisueros.

En el caso de los ratones destinados a la produccién de anticuerpos contra la
region seleccionada del kringle k4.1, se decidid alargar el proceso de
inmunizacion con el fin de incrementar la respuesta inmunoldgica de los ratones,
puesto que, tras la segunda inmunizacidn y correspondiente evaluacion del
suero (seccién 6.6.1, pag. 207), la respuesta del titulo era considerablemente
baja. En la Figura 3.22 puede observarse la evolucion del titulo de los anticuerpos
policlonales del antisuero tras cinco inoculaciones.

1 Preinmune
O B1
2] = B2
Em B3
BF

Abs, 450 nm
|

R1 R2 R3 R4

Figura 3.22. Evolucién del titulo de anticuerpos en los antisueros obtenidos tras inmunizar cuatro
ratones (R1, R2, R3 y R4) con Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-HCH a Resultados obtenidos mediante un ELISA
en formato indirecto, tapizando las microplacas con 1 pg mL! de Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-BSA. La
respuesta mostrada corresponde a diluciones 1/64000 de cada antisuero. Después de la primera
inoculacién, no se extrajo muestra de sangre, puesto que se produce una respuesta de
inmunoglobulinas tipo M (IgM) que suele ser muy baja. Es tan solo después de la segunda
inoculacidn, cuando ya se generan inmunoglobulinas de tipo G (IgG). Por lo tanto, B1 corresponde
a la muestra de antisuero obtenida después de dos inoculaciones.

Se procedié de forma semejante con el inmunégeno HCH-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct,
salvo que en este caso el titulo del antisuero resulto ser suficientemente elevado
desde un inicio, por lo que no fue necesario realizar inoculaciones adicionales
(Figura 3.23).
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Figura 3.23. Evolucion del titulo de anticuerpos en los antisueros obtenidos tras inmunizar con
HCH-SMCC-CysLpak4.2Ct. Resultados obtenidos mediante un ELISA en formato indirecto,
tapizando las microplacas con 1 ug mL?! de BSA-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct. La respuesta mostrada
corresponde a diluciones 1/16000 de cada antisuero. Después de la primera inoculacion, no se
extrajo muestra de sangre, puesto que se produce una respuesta de inmunoglobulinas tipo M (IgM)
que suele ser muy baja. Es tan solo después de la segunda inoculacién, cuando ya se generan
inmunoglobulinas de tipo G (IgG). Por lo tanto, B1 corresponde a la muestra de antisuero obtenida
después de dos inoculaciones.

Abs, 450 nm
N

3.3.5.3 Fusion celular. Obtencidn y seleccion de hibridomas

Una vez finalizado el proceso de inmunizacién, los animales se sacrificaron y se
procedio a la extraccion del bazo y de los linfocitos para realizar la fusién con las
células de mieloma (véase seccién 6.4.3, pag. 193). El proceso de obtencidon de
clones celulares capaces de producir un anticuerpo monoclonal con las
caracteristicas requeridas conlleva varias etapas de cribaje en el que se analiza
la capacidad productora de anticuerpos de los hibridomas aislados y
estabilizados, asi como las caracteristicas de éstos. Estos estudios se realizan
mediante ELISAs de tipo indirecto, analizando el sobrenadante de cada
hibridoma y su avidez por diferentes antigenos inmovilizados en las microplacas.
El esquema general de todo este proceso se muestra en la Figura 3.24. En cada
etapa de cribaje, los antigenos utilizados para realizar la seleccién de los mejores
hibridomas o clones fueron diferentes tal como se explica a continuacion.
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los mielomas indirecto no competitivo fase de subclonaje. Estos diferentes etapasde
frente adiferentes antigenos clonesseran evaluados de subclonaje, se
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Figura 3.24. Esquema en el que se muestra el procedimiento seguido para la obtencidn de clones
estables capaces de producir anticuerpos monoclonales con la especificidad requerida. Los clones
seleccionados se utilizan en la fase de produccion, para generar de anticuerpos en suficiente
cantidad. Los anticuerpos son finalmente aislados y purificados mediante técnicas cromatograficas
de afinidad.

3.3.5.4 Seleccion de hibridomas. Fases de cribado I-111

Inicialmente, el criterio de seleccién fue seleccionar hibridomas capaces de
diferenciar entre las secuencias peptidicas utilizadas como inmundgenos para los
kringles k4.1 y k4.2. Para ello, se analizé la avidez de los sobrenadantes hacia los
dos bioconjugados peptidicos descritos en la seccion 3.3.5.1 con el fin de
descartar reactividades cruzadas, lo cual era improbable porque en las regiones
seleccionadas eran diferentes (homologia cercana al 15%, con tan solo 2
posiciones idénticas); para el k4.1 se habia seleccionado la zona N-terminal,
mientras que para el k4.2 habia seleccionado la region C-terminal (véase Tabla
3.8). A pesar de ello, los hibridomas que presentaron reactividad cruzada lo
hicieron de forma muy poco significativa, aun asi, fueron descartados. Como
consecuencia de estos estudios se seleccionaron, aislaron y estabilizaron dos
hibridomas para el kringle k4.1 (C3 y C34), mientras que para el kringle k4.2 se
aislaron cinco hibridomas (C6, C18, C21, C22 y C24). La seleccidén se realizd en
base a la sefial y especificidad mostrada frente a los dos haptenos de
inmunizacion. Tal y como se muestra en la Figura 3.25, el reconocimiento
cruzado es despreciable.
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Figura 3.25. Respuesta de los hibridomas expandidos y seleccionados (100 uL de sobrenadante)
para cada caso frente a los dos antigenos de tapizado a 1 ug mL1. Como puede verse en ambos
casos la respuesta es especifica. La reactividad cruzada que mostraron los hibridomas C6, C21 y
C24 fue reducida significativamente tras diferentes etapas de clonaje, donde se aislaron
hibridomas mas especificos.

Seguidamente se procedio al clonaje de los hibridomas seleccionados (seccién
6.4.3, pag. 193), y tras el correspondiente screening de las placas de clonaje, se
escogieron aquellos hibridomas que presentaron una reactividad cruzada mas
baja con la secuencia peptidica del otro kringle. Como consecuencia se
obtuvieron los hibridomas C3.4 y C34.3, C34.7, C34.12, C34.16 Y C34.17 para el
kringle k4.1, y los hibridomas 6.2, C18.5 y C18.9, C21.3, C22.1, C22.2 y C22.4,
C24.3,y C24.6 para el kringle k4.2 (Figura 3.26).
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Figura 3.26. Respuesta de los sobrenadantes de los hibridomas seleccionados (100 uL de
sobrenadante) tras la primera fase de clonaje, frente a los dos haptenos de inmunizacién utilizados
como antigenos de tapizado a 1 ug mLL. En todos los casos se observa una elevada especificidad,
ademas de una respuesta muy buena frente a su propio hapteno.
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Tras dos etapas de clonaje, los hibridomas seleccionados se sometieron a una
tercera etapa de clonaje y de nuevo a un segundo screening de especificidad,
observando en todos los casos una elevada especificidad (Figura 3.27).
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Figura 3.27. Respuesta de los sobrenadantes de los hibridomas tras el tercer paso de clonaje, frente
a los dos haptenos de inmunizacidn, utilizados como antigenos de tapizado a 1 ug mL. a) para los
sobrenadantes generados por hibridomas del péptido del kringle k4.1 (100 pL de sobrenadante) b)
para los sobrenadantes generados por hibridomas del péptido del kringle k4.2 (100 uL de
sobrenadante). En todos los casos la respuesta es especifica.

Una vez aislados estos hibridomas, se decidio realizar un ensayo de especificidad
frente al plasminégeno con el fin de descartar aquellos que mostraran mayor

afinidad por esta proteina que por la apo(a).
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3.3.5.5 Caracterizacion de los clones seleccionados frente al
plasminégeno y la apo(a)

Con el fin de seleccionar aquellos clones productores de anticuerpos especificos
para la apo(a) que presentaran muy baja o ningun tipo de reconocimiento frente
al plasmindgeno, los sobrenadantes de los clones seleccionados anteriormente
se evaluaron para conocer el reconocimiento especifico de la apo(a) y del
plasminégeno (véase Figura 3.28). Dada la gran diferencia entre los pesos
moleculares de la apo(a) y el plasmindgeno (la apo(a) puede llegar a pesar entre
400 y 900 kDa, mientras que el plasmindgeno pesa 90 kDa), fue de vital
importancia realizar esta caracterizacion en condiciones de equimolaridad, con
el fin de obtener resultados comparables y realizar de este modo una seleccién
de forma fiable.

Il apo(a)/plasminégeno
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Figura 3.28. Relacién de las respuestas de los diferentes anticuerpos frente a la apo(a) y el
plasmindgeno. a) anticuerpos contra Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-HCH. b) anticuerpos contra HCH-SMCC-
Cys-Lpak4.2Ct. En cada caso se muestra la relacion de la respuesta obtenida para la apo(a) en
relacion al plasmindgeno. En todos los casos se utilizaron 100 uL de sobrenadante de cada clon,
excepto para el clon 18.9.1 del que sélo se disponia de 50 puL En todos los casos la apo(a) y el
plasmindgeno se tapizaron a 10 nM.
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Siguiendo estas directrices, para el conjunto de clones generados contra el
Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-HCH se seleccionaron los clones C3.4.8, C34.3.2, C34.16.3
y C34.16.4 para la produccién de anticuerpos monoclonales. En todos ellos, el
reconocimiento de la apo(a) es mayor que el del plasminégeno. En cuanto a los
clones generados a partir del HCH-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct, en base al
reconocimiento positivo de la apo(a) frente al plasmindgeno, se escogieron los
clones C18.5.2, C18.5.3, C22.2.1 y C22.2.4 para la produccién de anticuerpos
contra la apo(a).

3.3.5.6 Purificacion y evaluacion de los anticuerpos monoclonales
contra el kringle 4 tipol y tipo 2 de la apo(a)

Una vez seleccionados los clones, los anticuerpos producidos se purificaron
segln se describe en la seccién 6.4.3 en la pagina 193, mediante cromatografia
de afinidad con proteina G y sus propiedades se caracterizaron de nuevo
compardandolas con las obtenidas para el sobrenadante y en condiciones de
equimolaridad para la apo(a) y el plasmindgeno (véase Figura 3.30). En todos los
casos puede apreciarse como, tras el paso de purificacion, la especificidad de los
anticuerpos producidos es sustancialmente mejor, decreciendo el
reconocimiento del plasmindgeno, lo cual era, junto a la posibilidad de distinguir
entre los kringles k4.1 y k4.2, uno de los retos mas importantes. Si bien es un
hecho frecuente que, los anticuerpos una vez purificados, suelen mejorar sus
propiedades, no se encontrd una explicacion racional de porque se observaba
este efecto, aunque podria estar relacionado con componentes del
sobrenadante que pudieran contribuir mediante interacciones de cardcter no
especifico. Con estos resultados podemos decir que los anticuerpos
monoclonales producidos contra secuencias peptidicas seleccionadas para los
kringles k4.1 y k4.2 son especificos para la apo(a).
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Figura 3.29. Respuesta de los anticuerpos producidos para el reconocimiento especifico de la
apo(a) antes y después del paso de purificacion por proteina G, frente a la apo(a), el plasmindgeno
y ambos antigenos de tapizado. a) Anticuerpos monoclonales producidos contra el Lpak4.1Nt-Cys-
SMCC-HCH b) Anticuerpos monoclonales producidos contra el HCH-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct. Se
evaluaron 100 uL de sobrenadante, mientras que los anticuerpos purificados a 0.5 ug mL™. En
ambos frente a los antigenos de BSA tapizados a 100 nM, mientras que la apo(a) y el plasminégeno
a10 nM.

3.3.6 Desarrollo de una técnica de diagndstico para la cuantificacion
de la Lp(a) y del nimero de repeticiones del kringle k4.2

Tal y como se ha descrito en la seccidn 3.2, se plantearon diferentes estrategias
para desarrollar una técnica de diagndstico para la deteccién y cuantificacién de
Lp(a), que ademas confiriera informacidn sobre el nimero de kringles. La
estrategia consistia en combinar dos tipos de medidas, una en las que se
cuantificara la Lp(a) sin que el nimero de kringles k4.2 afectara el resultado, y la
segunda medida que aportara dicha informacién. Ello requeria desarrollar, por
un lado, un ELISA sandwich para la Lp(a) y por otro lado un ELISA sandwich, pero
con anticuerpos sensibles al nUmero de kringles k4.2. De esta manera, la muestra
del paciente se dividiria en dos partes y se realizarian dichos analisis de forma
simultanea (Figura 3.6, pag. 46). La combinacion de la respuesta del plasma en
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ambos ensayos proporcionaria informacion sobre el riesgo de padecer algln tipo
de enfermedad cardiovascular.

3.3.6.1 Desarrollo de una técnica de diagndstico independiente del
polimorfismo asociado a la apo(a) para la detecciéon y
cuantificacion de la Lp(a)

Para la medida de Lp(a) independientemente del nimero de kringles k4.2 se
propusieron dos formatos, ambos basados en el uso de un anticuerpo policlonal
contra la apoB100, y un anticuerpo monoclonal contra el kringle k4.1, en
cualquier caso, insensibles al nimero de repeticiones del kringle k4.2. Esto, de
entrada, ya evitaria la discordancia que presentan las actuales técnicas utilizadas
para la inmunodeteccion de la Lp(a) al utilizar anticuerpos sensibles a las
diferentes isoformas de la apo(a)'?”- 1°¢,

En la Figura 3.31a, se muestran los resultados del ensayo donde anticuerpos
monoclonales anti k4.1 se utilizaron como anticuerpos de captura y los
anticuerpos policlonales contra apoB100 para la deteccidn. En todos los sistemas
evaluados se observé ruido de fondo, pero en presencia de Lp(a) la sefial
aumentaba, lo que se atribuyé a una respuesta especifica. Este resultado
preliminar nos parecié prometedor ya que permitia establecer las bases para el
desarrollo de una herramienta de diagndstico capaz de cuantificar la Lp(a)
mediante el uso de anticuerpos cuya inmunodeteccion no se viera afectada por
el nimero de repeticiones del kringle k4.2. En cambio, el formato donde son los
antisueros policlonales anti apoB100 los que se utilizaron como anticuerpos de
captura, y los anticuerpos monoclonales anti k4.1 como deteccién, la seiial
especifica observada fue comparable al ruido de fondo.
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Figura 3.30. Resultado de los experimentos de evaluacidén de diferentes anticuerpos y formatos
sandwich para la deteccion de la Lp(a) (véase seccion 3.2). a) Formato donde se utilizan los
anticuerpos monoclonales producidos contra el inmundgeno Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-HCH como
anticuerpos de captura, mientras que como anticuerpos de deteccién se utilizan los anticuerpos
policlonales contra la apoB100. b) Formato en el que se utilizan los anticuerpos policlonales como
anticuerpos de captura, y los anticuerpos monoclonales como anticuerpos de deteccién. En ambos
casos se evaluaron dos concentraciones diferentes de Lp(a), 2y 0 ug mLL.

3.3.6.2 Desarrollo de una técnica de diagndstico para la cuantificacion
del nimero de repeticiones del kringle k4.2

Seguidamente, se abordd el desarrollo de un ensayo para cuantificar kringles
k4.2 mediante el uso de los anticuerpos monoclonales generados contra el
hapteno Lpak4.2Ct y asi poder estratificar el riesgo cardiovascular asociado a una
determinada isoforma de Lp(a). En una primera instancia se evaluaron como
anticuerpos de captura diferentes anticuerpos monoclonales contra el kringle
k4.1 y los anticuerpos policlonales anti apoB100, y como anticuerpo de
deteccién, el anticuerpo mAb 18.5.3 contra el kringle k4.2, biotinilado, (véase
Figura 3.8, pag. 51). Al igual que en segundo formato evaluado anteriormente, la
sefial en ausencia de Lp(a) era del mismo orden que en presencia de esta a 2 ug
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mL?, (véase Figura 3.31), lo cual nos hizo sospechar sobre la posibilidad de que
en todos los casos estuviéramos viendo respuestas no especificas,
particularmente en el caso en que los anticuerpos anti k4.1 o anti k4.2 se
utilizaban como deteccion (véase Figura 3.30 b, Figura 3.31).
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Figura 3.31. Resultados del estudio preliminar donde se muestra que, en todos los casos, los
anticuerpos monoclonales producidos, no son capaces de detectar la Lp(a). Tanto los anticuerpos
de captura como de deteccion biotinilados se evaluaron a 2 ug mLL. a) En este caso, se utilizaron
anticuerpos de captura anti k4.1, 34.3.2, 34.16.3 y 34.16.4, y el anticuerpo 18.5.3 anti k4.2 como
anticuerpo de deteccidn b) Se utilizaron los antisueros anti apoB100 como anticuerpos de captura
a una dilucion 1/000, mientras que el anticuerpo 18.5.3 anti k4.2 como anticuerpo de deteccién a
una concentracion de 2 ug mL1.,

Para entender lo que estaba pasando se plantearon las siguientes hipdtesis, las
cuales fueron objeto de estudio tal como se vera en las siguientes secciones,

e La Lp(a) se adsorbe de forma inespecifica a la microplaca. La sefial
obtenida en presencia de Lp(a) en la Figura 3.30a, no es fruto de una
captura especifica. Si asi lo fuera, en la Figura 3.30b, deberiamos ver
sefial también en presencia de Lp(a), ya que los anticuerpos

90



3 Lipoproteina (a)

monoclonales a priori, deberian ser capaces de interactuar con su
correspondiente epitopo, en cambio no hay respuesta.

e Los anticuerpos policlonales anti apoB100 no son capaces de capturar
la Lp(a). Mientras que en el formato donde los anticuerpos As306, As307
y As308 se utilizan como anticuerpos de deteccidn si que se observa
sefial en presencia de Lp(a), cuando éstos se utilizan como anticuerpos
de captura, no se observa sefal diferente del ruido en presencia de Lp(a).

e Falta de accesibilidad al reconocimiento de los kringles en la Lp(a) por
parte de los anticuerpos monoclonales anti k4.1 y anti k4.2. El epitopo
de la apo(a) correspondiente a la secuencia peptidica a partir de la cual
se han producido los anticuerpos monoclonales se encuentra eclipsado
por la interaccién no covalente apo(a)-apoB100 o por el propio
anticuerpo anti- apoB100.

3.3.6.3 Evaluacion del efecto del material sobre el que se inmobilizan
los anticuerpos de captura

Con el fin de comprobar la primera hipoétesis, se evaluaron diferentes tipos de
materiales y superficies de ensayo: microplacas de poliestireno, particulas
magnéticas (MP) y vidrio. El objetivo era determinar si la posible adsorcion
inespecifica de la Lp(a) podia minimizarse al cambiar el material. En estos
experimentos se utilizd el anticuerpo pAbAD3 producido contra una secuencia
especifica de la apo(a) como anticuerpo de captura y el anticuerpo pAb306
biotinilado (a partir de ahora pAb306-B) anti apoB100 producido en el grupo
como anticuerpo de deteccidn. Esta combinacién fue la misma que se utilizé para
el desarrollo del inmunoensayo en placa para la deteccion de la Lp(a) descrito en
la seccion 3.3.3, pagina 55, por lo que se utilizdé como control positivo para los
experimentos realizados. Paralelamente, para evaluar la existencia de
adsorciones inespecificas sobre la superficie ensayada, se utilizé como blanco de
captura un anticuerpo inespecifico. En la Figura 3.32 se muestra un esquema de
los diferentes sistemas evaluados.
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Figura 3.32. Formatos de ensayo planteados para la evaluacién de la adsorcion inespecifica de la
Lp(a) sobre diferentes superficies como, microplaca de poliestireno, slides de vidrio y particulas
magnéticas. En todos los casos se utilizé un anticuerpo no especifico como blanco de anticuerpo
de captura.

En la Figura 3.33 se pueden observar los resultados obtenidos para cada caso.

El Microplaca El Vidrio B Particulas Magnéticas
3 8000

- 6000

- 4000

Abs, 450 nm
sN4dy

- 2000

0 0
pAb'AD3 captura

Ab inespecifico captura

[Lp@)], pg mL™*

Figura 3.33. Resultados de la evaluacién del efecto del material sobre la respuesta especifica del
ELISA para la Lp(a). Se han utilizado diferentes superficies, poliestireno, vidrio y particulas
magnéticas. La sefial de fluorescencia del ensayo en vidrio esta referenciada al eje derecho en
unidades de RFU. La concentracién de anticuerpo pAb-AD3 e inespecifico tapizado sobre la placa
de poliestireno fue de 2 ug mL%, mientras que la inmovilizada sobre el vidrio fue de 200 ug mL.
La concentracién de MP-pAb-AD3 y MP-pAbinespecifico fue de 0.4 mg mLL. En todos los casos se utilizé
una concentracion de anticuerpo de deteccion pAb306-B de 2 ug mL™.
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Mientras que en la microplaca de poliestireno (barras rojas) y en la superficie de
vidrio (barras azules), la Lp(a) se adsorbe inespecificamente, ya que se observa
una sefial en presencia de Lp(a) donde se encuentra inmovilizado un anticuerpo
de captura inespecifico, al trabajar con particulas magnéticas, la sefal
inespecifica se reduce considerablemente hasta el punto de no observar ningln
tipo de respuesta en ninguno de los dos blancos (barras ocres). Este resultado
podria explicarse teniendo en cuenta el caracter hidrofilico de la Lp(a) aportado

a)* 72 y el caracter hidrofébico de la capa de

principalmente por la apo(
poliuretano que recubre las particulas magnéticas, evitando de esta forma que

la Lp(a) se adhiera inespecificamente sobre la superficie de éstas.

A la vista de los resultados obtenidos, se deduce que muy probablemente, la
respuesta obtenida cuando se utilizan los anticuerpos monoclonales como
anticuerpos de captura, sea realmente fruto de la adsorcidon inespecifica de la
Lp(a). Por este motivo, se procedid a trabajar con particulas magnéticas a partir
de este momento.

3.3.6.4 Comprobacion de la capacidad de captura especifica de la Lp(a)
por parte de los anticuerpos anti apoB100

Puesto que los estudios anteriores se habian realizado con un anticuerpo
comercial como modelo, decidimos comprobar si realmente se observaba el
mismo efecto cuando se utilizaban los anticuerpos policlonales anti apoB100
para captura de la Lp(a). Para esto, el As306 anti-apoB100 se unid
covalentemente particulas magnéticas de la misma forma que se habia hecho
con el pAbAD3 (véase seccion 6.4.5, pag. 197), y se procedié a evaluar su
capacidad de captura mediante ELISAs sandwich, utilizando ambos anticuerpos
para la deteccion. Estos experimentos se realizaron en paralelo con particulas
magnéticas funcionalizadas con anticuerpo no especifico, comprobando la
respuesta en presencia (2 ug mL™) y ausencia (0 pg mL?) de Lp(a).

En la Figura 3.34 se muestran los resultados obtenidos. Puede observarse como
en ambos casos la captura y deteccién de la Lp(a) por parte, tanto del anticuerpo
comercial pAb-AD3 anti apo(a) como del anticuerpo producido contra la
apoB100, se realiza de forma exitosa puesto que la seial obtenida en presencia
de Lp(a) es mayor que la sefial del cero. Con este resultado se descartaba que el
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motivo por el cual no se estuviera obteniendo respuesta especifica fuera la
incapacidad de los anticuerpos anti-apoB100 para capturar la Lp(a).

M oygm-t M opgmL-t

Abs, 450 nm
P
<

MP-pAbAD3 MP'Abinespecifico MP-pAb307 MP'Abinespecifico

As306 pAb-AD3

Bioconjugado MP-Ab

Figura 3.34. Magneto-ELISA para la evaluacidn de los anticuerpos policlonales pAbAD3 anti-apo(a)
y pAb307 anti-apoB100, junto con los correspondientes blancos de captura. Para el inmunoensayo
donde el pAb-AD3 actia como anticuerpo de captura se utilizé el pAb306-b anti-apoB100 a una
concentracion de 1 pg mL! como anticuerpo de deteccidn. Para el ensayo donde el pAb307 actla
como anticuerpo de captura, se utilizé el anticuerpo pAbAD3 como anticuerpo de detecciéna 1 ug
mL1,

3.3.6.5 Accesibilidad al reconocimiento de los kringles por parte de los
anticuerpos monoclonales anti k4.1 y anti k4.2

Finalmente se procedio a realizar una serie de estudios destinados a comprobar
la tercera hipodtesis planteada, respecto de la accesibilidad de los kringles para su
reconocimiento por parte de los anticuerpos monoclonales generados. Son
muchos los trabajos que revelan que mas alla de la propia interaccion covalente
existente entre la apo(a) y la apoB100 a través del puente disulfuro®®” %8 |a
interaccion apo(a)-apoB100 se inicia mediante interacciones no covalentes en
las cuales se ven implicados los kringles de la apo(a) comprendidos entre el
kringle 4 tipo 6 y el kringle 4 tipo 9°. Varios son los estudios que se enfocan en
el papel que tienen los diferentes kringles de la apo(a) en el ensamblaje con la

)160-162 por lo general, todos apuntan a que la

apoB100 para formar la Lp(a
formacién de la Lp(a) se da en dos pasos sucesivos. Inicialmente la apo(a) y la
apoB100interaccionan de forma no covalente a través de zonas ricas en residuos

Lys presentes en la apoB100. Es en esta interaccidén inicial donde se ven
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implicados los kringles de la apo(a) anteriormente mencionados. En una segunda
etapa se forma el enlace covalente tipo puente disulfuro entre las dos proteinas,
concretamente entre el Unico residuo libre Cys de la apo(a) presente en el kringle
4 tipo 9 de la apo(a) (Cys4054), y el residuo Cys4326 de la apoB100%7 163, Estas
interacciones no covalentes entre la apo(a) y los residuos Lys de la apoB100 son
fundamentales para mantener la estructura nativa de la proteina, no obstante,
son sensibles a la presencia de elementos analogos a la lisina, como es el caso
del acido 6-aminohexanoico (6-AHA). (véase Figura 3.35). El efecto de estos
analogos aparentemente es mdximo en ausencia de sales. La presencia de NaCl
favorece la conformacién en la que la apo(a) se repliega sobre la LDL.

2
2 Lp(a) in H,0, orin
)/:__\ 100 mM NaCl / 100 mM 6-AHA
T
2 2

Lp(a) in 100 mM NaCl Lp(a) in 100 mM 6-AHA

Figura 3.35. Esquema representativo de las diferentes conformaciones que adopta la Lp(a) en
agua, presencia de sal y/o 6-AHA. Los nimeros presentes en la parte superior de la molécula
representan el tipo de kringle 4. Figura adaptada de [76], Copyright afio 2000, American Chemical
Society

En base a esta informacidn, con el objetivo de favorecer el reconocimiento de los
kringles, se sometié a la Lp(a) a una serie de tratamientos que se describen a
continuacién

A. Efecto de compuestos analogos de la lisina sobre la interaccion apo(a)
—apoB100

Se decidid estudiar cual era el efecto del acido 6-aminohexanoico (6-AHA), el
acido 4-aminobutirico (4-ABA) vy la glicina (Gly) sobre la captura de la Lp(a) por
parte de los anticuerpos monoclonales anti k4.1. Para realizar estos
experimentos se incubd durante la etapa de captura, la Lp(a) en presencia de
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cada uno de estos compuestos, con el anticuerpo monoclonal 34.16.4 anti-k4.1
inmovilizado sobre particulas magnéticas.

Para realizar este estudio se planted el diseiio experimental descrito en la Figura
3.36. En todos los casos se trabajé a dos niveles de Lp(a), 2y 0 ug mL™.

A Y s

W
3

CONTROL POSITIVO
Captura: MP-pAbAD3
Deteccion: As306

CONTROL NEGATIVO
Captura: MP-Ab;especifico
Deteccion: As306

EXPERIMENTO
Captura: MP-mAb34.16.4
Deteccidn: As306

Figura 3.36. Disefio experimental llevado a cabo para determinar el efecto del 6-AHA, 4-ABAy la
glicina (Gly) sobre lainmunodeteccion de la Lp(a) por parte de los anticuerpos monoclonales. Como
anticuerpo monoclonal se escogié como modelo de ensayo el mAb 34.16.4 anti-k4.1.

No obstante, teniendo en cuenta que el efecto de estos compuestos en el
desplegamiento de la apo(a) es maximo en ausencia total de NaCl, inicialmente
se decidid6 comprobar cual era la respuesta del inmunoensayo frente a la
evaluacidon de diferentes concentraciones de NaCl, comprobdndose que el
ensayo era robusto en un amplio intervalo de concentraciones de NaCl, no
observandose efecto alguno entre 0 y 137 mM, concentracién de NaCl
correspondiente al PBS-T. Esto permitia realizar los estudios planteados en
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ausencia de NaCl para maximizar el efecto de los andlogos de lisina, mostrados
en la Figura 3.37.

Bl PBST Bl 100 mM 6-AHA BN 100 mM 4-ABA EE 100 mM Gly

2.0

Abs, 450 nm
= =
g T

o
o
1

o
o
1

2 0 2 0 2 0
MP-pAbAD3 MP-Abjpespecifico MP-mAb34.16.4

[Lp(@)], ng mL™*

Figura 3.37. Grafico donde se muestra el efecto del 6-AHA, 4-ABA y la Gly sobre la captura de la
Lp(a) por parte de los anticuerpos monoclonales 34.16.4 anti k4.1 inmovilizado sobre particulas
magnéticas. En todos los casos se utilizo el anticuerpo policlonal pAb306-B como anticuerpo de
deteccidn. La concentracidn de trabajo de los bioconjugados MP-Anticuerpo fue de 0.2 mg mL?,
mientras que la concentracidn del anticuerpo de deteccion pAb306-biotina fue de 1 pg mL? para
todos los experimentos.

Como puede observarse, cuando se empleé el MP-pAbAD3 para la captura y
pAb306-B para la deteccidn, se obtuvo una respuesta especifica en todos los
casos, de tal modo que el uso de los diferentes analogos de lisina para esta
combinacion de anticuerpos, no ejercieron ninguin efecto significativo. Cuando
se utilizaron anticuerpos no especificos, como era de esperar la sefial obtenida
en presencia de Lp(a) fue igual a la del ruido de fondo en todos los casos. Sin
embargo, cuando la captura se realizaba con los anticuerpos monoclonales anti
k4.1 no se observd ningin cambio significativo respecto del control negativo
realizado en medio PBST (barras azules), con lo que el uso de estos agentes no
condujo a aumentar la respuesta. siendo del mismo orden que el ruido de fondo.

A la vista de los resultados obtenidos, se planted tratar previamente y durante
un cierto tiempo la Lp(a) con estos agentes analogos a la Lys, e intentar
determinar si se daba algin cambio en la captura por parte del anticuerpo
34.16.3 anti-k4.1. En segunda instancia, evaluar el efecto de la concentracion de
estos aditivos. Como modelo de ensayo se escogid el 6-AHA a una concentracion
de 100 mM en tampdn 10 mM PB pH 7,5 y 0.05% Tween. Las diferentes etapas

97



3 Liporpoteina (a)

de pretratamiento se realizaron a temperatura ambiente, llevandose a cabo a
diferentes tiempos de 0, 30, 60, 120 y 240 minutos, asi como a las 16 horas.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 3.38. Del mismo
modo que en caso anterior, no se observé ningun efecto positivo en la captura
de la Lp(a) por parte de los anticuerpos monoclonales, independientemente del
tiempo empleado en el pretratamiento.

EE 0 W 30 BW 60 HE 120' Bm 240' Ml © @m Control Negativo EEE Control Positivo

2.5
2.04
E
o 154
n
<
» 1.04
Q
<
0.54
2 0 2 0 2 0
MP-mAb34.16.4 MP-Ab;epecifico MP-pAbAD3
[Lp(@)], ug mL™*

Figura 3.38. Grafico donde se muestra el efecto del tiempo de pretratamiento de la Lp(a) en medio
tamponado en presencia de 100 mM 6-AHA, sobre la inmunodeteccidn por parte de los
anticuerpos monoclonales. Tanto el control negativo como el control positivo se realizaron con
pretratamiento de Lp(a) a tiempo 0’. En todos los casos se trabajé a una dilucion de 0.2 mg mL1 de
conjugado a particula magnética, y a una dilucién de 1 ug mL de anticuerpo de deteccion pAb360-
B.

Finalmente, se intentd verificar si la concentracidon podia tener un papel
relevante, realizando el tratamiento con 6-AHA a 0, 100, 200 y 500 Mm, sin
observar tampoco en este caso ningln efecto positivo sobre la detecciéon de la
Lp(a) (véase Figura 3.39).
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N 0 mM Bl 100 mM B 200 mM El 500 MM Hl Control Positivo

Abs, 450 nm
=
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1
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2 0
MP-mAb34.16.4 MP-Abjncspecifico MP-pAbAD3

[Lp@)], pg mL™*

Figura 3.39. Grafico donde se muestra el efecto de la concentracion del 6-AHA en la fase de captura
de la Lp(a) por parte de los anticuerpos monoclonales. El control positivo se realizé en tampdn PBS-
T. En todos los casos se trabajo a una dilucion de 0.2 mg mL! de conjugado a particula magnética,
y a una dilucién de 1 ug mL! de anticuerpo de deteccién pAb360-B.

A la vista de estos resultados negativos (ninguna de las condiciones evaluadas
mostré mejora alguna sobre la captura de la Lp(a)), se procedié a estudiar cual
era el efecto sobre la inmunodeteccion de la Lp(a) por parte de los anticuerpos
monoclonales bajo condiciones desnaturalizantes, confiando en que este
tratamiento permitiria liberar la apo(a) haciendo que los kringles fueran mucho
mas accesibles.

B. Estudios de reconocimiento molecular de la Lp(a) en condiciones
desnaturalizantes

Dado que no se obtuvo ningun resultado positivo con la evaluacién de los
diferentes agentes analogos a la Lys y el consecuente desplegamiento de la
apo(a), se decidié abordar la problematica de la inmunodeteccion de la Lp(a) por
parte de los anticuerpos monoclonales desde otro punto de vista. Se plante¢ la
posibilidad de que los anticuerpos monoclonales producidos a partir de
determinadas secuencias peptidicas, no fueran capaces de detectar la Lp(a)
debido a la conformacidn tridimensional del péptido dentro de la propia Lp(a) y
al eclipsamiento de los epitopos, fruto del plegamiento descrito anteriormente,
de la apo(a) sobre la apoB100.

Varios trabajos describen que aquellos anticuerpos producidos contra un
péptido lineal no son capaces de detectar su correspondiente epitopo ya que
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este puede verse eclipsado por la propia conformacién nativa de la proteina, o
bien, por las diferencias conformacionales entre el péptido lineal utilizado como
hapteno y la propia secuencia peptidica dentro de la proteina’®* 1, No obstante,
si que estd descrito el uso de anticuerpos producidos contra péptidos lineales
para el desarrollo de técnicas tipo Western blot, ya que éstas implican la
desnaturalizacion completa de la proteina, exponiendo los epitopos de forma
conformacionalmente semejante al inmundgeno utilizado.

Varios son los trabajos que se han enfocado en el aislamiento y caracterizacidn
de la apo(a) a partir de la Lp(a) mediante tratamientos con agentes reductores
como Ditiotreitol (DTT), y posterior analisis por medio de técnicas tipo Western
blot®®, En todos ellos inicialmente se aisla la Lp(a) del resto de proteinas
presentes en el suero, por medio de técnicas de ultracentrifugacién con
gradiente salino. Seguidamente, se somete a la Lp(a) a una etapa de digestién en
presencia de DTT, y finalmente se separan las proteinas del crudo de digestidon
por medio de técnicas electroforéticas tipo SDS-PAGE para evaluarlas por medio
de técnicas tipo Western blot.

Siguiendo este razonamiento, se propuso demostrar la viabilidad de los
anticuerpos monoclonales producidos contra la Lp(a) a través de técnicas de
electroforesis en gel y posterior Western blot.

3.3.7 Determinacion de la especificidad de los anticuerpos
monoclonales mediante Western blot para la deteccidn de la

Lp(a)

3.3.7.1 Optimizacion de las condiciones de desnaturalizacion de la Lp(a)

El primer paso tomado en esta direccion fue el de optimizar las condiciones de
reduccion de la Lp(a). Segun trabajos previamente descritos, condiciones
reductoras en presencia de 10 mM DTT a 37 °C durante 15 minutos o bien
durante una hora a temperatura ambiente serian suficientes para conseguir
romper la interaccion apo(a) - apoB100, incluso romper los puentes disulfuro
intrakringle®.
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Con el fin de encontrar las condiciones éptimas para romper las interacciones
entre ambas apolipoproteinas, se evaluaron el uso de DTT o 2-mercaptoetanol
(2-ME) a dos concentraciones diferentes de 10 y 100 mM, y también en presencia
de agentes caotrdopicos como la urea. Posteriormente, cada muestra de Lp(a) se
evaludé mediante electroforesis en gel en condiciones reductoras.

La Figura 3.40 muestra los resultados obtenidos. Como puede observarse, en la
mayoria de las condiciones estudiadas se pudieron observar dos bandas de
mayor intensidad. Mientras que en los carriles 3-10 se realizé una digestion a 37
°C durante 15 minutos, en el carril 1 la digestion se realizé en 10 minutos, pero a
una temperatura entre 90-100 °C y con DTT a una concentracién 50 mM. Dado
gue careciamos de marcadores de peso molecular tan grandes, se decidid incluir
la apoB100 como referencia (carril 2), cuyo peso molecular es de 550 kDa.

" m - oy

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 3.40. Diferentes condiciones reductoras para la Lp(a) evaluadas por SDS-PAGE en gel de
gradiente a 4-15 %, 100 V 75 minutos, tras el paso de tincidn con Coomassie Blue. En todos los
casos, excepto en los carriles 1y 2, el pretratamiento de la proteina se realizé a 37 °C durante 15
minutos. Carril 1y 2, Lp(a) y apoB100 pretratadas con 50 mM DTT 90-100 °C durante 10 minutos,
respectivamente. Carril 3, Lp(a) tratada con 10 mM DTT. Carril 4, Lp(a) tratada con 100 mM DTT.
Carril 5, Lp(a) con 10 mM de 2-ME. Carril 6, Lp(a) con 100 mM de 2-ME. Carril 7y 8, Lp(a) con 8 M
Urea con 10 y 100 mM de DTT, respectivamente. Carril 9 y 10, Lp(a) con 8 M Urea con 10 y 100
mM de 2-ME, respectivamente. La cantidad de proteina cargada fue de 5.20 pg para cada carril,
excepto para los carriles 4, 6, 8 y 10, donde debido al exceso de viscosidad de la muestra tras el
paso de digestidn, se cargd menos volumen y consecuentemente, menos cantidad de muestra.

A la vista de los resultados obtenidos se decidid trabajar en condiciones de
digestion de 50 mM DTT 10 minutos 90-100 °C, pues parecian conseguir la
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disrupcion del enlace tiol-tiol entre la apo(a) y la apoB100 de forma eficaz y en
menos tiempo, observandose bandas mejor definidas.

3.3.7.2 Evaluacion de la inmunodeteccion de los anticuerpos
monoclonales mediante técnicas tipo Dot blot

Inicialmente se evaluaron todos los anticuerpos monoclonales a modo de
screening, mediante técnicas de Dot blot. El objetivo principal de este paso
previo al Western blot fue el de comprobar qué anticuerpos eran capaces de
reconocer la Lp(a) después del paso de desnaturalizacion en presencia de DTT y
a alta temperatura (véase seccidon 6.6.6, pag. 214). Asi pues, se evalud la
inmunodeteccién de la Lp(a), sin ningln tipo de pretratamiento a modo de
control negativo, y de los bioconjugados homdlogos al inmundgeno (Lpak4.1Nt-
Cys-SMCC-BSA y BSA-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct) como controles positivos. En la
Figura 3.41 se muestra una imagen del Dot blot tras el correspondiente
escaneado de las membranas de nitrocelulosa, junto con un gréfico donde se
expresan las diferentes intensidades de sefial cuantificadas.

Hl Lp(a) Bl AT Bl Lp(a)-DTT

3.4.8 34.3.2 34.16.3 34.16.4 18.5.2 1853 22.2.1 22.2.4

Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-HCH HCH--SMCC-Cys-k4.2Ct
mAb

Figura 3.41. Gréfica donde se muestran las diferentes intensidades para cada antigeno y con cada
anticuerpo monoclonal, 3.4.8,34.3.2, 34.16.3 y 34.16.4 para el kringle k4.1, y 18.52, 18.5.3, 22.2.1
y 22.2.4 para el kringle k4.2, tras escanear las membranas y realizar el revelado con sustrato
quimioluminiscente. Se presentan las imagenes escaneadas para cada sistema. En todos los casos
se depositaron sobre la membrana 5 ug tanto de Lp(a), como de Lp(a) tratada con DTT, asi como
de los bioconjugados Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-BSA y BSA-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct. Todos los anticuerpos
monoclonales se evaluaron a 4 ug mL2.

En mayor o menor grado, se observa como practicamente todos los anticuerpos
monoclonales mostraron una respuesta para la Lp(a) tras ser tratada con DTT
mientras que la Lp(a) no tratada apenas era reconocida. Este hecho dejaba
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entrever la posibilidad de mejorar el reconocimiento de la apo(a) una vez se
encuentra desplegada y separada de la apoB100.

3.3.7.3 Evaluacion de la inmunodeteccion de los anticuerpos
monoclonales mediante técnicas tipo Western blot

Con estos resultados abordamos la evaluacién del perfil de reconocimiento de
los anticuerpos monoclonales evaluando el reconocimiento de la Lp(a), la
apoB100 y el plasmindgeno. De este modo nos asegurdabamos de que en el caso
de que existiera algin tipo de reactividad cruzada tras el paso de
desnaturalizacion de las proteinas, la pudiéramos observar. Asi mismo, se incluyd
en estos estudios el pAb306 como referencia. El protocolo seguido se detalla en
la seccidn 6.6.8, pagina 218.

A. Optimizacion de la carga de proteina para la electroforesis en gel de
gradiente SDS-PAGE

Esta descrito que ciertas apolipoproteinas como la apoB100 y la Apo E plantean
problemas en los estudios de electroforesis debido a su baja solubilidad, lo que
dificulta su penetracion en el gel ¢, Por este motivo se decidié optimizar la carga
de proteina, evaluando como se comportaban diferentes cantidades (1, 0.5y 0.1
pg) de apoB100 en el gel de electroforesis y en la transferencia a la membrana
de nitrocelulosa donde se realizaba el Western blot. Como puede observarse,
utilizando una concentracién de anticuerpo de 4 pg mL %, la sefial a 0.5 pg de
carga de proteina es considerablemente baja. Asi pues, se decidié trabajar a una
carga de proteina de 1 ug.
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ApoB-100
~ 550 kD

Figura 3.42. Ensayo Western Blot para la optimizacion de la carga de apoB100 en el gel. La
transferencia se realizé6 durante 2 h a 4 °C a 350 mA. Carril 1-3, apoB100 a 1, 0.5 y 0.1 pug,
respectivamente. Se trabajo a una concentracidn de anticuerpo policlonal anti apoB100 de 4 pg
mL1,

Seguidamente se comprobdé si este comportamiento se podia hacer extensible a
la Lp(a), el plasmindgeno y la apoB100. En la Figura 3.43 se muestran los

resultados de la electroforesis en gel de gradiente SDS-PAGE 4-15% (seccidn
6.6.7, pag. 216).
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Figura 3.43. Evaluacién de la Lp(a) (carril 2), apoB100 (carril 3) y plasmindgeno (carril 4), por
electroforesis en gel de gradiente, SDS-PAGE 4-15% en condiciones reductivas. En todos los casos
se cargd 1 ug de proteina. Tras la correspondiente tincion por Coomassie Brilliant Blue G-250,
puede observarse, carril 1, marcadores de peso molecular. Carril 2, Lipoproteina (a). Carril 3,
apoB100, y carril 4, plasminégeno.

En el carril 2 puede observarse el perfil migratorio de la Lp(a) tras su
pretratamiento en presencia DTT 50 mM y 90-100 °C. Por lo general, se observan
diferentes bandas, hay que considerar que este estandar de Lp(a) no se
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encuentra completamente purificado, por lo que contiene proteinas
procedentes del suero. Concretamente tiene una concentracidn proteica total
de 5.1 g dL? (cuantificado mediante método Biuret, segin casa comercial),
mientras que de Lp(a) tan solo una concentracién de 99.2 mg dL? (determinada
mediante técnicas turbidimétricas, seguido de cuantificacién por Biuret, segun
casa comercial), con lo que hay que tener en cuenta la cantidad extra de proteina
gue se cargada en el gel cuando ajustamos los calculos para cargar tan solo 1 ug
de Lp(a), siendo de esta forma normal que encontremos mas de una banda.

En cuanto al plasmindgeno, proteina aislada completamente y de peso molecular
alrededor de 90 kDa, se observa una banda discreta entre 100 y 75 kDa. En lo
referente a la apoB100, a pesar de que tras la transferencia a la membrana de
nitrocelulosa y la realizacion del Western Blot, apreciamos sefal especifica con
el anticuerpo policlonal generado contra toda la apoB100, la tincién del gel con
Coomassie Brilliant Blue G-250 no muestra ningun rastro de la apoB100, esto es,
ni en el carril donde hay Lp(a), ni tampoco en el carril donde se cargé la apoB100.
Considerando que la detectabilidad del Coomassie Blue G-250 es de alrededor

167 y que a priori la carga de apoB100 es de 1 ug, la tincién por

30 ng de proteina
falta de sensibilidad no deberia de ser un problema. No obstante, son varios
trabajos los que describen las diferentes dificultades que presentan este tipo de
apolipoproteinas cuando intentan analizarse por medio de técnicas
electroforéticas. Por lo general, la mayoria de estudios documentados coinciden
en que la baja solubilidad de la apoB una vez delipidada, asi como la facilidad de
esta proteina para sobrecargar el carril, necesitando de esta forma una
concentracién de acrilamida muy baja para facilitar la penetracién total en el gel,
siendo estos los principales factores que limitan su separacion y visualizacién por
métodos de electroforesis'®® 1%8-16% Es en el trabajo realizado por Curtiss et al. 1°
en el cual se caracterizan las diferentes isoformas de la apoB presentes en el
suero, mediante la inmunodeteccién por parte de diferentes anticuerpos
monoclonales, donde todas estas dificultades se ponen de manifiesto. Se discute
la falta de solubilidad de este tipo de proteinas, y las limitaciones en la eficiencia
en el paso de transferencia a la membrana de nitrocelulosa, pero que, a pesar de
ese bajo rendimiento de transferencia, la cantidad de proteina fijada en la
membrana es suficiente como para poder ser detectada por los
correspondientes anticuerpos.
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Otro factor a tener en cuenta es el tiempo de tincidn de los geles, que, por lo
general en los trabajos citados anteriormente, son mayores de 1 h mientras que
en nuestro caso, el tiempo de incubacién del gel con Coomassie Brilliant Blue G-
250, es de 3 minutos, tiempo suficiente como para poder observar bandas
tefiidas. A pesar de lo anteriormente expuesto, y tal y como describe Curtiss et
al. en su trabajo, la cantidad de apoB100 transferida, a priori también fue
suficiente como para ser detectada por el anticuerpo policlonal. En la Figura 3.44
se muestran los resultados del Western blot.

ApoB-100

[0

Apo(a) Isoforma 1- s

Apo(a) Isoforma 2 -

mAb 34.16.4 mAb 22.2.1 pAb306
k4.1 k4.1 apoB100

Figura 3.44. Resultado del Western Blot para la caracterizacion de la especificidad de los
anticuerpos monoclonales anti apo(a). La transferencia se realizé durante 2 h a 4 °C a 350 mA.
Carriles 1, 4 y 7: Lipoproteina (a). Carriles 2, 5y 8: apoB100. Carriles 3, 6 y 9: plasmindgeno. En los
carriles 1-3 se evalud el mAb 34.16.4 (anti k4.1) mientras que en los carriles 4-6 el mAb 22.2.1 (anti
k4.2). El anticuerpo policlonal pAb306 anti apoB100 se evalud en los carriles 7-9. La concentracion
de trabajo de todos los anticuerpos fue de 4 ug mLL. La carga de proteina evaluada en todos los
casos fue de 1 pg.

Taly como puede observarse, cuando se utilizaban los anticuerpos monoclonales
anti apo(a) (carril 1 para el anticuerpo anti k4.1, y carril 4 para el anticuerpo anti
k4.2) pudieron visualizarse las bandas caracteristicas de la Lp(a). Este resultado
es muy positivo ya que pone en por primera vez en evidencia, de forma muy
clara, que los anticuerpos generados contra pequefias secuencias peptidicas de
los kringles k4.1 y k4.2 son capaces de reconocer la apo(a). Ademas, este
resultado también pone de manifiesto que el estandar de Lp(a) que estamos
utilizando, esta formado por un pool de pacientes con al menos dos isoformas
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diferentes de apo(a). La informacidn referente al nimero de individuos a partir
de los cuales se preparé esta Lp(a) comercial no fue proporcionada por la casa
comercial.

En lo que respecta a la especificidad de los anticuerpos, puede observarse como
en ningun caso los anticuerpos monoclonales presentan reconocimiento alguno
de la apoB100 ni por el plasmindgeno (carriles 2 y 3 para el anticuerpo anti k4.1
y 5y 6 para el anticuerpo anti k4.2). Este resultado también nos permite pues
garantizar que la separacion de ambas proteinas (apo(a) y apoB100) ha tenido
lugar de forma exitosa. Del mismo modo, se puede observar como el anticuerpo
anti-apoB100 generado también reconoce de forma especifica a esta proteina
de la Lp(a). Asi, como puede observarse, el anticuerpo policlonal anti-apoB100
(carriles 7, 8 y 9), muestra las mismas bandas tanto para el estandar de apoB100,
como para la Lp(a), mientras que en los carriles donde se ha sembrado la apo(a)
o el plasmindgeno no se observa seial alguna. Este hecho vuelve a confirmar que
la separacidn apo(a)-apoB100 se ha realizado satisfactoriamente.

Podemos confirmar, a la vista de los resultados, que los anticuerpos
monoclonales generados contra los kringles k4.1 y k4.2 son capaces de reconocer
de forma especifica la fraccion de apo(a) de la Lp(a) una vez desnaturalizada,
condiciones en las que probablemente la apo(a) se encuentre completamente
desplegada. Ademas lo hacen de forma especifica sin mostrar ningun tipo de
reconocimiento del plasmindgeno a pesar de guardar una homologia que en
algunos casos va de un 70 a un 100 % entre kringles'’. Estos resultados
reafirman los que se obtuvieron en el paso de caracterizacién de los anticuerpos
monoclonales (Figura 3.29, pag. 87) que, tras el paso de purificacion, mostraron
un mayor reconocimiento de la apo(a) frente al plasmindgeno. Respecto al
anticuerpo policlonal anti apoB100, en el carril 7, perteneciente a la Lp(a) se
aprecia un conjunto de bandas mas intensas que el ruido de fondo. Esto puede
deberse a que el estandar de Lp(a) utilizado no esta completamente aislado de
otras proteinas del suero, de tal forma que, a falta de confirmacidn, el anticuerpo
policlonal anti apoB100 podria tener una reactividad cruzada con otras isoformas
de la apoB presentes en el suero, como lo son la apoB74 (M, 407.000 + 5790),
apoB48 (M, 264.000 + 8150) o incluso aunque menos probable, con la apoB26
(M, 144.550 + 8970)'°. Teniendo en cuenta esta consideracion, el anticuerpo
anti apoB100 también seria capaz de reconocer otras lipoproteinas presentes en
el suero, como la LDL o la VLDL, por ejemplo. Con esto podemos asegurar que el
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anticuerpo policlonal no reconoce ni la apo(a), ni tampoco el plasmindgeno,
mostrando alta especificidad por la apoB100.

Dado que anteriormente no se habia realizado ningun gel de carga, y debido a
que los pesos moleculares de estas proteinas son mucho mayores que los
presentes en el marcador de pesos moleculares, se procedié a optimizar el
tiempo de migracién y a estudiar los dos perfiles resultantes. Hay que considerar
que tanto la apo(a) como la apoB100 requieren de mayor tiempo de migracion,
ya que, por su tamafio y comportamiento, no son capaces de penetrar en el gel
en el tiempo que, por defecto, realizamos la electroforesis (75 minutos).

B. Optimiacion del tiempo de migracién

Se procedié a evaluar el perfil de migraciéon de las proteinas empleando mas
tiempo de migracidn que el utilizado hasta el momento. Se decidié de esta forma
detener el proceso de electroforesis una vez la banda de 50 kDa del marcador de
pesos moleculares saliera del gel. Con esto, eliminariamos la posible presencia
de IgGs y también albuminas, principalmente y comprobariamos si a mayor
tiempo de migracién, tanto la apoB100 como la apo(a) eran capaces de penetrar
en el gel. Siguiendo este procedimiento se evaluaron la Lp(a) y la apoB100 y
posteriormente se realizd el correspondiente Western blot con el anticuerpo
pAb306 anti apoB100. Si observamos el resultado del gel SDS-PAGE tras la tincidn
y un tiempo de migracion de 5h (Figura 3.45 a), para la Lp(a), carril 2, pueden
apreciarse bandas de elevado peso molecular (> 100 kDa) que no se observaban
anteriormente, cuando la migracidn de las proteinas se llevaba a cabo durante 1
hora. Del mismo modo ocurre para la apoB100, carril 3, donde se observa una
banda, con lo que podemos presuponer que la apoB100 ha conseguido penetrar
en el gel con mayor eficiencia. En cuanto a los resultados referentes al Western
blot (Figura 3.45 b),el anticuerpo policlonal anti-apoB100 (carril 1y 2) mostré dos
bandas mas intensas, una para cada proteina y cada una a un peso molecular
diferente. La banda observada en el carril 1, correspondiente a la Lp(a), coincide
aproximadamente con el peso molecular de una de las diferentes especies de
apoB descritas por John P. Kane et al.»®°, concretamente la apoB 26, 144 kDa.
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(a)

~ 550 kD
250 -
150 - ~ 150 kD
100 -
75 - -

Figura 3.45. (a) Resultado de la electroforesis en gel de gradiente 4-15% SDS-PAGE en condiciones
reductivas llevado a cabo durante 5 h a un voltage constante de 100 V. Carril 1, marcadores de
peso molecular. Carril 2, Lp(a). Carril 3, apoB100, ambas proteinas se cargaron a 1 pg. (b) Western
blot después de 4-15% SDS-PAGE, para la Lp(a) y apoB100 mediante el uso del anticuerpo policlonal
306 anti apoB100 a 4 ug mL™. En el carril 1 se encuentra la Lp(a), mientras que en el carril 2, la
apoB100. En ambos casos las proteinas fueron previamente reducidas.

El hecho de encontrar una banda de apoB de peso molecular mas bajo podria
atribuirse a diferentes fendmenos atendiendo a los diferentes trabajos
publicados. Segin Kane et al*®, cualquier fendmeno de protedlisis podria
degradar la apoB en sus diferentes subespecies. Hay que considerar que la Lp(a)
utilizada en esta tesis no se encuentra completamente aislada, por lo que seria
posible que en el medio hubieran enzimas capades de degradar la apoB100.
Adicionalmente a este fendmeno, Kane et al. pone de manifiesto que el efecto
del calor junto con la presencia de agentes reductores como el SDS, puede
producir la presencia de bandas de peso molecular mas bajo. Por otro lado,
estudios realizados por Chulkova et al.}’2, sugieren que la apo(a) ejerce un efecto
proteolitico sobre la apoB100, provocando la degradacion de esta
apolipoproteina y consecuentemente la observacién de bandas de peso
molecular menores a la que corresponde a la apoB100.

Seguidamente se evaluaron los dos perfiles de migracidn mediante electroforesis
en gel de gradiente SDS-PAGE 4-15% y el subsecuente Western blot. Para esto se
utilizaron el anticuerpo policlonal pAb306 anti-apoB100 y el anticuerpo
policlonal anti-apo(a) pAbAD3 comercial anti-apo(a). Junto a estos anticuerpos
se evaluaron los anticuerpos monoclonales 34.3.2 anti-k4.1 y 18.5.2 anti-k4.2.
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No olvidemos que el propdsito de este experimento era la caracterizacidn del
reconocimiento de los anticuerpos monoclonales producidos contra la apo(a),
una vez esta se encuentra desplegada y separada de la apoB100.

En la Figura 3.46 pueden observarse los resultados obtenidos para cada tiempo
de migracién. En el caso en el que el tiempo de migracién de las proteinas es mas
corto (Figura 3.46 a), todos los anticuerpos generados contra la apo(a) o
diferentes péptidos de esta apolipoproteina, presentaban la misma banda a
aproximadamente 50 kDa. El anticuerpo monoclonal sensible al nimero de
repeticiones del kringle k4.2 (Figura 3.46 a, carril 2, Western blot) presenta una
banda mas intensa que el resto de los casos. Este resultado es el mismo que el
observado anteriormente, pero ahora con el control del anticuerpo comercial
AD3. Con esto, podemos decir que las bandas observadas pertenecen a la apo(a),
aunque poseen un peso molecular inusualmente bajo. La interpretacién de estos
resultados la podemos englobar en conjuto con el resultado del Western blot a
un mayor tiempo de migracién de las proteinas en el paso de electroforesis
(Figura 3.46 b).

(a)

Iz 4 s
250 - | ] F =
150 - c i ~ 150 kDa
100 - ’
75 - ~ 75 kDa
8 — ~ 50 kDa
37 -
25 - ~ 25 kDa
20-§
15 -
SDS-PAGE WESTERN BLOT

110



3 Lipoproteina (a)

(b) 1 2 R 4 s
~ 550 kDa
250 -
150 - s | ~ 150 kDa
Ll d B e < 150 kDa
100- - S
5- d‘ [SR—
SDS-PAGE WESTERN BLOT

Figura 3.46. (a) Resultado del Western blot tras electroforesis 4-15 % SDS-PAGE a un tiempo de
migracién de 75 minutos. SDS-PAGE: Carril 1, marcadores de peso molecular. Carril 2, Lp(a)-
WESTERN BLOT: Carril 1, 2, 3y 4, Lp(a) con los anticuerpos, 34.3.2 anti-k4.1, 18.5.2 anti-k4.2, pAb-
AD3 anti-apo(a) y pAb306 anti apoB100, respectivamente. Carril 5, apoB100 con el anticuerpo
pAb306 anti-apoB100. (b) Resultado del Western blot tras electrofores en gel de gradiente 4-15 %
SDS-PAGE a un tiempo de migracidn de 5 horas. SDS-PAGE: Carril 1, marcadores de peso molecular.
Carril 2, Lp(a). Carril 3, apoB100. WESTERN BLOT: Carriles 1, 2, 3 y 4 Lp(a) con los anticuerpos34.3.2
anti-k4.1, 18.5.2 anti-k4.2, pAb-AD3 anti-apo(a) y pAb306 anti apoB100, respectivamente. Carril 5,
apoB100 con el anticuerpo pAb306 anti-apoB100. En todos los casos la carga de proteina fue de 1
ug, y la concentracion de los anticuerpos evaluados de 4 ug mL. Los carriles 4 y 5 en (a) y (b)
pertenecen a experimentos realizados anteriormente.

En este caso el perfil de migracién es diferente, observando para todos aquellos
anticuerpos capaces de detectar la apo(a), una banda de mayor o menor
intensidad situada por debajo de los 150 kDa (Figura 3.46 b, Western blot,
carriles 1, 2 y 3), justo después de la apoB100 procedente de la Lp(a) (Figura 3.46
b, Western blot, carril 4). Con esto, podemos decir que la principal isoforma de
la apo(a) detectable en este caso, posee una movilidad semejante o mds rapida
que la apoB100 presente en la muestra. Del mismo modo que en el caso anterior
(Figura 3.46 a), las bandas que revelan los anticuerpos corresponden a un
tamafio molecular inusualmente pequefio para la apo(a).

Con toda esta informaciéon y a la vista de los resultados obtenidos, podemos
confirmar que un aumento en el tiempo de migracion en el paso de la
electroforesis, favorece la penetracién de las apolipoproteinas en el gel. No
obstante, el hecho de que después de observar que a ambos tiempos de
migracion se detectan bandas de la apo(a) con todos los anticuerpos anti apo(a)
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utilizados, nos lleva a pensar que al igual que con la apoB100, la apo(a) ha sufrido
algun tipo de fenémeno de oxidacién y/o protedlisis tras el paso de
desnaturalizacion y reduccidon con DTT. Por este motivo, y tal y como describe
Gaubatz et al.?°, observamos bandas correspondientes a la apo(a) comprendidas
entre 25 y 400 kDa.

Por su parte, los anticuerpos producidos en esta parte de la tesis han demostrado
ser especificos. Si bien los anticuerpos policlonales son capaces de detectar tanto
la apoB100 como la Lp(a) en condiciones normales y reductoras, los anticuerpos
monoclonales tan sélo son capaces de detectar su correspondiente epitopo una
vez la Lp(a) ha sido completamente reducida, y consecuentemente, la apo(a) se
encuentra completamente desplegada. Con esto podemos decir que la
inmunodeteccién de la apo(a) por parte de estos anticuerpos producidos contra
péptidos lineales esta determinada principalmente por dos factores; el
eclipsamiento del epitopo debido a la configuracidon tridimensional de la
proteina, interaccién apoB100-apo(a) y plegamiento de la apo(a) sobre la apoB,
junto con la propia configuracién del epitopo en la conformacién de la proteina.

A la vista de estos resultados, podemos asegurar que los anticuerpos
monoclonales podrian constituir una herramienta util de diagndstico para la
estratificacion del riesgo cardiovascular asociado, tanto a la concentracién de
Lp(a) como al numero de repeticiones del kringle k4.2. Aunque por falta de
tiempo no hemos podido alcanzar el objetivo inicialmente planteado, los
inmunorreactivos producidos y el conocimiento generado en esta tesis doctoral
pueden ser la base para desarrollar una herramienta de diagndstico muy potente
que permitiria detectar el riesgo de padecer ECVs.
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4.1 Introduccion

La troponina | (Tnl) es una proteina muscular que forma parte de un complejo
trimerico junto con dos subunidades mas, la troponina C (TnC) y la troponina T
(TnT), llamado complejo ITC, que se encuentra localizado en el filamento fino del
complejo actina-tropomiosina de las células contractiles, y cuyo rol principal es
la regulacion de la contraccidn, tanto del musculo cardiaco como del esquelético
mediante la captacién de iones Ca?* Y73(Figura 4.1).

Bundle of muscle fibers

Actin-Myosin Complex

Figura 4.1. Esquema representativo de la composicion del musculo y la localizacion del complejo
trimérico de troponina en las fibras de tropomiosina. Figura adaptada de
http://www.sigmaaldrich.com/lifescience/metabolomics/enzymeexplorer/learningcenter/structur
al-proteins/troponin.html

Tan sdlo la troponina T y la troponina | tienen cierto interés clinico, ya que a
diferencia de la troponina C, poseen isoformas cardioespecificas. Mientras que
para la troponina T se han descrito varias isoformas cardiacas (cTnT), la troponina
| presenta una Unica isoforma especifica del musculo cardiaco (cTnl) expresada
en el miocardio. Por su parte, todas las subunidades del complejo ITC presentan
dos o mas isoformas relacionadas con el tejido muscular esquelético.

Ante episodios de necrosis cardiaca, se ha demostrado que inicialmente es la
cTnT la que es liberada al torrente sanguineo, y con posterioridad, la cTnl y el
complejo ternario ITC. Los complejos ternarios tienen un tiempo de vida media
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corta, ya que rdpidamente se disocian en cTnT y en el complejo binario cTnl-TnC
174 En el caso de la cTnl, la forma mayormente liberada es el complejo binario
cTnl-TnC, aunque también es posible encontrarla libre como cTnl. La proporcion
de cTnl y del complejo binario cTnl-TnC presente en sangre tras el infarto y
necrosis del miocardio varia con el tiempo, siendo mayor la liberaciéon del
complejo en las fases mas tardias del proceso. Una vez liberada la cTnl y sus
formas complejadas, éstas pueden sufrir procesos de fosforilacién,
defosforilacion o degradacion proteolitical”. Estd documentado que la zona mas
estable de la cTnl frente a las posibles modificaciones que pueda sufrir es la que
esta comprendida entre los aminodcidos 30-110%%. Por este motivo, el
Committee on Standarization of Markers of Cardiac Damage de la International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC) recomienda que los anticuerpos utilizados
para el desarrollo de técnicas inmunoquimicas destinadas a la deteccién de esta
proteina reconozcan principalmente su regidn central, resultando de este modo
poco o nada afectados por la formacion de complejos u otro tipo de

modificaciones in vivol” 177

La troponina | cardiaca es una proteina formada por 210 aa y con un elevado
punto isoléctrico de alrededor 9.9, lo que implica que, a pH fisioldgico, la mayor
parte de sus residuos se enuentran cargados positivamente. Es importante
atender a diferentes aspectos particulares que conciernen la estructura de esta
proteina (Figura 4.2), asi como los cambios significativos que puede llegar a
sufrir, si nuestro objetivo principal es su deteccion mediante el uso de
anticuerpos. De este modo podemos destacar,

1. La region N-terminal de la cTnl, comprendida entre los aa 1-30, es
considerada como regién cardioespecifica ya que no esta presente en su
isoforma esquelética (sTnl). Del mismo modo, la regién N-y C-terminal
son las més antigénicas de la cTnl 178

2. La presencia en su estructura de aminodcidos sensibles a la fosforilacién
como las Serasa y las Serssss por parte de la Proteina Quinasa A (PKA)
173, 179-180

3. Formacion del complejo IC/ITC. Ciertas regiones del la cTnl estan
directamente relacionadas con la formacion tanto del complejo binario
IC, como del ternario ITC. De este modo, las regiones comprendidas
entre los residuos 34-71 de la zona N-terminal, asi como la region del
dominio C-terminal 147-163, se encuentran implicadas en la interaccion
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con la TnC. Mientras que la regién aa80-136 de la cTnl es responsable de
la unién con la cTnT73 181,

La regién comprendida por los residuos 128-147 corresponden al
péptido inhibidor, y la regién C-terminal comprendida entre los aal64-
210, responsables de la unién entre la cTnl y el complejo actina-
tropomiosina!®!

La cTnl puede verse implicada en fendmenos de oxidacidn-reduccién en
sus residuos Cysso/e7, pudiéndose llegar a formar un puente disulfuro y
por lo tanto un cambio conformacional significativo.

La interaccion con otras moléculas con carga negativa como es el caso

, puede
llegar a interferir en su inmunodeteccidn®

Adicionalmente a todos los factores expuestos anteriormente, también
se describe el efecto sobre la deteccidn de la cTnl que tienen la presencia
de autoanticuerpos, asi como posibles restos de fibrina resultantes de
una coagulacién incompleta, pudiendo dar lugar a la obtencién de falsos

positivos!83184,

Fosforilacion Oxidativa Oxidacién -SH . Residuos cargados positivamente
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Region N-terminal Cardioespecifica Regidn C-terminal. Interaccion Actina-Tropomiosina

Interaccién cTnl:TnC Péptido Inhibidor. Interaccion cTnl:TnC y Actina-Tropomiosina

Figura 4.2. Secuencia de aminoacidos que componen la cTnl. Se remarcan entre ellos aquellos que
poseen una carga positiva a pH fisioldgico, asi como las diferentes regiones de la proteina
involucradas en interacciones con otros componentes del complejo ITC.

Teniendo en cuenta todo lo mencionado anteriormente, requiere de un gran

esfuerzo y supone un gran reto el poder desarrollar técnicas de deteccidon

inmunoquimicas para la cTnl.
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Tradicionalmente, el diagndstico de infarto de miocardio se ha establecido de
acuerdo con los criterios establecidos por la OMS en los que se requerian 2 de
los 3 sigueintes requisistos: sintomas indicativos de isquemia, elevacién de la
concentracién  del biomarcador CK-MB y determinados cambios
electrocardiograficos. No obstante, aproximadamente la mitad de los pacientes
qgue padecen un SCA y no presentan criterios de infarto, tienen concentraciones
de troponina que indican necrosis miocéardica'®. Este hecho es uno de los que
han llevado a modificar los criterios de diagndstico de infarto de miocardio
adoptados por la European Society of Cardiology (ESC) y el American College of
Cardiology (ACC), que recomiendan remplazar la CK por las troponinas,
biomarcadores de referencia, como método de eleccién para el diagndstico de
lesion miocérdica'®®.

Es por este motivo que la sensibilidad de los ensayos para la cTnl se ha ido
mejorando a lo largo de los afios transformdndose en ensayos de alta
sensibilidad (hs-cTnl), capaces de distinguir entre un leve infarto de miocardio y
el ruido de fondo analitico a valores muy bajos de troponina, y que ya han sido
incluidos como ensayos de rutina, mejorando asi la precisiéon del diagndstico
clinico. Esta nueva generacion de ensayos ha permitido establecer siguiendo las
directrices de la ESC, asi como del ACC, las condiciones en que deben obtenerse
los limites de referencia para la troponina con el fin de dictaminar la existencia
de un infarto de miocardio. De este modo, cualquier valor de cTnl superior al
percentil 99 de una poblacidn de referencia (0.06 ng mL?), definiria un infarto
agudo de miocardio (IAM), siempre que este valor se haya obtenido con una
imprecisién analitica igual o inferior al 10% 8188, Asi pues, se estima que los
ensayos enfocados en la deteccion de cTnl estan destinados a mejorar la
deteccion en etapas tempranas del IAM, asi como la estratificacion del riesgo
cardiovascular de forma precoz.

4.1.1 Estado del Arte. Precedentes y Objetivos

4.1.1.1 Inmunoensayos en la literatura

El principal reto a la hora de abordar la inmunodeteccidon de la troponina |
cardiaca reside en la produccion de los anticuerpos y por tanto los epitopos de
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la proteina que estos acabardn reconociendo. Se recomienda que al menos uno
de los anticuerpos utilizados en el inmunoensayo esté generado contra una
region estable de la cTnl. Del mismo modo, el inmunoensayo desarrollado
deberia de ser capaz de detectar tanto la cTnl libre, como la asociada, ya sea en
su forma de complejo IC, como en su forma de complejo ternario, ITC'¥. En este
sentido se han desarrollado diferentes métodos enfocados a la deteccion vy
cuantificacién de la troponina, como por ejemplo inmunoensayos basados en

sustratos quimioluminiscentes®®, fluoroinmunoensayos!’> 177, 183-184,191

y ensayos
colorimétricos en microplaca tipo ELISA®*%*, Todos estos inmunoensayos se
resumen en la Tabla 4.1, donde también se describen los diferentes epitopos
contra los que estan producidos los anticuerpos utilizados en cada caso, asi como

la detectabilidad alcanzada y el tiempo total de ensayo.

Gran parte de los inmunoensayos aqui resumidos hacen uso de anticuerpos
generados contra la region central de la cTnl, siendo tan solo los inmunoensayos

1.*1y Eriksson et al.*® los que hacen uso de anticuerpos

descritos por Hyytia et a
capaces de reconocer las regiones N- y C-terminal de la proteina, que a pesar de
ser sensibles a la accidn de las proteasas una vez la troponina es liberada al
torrente sanguineo, es cierto que son las regiones mas inmunogénicas de esta
proteina, ademas de cardioespecificas como es el caso de la regién N-terminal.
Hay que remarcar el hecho de que en el trabajo de Eriksson y colaboradores, se
discute la existencia de un potencial interferente que bloquea los epitopos
centrales de la cTnl, sugiriendo que son los propios autoanticuerpos, o incluso
regiones eclipsadas por la formacidon del complejo ternario, los principales
causantes de esta interferencia. Proponiendo de esta forma la combinacion de
anticuerpos producidos contra regiones terminales con anticuerpos producidos
contra regiones mas estables para el desarrollo de técnicas inmunoquimicas de
diagnéstico.

De entre todos los inmunoensayos colorimétricos descritos, el desarrollado por
Le Moal et al.*®* es el Unico capaz de alcanzar una detectabilidad muy baja
trabajando en plasma y mediante el uso de dos anticuerpos monoclonales
capaces de reconocer dos regiones diferentes de la proteina, combinados como
anticuerpos de deteccién. Por su parte, el fluoroinmunoensayo desarrollado por
Hyytia et al.1® también es capaz de detectar cTnl a niveles muy bajos trabajando
también en plasma y haciendo uso de una combinacion de anticuerpos contra la
region C-terminal y contra la region central de la cTnl. A pesar de la
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detectabilidad alcanzada en todos los inmunoensayos descritos, todos requieren
de un tiempo excesivo para obtener una respuesta cuantificable (en algunos
casos mayor a 3h), considerando el estado de emergencia en el que se atiende a

los pacientes en el departamento de emergencias®®.

Tabla 4.1. Caracteristicas de los diferentes inmunoensayos descritos en la literatura para la
deteccién de cTnl.

Método Captura Deteccién (:;)II.) 1 :::I:; Ref.
Ensayo Quimioluminiscente
(41-49) (41-49) 0.027 15 150
Fluoroinmunoensayo
Regién Central (41-49)° 0.1 63 175
(34-37)° (56-61)° - 63 Lz
(35-55)/(20-35) (80-95)/(185-200) 0.02 125 183
(41-49)/(100-x) (100-x) - - £
(190-196) (41-49)° 4.1-10% 75 191
ELISA
cTnle cTnld 1.9 195 192
cTnl® (81-7)/(21-14) 0.1 115 L3
(91-94) (31-34)/(15-26) 7-103 135 194

aEpitopos correspondientes a los anticuerpos utilizados para la deteccion total de cTnl libre. En este
trabajo se presenta otro ensayo para la deteccion de cTnl en presencia de EDTA. bSe utilizan dos
anticuerpos generados contra zonas diferentes. Uno contra la region estable de la cTnl (30-110) y
otros contra las regiones N- y C-terminales. ¢ Nanoparticulas de poliestireno Fluoro-Max™ que
contienen Eu3.* @ Anticuerpos monoclonales producidos contra toda la cTnl. Screening no detallado.
eAnticuerpo policlonal de cabra producido contra toda la cTnl

De esta forma es como el desarrollo de inmunosensores para la deteccién de
cTnl se ha visto incrementado desde el 2002, aumentando de forma considerable
a partir del 2008.

4.1.1.2 Inmunosensores electroquimicos en la literatura

Si realizamos una busqueda en el Web of Science mediante la introduccion de
dos palabras clave “Troponin” e “immunosensor”, acotando la busqueda desde
el afio 1990 hasta la fecha actual, nos encotramos que el numero de
inmunosensores desarrollados para la deteccion de cTnl aumenta a partir del
afio 2006, alcanzando cada vez un mayor numero de trabajos publicados,
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pasando de un Unico trabajo publicado al inicio de la década de los 2000, a los
casi 30 del pasado afo 2016 (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Evolucion del nimero de trabajos cientificos publicados relacionados con el desarrollo
de inmunosensores para la deteccidn de cTnl. A su vez se muestra la evolucion a lo largo de las 3
ultimas décadas, del nimero de trabajos publicados en relacion a la cTnl y utilizando diferentes
tipos de transduccion como la electroquimica, dptica (principalmente SPR) y piezoeléctrica. Datos
obtenidos de Web Of Science.

Si después refinamos la busqueda con la finalidad de diferenciar cada publicacidn
dependiendo del método de transduccién utilizado, podemos observar como es
a partir del 2008, como el incremento del nimero de publicaciones relacionadas
con la inmunodeteccion de la cTnl coincide firmemente con el aumento en el
numero de trabajos publicados basados en transduccion electroquimica.
Posibles razones que den explicacion a esta diferenciacion pueden ser, su
capacidad de miniaturizacion, rapida respuesta y sensibilidad, bajo coste y facil
manejo. Debido a todo este tipo de prestaciones, los biosensores
electroquimicos han sido ampliamente explotados desde entonces,
transformandose de esta forma en una herramienta analitica efectiva y practica
para el diagndstico de diferente tipo de enfermedades, entre ellas las
cardiovasculares, y en particular para la deteccién de la cTnI*¢%7, Los principales
biosensores electroquimicos utilizados en la deteccion de biomarcadores
cardiacos son sensores que integran un elemento de reconocimiento
inmobilizado sobre un tipo determinado de material. Fruto de este fendmeno de
reconocimiento se genera normalmente una sefal electroquimica medible.
Dependiendo del método de transduccidon escogido, podemos encontrar
biosensores amperométricos, potenciométricos e impedimétricos. Tanto los
biosensores amperométricos como potenciométricos requieren de un mediador
para generar una respuesta y por lo tanto son técnicas que necesitan de un

120



4 Troponina | Cardiaca

marcaje. El caso mas comun para los sensores amperométricos, es la utilizacién
de una enzima, que mediante el sustrato adecuado, es capaz de generar una
corriente que puede ser registrada. Para el caso de los biosensores
potenciométricos, el uso por ejemplo, de nanoparticulas metalicas como
marcaje, puede generar bajo unas determinadas condiciones, un potencial
medible. Por otro lado, los biosensores impedimétricos, estdn basados en la
transferencia de carga generada en la superficie del electrodo y no requieren de
ningun elemento de marcaje. Este tipo de biosensores Unicamente dependen de
los diferentes elementos inmobilizados y de los diferentes fendmenos de
biorreconocimiento que ocurren en la superficie del sensor.

Las principales limitaciones que se describen en la literatura relacionadas con el
desarrollo de inmunosensores electroquimicos, son bdsicamente dos, la
compatibilidad del material utilizado con la matriz a evaluar con el fin evitar
adsorciones inespecificas, y la presencia de falsos positivos fruto de la presencia
de interferentes en la matriz. Por ejemplo, O’Regan et al.*%® desarrolla un sensor
amperomeétrico en formato sandwich, basado en la inmovilizacién por adsorcion
pasiva de los anticuerpos de captura sobre la superficie de un electrodo
serigrafiado de carbono, alcanzando una detectabilidad para la deteccion de cTnl
de 1-2 ng mL™. No obstante, observan una sobrestimacion en los valores de cTnl
cuando analizan muestras que contienen anticoagulante. Del mismo modo, la
capacidad de reutilizacién del electrodo es un estudio pendiente de realizar,
siendo en este caso mas fragil debido a que la inmovilizacidon del anticuerpo
sobre el electrodo se realiza de forma pasiva. Por contra, Horak et al.*,
basandose en el mismo principio de transduccién, desarrolla un inmunosensor
formato sandwich, haciendo uso de un material polimérico comercial
denominado Vacrel®8100 para la fabricacién del chip, derivatizado con
polietilenimina ramificada (PEIR) y lineal (PEIL) para la inmobilizacién covalente
de los anticuerpos de captura. Observando que el polimero lineal es susceptible
al numero de lavados, mientras que el PEIR alcanza valores de detectabilidad de
25 pg mL? con un CV de 10%, obteniendo una respuesta cuantificable en 4

ida para la inmobilizacién de los anticuerpos de
/200

minutos. Otra estrategia va
captura es la que desarrolla Ko et al.”®®, en la que tras recubrir el electrodo de
oro con polidimetilsiloxano (PDMS), éste es bofuncionalizado mediante proteina
G para la inmobilizacién de forma orientada de los anticuerpos de captura. La
deteccion amperométrica se lleva a cabo mediante anticuerpos de deteccidn

marcados con fosfatasa alcalina. A pesar de la detectabiliad alcanzada en las
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trabajos publicados, el tiempo requerido para realizar el ensayo es también
demasiado largo, considerando el contexto clinico.

Siguiendo estrategias de inmobilizacidn semejantes a las descritas, mediante la
derivatizacion de un electrodo con un polimero y la consecuente inmobilzacidon
covalente del anticuerpo de captura, se encuentran en la literatura diferentes
inmunosensores basados en transduccién potenciomética. Este es el caso de
Purvis et al.?®! y Zhuo et al.3!, donde ambos hacen uso de electrodos de oro
derivatizados con polipirrol y PDMS, respectivamente. Inmobilizando
covalentemente los anticuerpos de captura sobre estos polimeros, y alcanzando
limites de deteccidn, tras 280 minutos, de 0.004 ng mL? en tampén, para el
segundo caso, mediante el uso de anticuerpos de deteccién marcados con
guantum dots (QD). En este caso, el tiempo también es un factor limitante.

Son los inmunosensores impedimétricos los que presentan mejores
detectabilidades alcanzadas en cortos intervalos de tiempo. Las estrategias de
inmovilizacién de los anticuerpos son semejantes, no obstante, este tipo de
inmunosensores no esta basado en formato sandwich, reduciendo el nimero de
etapas y de esta forma el tiempo de ensayo. Por ejemplo, Lee et al.?? es capaz
de alcanzar una detectabilidad para la cTnl de 250 fg mL™ en 5 minutos, haciendo
uso de electrodos de oro funcionalizados con una nanored de polianilina sobre
la cual se han enlazado de forma covalente los anticuerpos de captura, y
midiendo la capacitancia del sistema presente entre las diferentes nanoredes.
Siguiendo una estategia semejante, Tuteja et al.2°® hace uso del grafeno y sus
propiedades como su elevada conductividad eléctrica, biocompatibilidad y
buenas propiedades electroquimicas, como sustrato sobre el que inmovilizar los
anticuerpos de captura tras derivatizar los electrodos de grafeno con la 2-
aminobencilamina. De esta forma es capaz de alcanzar limites de deteccion de
0.002 ng mL! en 10 minutos.

En general, el desarrollo de biosensores electroquimicos para la deteccidn de
biomarcadores cardiacos esta en continuo crecimiento, constituyéndose como
un drea de interés en el campo del analisis clinico. Sin embargo, aun hay algunas
barreras que superar, como son la reutilizacién de los chips y su integracion en
dispositivos lab-on-a-chip, asi como la reduccién en el coste de los materiales
utilizados para su desarrollo y su biocompatibilidad con determinados fluidos
como plasma, sangre o suero. Del mismo modo, en determinados casos, factores
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como el tiempo de ensayo, precisiéon y facilidad en el manejo de estas
herramientas, son caracteristicas aun por optimizar antes de pasar al ambito
clinico.
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Tabla 4.2. Principales caracteristicas de los inmunosensores electroquimicos descritos en la literatura para la deteccién de cTnl.

Formato de Ensayo Método de Transduccion LOD (ugL?) tensayo (Min) Ref.

S: SPCEs/Abcaptura/.Abdeteccion-AP Amperométrica 1-2 180 =2

S: SPGEs/PPy/Abcaptura/ Abdeteccisn-HRP Potenciométrico - 20 201

S: MCPEs/Abcaptura/Abdeteccisn-AUNPS/Ag Potenciometria (VRA) 0.2 120 208
S: GE/PDMS/proteina G/Abcaptura/Abdeteccion-AP cv 0.148 200 200
S: PDMS/Aucomposite/ Abcaptura/Abdeteccisn-QD Potenciométrico (SWV) 0.004 280 =
C: SPGEs/Abcaptura Impedimétrico 0.2 - 205

C: GE/PANIN/pAbcaptura Impedimétrico 0.25-1073 5 202
S:PEIR/Abcaptura/Abdet-B/GOX-A Amperométrico 0.025 4 199

C: Grafeno/2-ABA/pAbcaptura CV/Impedimétrico 0.01 10 208

S: SPGEs/GQDs/PAMAM/pAbcaptura Cv/DPV 0.002 10 206

C: GCE/AuNPs/NAC-CdAgTe Qdot/pAbcaptura Impedimétrico 0.0017 30 2o

S: Sandwich; C: Captura; SPCEs: Electrodos Serigrafiados de Carbono; AP: Fosfatasa Alcalina; SPGE: Electrodos Serigrafiados de Oro; PPy: Polipirrol; HRP:
Peroxidasa de Rabano Picante; MCPEs: Electrodos de Pasta de Carbén Modificados; AuNP: Nanoparticulas de Oro; VRA: Voltamperometria de Redisolucion
Anddica; GE: Electrodo de Oro; PDMS: Polidimetilsiloxano; CV: Voltamperometria Ciclica; QD: Quantum Dot; SWV: Voltamperometria de Onda Cuadrada;
PANIN: Nanored de Polianilina; PEIR: Polietilenimina Ramificado; B: Biotina; GOx: Glucosa Oxidasa; A: Avidina; 2-ABA: 2-Aminobenzilamina; 2-
aminobencilamina; GQDs: Quantum dots de Oro; PAMAM.: Poliamidoamina; DPV: Voltamperometria de Pulso Diferencial; GCE: Electrodo de Carbono
Vidrioso; NAC: N-acetil-L-cisteina.
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4.1.1.3 Inmunoensayos comerciales

Existen diferentes inmunoensayos comerciales para la deteccidén de cTnl basados
en diferentes plataformas analiticas (Tabla 4.3). Se pueden encontrar
inmunoensayos basados en el uso de mas de un anticuerpo tanto en la fase de
captura, asi como en la de deteccién. Las diferentes herramientas de diagndstico
comercializadas se apoyan en gran variedad de tecnologias, formatos y
combinaciones, haciendo uso tanto de anticuerpos monoclonales como de
policlonales. Desafortunadamente, la estandarizacion de los resultados sigue
siendo un reto por superar, ya que es posible encontrar datos dispares entre
diferentes plataformas analiticas para la deteccidn de la misma muestra®®. En
este sentido, en la literatura existen diferentes estudios enfocados a comparar
el uso de los multiples ensayos comerciales disponibles, poniendo en evidencia
la dificultad, aun existente a la hora de realizar una interpretacion fiable de los
resultados, teniendo en cuenta el historial clinico del paciente y el método

utilizado para la deteccidn y cuantificacién del biomarcador?%-21%,

Considerando la idea que defienden varios autores, de que los métodos de
deteccion de troponina de alta sensibilidad (hs-cTnl) deben de ser capaces de
detectar cTnl en la mayoria de los individuos sanos, se han definido tres grupos
diferentes; aquellos inmunoensayos de alta sensibilidad capaces de detectar cTnl
en un 50-75% de la poblacidn sana, aquellos que lo hacen en un rango del 75-
95% y por ultimo, los que consiguen detectar troponina en mas de un 95% de los
sujetos de referencia. En un estudio realizado posteriormente a esta

1.212, se evalud el porcentaje de valores detectables

consideracion por Apple et a
obtenidos para la troponina, para una misma poblacién de referencia, mediante
el uso de 19 métodos comerciales. Tan solo dos de estos ensayos fueron capaces
de detectar la troponina | en mas del 95% de individuos (Figura 4.4), mientras

que otros dos lo hicieron por encima del 80% de los sujetos de referencia.
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Tabla 4.3. Principales caracteristicas de los inmunoanalisis comerciales para la deteccién de cTnl.

Ensayo Formato/Ensayo LD (ngmL?)  p99? (hng mL?Y)  tensayo(min)
Inmunoanalisis de Alta Sensibilidad (hs-Tnl)
Abbott Architect hs-cTnl MP/CLIA 0.001 0.016 -
Beckman Coulter Access2/UniCel Dx| AccuTnl+3 hs-cTnl MP/CLIA 0.02-0.03 0.02-0.03 13.25
Siemens Dimension Vista hs-cTnl LOCI 0.015 45 12
Singulex Erenna hs-cTnl MP/Microplaca/FIA 0.09-10°3 0.09-0.016 180
Inmunoanalisis actuales
Abbott Architect STAT cTnl MP/CLIA 0.01 0.012-0.040 -
Abbott AXSYM ADV cTnl (22 generacion) FIA <10-20 0.034-0.040 -
Beckman Coulter Access (22 generacidn) cTnl MP/CLIA 0.03-0.05 0.04 13.25
Mitsubishi cTnl PATHFAST CLIA 0.003 0.020 15
Roche Elecsys cTnl / cobas e601 cTnl ECLIA 0.16 0.12-0.60 18
Siemens ADVIA Centaur cTnl Ultra CLIA 0.006 0.012-0.040 15-18
Siemens Dimension Vista cTnl LOCI 0.015 0.021 12
Siemens Dimension EXL System LOCI 0.017 0.056 11
Siemens IMMULITE 2000 XPi cTnl CLIA 0.1 0.2 35
Dispositivos POC
Abbott i-STAT cTnl ELISA 0.02 0.08 60
Alere Triage cTnl Cardio2 FIA 0.01 0.02 20
BioMerieux Vidas cTnl Ultra ELFIA <0.01 <0.01 20
Radiometer AQT90 Flex Troponin | FIA Tiempo-Resuelto 0.009 0.023 11-21
Response Biomedical RAMP® Troponin | FIA 0.03-0.2 <0.01-0.1 <20
Siemens Stratus CS cTnl FIA <0.018-0.03 0.04-0.2 14

@ p99: Valor de cTnl para el percentil 99; MP: Particulas Magnéticas; CLIA: Inmunoensayo Quimioluminiscente; LOCI: Luminiscent Oxygen Channeling
Immunoassay; FIA: Inmunoensayo Fluorescente; ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay; ELFIA: Enzyme-linked Fluorescent Immunoassay
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Figura 4.4. Grafico donde se muestran los valores del percentil 99 para la mayor parte de los
andlisis comercializados (circulos azules), junto con la proporcion de sujetos sanos en los que se
detecto troponina | (recuadros rojos). Figura adaptada con permiso de Apple et al.?12

A la vista de los estudios presentes podemos decir que la mayor parte de los
inmunoensayos establecidos para medir la cTnl carecen de la sensibilidad
analitica recomendable para determinar con exactitud el limite superior de
referencia, esto es, el valor del percentil 99 de referencia, que constituye el valor
de corte que recomiendan las guias existentes para diagnosticar lesion
miocardica®® >* 212, En este aspecto, Melanson et al.?'* ponen en evidencia
mediante tres casos hipotéticos, como dependiendo de en que punto se
establezca el limite de decision para la cTnl, es posible pasar por alto ciertas

cardiopatias de igual importancia, como es el caso de la miocarditis.

Tal y como se ha visto, son muy pocos los ensayos disponibles capaces de
alcanzar la detectabilidad establecida en el percentil 99 con un coeficiente de
variacion inferior al 10%?!, y ademas existe una falta de estandarizacién en
cuanto a los métodos comercializados para la deteccidn de la cTnl. En general,
las diferentes casas que han desarrollado técnicas de diagndstico para la cTnl,
han escogido diferentes epitopos para la produccion de anticuerpos, con lo que
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214 Por estos motivos

el valor de corte es diferente para cada caso
principalmente, la necesidad de desarrollar técnicas de diagndstico para la
estratificacion del riesgo cardiovascular mediante la deteccién fiable y robusta

de la troponina cardiaca |, se hace patente.

4.1.2 Precedentes

Tanto el disefio de haptenos destinados a la produccién de anticuerpos que no
se vieran afectados por fendmenos de oxidacién-reduccién de la cTnl,
degradacion protedlitica, fosforilacion, formacion del complejo cTnl-TnC o
incluso tal y como esta descrito, efecto de otras moléculas sobre la

inmunodeteccion de la cTnl, como es el caso de la heparina®?

, como la posterior
produccién de anticuerpos para la deteccién de este biomarcador, forma parte
de la tesis doctoral de la Dra. Gloria Colom?'®. Por este motivo, en esta tesis no
se ha entrado en detalle en los apartados que hacen referencia a esta materia,
realizando tan solo una breve descripcidn del trabajo realizado por la Dra. Gloria
Colom que servira de trasfondo para una mejor comprensién del trabajo

realizado.

4.1.3 Objetivos

En la presente tesis y en concreto en este capitulo, el objetivo principal ha sido
el desarrollo de una técnica de diagndstico fiable y robusta para la deteccién de
troponina | cardiaca en muestras clinicas, capaz de alcanzar la sensibilidad
exigida por las guias existentes para diagnosticar lesidn miocardica, y que no se
vea afectada por los diferentes fendmenos asociados a la inmunodeteccién de
este biomarcador.

Los objetivos parciales establecidos para alcanzar dicho fin se detallan a
continuacion,

e Desarrollo de un inmunoensayo tipo ELISA para la deteccion de cTnl

e Produccidn de anticuerpos contra secuencias de péptidos especificos
contra la cTnl

e Evaluacion de los anticuerpos producidos contra los péptidos especificos
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e Desarrollo de un immunosensor amperométrico
e Desarrollo de un immunosensor potenciométrico basado en
nanoparticulas metalicas de Cadmio

4.2 Resultados y Discusion

4.2.1 Desarrollo de técnicas inmunoquimicas tipo ELISA para la
deteccion de troponina | cardiaca. Primera aproximacion

Para la deteccion de la cTnl se desarrollé un inmunoensayo ELISA tipo sandwich
mediante el uso de dos anticuerpos policlonales producidos contra toda la
proteina, As220 y As221. Previamente al desarrollo de este inmunoensayo,
ambos anticuerpos se marcaron con biotina (seccién 6.4.4, pag. 195). Esta
modificacion de los anticuerpos se debe principalmente a que ambos han sido
producidos en la misma especie, con lo que el uso de un anticuerpo secundario
puede conducir a resultados errdneos. Seguidamente se procedid a la
optimizacion de inmunorreactivos y al desarrollo de la recta de calibrado para la
deteccion de cTnl. No obstante, se observé un fendmeno de adsorcién
inespecifica de la cTnl sobre el propio poliestireno de la microplaca, tal y como
se describe en la siguiente seccidn. Con el fin de garantizar una captura especifica
de la cTnl por parte de los anticuerpos producidos, se realizé un gran esfuerzo
para establecer bajo que condiciones se minimizaba o bien desaparecia este tipo
de fendmeno.

4.2.2 Elfenédmeno de la adsorcion inespecifica

En el transcurso de la tesis doctoral de la Dra. Colom se observé un fenémeno no
deseado de adsorcidn no especifica de la cTnl sobre el propio poliestireno de la
microplaca de ELISA (placas MaxiSorp™). Este hecho se puso de manifiesto tras
la realizacion de diferentes blancos y controles mediante los cuales fue posible
elucidar que la adsorcidon inespecifica venia dada por la propia cTnl. De este
modo , se evaluaron tres niveles diferentes de cTnl, 1, 0.01 y 0 ug mL?* mediante
el tdndem de anticuerpos especificos As220 como captura y pAb221-B como
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deteccion. Estas concentraciones de cTnl se evaluaron en paralelo mediante el
tdndem formado por un anticuerpo no especifico como anticuerpo de capturay
el mismo pAb221-B como anticuerpo de deteccién (Figura 4.5).

20

B cmi-2 Mg mL?
1.54 = Bl cTnl -1 pg mL?
£ B cni-0.01 pugmL?
2 1] B B2 cTni - 0.01 ug mL™*
- B cmi-o H1g mL?
@ 1
2 [ B3 cTni- 0 g mL
0.5-
0.0

MaxiSorp™

Figura 4.5. Grafica donde se compara la respuesta obtenida a diferentes niveles de cTnl mediante
el uso de anticuerpos especificos Ab220 y pAb221-B, (barras azules) con la respuesta obtenida
mediante el uso de un anticuerpo no especifico como anticuerpo de captura y el pAb221-B como
anticuerpo de deteccion (barras ocre).

La mas probable de las explicaciones a este comportamiento es debido su
elevado punto isoeléctrico, alrededor de 9.9, siendo una proteina polar con una
elevada carga positiva y en la mayor parte de su dominio, hidroéfilica. Dada la
naturaleza hidrofilica de la cTnl no es de extrafiar su alta adsorcién sobre
superficies como las MaxiSorp™, cuya superficie de poliestireno estd tratada de
tal modo que presenta gran afinidad por grupos polares y moléculas hidrofilicas.
Este fendmeno de adsorcién no especifica a los diferentes soportes sobre los
cuales se desarrollan los inmunoensayos de diferentes formatos ya ha sido

descrito en la bilbiografia por diferentes autores!®® 193216,

Para intentar minimizar la adsorcidon inespecifica se plantearon diferentes
disefos experimentales con el fin de encontrar condiciones éptimas de ensayo
en las cuales la realcion sefial/ruido fuera maxima y por tanto la adsorcién
inespecifica de la cTnl, minima (inferior al cero analitico) llegando a cero. Los
experimentos realizados se basan principalmente en el esquema presente en la
Figura 4.6, donde el anticuerpo pAb220, previamente purificado por
precipitacion mediante sulfato de amonio, se utilizd6 como anticuerpo de
captura. Asi mismo se utilizé un anticuerpo no especifico, también purificado por
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sulfato de amonio como blanco de captura en los tres blancos B1, B2 y B3. Todos
y cada uno de los blancos fue disefiado de tal modo que en el caso de que se

observara sefial inespecifica, fuera facilmente indentificable su origen.

Blanco B1. Se realizan las mismas etapas que en el ensayo especifico,

solo que en este caso el anticuerpo de captura es inespecifico.

se afiade tampdn PBST.

cTnl

AN

C 1«'

)
o

©  pAb221-biotin

'\'f L—
pAb220
u— I
FORMATO DE ENSAYO

Blanco B2. En este experimento no se adiciona cTnl, solo tampdn PBST.
Blanco B3. Tan solo se afiade el complejo SAv-HRP, en el resto de etapas

Diferentes niveles de cTnl,
1,0,01and 0 pg/mL

)
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;.
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Figura 4.6. Disefio experimental llevado a cabo para evaluar la adsorcién inespecifica de la cTnl en
diferentes condiciones. En todos los blancos se utilizé un anticuerpo no especifico como tapizado.

4.2.2.1 Evaluacion de diferentes superficies en microplaca

Siguiendo el disefio experimental

P

ropuesto,

inicialmente se evaluaron

diferentes microplacas con diferente tratamiento de la superficie como se

muestra en la Tabla 4.4, y por consiguiente con diferente tipo de afinidad hacia

las biomoléculas.
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Tabla 4.4. Listado de todas las microplacas evaluadas y las diferentes afinidades que presentan.

Microplaca Superficies®

Poliestireno. Alta afinidad por grupos polares y molécular

M H ™
axisorp hidrofilicas
. Poliestireno. Afinidad media por grupos polares y moléculas
M ™
ediSorp ligeramente hidrofilicas
PolySorp™ Poliestireno. Baja afinidad por grupos polares. Elevada afinidad

por moléculas hidrofdbicas

Poliestireno. Afinidad principalmente por moléculas

hidréfobas

Poliestireno. Afinidad por biomoléculas con caracter
ligeramente hidrofilico

Poliestireno. Afinidad por biomoléculas con marcado caracter
hidrofilico

Se resume para cada caso el material del que estd hecha la microplaca y el tipo de afinidad que

Immulon™ 1 HB

Immulon™ 2 HB

Immulon™ 4 HBX

presenta.

Tras evaluar todas las superficies, se pudo observar una cierta correlacién entre
la naturaleza meramente hidrofilica de la troponina | y la superficie evaluada
(Figura 4.7). Para aquellas superficies recomendadas para trabajar con proteinas
hidriofilicas como las MaxiSorp™, MediSorp™ o Immulon 4HBX™ se observé una
gran adsorcion inespecifica (la sefial resultante del blanco B1 y B2 fue
comparable a aquella observada en los experimentos relizados con en alticuerpo
especifico de captura pAb220, en presencia de c¢Tnl a 1 y 0.01 pg mL?,
respectivamente).

Por otro lado, en aquellas superficies recomendadas para favorecer
interacciones de tipo hidrofébico como son las microplacas PolySorp™ o las
Immulon 1B™, la respuesta fue minima. Fueron finalmente las placas tipo
Immulon™ 2HB las cuales poseian un comportamiento intermedio, las que
mostraron una mejor relacién sefial/ruido de fondo y una adsorcion inespecifica
muy baja por parte de la cTnl, donde la sefal inespecifica es comparable al ruido
de fondo.
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Figura 4.7. Grafica donde se compara la respuesta especifica del inmunoensayo en presencia de
cTnl a diferentes niveles, incluyendo el O, y la respuesta inespecifica mediante la evaluacion de
diferentes blancos, con un anticuerpo no especifico como anticuerpo de captura (barras ocre).
Mientras que para el sistema especifico se utilizd el anticuerpo Ab220 como anticuerpo de captura,
y el pAb221-Biotina (pAb221-B), como anticuerpo de deteccidn, ambos producidos contra toda la
cTnl (barras azules). ,En todos los casos, la concentracion de trabajo tanto el anticuerpo de captura
como el de deteccion fue de 1 ug mL1.

4.2.2.2 Evaluacion de diferentes aditivos sobre la adsorcion
inespecifica de la cTnl

Con el fin de incrementar aun mas la relacién sefial/ruido del inmunoensayo, se
decidio evaluar diferentes proteinas y otros compuestos como aditivos en el
tampdn de adicion de la cTnl. De este modo, se evaluaron albimina de suero
bovino (BSA), polietilenglicol (PEG), gelatina, polivinilpirrolidona (PVP), leche en
polvo, polivinilalcohol (PVA) y caseina. Todos los aditivos se prepararon a una
concentracion final masa/volumen del 2 % en tampon 10 mM PBS-T pH 7.5 y 0.05
% Tween 20. Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando microplacas
Immulon™ 2 HB.

En la Figura 4.8 puede observarse como al afiadir la cTnl directamente en tampdn
PBST sin la presencia de ningln aditivo, la sefal correspondiente a la
concentracién maxima de cTnl evaluada es de menor magnitud a la del blanco
B1, pero aun significativa. Esto nos indica que parte de la cTnl afiadida se une
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inespecificamente a la superficie de poliestireno, y por tanto la captura (y la sefial
observada) no es totalmente especifica.

B cTnl- 1 pg/mL B cTnl-0.01 pg/mL B cTnl-Opug/mL B8 B1 [ B2 mm B3

2
PBS-T 2% BSA 2% PEG 2% Gelatina
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Figura 4.8. Resultados obtenidos tras la evaluacion de los diferentes aditivos en el tempdén de
incubacion de la cTnl. En todos los casos se evaluaron tres concentracinoes diferentes de cTnl,
incluyendo el 0 pg mL3, junto con tres blancos anteriormente descritos. Se utilizé el anticuerpo
Ab220 como anticuerpo de captura, y el pAb221-B, como anticuerpo de deteccidn, ambos
producidos contra toda la cTnl. En todos los casos, la dilucién de trabajo tanto el anticuerpo de
captura como el de deteccién fue de 1 pg mL2.

En cuanto al efecto de los diferentes aditivos evaluados, tanto la BSA como la
leche reducen en semejante grado la sefial inespecifica como la especifica,
siendo en el caso de la leche un descenso mucho mdas acusado. El PVA produce
un efecto totalmente contrario al deseado, siendo la sefal inespecifica del blanco
B1 mayor que aquella que a priori se supone especifica. En cambio, puede
observarse como el PVP, la gelatina y la caseina son capaces de disminuir la
interaccion inespecifica de la cTnl sobre la superficie de la microplaca, siendo el
efecto de éste Ultimo el mas significativo, llegando a igualar la sefal inespecifica
al ruido de fondo del inmunoensayo. El uso de la caseina como agente de
bloqueo ha sido descrita anteriormente en varios inmunoensayos también para
la cTnI®® 193 217 podemos decir que la caseina, al tratarse de un conjunto
heterogéneo de diferentes unidades de peso molecular que pueden ir desde 19
a 22 kDa?*®22%(recordemos que la cTnl pesa 24 kDa), es capaz de ejercer un efecto
bloqueante mas efectivo al llegar a espacios donde otras proteinas de mayor
tamafio no son capaces de acceder??.,
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4.2.2.3 Evaluacion del efecto de la concentracion de caseina sobre la
adsorcidon inespecifica de la cTnl

Seguidamente se evalué el efecto de diferentes concentraciones de caseina,
desde 0 al 2% en PBST, sobre la relacion sefial/ruido (Figura 4.9). Los resultados
mostraron que la adsorcidn inespecifica de la cTnl es inversamente proporcional
a la concentracidn de caseina en el tampdn de ensayo. El efecto de la caseina es
tal que a una concentracién de 0.05% ya es suficiente como para reducir a mas
de la mitad el efecto indeseado de la adsorcidn inespecifica. Esto hace posible,
tal y como se observa en el grafico, trabajar a cualquiera de las concentraciones
evaluadas. No obstante, se optd por trabajar a una concentracion del 0.15% ya
que la relacion sefial/ruido de este sistema en particular, era ligeramente mayor
que en el resto de experimentos.

Bl cTnl-1pg/mL B cTnl-Opg/mL [@E Bl EH Sefial/Ruido

25 5
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o
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0,00 0,05 0,15 0,50 2,00
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Figura 4.9. Resultados obtenidos tras la evaluacién de diferentes concentraciones de caseina (%,
masa/volumen) en el tampon de adicién de la cTnl a 1y 0 ug mL™. Del mismo modo se evaluo el
Blanco B1 (véase Figura 4.6) en presencia de caseina a diferentes niveles. La relacién sefial/ruido
se establecié mediante el cociente de los valores de absorbancia a 1 pug mL* de cTnly B1. Se utilizd
el anticuerpo Ab220 como anticuerpo de captura, y el pAb221-B, como anticuerpo de deteccion,
ambos producidos contra toda la cTnl. En todos los experimentos, la dilucién de trabajo tanto el
anticuerpo de captura como el de deteccion, fue de 1 pg mL?

4.2.2.4 Evaluacion de la adsorcidn inespecifica por parte del complejo
ternario de troponina ITC

Se decidié evaluar en paralelo y bajo las mismas condiciones, el complejo
ternario ITCy la cTnl. Esta decision se tomé en base a lo descrito por el National
Institute of Standards and Technology (NIST) donde se e demuestra la validez del

222

complejo ternario ITC en lugar de la cTnl como material de referencia®*?. Ademas,
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al igual que la cTnl, el complejo ternario ITC también es considerado segun el
comité internacional de materiales de referencia, como un standard de
referencia valido para el diagndstico de infarto de miocardio agudo (SRM® 2921).

Puede observarse como en el caso de la cTnl, en presencia de caseina la
adsorcién inespecifica se iguala al cero analitico Unicamente trabajando con las
microplacas tipo Immulon™ 2 HB (Figura 4.10). Por contra, el complejo Tn ITC a
pesar de presentar una menor sefial a la concentarcion maxima de analito, en
ninguno de los casos se observé adsorcién inespecifica, haciéndose posible el uso
de ambos tipos de microplaca. No obstante, para el desarrollo definitivo del
inmunoensayo, se decidié trabajar con la cTnl en presencia de caseina al 0.15 %
y con las microplacas Immulon™ 2 HB, dado que la relacidn sefial/ruido obtenida
fue aproximadamente el doble que en el caso del complejo ITC.

B 1pg/mL BN Opg/mL EE Bl B B2

2.0
cTnl Complejo Tn ITC

€ 1.5+
c
o
? 1.0-
%)
<

0.5

0.0-

MaxiSorp Immulon 2 HB MaxiSorp Immulon 2 HB
Microplaca

Figura 4.10. Inmunoensayos tipo ELISA realizados con ambos biomarcadores a dos niveles de
concentracion, 1y 0 ug mL, en presencia de caseina al 0.15 %. También se muestran dos blancos
B1 y B2 descritos previamente (véase Figura 4.6). En todos los casos la concentracion de trabajo
del anticuerpo Ab220 de captura fue de 2 ug mL1y la del anticuerpo de deteccion pAb221-B de 4
ug mLL. Ambas concentraciones fueron optimizadas previamente mediante ensayos tipo ELISA 2D

4.2.3 Inmunoensayo tipo ELISA Sandwich para la deteccion de cTnl

Con el fin de determinar que combinaciones de anticuerpos podian ser
candidatos para desarrollar el inmunoensayo tipo sandwich, se planteé un
experimento donde el criterio de seleccion fue la sefial maxima a una
concentraciéon de cTnl fija de 1 pg mL?% y el ruido de fondo més bajo.
Correspondiente a la sefial en ausencia de cTnl y a una concentracion de
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anticuerpo de deteccion de 4 pg mL™. Se observé que la combinaciéon As220
como anticuerpo de captura, y el pAb221-B como anticuerpo de deteccidn fue la
que mayor sefial mostré a 1 pg mL? de cTnl y el que menor ruido de fondo
presentaba (Figura 4.11).

M 4 Hg mL? (O pg mL?, cTnl) [ Hg mL? [ Mg mLt ] Hg mL?
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Figura 4.11. Anticuerpos de captura As220 y 221 frente a a) el anticuerpo de deteccion pAb220-B
b) el anticuerpo de deteccion pAb221-B, a diferentes concentraciones y a una concentracion de
cTnl de 1 pg mLL. En ambos casos, la barra ocre corresponde a un cero de cTnl y a un valor de
anticuerpo de deteccion de 4 ug mL. Para todos los casos, la dilucion de trabajo del As220y As221
fue de 1/500, mientras que la concentracidn de anticuerpo pAb220-B y pAb221-Bde 4,2y 1 ug
mLL.

Como puede verse en la Tabla 4.5, fue la combinacidn formada por el anticuerpo
220 como anticerupo de captura, y el pAb221-B como anticuerpo de deteccion,

la que mejor relacion sefial/ruido de fondo mostrd, y por tanto la elegida para
desarrollar el inmunoensayo en placa para la cTnl.

Tabla 4.5. Absorbancia méxima a 1 pug mL? de cTnl y relacién sefial ruido de todas las
combinaciones evaluadas con los anticuerpos 220y 221.

As Captura
220 221
pAb . -
L. Abs. Maxima S/N Abs. Maxima S/N
Deteccion
pAb220-B 0.851 4.014 0.407 1.491
pAb221-B 0.915 4.085 0.622 1.987

Todos los experimentos se relizaron un dia y por duplicado.

Seguidamente se procedié a la optimizacion de las concentraciones tanto del
anticuerpo de captura, As220, como del anticuerpo de deteccidn, pAb221-
Biotina mediante ensayos ELISA 2D (seccién 6.6.4, pag. 209), para finalmente
desarrollar la curva de calibrado para lacTnl en tampén 10 mM PBS-T pH 7.5 0.15
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% Caseina (véase Figura 4.12jError! No se encuentra el origen de la referencia.).
Las caracteristicas analiticas del inmunoensayo se muestran en la Tabla 4.6.
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Figura 4.12. Curva de calibrado para la cTnl correspondiente al promedio de dos dias diferentes,
Cada punto se realizé con su correspondiente duplica. Se utilizd el anticuerpo As220 como
anticuerpo de captura a una dilucién 1/16000, y el pAb221-B, como anticuerpo de deteccidon a una
concentracion de 2.5 ug mL2.

Tabla 4.6. Parametros analiticos de la curva de calibrado parala cTnl en 10 mM PBS-T pH 7.5y 0.15
% caseina 0.05 % Tween

Troponina | Cardiaca

As de Captura As220
pAb de Deteccién pAb221-B
AbSmax 0.13+0.03
AbSmin 1.89 £0.17
Pendiente 1.28 £0.19
R? 0.992 + 0,020
IC50 (ug mL?) 0.173 + 0. 002
Rango de trabajo (ug mL?) (0.056 +0.011) —(0.489 *+ 0.075)
LD (pg mL?) 0.029 +0.010

El ELISA tipo sdndwich utilizé la combinacion captura/deteccion As220/pAb221-B. Los datos
mostrados se extrajeron después de aplicar un ajuste sigmoide empleando la ecuacion de y = [(A-
B)/1-(x/C)P] +B, donde A es la absorbancia mdxima, mientras que B es la minima. D es la pendiente
en el punto de inflexion de la curva sigmoidal y C es la concentracién de analito a la cual la sefial
se inhibe un 50%. Cada punto corresponde al promedio de ensayos realizados en tres dias
diferentes. En cada ensayo, cada concentracion se midio por duplicado. La curva de calibrado para
la cTnl se prepard en 10 mM PBS-T 0.15% caseina (PBS pH 7.5 0.05 % Tween).

En ésta puede apreciarse como desgraciadamente, el limite de deteccién del
inmunoensayo desarrollado, dista considerablemente del limite de deteccion
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definido como el percentil 99 de una poblacién de referencia y establecido por
la ESC/ACC?%, 0.06 ng mL?, asi como de las diferentes detectabilidades descritas
en los inmunoensayos tipo ELISA presentes en la literatura.

En comparacién con el resto de inmunoensayos en formato ELISA descritos en la
literatura, el inmunoensayo desarrollado en esta tesis alcanza un limite de
detecciéon muy superior al de todos los ensayos descritos, siendo el tiempo de
ensayo del mismo orden. En los diferentes trabajos descritos en la Tabla 4.1, la
combinacion de anticuerpos utilizados para desarrollar el inmunoensayo son
anticuerpos capaces de detectar una regién especifica de la proteina. Del mismo
modo, en alguno de los ejemplos descritos, se utilizan mds de un anticuerpo de
deteccién. Con estas observaciones, junto con los resultados obtenidos, y con el
objetivo de mejorar la detectabilidad del ensayo para la deteccion dela cTnl se
decidié abordar la produccién de una segunda generacidon de anticuerpos,
desarrollados contra diferentes partes de la cTnl, intentado evitar de esta forma
regiones eclipsadas o degradadas tras la liberacién de la cTnl y con la intencidn
de mejorar la detectabilidad del inmunoensayo.

4.2.4 Desarrollo de haptenos y produccion de anticuerpos contra
péptidos especificos de la troponina. Segunda aproximacion.

Gran parte del trabajo que a continuacidn se describe, como el desarrollo de
haptenos y produccién de anticuerpos policlonales contra diferentes secuencias
peptidicas de la cTnl y la TnC, forma parte de la tesis doctoral de la Dra. Gloria
Colom?®, De este modo, en este texto tan solo se recoge un breve resumen del
trabajo realizado por la Dra. Colom, siendo parte de esta tesis la evaluacion de
los anticuerpos producidos y su implementacién en el inmunoensayo tipo ELISA
sandwich para la deteccién de cTnl.

Considerando todos los aspectos relacionados con la inmunodeteccién de la cTnl
descritos en la seccion 3.1, se decidid producir anticuerpos contra diferentes
partes de la proteina. Para esto, se realizé un estudio detallado de su estructura
seleccionando aquellas secuencias de aminodacidos que resultaban potenciales
candidatos para la produccién de anticuerpos. Del mismo modo y con la
posibilidad de utilizar el completo ternario ITC para realizar la deteccion de cTnl,
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se produjeron anticuerpos contra diferentes partes de la TnC. Los criterios de

seleccidn establecidos se basaron en los siguientes aspectos,

La region N-terminal de la cTnl es cardioespecifica ya que contiene una
secuencia de aa que la diferencian de su isoforma esquelética.

Las serinas Serzs 24 son susceptibles a ser degradadas por efecto de la
PKA, tal y como se ha descrito anteriormente.

Tanto la regién N-terminal como la C-terminal son consideradas una
buena opcién para la produccién de anticuerpos!’®. Esto es debido
principalmente a su alta capacidad inmunogénica y también a su
especificidad.

Evitar regiones susceptibles a la degradaciéon por accion de proteasas.

Si bien la regidn central de la troponina | es posiblemente la mas estable,
también hay que considerar que varios de los inmunoensayos
desarrollados con anticuerpos generados contra esta regién conducen a
resultados poco exactos debido al efecto interferente que ejercen
determinadas moléculas al interaccionar con la cTnl justamente en esta
region.

Una vez sintetizados los péptidos, se conjugaron a biomacromoléculas (HCH y

BSA) a través de los residuos de cisteina mediante el uso del acido iodoacetato

de succinimidilo (SIA), utilizando aquellos bioconjugados a HCH como

inmundgenos y obtenicdn de anticuerpos policlonales, y aquellos bioconjugados

a BSA como antigenos de tapizado. Toda esta informacidn se resume en la Tabla

4.7.

Tabla 4.7. Secuencias peptidicas e inmundgenos desarrollados para la produccién de anticuerpos
policlonales contra la cTnl y la TnC.

Proteina Secuencia Peptidica Inmunégeno Antisuero
(81-96) HCH-SIA-Cys(81-96) As245, 246, 247
Tnl (188-202) HCH-SIA-Cys(188-202) As248, 249, 250
(24-40) HCH-SIA-Cys(24-40) As260, 261, 262
(41-50) (41-50)Cys-SIA-HCH As263, 264, 265
TnC (14-23) (14-23)Cys-SIA-HCH As266, 267, 268
(38-47) (38-47)Cys-SIA-HCH As269, 270, 271

Entre paréntesis se destacan las diferentes secuencias de aminodcidos escogidos como haptenos

para la produccion de anticuerpos contra la cTnl y la TnC
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4.2.5 Desarrollo de técnicas inmunoquimicas tipo ELISA para la
deteccion de troponina | cardiaca. Segunda aproximacion

Diferentes ensayos de screening fueron llevados a cabo con el fin de determinar
gué pares de anticuerpos mostraban una mayor avidez en presencia de cTnly, a
su vez una mejor relacién sefial/ruido. De esta forma, al igual que con los
anticuerpos de primera generacién, todos los anticuerpos producidos contra
diferentes péptidos sintéticos de la cTnl, junto con los As220 y 221, fueron
evaluados como anticuerpos de captura y de deteccidén, previo paso de
biotinilizacién. Se procedié de modo semejante con los anticuerpos producidos
contra diferentes secuencias peptidicas de la TnC, solo que estos anticuerpos
fueron evaluados Unicamente como anticuerpos de captura, mientras que el
resto de anticuerpos biotinilados, como anticuerpos de deteccién. En este caso,
se utilizé el complejo ternario ITC en lugar de la cTnl. El criterio de seleccidn
seguido fue exactamente el mismo que el descrito anteriormente (seccién 4.2.3).

En total se evaluaron 84 combinaciones con los anticuerpos producidos
exclusivamente contra la cTnl y péptidos sintéticos de esta proteina. Mientras
gue con los anticuerpos producidos contra diferentes regiones de la TnC, se
estudiaron un total de 36 combinaciones. En la Figura 4.13 se muestran los
resultados de aquellas combinaciones que mostraron mejores resultados segun
los criterios previamente descritos.

Seguidamente se realizaron ensayos de titracion tipo ELISA 2D con el fin de
determinar cuales eran las mejores condiciones en cuanto a concentraciones de
inmunorreactivos para desarrollar en cada caso la curva de calibrado para la
deteccion de cTnl. En este aspecto, los ensayos de titracién para aquellos
sistemas que utilizaban anticuerpos producidos contra el péptido (14-23) de la
TnC no fueron reproducibles respecto al ensayo anterior, mostrando un elevado
ruido de fondo, muy baja sefial maxima, y por tanto una relacion sefial/ruido de
fondo muy baja, por este motivo fueron descartados. Las combinaciones
escogidas se muestran en laTabla 4.8.
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B 20 Hg mL?t (O pg mL?, cTnl) M 2 Hg mct [ 10 Hg met 1 Hg mLt

a) pAb 260-B, HCH-SIA-Cys (24-40) cTnl | b) pAb 265-B, (41-50)Cys-SIA-HCH Complejo ITC

Abs, 450 nm

As246 As249 As267
cTnl HCH-SIA-Cys(81-96) HCH-SIA-Cys(188-202) (14-23)Cys-SIA-HCH
TnC
As, Captura

Figura 4.13. Combinaciones escogidas para desarrollar la curva de calibrado para la deteccion de
cTnl. En la grafica, a) diferentes antisueros de captura frente al mismo anticuerpo de deteccidon
biotinilado pAb260-B a diferentes niveles, a una concentracidn de cTnl de 1y 0 ug mL. Todos los
anticuerpos fueron producidos contra la cTnl. b) Diferentes antisueros de captura producidos
contra el péptido sintético (14-23) de la TnC, frente al anticuerpo de deteccion biotinilado pAb265-
B, producido contra el péptido (41-50) de la cTnl, a una concentracion de ITC de 0.75y O ug mL2.
En todos los casos se evaluaron conentraciones de anticuerpo de deteccion de 20, 10y 1 ug mL2.
El ruido de fondo se estudid a una concentracion de anticuerpo de captura de 20 ug mL! en todos
los casos.

Tabla 4.8. Combinaciones de anticuerpos y concentraciones seleccionadas tras ensayo screening
ELISA 2D para el desarrollo de la curva de calibrado para la deteccién de cTnl.

As Captura, , pAb Deteccidn, )
e Inmunégeno B Inmunégeo
dilucién pug mL?
As220, 1/4000 cTnl
As246, 1/4000 HCH-SIA-Cys(81-96) pAb260-B, 10 HCH-SIA-Cys(24-40)

As249, 1/4000 HCH-SIA-Cys(188-202)
Se presentan tres combinaciones formadas por tres anticuerpos de captura producidos contra

diferentes haptenos y un unico anticuerpo de deteccion.

Finalmente, se realizaron las curvas de calibrado para la cTnl en tampdn PBST-
0.15% caseina para cada una de las combinaciones de anticuerpos captura-
deteccion (Figura 4.14). En la Tabla 4.9 se recogen las caracteristicas analiticas
del ensayo cuya Unica combinacidn presenté dosis-dependencia a los niveles de
cTnl evaluados.
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Figura 4.14. Curva de calibrado para la cTnl para cada combinacién de anticuerpos seleccionada.
Cada punto se realizé con su correspondiente duplica.

Tabla 4.9. Parametros analiticos de las diferentes curvas de calibrado para la cTnl

Troponina | Cardiaca

As de Captura As220
pAb de Deteccién pAb260-B

AbSmax 1.179
AbsSmin 0.161
Pendiente 1.826
R? 0.995
IC50 (ug mLY) 0.525

Rango de trabajo ( pg mL?) 0.228 -0.935
LD (ug mL?) 0.143

El ELISA tipo sdndwich utilizé la combinacion captura/deteccion As220/pAb260-B. Los datos
mostrados se extrajeron después de aplicar un ajuste sigmoide empleando la ecuacion de y = [(A-
B)/1-(x/C)P] +B, donde A es la absorbancia mdxima, mientras que B es la minima. D es la pendiente
en el punto de inflexion de la curva sigmoidal y C es la concentracion de analito a la cual la sefial

se inhibe un 50%. En cada ensayo, cada concentracion se midié por duplicado. La curva de
calibrado para la cTnl se prepard en en 10 mM PBS-T pH 7.5y 0.15 % caseina 0.05 % Tween.

Para aquellos inmunoensayos que utilizaban los antisueros 246 y 249 como
anticuerpos de captura, no se observd ninglna dosis dependencia a los
diferentes niveles de cTnl evaluados, por este motivo, estas combinaciones
fueron finalmente descartadas. Tan solo fue el par formado por al As220 como
anticuerpo de captura, y el pAb260-B, como anticuerpo de deteccion, el que
muestrd dosis dependencia. No obstante, en ningln caso se consiguié mejorar
de forma sustancial los resultados obtenidos para la curva de calibrado mediante
el tdndem formado por los anticuerpos 220 y 221, producidos contra toda la
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proteina, donde el valor de la detectabilidad es del mismo orden de magnitud
que en la curva As220/pAb260-B.

4.2.5.1 Evaluacion de la inmunoreactividad de los anticuerpos
producidos contra diferentes regiones de la cTnl

A la vista de los resultados, se decidié analizar la inmunorreactividad de los
anticuerpos producidos contra diferentes partes de la cTnl frente a la propia cTnl
y el complejo ITC, asi como los anticuerpos generados contra diferentes regiones
de la TnC, frente al trimero ITC, en todos los casos mediante ensayos tipo ELISA
indirectos no competitivos (Figura 4.15). De esta manera se evalud el
reconocimiento de los anticuerpos producidos respecto a la cTnl o el complejo
ITC.

Los anticuerpos que mostraron mayor avidez por ambas proteinas fueron los
producidos contra toda la cTnl, As220 y As221. El resto de anticuerpos
producidos contra diferentes partes de esta proteina, mostraron menor grado
de avidez, incluso ninguno para el caso de los anticuerpos producidos contra el
péptido (41-50) de la cTnl. Este ultimo caso pone de manifiesto que la seleccion
de este péptido no ha dado lugar a ningln anticuerpo util para el reconocimiento
de la cTnl (Figura 4.15 a). Ademas explicaria los resultados obervados cuando se
trabajé con los anticuerpos contra la TnC como captura, y el anticuerpo 265
biotinilado como anticuerpo de deteccion, donde finalmente no se observo
ningun resultado positivo pese a lo observado en la Figura 4.13 b.

En cuanto a los anticuerpos producidos contra diferentes péptidos sintéticos de
laTnC, se observé como aquellos generados contra la region (38-47) presentaron
poca avidez por el complejo ITC, al contrario que aquellos generados a partir del
péptido (14-23).

Del mismo modo, se evalud lainmunorreactividad de los antisueros As220y 221,
frente a los péptidos sintéticos de la cTnl, mediante ensayo tipo ELISA indirecto
no competitivo (Figura 4.16). En ellos puede observarse como ambos
anticuerpos reconocen con mayor afinidad los péptidos (188-202), y
concretamente el As221 el péptido (24-40). Ambos péptidos se encuentran
localizados en las zonas C- y N-terminal de la cTnl, respectivamente. Tal y como
estd descrito, estas zonas de la cTnl son las mas inmunogénicas’é,
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confirmandose de este modo mediante los resultados observados en este
experimento. Por otro lado, se confirma el caso del péptido (41-50) que no es
reconocido por ninguno de los anticuerpos producidos contra toda la cTnl, dando
entender que esta secuencia no se encuentra visible para su reconocimiento.

Abs, 450 nm

As220 As221 As245 As248 As260 As263
cTnl (81-96) (188-202) (24-40) (41-50)
Antisuero
2.0
b) B ITC
1.54

Abs, 450 nm
=
<

o
[¢)]
1

o
o
I

As271

As266  As267  As268 | As269  As270

(14-23)Cys-SIA-HCH (38-47)Cys-SIA-HCH

Antisuero

Figura 4.15 Resultados para la evaluacion de la inmunorreactividad de diferentes anticuerpos
mediante ensayo ELISA indirecto no competitivo frente a la cTnly el complejo ITC, ambos tapizados
a 1 pug mL?. a) Evaluacién de los anticuerpos generados contra la cTnl. Se escogié un unico
antisuero para cada inmundgeno, excepto para el caso de los anticuerpos producidos contra toda
la cTnl. La dilucién final para cada antiusero mostrada es de 1/16000. b) Evaluacién de los
anticuerpos generados contra las dos secuencias peptidicas de la TnC. La dilucién final para cada
antisuero mostrada es de 1/4000.

145



4 Troponina | Cardiaca

N
o

Il BSA-SIA-Cys(81-96)
Il BSA-SIA-Cys(188-202)
Bl BSA-SIA-Cys(24-40)
Il (41-50)Cys-SIA-BSA

Abs, 450 nm
P =
< g

I
()]
1

o
o
1

As220 As221
As anti cTnl

Figura 4.16. Resultado del ensayo ELISA indirecto no competitivo. Tras el tapizado de los ant’gienos
correspondientes a 1 pg mL?, se evaluaron las diferentes afinidades que presentaban los
anticuerpos As220 y As221, producidos contra toda la cTnl. Resultados referentes a una dilucion
final de antisuero de 1/1000.

Finalmente, a pesar de los esfuerzos invertidos en la produccidn y evaluacién de
anticuerpos contra diferentes regiones de la cTnl con el fin de alcanzar y
desarrollar un inmunoensayo con una detectabilidad acorde con las directrices
clinicas, fueron los anticuerpos producidos contra toda la proteina los que
mostraron un mejor perfil de reconocimiento asi como una mejor detectabilidad,
no obstante aun lejos de los criterios de detectabilidad requeridos para su
analisis en pacientes.

Es pues en este punto cuando se planted mejorar la detectabilidad mostrada por
los inmunoreactivos producidos mediante la exploracidn de diferentes formatos
que permitian mejorar el limite de deteccién. En este sentido se propuso el
desarrollo de un inmunosensor electroquimico, mediante la integracién de estos
elementos de biorreconocimiento con diferentes tipos de nanomateriales, como
particulas magnéticas o metadlicas. Esta descrito en la bibliografia que la
utilizacion de estos métodos de transduccion pueden mejorar la detectabilidad
del ensayo de forma substancial??+%?>
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4.2.6 Desarrollo de un inmunosensor amperométrico para la
deteccidn de troponina | cardiaca

El objetivo de esta parte del trabajo fue mejorar las prestaciones analiticas del
inmunoensayo en términos de detectabilidad y a su vez reducir el tiempo de
ensayo, mediante el desarrollo de un inmunosensor amperométrico. El
inmunoensayo desarrollado en formato placa mediante el uso de los anticuerpos
As220y pAb221-B, se implementd mediante el uso de particulas magnéticas, en
un inmunosensor amperométrico formato sandwich. Este formato ha sido
explorado en el grupo de investigacion para la determinacidon de moléculas de

226-230

bajo peso molecular pero nunca antes en formato sandwich.

Los biosensores amperométricos permiten medir una intensidad de corriente
generada a partir de un proceso de oxidacidn o reduccién en la superficie de un
electrodo y a un potencial constante. La intensidad de la corriente adquirida es
directamente proporcional a la concentracién de una sustancia electroactiva
responsable del proceso redox. La generacion de estos compuestos
electroactivos se lleva a cabo generalmente a través de un sistema enzimatico,
gue es capaz de convertir la especie inicialmente inactiva desde el punto de vista
electroquimico, en un producto susceptible de ser oxidado o bien reducido sobre
el electrodo de trabajo, manteniendo un potencial constante respecto al
electrodo de referencia. En general, se utiliza un mediador para realizar la
medida amperométrica fruto del intercambio de electrones entre la enzimay la
superficie del eletrodo, concretamente la 3,3’,5,5 -Tetrametilbenzidina (TMB)3%
22 En este caso en particular, se han utilizado electrodos serigrafiados de
carbono, integrados por un electrodo de trabajo, electrodo auxiliar y un
electrodo de referencia de plata.

Para el desarrollo del inmunosensor amperométrico se ha implementado el
formato desarrollado en placa en el cual se hace uso de los anticuerpos As220 y
pAb221-B. En este caso utilizando un bioconjugado a particulas magneticas del
anticuerpo de captura, MP-pAb220y el bioconjugado de Sav-HRP como trazador
enzimatico, junto con el sustrato formado por TMB y H,0,. Mediante el uso de
particulas magneticas, con un iman es posible capturar el complejo MP-
pAb220:cTnl:pAb221-B:SAv-HRP sobre la superficie de un electrodo serigrafiado
de carbono, favoreciendo la transferencia electrénica entre las diferentes
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especies involucradas, y de esta forma incrementando la sensibilidad y rapidez
del método (Figura 4.17).

Figura 4.17. Esquema donde se representa la captura del complejo MP-pAb220:cTnl:pAb221-
B:SAv-HRP sobre el electrodo de trabajo mediante el uso de un iman. La intensidad de corriente
registrada en este caso sera directamente proporcional a la concentracidn de enzima, y a su vez,
directamente proporcional a la concentracién de cTnl en la muestra.

4.2.6.1 Estudio de la adsorcion inespecifica de la cTnl sobre las
particulas magnéticas

Dada la naturaleza hidrofilica de la cTnl y la tendencia observada a presentar
fendmenos de adsorcion inespecifica, inicialmente se evalud la presencia de este
tipo de interacciones indeseadas de la cTnl a la superficie de las particulas
magnéticas. Se compard la respuesta obtenida mediante el anticuerpo de
captura especifico respecto un anticuerpo no especifico, ambos inmobilizados
sobre particulas magnéticas Chemicell SIMAG® de 1 um de didmetro.
Finalmente, se realiz6 un Magneto ELISA sobre ambos bioconjugados a dos
niveles diferentes de c¢Tnl, 1y 0 ug mL? (seccidn 6.6.5, pag. 213).

Los resultados mostrados en la Figura 4.18 no presentaron ningun tipo de
adsorcién inespecifica significativa. Este hecho es, posiblemente debido a que las
particulas magnéticas poseen un recubrimiento polimérico de silica que les
confiere cierto caracter hidrofébico (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Evaluacién de la adsorcidn inespecifica de la cTnl sobre las particulas magnéticas
mediante ensayo Magneto ELISA. La concentracion de MP-Ab utilizada en ambos casos fue de 0.4
mg mL1, mientras que la concentracion de pAb221-Biotinaiotina fue de 2 ug mL™1. La reaccion
colorimétrica se detuvo al cabo de 5 minutos.

4.2.6.2 Optimizacion del inmunosensor amperométrico para la
deteccion de cTnl

Se realizaron diferentes ensayos de optimizacidn para el ensayo tipo Magneto-
ELISA para la cTnl. Inicialmente, estos ensayos de optimizacidn se realizaron
mediante transduccidn colorimétrica, para una vez estipuladas las condiciones
Optimas de ensayo, implementarlas en el inmunosensor amperométrico.

e Concentracion de inmunorreactivos

Se realizaron ensayos de optimizacién para la concentracién de cada
inmunorreactivo por Magneto-ELISA. Inicialmente se evaluaron diferentes
concentraciones del bioconjugado MP-pAb220, 0.1 y 0.2 mg mL?, junto con
diferentes concentraciones del anticuerpo de deteccion pAb221-Biotina, 2, 1y
0.5 ug mL?, a dos concentraciones diferentes de cTnl, 1y 0 ug mL? (Figura 4.19).

Se seleccionaron concentraciones de 0.1 mg mL? de MP-pAb220y de 0.5 pg mL°
! de pAb221-Biotina para desarrollar el inmunosensor amperométrico para la
cTnl, puesto que para esta combinacion se observd una mejor relacidn
sefial/ruido de fondo que para el resto de los casos.
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Figura 4.19. Optimizacién de la concentracion del bioconjugado MP-pAb220 y pAb221-Biotina a
dos niveles diferentes de cTnl, 1y 0 ug mL. Se evaluaron concentraciones de MP-pAb220 de 0.1
y 0.2 mg mL?, mientras que de pAb221-Biotinaiotina de 2,1 y 0.5 ug mL™. En todos los casos se
utilizé una dilucién del bioconjugado Streptavidin-HRP de 1/6000.

e Tiempo de incubacién

Seguidamente se evalud el efecto sobre la sefial maxima obtenida, al realizar el
inmunoensayo incubando todos los inmunorreactivos en una sola etapa durante
30 minutos (seccién 6.7.1, pag. 220), con el fin de reducir el tiempo del
inmunoensayo (Figura 4.20).

[ I ug mct B o Hg mL?t
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Etapas del Inmunosensor

Figura 4.20. Esquema del Magneto ELISA formato sandwich realizado en una sola etapa de
incubacién de 30 minutos. Comparacion de la sefial maxima y ruido de fondo presentado por el
Magento ELISA tipo Sandwich cuando se realiza en una sola etapa de incubacion durante 30
minutos o bien de forma secuencail con 3 etapas de 30 min cada una, a temperatura ambiente. En
todos los casos se trabajo a una concentracion de MP-pAb220 de 0.1 mg mL!y de pAb221-B de
0.5 ug mLL

150



4 Troponina | Cardiaca

A la vista de los resultados, la sefial maxima decrecia considerablemente (de
aproximadamente 3 a 1 OD) cuando pasdbamos de realizar el inmunoensayo en
diferentes etapas, de forma secuencial, a realizarlo en una Unica etapa. No
obstante, el ruido de fondo no se vié incrementado al reducir el tiempo de
ensayo, dando lugar a una buena relacidn sefial/ruido de fondo y haciendo
posible la realizacién del inmunoensayo en una sola etapa durante 30 minutos.
Ademds la sefal maxima podia verse incrementada optimizando Ila
concentracién del trazador enzimatico Sav-HRP.

e Concentracion del bioconjugado Estreptavidina-HRP

Con el fin de incrementar esta sefial maxima, se evaluaron diferentes
concentraciones del bioconjugado de Sav-HRP, manteniendo la concentracion
del resto de inmunorreactivos y el tiempo de incubacién constantes (véase
Figura 4.21).

B ipggm* W opgmt?

Abs, 450 nm

o
[6)]
1

o
o
1

0.00 0.17 025 050 1.00 2.00
[Sav-HRP] (ug mL'l)

Figura 4.21. Optimizacién de la concentracién de Sav-HRP para el Magneto ELISA en formato
sandwich en una sola etapa para la cTnl. La concentracidn del bioconjugado MP-pAb220 es de 0.1
mg mL1y la concentracién de pAb221-B de 0.5 pg mLL. Se estudiaron dos niveles distintos de cTnl,
1yO0pugmLL

Los resultados de este experimento muestran como es posible incrementar la
sefial maxima y asi la relacién sefial/ruido trabajando a una concentracion de

SAvV-HRP de 2 pg-mL™
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e Establecimiento de la recta de calibrado para la deteccién de cTnl

Con estas condiciones finales de ensayo se desarrollé |a recta de calibrado para
la cTnl en este caso mediante transduccidn amperométrica (seccién 6.7.1, pag.
220). La respuesta amperométrica se registro tras la deposicidon de cada uno de
los puntos sobre un electrodo interdigitado serigrafiado de carbono (Dropsens™)
y la adicién del correspondiente sustrato transcurrido un tiempo de equilibrio.
Los resultados del promedio de la recta de calibrado para tres dias se muestran
en la Figura 4.22, asi como los pardmetros analiticos en la Tabla 4.10.

600

y=(3.7+1.0) x + (49.9 + 2.5)

R? = 0.989 +0.004
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Figura 4.22. Recta de calibrado para la cTnl correspondiente al promedio de tres dias diferentes.
Cada punto se realizé por triplicado. El bioconjugado MP-pAb220 se utilizé a una concentracién de
0.1 mg mL, mientras que el anticuerpo de captura, pAb221-B a 0.5 ug mL™.

Tabla 4.10 . Pardmetros analiticos de la recta de calibrado para la cTnl en 10 mM PBS-T pH 7.5y
0.05 % Tween, paraN=3

Troponina | Cardiaca

Pendiente 3.7+1.0

Ordenada 49.9+2.5
R? 0.989 + 0.004

LD (ng mL?) 53+1.5

LC (ng mL?) 20.4+£6.0

El inmunoensayo amperométrico tipo sdndwich utilizé la combinacién captura/deteccion MP-
pAb200/pAb221-B. Los datos mostrados se extrajeron después de aplicar un ajuste lineal
empleando la ecuacion de y = a + bx, donde a es la oredenada en el origen, mientras que b es la
pendiente. Cada punto corresponde al promedio de ensayos realizados en tres dias diferentes. En

cada ensayo, cada concentracion se midid por triplicado. La curva de calibrado para la cTnl se
prepard en 10 mM PBS-T (PBS pH 7.5 0.05 % Tween).
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De esta forma, se consiguid reducir en un orden de magnitud la detectabilidad
respecto a la alcanzada por el ensayo desarrollado en microplaca tipo ELISA
sandwich, y lo que es aun mas destacable, se consiguidé disminuir el tiempo de
ensayo de forma considerable, pasando de 2 horas a un tiempo de 30 minutos.
No obstante los valores de detectabilidad seguian siendo demasiado altos
considerando el valor de establecido correspondiente al percentil 99 de una
poblacién de referencia de 0.06 ng mL™,

e Evaluacion de la robustez del inmunosensor en presencia de suero
humano

Finalmente se realizé una prueba de robustez del inmunosensor en presencia de
suero humano. Con el fin de evitar perder detectabilidad en el inmunoensayo, se
realizd una recta de calibrado directamente de suero humano sin aplicar ningun
tipo de dilucién previa. De esta forma, se prepard la recta de calibrado en suero,
y se procedié de igual forma que en el caso descrito anteriormente, llevando a
cabo el inmunoensayo en una Unica etapa de 30 minutos. En la Figura 4.23 se
muestra la recta de calibrado para este experimento.
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y = (0.18 + 0.03) X + (26.85 + 1.63)
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Figura 4.23. Recta de calibrado parala cTnl en presencia de suero humano. Datos correspondientes
a un Unico dia, cada punto con su triplica correspondiente. El bioconjugado MP-pAb220 se utilizo
a una concentracién de 0.1 mg mL, mientras que el anticuerpo de captura, pAb221-B a 0.5 pug mL-
1, La recta de calibrado se preparé en suero humano comercial.
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Puede observarse como, trabajando en estas condiciones, el ensayo pierde
sensibilidad y también sefal, observandose un efecto matriz no deseado. La
detectabilidad del inmunoensayo también se vio afectada, incrementando en un
orden de magnitud, pasando de 5.3 ng mL? en PBS-T a los 25.03 ng mL? en
presencia de suero humano.

En este punto se decidid explorar otros métodos de transduccién que
permitiesen la mejora de la detectabilidad del ensayo con los inmunoreactivos
producidos y que puediesen llegar a los criterios establecidos por las guias de la
ECS/ACC.

4.2.7 Desarrollo de un inmunosensor voltamperométrico para la
deteccion de troponina I cardiaca

Con el fin de mejorar la detectabilidad del inmunoensayo y del inmunosensor
amperomeétrico anteriormente descrito y asi alcanzar los valores recomendados
por las guias ESC/ACC, se plante6 el desarrollo de un inmunosensor
voltamperoétrico mediante la deteccidn de nanoparticulas metalicas de cadmio.

Los biosensores voltamperométrico o potenciométricos, son capaces de medir
las alteraciones de potencial que ocurren en la superficie del electrodo a flujos
de corriente cercanos a cero. El potencial de electrodo medido se determina
respecto a un electrodo de referencia que suele ser de plata/cloruro de plata o
bien calomelanos. En este caso, como marcarje del evento de bioreconocimiento
entre el anticuerpo y su correspondiente antigeno se utilizaron diferentes
nanomateriales como quantum dots y nanoparticulas de cadmio en vez de el
revelado mediante un sustrato utilizado anteriormente en el ELISA y en el
inmunosensor amperométrico. El hecho que se utilice un marcaje con
nanoparticulas de cadmio hace que la relacién molar cadmio/elemento de
bioreconocimiento sea muy elevada, amplificando el evento inmunoquimico y a
priori mejorando las prestaciones analiticas del ensayo, como por ejemplo, la
detectabilidad. Este efecto de amplificacion se ve favorecido por la realizacion
de una voltamperometria de redisolucidon anddica (VRA) ya que mediante la
aplicacion de un potencial de reduccion determinado, es posible depositar todo
el cadmio sobre la superficie del electrodo de trabajo, y concentrarlo de este
modo. Seguidamente, tras la aplicacidon de un barrido de potenciales, todo el
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cadmio se oxida a su forma catidnica, obteniendo de esta forma un pico de
intensidad proporcional a la concentracién de cTnl, a un potencial caracteristico
de este metal. En la Figura 4.24 se representa de forma esquematica el proceso

: Y
)
j/ Sensor
7
=
3
2 i i
8 i p
s
Q
3
\\ \ 4
i \\\\
1
Ef |omommmm e e b L __
0
s o
N—
-2
]
S
> Ed
Cd** +2e - Cd° €d°® - 2e” + Cd?*t
B —
Etapa Etapa Voltametria
de de de Barrio
A Deposicion Equilibrio Lineal
descrito.

Figura 4.24. Esquema general del proceso de ASV (Anodig Stripping Voltammetry) donde tras una
etapa de deposiciéon del cadmio sobre el sensor mediante la aplicacién de un potencial de
reduccidn (Eg), es liberado al aplicar un barrido de potencial hasta un potencial final (Ef), mostrando
un pico de intensidad relativa, a un potencial caracteristico E° 4.

En la bilbiografia es posible encontrar varios trabajos basados en el uso de este
tipo de nanomateriales, cuya amplificacion es capaz de mejorar sustancialmente
las caracteristicas analiticas del ensayo, llegando a alcanzar valores de
detectabilidad del orden de pM 233237 Este es el caso de los diferentes trabajos
publicados por Valera y colaboradores*#23°, donde se demuestra como el uso de
estas nanoparticulas metdlicos como marcadores para el desarrollo de un
sistema multirespuesta de transduccion potenciométrica, permite mejorar la
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detectabilidad respecto a la del ensayo en microplaca ELISA de forma
significativa, alcanzando en determinados casos el orden de los pg mL™.

4.2.7.1 Desarrollo de un inmunosensor voltamperométrico basado en
nanoparticulas de CdS

En esta parte de la tesis se abordd el desarrollo de un inmunosensor
electroquimico basado en la deteccién voltamperométrica del cadmio a partir de
la sintesis de nanoparticulas de sulfuro de cadmio y posterior bioconjugacion al
anticuerpo de deteccién pAb221. El formato de ensayo (Figura 4.25) se realizé
en base a la utilizacidn de particulas magnéticas modificadas con el anticuerpo
pAb220 como anticuerpo de captura, en base a la experiencia obtenida en el
desarrollo del inmunosensor amperométrico.

lﬁ\ Electrodo Serigrafiado de Carbono

y -
a4 R

Py
,

O _ CdsNP-pAb221 N
i T

Figura 4.25. Esquema donde se representa la formacion del complejo MP-pAb220:cTnl:CdSNP-
pAb221 sobre el electrodo de trabajo. La intensidad de corriente registrada, tras el proceso de ASV,
serd directamente proporcional a la concentracion de cadmio, y a su vez, directamente
proporcional a la concentracion de cTnl en la muestra.

4.2.7.2 Sintesis de nanoparticulas de CdS

Inicialmente se sintetizaron las nanoparticulas de sulfuro de cadmio (CdSNP)
siguiendo y adaptando el procedimiento descrito por Agostiano et al.?® y
Mirgorod et al.?** basado en la formacién de microemulsiones tipo agua-en-
aceite que permiten controlar el tamafio de las nanoparticulas (seccion 6.4.6,
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pag. 201). Las nanoparticulas de cadmio se funcionalizaron con grupos carboxilo
para su posterior conjugacion a proteinas mediante la formacién de una
monocapa autoensamblada mixta (SAM) de acido 2-mercaptopropidnico y el 3-
mercapto-1-propansulfonato, utilizado para evitar la agregacion de las particulas
(Figura 4.26). Una vez sintetizadas, estas CASNP fueron caracterizadas mediante
microscopia de transmisidn electrénica (TEM) y se determind que su tamafio era
alrededor de 3 nm. Del mismo modo, la concentracién final de estas
nanoparticulas fue determinada por técnicas de voltamperometria de
redisolucion anddica (VRA), resultando ser de 3,65 x 10 CASNPs/mL?*°.

Dioctil sulfosuccinato (DOSS)
H,0:lsoctano

f \/(/\/
/vjﬁo)k(wo
. ...5790
Na' 07,

Cd(NO,),- 4 H,0 —_— «— Na,S-9H,0
7 cds HS. 8
/\)k 1"ONa
HS OH 0
Acido 3-Mercaptopropiénico 3-Mercapto-1-Propansulfonato

Figura 4.26. Proceso esquematico donde se representan Is diferentes etapas realizadas durante la
sintesis de las nanoparticulas de CdS. Tras la preparacién por separado y posterior mezcla de cada
una de las sales en un medio que contiene DOSS como tensioactivo, se forma la SAM derivatizando
la superficie de las nanoparticulas con grupos carboxilo para su posterior bioconjufaciéon a
proteinas. Se representan también dos imagenes adquiridas por TEM donde se muestran el
tamafio promedio de estas nanoparticulas.

Finalmente, estas nanoparticulas fueron caracterizadas electroquimicamente
para ver el perfil de la respuesta electroquimica que mostraban tras realizar una
voltamperometria de barrido (Figura 4.27).
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Figura 4.27. Evaluacion de la respuesta electroquimica de las nanoparticulas de sulfuro de cadmio
sintetizados en el laboratorio. Todos los resultados se obtuvieron tras aplicar un potencial de
deposicion de -1.2 V durante 120 s, y tras realizar el barrido de potenciales de -0.6 a -1.2 V,
observando un pico caracteriiistico para la oxidacion del Cd a -0.75 V. En todos los casos, el
volumen final depositado en la celda electroquimica fue de 100 pL.

La concentracion de nanoparticulas para su posterior conjugacion al anticuerpo
se ajustd mediante absorcidn UV-Vis. Para esto se buscé aquella dilucién de
CdSNP que proporcionara una sefial dptica de 1 ODs, que en este caso
correspondiod a una dilucién de %.

4.2.7.3 Biofuncionalizacion de las nanoparticulas de CdS con en
anticuerpo pAb221

Los grupos carboxilo fueron activados mediante EDC/NHS y posteriormente
conjugados al anticuerpo de deteccidon pAb221 (seccién 6.4.7, pag. 204). El
rendimiento de esta conjugacién, estimado por medio de la cuantificacion de
anticuerpo libre no conjugado, fue de 91.2 + 8.3 % (seccién 6.3, pag. 189).
Teniendo en cuenta estos resultados, junto con el valor de concentracion de
CdSNPs/mL podemos decir que cada anticuerpo se conjugo con 3 nanoparticulas
de CdS.
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4.2.7.4 Optimizacion de Ila concentracion de los diferentes
bioconjugados MP-pAb220 y CASNP-pAb221

Seguidamente se realizaron diferentes ensayos de titracion con el fin de
determinar las concentraciones 6ptimas de cada inmunorreactivo (secicén 6.7.2,
pag. 222). Inicialmente se evaluaron diferentes concentraciones del
bioconjugado MP-pAb220 a una dilucién fija de CASNP-pAb221 y a dos niveles
de cTnl, 1y 0 ug mL? (Figura 4.28).

Como puede observarse en todos los casos e independientemente de las
concentraciones de inmunorreactivo evaluadas, se observé un ruido de fondo
comprable a la sefial obtenida en presencia de cTnl. Dado que esta seiial
inespecifica se manifestaba en ausencia de cTnl, se asocié directamente a una
interaccion no especifica entre el bioconjugado a particula magnética y el
bioconjugado CdSNP-pAb221.

B 1ygmt B opgmL?

150
a) CdSNP-pAb221 1/20 | b) MP-pAb220 0.1 mg mLt
<
= 1004
(O]
=
Q
5 50-
O
0-
0,05 0,10 0,20 1/10 1/20 1/40 1/60
[MP-pAb220] (mg mL™) CdSNP-pAb221, Dilucion

Figura 4.28. Ensayos de titracion para la determinacién de las concentraciones de cada
inmunorreactivo para el desarrollo de la recta de calibrado para la cTnl. a) Evaluacion de diferentes
concentraciones del bioconjugado MP-pAb220, 0.05, 0.1 y 0.2 mg mL", a dos nivelesde cTnl, 1y 0
pg mL! y a una dilucidon constante de CdSNP-pAb221 de 1/20. b) Evaluacién de diferentes
diluciones del bioconjugado a CdSNP, 1/10, 1/20, 1/40 y 1/60, a dos niveles de cTnl y una
concentracion fija de MP-pAb220 de 0.1 mg mLL. En ambos casos la sefial electroquimica se
adquirié tras depositar las particulas magnéticas sobre la superficie del electrodo una vez
resuspendidos en tampdn 0.1 M AcONa pH 5.4 1 ug mL? Bi(lll) y realizar el correspondiente
voltamperometria.
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4.2.7.5 Evaluacion de diferentes tipos de particulas magnéticas sobre
la adsorcion inespecifica del bioconjugado CASNP-pAb221

Con el fin de minimizar estas adsorciones inespecificas se plantearon diferentes
estrategias. La primera se enfocé en las particulas magnéticas y en la superficie
de éstas. Mientras que la segunda, se centrd en la sintesis de las nanoparticulas
de CdS y en su funcionalizacion.

En estudios preliminares llevados a cabo por el Dr. Valera con el fin de minimizar
estas adsorciones inespecificas, se llevaron a cabo mediante la utlizacién de
varios tampones asi como de aditivos en el tampén en la etapa de
reconocimiento de la cTnl sin obtener ningln resultado relevante (datos no
incluidos en esta tesis).

Por tanto, se evaluaron diferentes tipos de particulas magnéticas con diferentes
recubrimientos poliméricos y por tanto, diferente comportamiento hidropatico.
En la Tabla 4.11 se muestran las particulas magnéticas evaluadas.

Tabla 4.11. Resumen de las principales caracteristicas que presentan las particulas magnéticas
evaluadas en el sensor voltamperométrico para la cTnl.

Casa. Tipo Grupo Funcional 9 Recubrimiento Hidropatia
Comercial (um)
DynaBeads MyOne p-Toluensulfonilo 1 Poliuretano Hidrofilico
SIMAG- Carboxilo 1 silica, no Hidrofébico
. Carboxyl porosa
ChemicCell AIuidMAG
CMX Carboxilo 0.2 Dextrano Hidrofilico
GE . N . "
Sera-Mag Carboxilo 1 Poliestireno Hidrofébico
Healthcare
E =
(I\sllt:::(; Sera-Mag Carboxilo 01"73 Poliestireno Hidrofébico

Se muestran diferentes particulas magnéticas de diferentes tamafions y con diferentes grupos
funcionales en la superficie dispuestos para la inmobilizacion de biorreceptores, este caso,
anticuerpos.

Tras el paso de biofuncionalizacidon de cada una de estas particulas magnéticas
con el pAb220 (seccidn 6.4.5, pag. 197) y con rendimientos superiores al 90% en
todos los casos, se procedid a la evaluacion de la relacién sefial/ruido de fondo a
dos niveles de ¢Tnl, 1 y 0 ug mL? (Figura 4.29). Puede observarse como
independientemente de la naturaleza del polimero que recubre las particulas
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magnéticas, se sigue observando una adsorcion inespecifica por parte del
bioconjugado de CdSNP de magnitud igual o mayor a la seiial electroquimica
observada en presencia de cTnl. Estos hechos nos llevaron a pensar que,
independientemente de la superficie de ensayo, el problema residia en el
bioconjugado de CdSNP.

[ Hg mL?t M o g mLt
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o

Corriente (LA)
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< <

[
o
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o
I

DynaBeads Chemicell (SIMAG) Chemicell (fluidMAG) Healthcare Merck

MP, tipo

Figura 4.29. Resultado de la evaluacion de diferentes particulas magnéticas en el sensor
electroquimico para la cTnl. La concentracion de MP-pAb220en todos los casos es de 0.16 mg mL-
1, mientras que la dilucion del bioconjugado CASNP-pAb221 de 1/20

Aun asi, para el desarrollo del inmunosensor potenciométrico, se decidid
trabajar con las particulas magnéticas Chemicell SIMAG, ya que, tal y como se
demostré en la seccidn 4.2.6.1, pagina 148, no presentaban ningin fendmeno de
adsorcion inespecifica para la cTnl.

4.2.7.6 Efecto del tipo de SAM en la preparacion de las nanoparticulas
de CdS sobre la adsorcidon inespecifica

Dada que la fuente de adsorcién inespecifica podria venir de las nanoparticulas
de CdS, se decidid evaluar el efecto provocado al cambiar la capa de
funcionalizacion de las CASNP. En este caso se propuso el uso de derivados del
polietilenglicol, con el fin de disminuir el caracter hidrofébico que presentan
estas nanoestructuras®? (seccién 6.4.6, pag. 201). Una vez caracterizado el
nuevo batch de nanoparticulas de CdSNP(PEG), se procedié a su
biofuncionalizacion con pAb221, obteniéndose un rendimiento de conjugacion
del 80 %, lo que implicaba una relacion CdSNP(PEG)/pAb221 de 2.7. De nuevo se
evaluaron los nuevos bioconjugados al sensor voltamperométrico estudiando en
cada caso la relacidn sefal/ruido de fodno a dos noveles de cTnl. Los resultados
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obtenidos (Figura 4.30) muestran como de nuevo las adsorciones inespecificas
no se conseguian eliminar completamente.

[ ug met B o Mg mL?
60

MP-pAb220 0.1 mg mL™*

IN
<

Corriente (HA)
S

1/10 1/20 1/30
CdSNP(PEG)-pAb221, Dilucién

Figura 4.30. Evaluacion de la relacién sefial/ruido para el nuevo batch de nanoparticulas de CdS
preparados y funcionalizados con derivados del PEG. Para todos los casos, se utilizd una
conenctracion de MP-pAb220 de 0.1 mg mL, a 3 concentraciones difernetes de CdSNP(PEG)-
pAb221 de 1/10, 1/20 y 1/30, y a dos nivles de cTnl, 1 y 0 ug mL™. Los resultados mostrados
corresponden a un dia y una sola medida por punto.

A la vista de los resultados obtenidos en los cuales se pone de manifiesto que
existe una adsorcidn inespecifica por parte de las nanoparticulas de CdS
independientemente de las caracteristicas que presente la superficie magnética
sobre la que se realiza el ensayo, e independientemente del tipo de grupos o
moléculas utilizadas en la funcionalizacion de estas nanoparticulas. De este
modo, se barajo la hipdtesis de que las nanoparticulas de CdS fueran liberando
iones de Cd** y que éstos fueran los principales causantes de esta sefal
inespecifica y consecuentemente, del ruido de fondo observado. El equilibro
entre estas dos especies, descrito por Arben et al.?®3, es el que hace posible
realizar la deteccidn electroquimica de este elemento sin necesidad alguna de
realizar una etapa previa de digestidn en medio acido, ya que simplemente
aplicando un potencial de reduccidn, es posible desplazar el equilibrio hacia la
reduccion del Cd y asi depositar la mayor cantidad de este metal sobre la
superficie del electrodo, tal y como se muestra en la Figura 4.31.
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Figura 4.31. Representacion esquematica donde se representa el estado de equilibrio entre las
nanoparticulas de CdS y los cationes de cadmio. Al aplicar el potencial de reduccion adecuado, el
equilibrio se ve desplazado hacia la reduccion y deposicidon de Cd sobre la superficie del electrodo.

Con el fin de confirmar esta hipdtesis y determinar que independientemente de
la funcionalizacion y posterior biofuncionalizacién de las particulas, tanto
metalicas como magnéticas, se observaba senal electroquimica procedente de
este cadmio catidnico en equilibrio con el nanocristal, se planted un experimento
en el cual se hizo uso tanto de bioconjugados con anticuerpos especificos, como
inespecificos. De esta forma, si la magnitud de la sefial electroquimica observada
en todos los casos es similar, podriamos en parte confirmar esta hipdtesis. Para
esto, se prepararon de nuevo conjugados de MP-pAb no especifico y CASNP-pAb
no especifico, siguiendo los mismos protocolos que en el caso de los
bioconjugados con anticuerpos especificos y se valord la respuesta del sensor
mediante el uso de estos nuevos bioconjugados, a dos niveles de cTnl,
incluyendo el 0. Los resultados del inmunoensayo (Figura 4.32) mostraron que la
sefial electroquimica en todos los casos era independiente tanto de la
especificidad del anticuerpo como de la carga del mismo en las particulas
magnéticas. De esta forma se confirmd, que la adsorcion inespecifica y el ruido
de fondo observado se debe principalmente a las nanoparticulas de CdS y en
particular a los cationes de cadmio que se encuentran en equilibrio con esta
nanoestructura.
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Figura 4.32. Evaluacidn de la adsorcion inespecifica de los nanoparticulas de CdSnP sobre las
particulas magnéticas, mediante el uso de bioconjugados con anticuerpos no especificos para la
cTnl a modo de blancos. En todos los casos los bioconjugados a MP se evaluaron a una
concentracion de 0.2 mg mL?, mientras que los conjugados a CdSNP(PEG) a una dilucién 1/60.
Resultados de un solo dia con una Unica réplica.

4.2.8 Desarrollo de uninmunosensor voltamperométrico basado en
quantum dots de CdSe/ZnS

Con el fin de evitar la presencia de estos cationes de cadmio y la adsorcién no
especifica obervada asociada a ellos, se decidié desarrollar el inmunosensor
electroquimico para la cTnl haciendo uso de quantum dots (QDs) de cadmio. Para
ello se establecié una pequefia colaboracion con el grupo de Biofotdnica dirigido
por el Profesor Wolfgang J. Parak, de la Universidad de Marburg (Alemania),
especializados en la sintesis de este tipo de materiales. De esta forma, se nos
proporcionaron QDs de CdSe recubiertos de una capa de ZnS y con un
recubrimiento polimérico de PMA?* (4cido anhidrico de poliisobutileno alt-
maleico, Figura 4.33, a). Este polimero anfifilico, se caracteriza en su estructura
por poseer dos zonas, una hidrofilica y otra hidrofébica. Siendo la parte
hidrofébica la responsable de la interaccion con la parte hidrofébica del
surfactante presente en la sintesis de las nanoparticulas, mientras que la parte
hidrofilica es la responsable de facilitar la solubilidad de los QDs en medio
acuoso. Esa funcionalizacién de los QDs cuenta con grupos carboxilo para la
posterior biofuncionalizaciéon a proteinas tal y como se muestra en la Figura 4.33,
b.
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Figura 4.33. a) Estructura del polimero sintético PMA-dodecilamina. El acido anhidrico de
poliisobutileno alt-maleico (azul) es modificado con cadenas hidrofébicas de dodecilamina (rojo).
Los anillos anhidro maléico se enlazan a la cadena hidrofébica mediante enlace covalente amida.
b) Esquema de la estructura de los QDs recubiertos con el PMAZ244,

Estos QDs fueron previamente caracterizados por el grupo del Profesor Parak,
mediante técnicas de UV-visible, fluorescencia asi como técnicas de DLS para
determinar su tamafo y dispersion. De esta forma se determind que el tamafo
de los QDs era de 15.6 £ 0.5 nm con un indice de polidispersidad del 0.5, y se
presentaron con una concentracién de 1 uM en disolucidn acuosa.

4.2.8.1 Optimizacion de la digestion de las nanoparticulas de CdSe/ZnS

Dado que en este caso el cadmio se encontraba encapsulado, se hacia necesaria
la realizacidn de una etapa de digestién en medio 4cido para la liberacion de este
metal y de este modo hacer posible su deteccidn electroquimica. Con este fin,
inicialmente se optimizaron tanto el tiempo de digestién como la concentracion
de acido utilizado. Para esto, se evalud el efecto del acido clorhidrico a dos
concentraciones diferentes, 0.34 y 0.5 M. Del mismo modo, se estudiaron tres
tiempos de incubacion diferentes, 5, 15 y 30 minutos. Finalmente, cada
disolucién se resuspendid en el tampdn de medida 0.5 M AcONa pH 5.6 y 1 ug
mL? en Bi(lll) y se realizé la medida voltamperometrica. Los resultados (Figura
4.34) mostraron como el tratamiento con HCl a una concentraciéon de 0.5 My un
tiempo de 5 minutos era suficiente como para generar una respuesta mesurable
y un pico bien definido.
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Figura 4.34 Intensidades de pico correspondientes a la potenciometria para el Cd?* tras digestion
en medio HCI 0.5 M a diferentes tiempos de incubacion, 5, 15 y 30 minutos. En todos los casos la
concentracion de QDs fue de 0.1 uM.

Una vez optimizadas las condiciones de liberacién del Cd (), se procedio a la
preparacion de bioconjugados proteina-QD con el fin de desarrollar el
inmunosensor potenciométrico en formato sandwich para la deteccidn de cTnl

4.2.8.2 Biofuncionalizacién de las nanoparticulas de CdSe/ZnS

Seguidamente se optimizé el proceso de bioconjugacién de estos QDs a proteina.
Llegados a este punto, se decidié conjugar en paralelo QDs al anticuerpo de
deteccion pAb221 antic cTnl y también a Estreptavidina (SAv). Fueron
principalmente dos motivos los que nos llevaron a trabajar con dos estrategias a
la vez, (i) tal y como se ha demostrado a lo largo de esta tesis, el protocolo de
biotinilizacién de los anticuerpos estd bien controlado y caracterizado, de tal
forma que el anticuerpo una vez biotinilado, no presenta ningun tipo de
desnaturalizacién o modificacién en su estructura®?®, y consecuentemente no se
osbserva en ningln ensayo previamente descrito que hace uso de estos
anticuerpos, ningun fendmeno de adsorcidn inespecifica. De esta forma es
posible utilizar los anticuerpo biotinilados y los QDs biofuncionalizados con
estreptavidina. (ii) El hecho de conjugar los QDs a la estreptavidina hace que el
rendimiento de biofuncionalizacidn sea superior ya que la estreptavidina tiene
cuatro centros de reconocimiento y el hecho de conjugarlos a QDs hace que sea
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mas dificil que pierda su funcionalidad. No pasa lo mismo con los anticuerpos,
donde el marcaje con QDs es un proceso por optimizar y no estd controlado,
pudiendo disminuir el rendimiento en su funcién de reconocimiento. Esto se
debe principalmente a que la conjugacion a través de los grupos amino del
anticuerpo es susceptible a wuna orientacion final aleatoria de |Ia

inmunoglobulina.246-247

Se evaluaron inicialmente dos relaciones molares COOH:EDC:NHS, 1:50:50 y
1:100:100, y también se estudiaron relaciones molares de proteina:QDs de, 20:1
para el conjugado SAv:QDs y 1:10 para el pAb221:QDs Las relaciones se
establecieron en base a célculos tedricos descritos por Ma et al.?*, donde es
posible determinar el nUmero de proteinas que pueden ser inmobilizadas sobre
la superficie de un nanomaterial esférico. En el caso del bioconjugado pAb221-
QD, dado que el tamafio del anticuerpo era algo mayor que el de los QDs, se
realizd la misma aproximacion pero considerando el anticuerpo como la particula
esférica a recubrir con QDs. Finalmente, se obtuvieron los siguientes
rendimientos de conjnugacion para cada caso, y las correspondientes relaciones
particula:proteina (véase Tabla 4.12) (

Tabla 4.12. Rendimientos finales de conjugacion y relacion del nimero de Estreptavidina/pAb221
por QD segun los resultados obtenidos.

Bioconjugado Rendimiento (%) Relacion proteina:QD
QDs-SAv 54 1:10
QDs-pAb221 98 8:1

Se recogen los diferentes rendimientos obtenidos en el proceso de bioconjugacion a QDs. La
columna “Relacion proteina:QD” indica considerando el rendimiento obtenido, cual es la relacion
final en cada caso de nanoparticulas por proteina.

4.2.8.3 Caracterizacion electroquimica de los bioconjugados QD-Sav y
QD-pAb221

Con el fin de comprobar que el proceso de biofuncionalizacién de los QDs habia
sido exitoso, y que ademas estos bioconjugados eran activos desde el punto de
vista electroquimico, se enfrentaron a tres bioconjugados a particula magnética
en cuya superficie se habia inmobilizado previamente de forma controlada, BSA,
BSA-Biotina y el antigeno BSA-SIA-Cys(24-40) (seccion 6.7.2, pag. 222). Este
ultimo antigeno se escogié como control, ya que el anticuerpo Ab221 anti cTnl,
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presentaba cierto grado de reconocimiento hacia él. Al mismo tiempo, de esta
forma podiamos evaluar la especificidad de los bioconjugados producidos. En la
Figura 4.35 se muestra un esquema de los controles realizados para la

caracterizacién de los bioconjugados a QDs, junto con los resultados obtenidos
en cada caso.

3 MP-BSA-Biotin EE MP-BSA

Corriente (HA)

1:50:50 1:100:100
Relacion molar COOH:EDC:NHS

B MP-BSA-SIA-Cys(24-40) Bl MP-BSA
40

Corriente (LA)
N w
? 2

=
o
1

o
I

MP-BSA 1:50:50 1:100:100
Relacion molar COOH:EDC:NHS

Figura 4.35. Evaluacion de la actividad de los bioconjugados proteina:QDs preparados a diferentes
relaciones molares de EDC:NHS mediante ensayo electroquimico a) Bioconjugado QD-Sav b)
Bioconjugado QD-pAb221. En todos los casos, la concentracidn de MP utilizada fue de 0.8 mg mL-
1, mientras que la concentracién de los conjugados a QDs fue de 1 uM (no se diluyeron). Resultados
obtenidos tras la digestion en medio acido 0.5 M HCI, 5 minutos y mediante SWV segin pardmetros
de, potencial de deposicién -1.2 V, 180 s, barrido de potencial de -1.2 a -0.6 V, registrandose picos
de oxidacidn caracteristicos del Cd a un potencial de -0.90 V.

Se observd como los bioconjugados preparados con anticuerpo pAb221
mostraban adsorcion inespecifica cuando se enfrentaban a las particulas
magnéticas biofuncionalizadas con BSA en ambas relaciones molares. En cambio,
para el caso de los bioconjugados a Sav tan solo se observaba este fendmeno
para el caso de la conjugacidn realizada a una relacion molar de 1:50:50. Por
tanto, se descartaron los bioconjugados con anticuerpos dada su alta adsorcién
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inespecifica. Del mismo modo se establecid la relacion molar COOH:EDC:NHS de
1:100:100 para la preparacion de futuros bioconjugados a Sav.

4.2.8.4 Estudio sobre la capacidad de carga de los QDs

Una vez establecidas las condiciones de activacion de los grupos carboxilo de los
QDs, se procedidé a la optimizacién de la carga de proteina, esto es, a la
optimizacion de la conjugacion de Sav-QDs. Para esto, se prepararon
bioconjugados a diferentes relaciones molares de QD:SAv de , 1:2, 1:5, 1:10 y
1:20. Para todos ellos se siguidé el mismo protocolo (seccion 6.4.7, pag. 204). El
rendimiento de conjugacion, establecido mediante ensayo en microplaca parala
deteccidn de estreptavidina (véase seccion 6.5, pag. 206), y la relacién molar final
QD:Sav se detallan en la Tabla 4.13.

Tabla 4.13. Rendimientos finales de conjugacion y relacién del nimero de Estreptavidinas por QD
segun los resultados obtenidos.

Bioconjugado QD:Sav Rendimiento (%) Relacidn final QD:Sav
1:2 99 1:2
1:10 74 1:8
1:20 28 1:10

Se recogen los diferentes rendimientos obtenidos en el proceso de bioconjugacion de Sav a QDs. La
columna “Relacion final QD:Sav” indica el nimero de Sav por QD final, considerando el rendimiento
obtenido.

A lavista de las relaciones finales de Estreptavidina/QDs, no es posible incorporar
mas de 10 Estreptavidinas por QD. Este resultado se repitid6 en otras
conjugaciones realizadas, confirmando que la carga maxima que admitian los
QDs era de 10 Estreptavidinas por nanoparticula. Este resultado concuerda con
el trabajo publicado por Ma et al.>®® en el que considera que la carga maxima
tedrica de estos QDs es de 8 Estreptavidinas.

Seguidamente, se evalud la biofuncionalidad y actividad electroquimica de estos
bioconjugados mediante el ensayo electroquimico frente a los diferentes
bioconjugados MP-BSA y MP-BSA-B. Tal y como puede observarse (Figura 4.36),
fue el bioconjugado con una relacion de 2 SAv/QD el que mostré una mayor sefial
electroquimica. No obstante, es remarcable el hecho de que ninguno de los
bioconjugados preparados mostro sefial inespecifica cuando se evaluaron frente
al bioconjgado MP-BSA.
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O MP-BSA-Biotina HE MP-BSA
20

15+

10+

Corriente (HA)

1.2 1:10 1:20
Relacién molar QD:SAv

Figura 4.36. Evaluacion de los bioconjugados QD-SAv, preparados a diferentes relaciones molares
QD:SAv y posteriormente evaluados por el sensor electroquimico. En todos los casos se utilizé una
conentracién de conjugados de MP de 0.8 mg mL-1, mientras que los bioconjugados a QD no se
diluyeron. La adquisicion de la intensidad de corriente se realizd tras la correspondiente digestion
en 0.5 M en HCl durante 5 minutos. Potencial de deposicién -1.2 V

A la vista de estos resultados, se decidié utilizar el bioconjugado QD-SAv a una
relacion 1:2 para desarrollar el inmunosensor potenciométrico para la deteccién
de cTnl, y asi determinar si era posible mejorar la detectabilidad de este
biomarcador cardiaco mediante la amplificacidn de la sefal electroquimica
generada por estos QDs.

4.2.8.5 Curva de calibracion para la determinacion de cTnl

Los ensayos de titracién para determinar las concentraciones dptimas de
bioconjugados de MP-pAb220y pAb221-Biotina se realizaron por Magneto-ELISA
(véase seccidn 6.6.5, pag. 213). Los resultados de estos ensayos mostraban como
la concentracién dptima de MP-pAb220 era de 0.8 mg mL?, mientras que para el
conjugado pAb221-Biotina, era de 2 pg mL™. La concentracién de QD-SAv no fue
objetivo de optimizacion, ya que para obtener una sefial significativamente
diferente del cero, debian de utilizarse a una concentracién de 1 uM, esto es, sin
realizar ningun tipo de diluciéon previa.

La dosis dependencia del inmunosensor electroquimico se evalué a
concentraciones de cTnl de 1, 0.1, 0.01 y O ug mL? (seccidn 6.7.2, pag. 222),
siguiendo los pasos que se detallan en el esquema presente en la Figura 4.37.
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MP-pAb220 cTnl-esténdard

Etapa 1, Preincubacion MP-pAb220/cTnl Etapa 2, Adicién pAb221-B Etapa 3, Adicion QD-Sav

[
]
—

oty )

== Il o & Y

Etapa 6, SWV Etapa 5, Deposicion Etapa 4, Liberacién Cd?*

Figura 4.37. Esquema donde se detallan las diferentes etapas seguidas para el desarrollo del
inmunosensor voltamperométrico para la deteccidn de cTnl. Inicialmente se realiza una incubaciéon
entre el bioconjugado MP-pAb21 y la cTnl (Etapa 1). Seguidamente (Etapa 2), se realiza una
incubacion con el anticuerpo de deteccién pAb221-B, para acto seguido (Etapa3), adicionar el
bioconjugado QD-Sav. Finalmente, se adquiere la sefial electroquimica tras la digestién en medio
acido (Etapa 4-5-6), que es directamente proporcional a la concentracién de cTnl presente en la
muestra.

Los resultados preliminares mostraron la existencia de dosis-dependencia, de tal
forma que la respuesta obtenida en cada caso se ajustaba a una curva logaritmica
de 4-pardmetros (véase Figura 4.38).

Los resultados preliminares muestran como mediante el uso de estos QD la
detectabilidad del ensayo, respecto a la obtenida por ELISA, es un orden de
magnitud menor. En comparacién con los resultados obtenidos anteriormente,
podemos decir que en este caso no se alcanza la detectabilidad esperada
mediante la amplificacién producida por el Cd?*, obteniendo un limite de
deteccion comparable al del inmunosensor amperométrico, pero con un tiempo
de ensayo en este caso superior.
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Figura 4.38. Resultados preliminares de la curva de calibrado para la deteccién de cTnl mediante
inmunosensor electroquimico basado en conjugados de QDs-Sav. Los resultados mostrados hacen
referencia a la concentracién de Cd presente para cada punto, a su vez directamente proporcional
a la cantidad de cTnl presente en la muestra. Resultados referentes a un sélo dia y una sola réplica
por punto.

Con el finalidad de reproducir los resultados obtenidos, nos econtramos con
diferentes problemas que conciernen estos QDs y que a continuacion se detallan,
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La cantidad de conjugado QD-Sav 1 uM utilizada en cada ensayo era muy
elevada, ya que para la obtencién de una sefial significativamente
diferente del cero, debiamos trabajar sin realizar ningun tipo de diluciéon
previa del bioconjugado QD-Sav. Por este motivo, un ultimo batch de
QDs fue preparado por el Prof. Wolfgang J.Parak y colaboradores pero
esta vez a una concentracion de stock mas concentrada, de 6 pM.

Tras la preparacién y evaluaciéon electroquimica de diferentes
bioconjugados con este nuevo batch de nanoparticulas, se obervé una
périda de la actividad electroaquimica de los QD con el tiempo. El stock
de 6 uM de QDs fue perdiendo actividad electroquimica con el tiempo.
De tal forma que para alcanzar una sefial comparable a la mostrada
anteriormente, donde se trabajaba a wuna concentracién de
bioconjugado de 1 uM, ahora se tenia que trabajar a 6 uM, tal y como se
muestra en la Figura 4.39.
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Figura 4.39. Evaluacion de la relacion sefial/ruido con los nuevos bioconjugados QD-SAv (1:2) a una
concentracion de 6 y 3 uM. En todos los casos se trabajo a una concentracién de 0.8 mg mL! de
MP-pAb220 y a una concentracion de 2 ug mL! de pAb221-Biotina. (*) Se muestra la comparacién
con el resultado obtenido para el mismo tipo de bioconjugado preparado anteriormente a una
concentracion de 1 uM).

Por este motivo se decididé evaluar la respuesta electroquimica de este nuevo
batch de QD, junto con un batch anterior sin conjugar, con el tiempo (véase
Figura 4.40) para asi confirmar esta pérdida de actividad electroquimica.

e Batch1 m Batch 2

Corriente (HA)

Figura 4.40. Evaluacion de la respuesta electroquimica de dos batches diferentes de QD
(B20160402 y B20160923) a lo largo de 7 dias diferentes. En todos los casos la concentracién de
QD es de 1 uM. La respuesta electroquimica se obtiene tras aplicar un potencial de depoasicidn de
-1.2 Vdurante 180s, y tras el paso previo de digestion en medio acido 0.5 M HCl durante 5 minutos.
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Tras la observacidn de esta pérdida de actividad electroquimica de los propios
QDs sin conjugar con el paso del tiempo, y la falta de reproducibilidad tanto en
las diferentes conjugaciones asi como ensayos realizados, se decidié dado el
poco tiempo del que se disponia, establecer un inmunosensor electroquimico
con las mismas caracteristicas, pero haciendo uso de un conjugado comercial
QD-Estreptavidina (QdotStrep585, Molecular Probes).

4.2.9 Desarrollo de uninmunosensor voltamperométrico basado en
bioconjugados de QdotStrep comerciales

Dada la experiencia adquirida anteriormente se decidid inicialmente evaluar la
respuesta especifica del bioconjugado QdotStrep. Para esto se evalud la
respuesta del sensor a diferentes concentraciones del bioconjugado QdotStrep
y a dos niveles de cTnl de 1y 0 ug mL, con las concentraciones de MP-pAb220
y pAb221-Biotina ya establecidas anteriormente. Se observd (Figura 4.41) una
elevada adsorcidn inespecifica en la mayoria de los casos, debida principalmente
a los bioconjugados QdotStrep, puesto que este fendmeno no se observaba en
ausencia de cTnl cuando trabajamos con el ensayo colorimétrico, descartando
gue se tratara del anticuerpo pAb221-B.

M g met o g mL?t
100

Corriente (UA)

100 50 20 10 5 2
[QdotStrep] (uM)

Figura 4.41. Evaluacion de la relacion sefial/ruido para el inmunosensor de la cTnl mediante el
estudio de diferentes concentraciones del bioconjugado comercial QdotStrep 585. Para todos los
casos se trabajo a concentraciones de bioconjugados de, MP-pAb220 0.8 mg mL?, pAb221-Biotina
2 ug mLL. La adquisicién de la sefial se realizo tras la digestion de los QdotStrept en medio HCl 1
M 5 minutos.

174



4 Troponina | Cardiaca

A pesar de esto, fue la concentracion de 5 nM de QdotStrep la que mostraba
mejor relacidn sefial/ruido, escogiéndose para futuros ensayos de optimizacion.

Seguidamente, y con la finalidad de disminuir el ruido de fondo, se plantearon 4
estrategias basicas,

i. Evaluar el efecto de la fuerza idnica en el tampdn de adicidon e incubacién
de los QdotStrep

ii. Evaluar el efecto de los aditivos como la BSA, gelatina y caseina en la
etapa de incubacidon de los QdotStrep

iii. Evaluar el efecto de la adicion de una etapa de bloqueo con BSA, gelatina
y caseina, previamente a la adicion de los QdotStrep

iv. Evaluar diferentes estrategias de bloqueo de los sitios activos de las MPs
durante el proceso de bioconjugacion al anticuerpo pAb220

De todas las estrategias propuestas, tan solo se observé un efecto positivo en
cuanto a la disminucidon de la adsorcién inespecifica de los QdotStrep mediante
la evaluacion de diferentes agentes de bloqueo sobre las particulas magnéticas
una vez conjugado el anticuerpo pAb220. A pesar de que el protocolo de
preparacion de este tipo de bioconjugados inicialmente no contemplaba una
etapa de bloqueo, en determinadas ocasiones es recomendable incorporar
alguna proteina o bien alguna molécula capaz de bloquear los sitios activos de la
particula y que no han sido ocupados por los anticuerpos, con el fin de minimizar
interacciones inespecificas no deseadas. De esta forma, se prepararon dos tipos
de bioconjugados, uno bloqueado con BSA al 0.5 % y otro bloqueado con un
derivado del polietilenglicol, metil-(PEG)s-Amino, de 6 subunidades con un grupo
amino en un extremo y un grupo metilo en el extremo opuesto. De esta forma
se estudid el efecto que tenia realizar el bloqueo de los sitios activos de la
particula, con una proteina y con una molécula mas pequefia e hidrofilica como
es el PEG. La preparacion de los bioconugados MP-pAb220ssa Yy MP-pAb220mees
se detalla en la seccién 6.4.5, pagina 197. Una vez preparados los bioconjugados,
se caracterizaron mediante la evaluacién del anticuerpo no conjugado a las MPs
por ensayo Bradford cualitativo (seccién 6.3, pag. 189) se determind que ambos
conjugados tenian un rendimiento de conjugacion del 98%. Seguidamente, se
procedié a la evaluacion de la relacién sefial/ruido mediante inmunoensayo
electroquimico (seccion 6.7.2, pag. 222).
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Tal y como puede apreciarse en la Figura 4.42, los bioconjugados nuevos no
presentaron ningun tipo de adsorcion inespecifica, aunque una corriente en
presencia de cTnl inferor a 1 pA. No obstante, para ambos bioconjugados, la
relacién sefial/ruido fue mejor (7 para el bioconjugado MP-pAb220mpes ¥ 4 para
el MP-pAB220gsa), que en cualquiera de los casos anteriores.

[ Mg met o Hg mL?

4 : 40
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1
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~~ - 1 o
33 : 30 g
© i o)
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= ! €
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MP-pAb220

Figura 4.42. Respuesta electroquimica a dos niveles de cTnl para los bioconjugados de MP-pAb220
bloqueados con BSA y m(PEG)sNH; (eje de ordenadas izquierdo), y también sin bloqueo alguno (eje
de ordenadas derecho). En todos los casos se trabajé a una concentracion de MP-pAb220 de 0.4
mg mL1, una concentracién de pAb221-Biotina de 2 ug mL1, y una concentracion de QdotStrep de
5 nM.

De este modo se decidio trabajar con el bioconjugado MP-pAb220mpes, Ya que la
relacion sefial/ruido fue algo mejor que en el caso de los bioconjugados
bloqueados con BSA.

Con el fin de incrementar la sefial electroquimica del inmunosensor, se
plantearon dos estrategias,

1. Optimizar el tiempo de digestion en medio acido para la liberacion de
iones Cd**
2. Incrementar el potencial de deposicién de -1.2a-1.4V

4.2.9.1 Optimizacién de la liberacién de iones Cd?*

Se optimizd de nuevo el paso de liberacidn de los cationes de Cd?*. Para esto, en
esta ocasion se evaluaron diferentes tiempos de digestion trabajando a una
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concentracién constante de HCl de 1 M. Tal y como muestran los resultados
(Figura 4.43), a partir de 30 minutos de digestién, la cantidad de cadmio liberado
es la misma, de tal forma que por mucho que incrementemos el tiempo de
digestidn, la cantidad de cadmio liberada es constante, por lo que podemos
asegurar que con 30 minutos de digestidon en presencia de HCl 1M, todo el
cadmio presente en los QdotStrep, es liberado. A la vista de estos resultados, se
escogid un tiempo de digestion de 30 minutos para el desarrollo del
inmunosensor.

Corriente (pHA)
T e

[N
1

-~ HCI1 M
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0 15 30 45 60

tiempo de digestién (min)

Figura 4.43. Evaluacion de diferentes tiempos de digestion para la liberacién de los iones de cadmio
en presencia de HCl 1 M. Los resultados mostrados hacen referencia a la digestion de 10 pL de
conjugado QdotStrep a una concentracion de 5 nM. Resultados obtenidos tras SWV a un potencial
de deposicion de -1.2 V durante 120 s.

4.2.9.2 Optimizacion del potencial de reduccién

El segundo paso realizado con el fin de incrementar la sefial obtenida en el
inmunosensor en presencia de cTnl, fue la evaluacion del efecto del incremento
del potencial de reduccion de -1.2 a-1.4 V. Con esto se pretendia incrementar la
efectividad en el paso de deposicion del Cd(ll) sobre la superficie del sensor.

Con este fin, se realizé un experimento en el cual a dos valores de cTnl de, 1y 0
ug mL! y a una concentracidn fija del resto de inmunorreactivos, se valord la
relaciéon sefal/ruido en ambas condiciones de deposicion y con ambos
bioconjugados MP-pAb220, preparados anteriormente. Los resultados (Figura
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4.44) mostraron un incremento de la corriente en presencia de cTnl al aumentar
el potencial de deposicidn sin verse comprometida la relacién sefial/ruido.

| -1.2V l -14V

[ee)

cTnl, 1 ug mL? cTnl, O ug mL?

Corriente (pA)
s 2

N
1

o
1

BSA  mPEG BSA  mPEG
MP-pAb220

Figura 4.44. Comparacion de la respuesta electroquimica del inmunosensor para la deteccién de
cTnl, tras evaluar el potencial de deposicidn del Cd?* de -1.2 y -1.4 V mediante la realizacién previa
de una etapa de digestién en medio 1 M HCI durante 30 min. En todos los casos, la concentracion
de bioconjugados MP-pAb220 fue de de 0.4 mg mL, mientras que de pAb221-B fue de 2 pg mL?,
y de QdotStrep de 5 nM.

De esta forma se fijaron dos parametros nuevos a la hora de desarrollar el
inmunosensor electroquimico para la deteccién de cTnl. En primer lugar, el
tiempo de digestidon de los QdotStrep se fijé a 30 minutos en presencia de HCI
1M, a temperatura ambiente. En segundo lugar, el potencial de deposicion se
incrementdé de-1.2a-1.4V.

4.2.9.3 Optimizacion de las concentraciones de inmunorreactivos

Una vez optimizadas las condiciones de digestion y deposicion del Cd(ll) se
procedio a realizar diferentes ensayos de optimizacidén de concentraciones tanto
de MP-pAb220mprec como de pAb221-B. Se escogid finalmente el bioconjugado
MP-pAb220mpes para desarrollar el inmunoensayo, no obstante el bioconjugado
MP-pAB220gsa a la vista de los resultados, podria haber sido un candidato valido
para desarrollar la recta de calibrado.

Los ensayos destinados a la optimizaciéon de ambas concentraciones se realizaron
siempre valorando los resultados obtenidos tanto en presencia como en
ausencia de cTnl, con el fin de poder observar si en algin caso, la relacién
sefial/ruido era muy pequefia. De esta forma, la concentracién del bioconjugado
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MP-pAb220.pec fue la primera en ser optimizada (Figura 4.45) fijdndose a 1.0 mg
mL?.

[ Vs] mct B o Mg mL?t

Corriente (HA)
T Q

N
1

o
1

1.2 1.0 0.8 0.4
[MP-pAb220,,pec] (Mg mL™)

Figura 4.45. Respuesta electroquimica del inmunosensor a diferentes concentraciones del
bioconjugado MP-pAb220mpe, 1.2, 1.0, 0.8 y 0.4 mg mLL. En todos los casos se evaluaron dos
concentraciones de cTnl y se trabajé a una concentracién fija de pAb221-B de 2 pg mL?1 y
QdotStrep585 de 5 nM. En todos los casos el potencial de deposicidn aplicado fue de -1.4 V durante
180 s, tras realizar la etapa de digestion en medio HClI 1 M durante 30 minutos.

Del mismo modo, manteniendo constante la concentracién de MP-pAb220ypec a
1.0 mg mL?, se establecié la concentracién éptima del anticuerpo de deteccién.
Para esto se evaluaron diferentes concentraciones de pAb221-B, 8,4, 2y 1 ug
mL?, y a dos valores de cTnl, incluyendo el 0.

Los resultados (Figura 4.46) muestran como un incremento en la concnetracion
del anticuerpo de deteccion es capaz de incrementar la sefial electroquimica
aproximadamente el doble de la que se obtenia anteriormente. Ademas, es
importante remarcar que este incremento de sefial especifica, ocurre en todo
momento sin observarse un incremento del ruido de fondo. El hecho de
conseguir mayor sefial al incrementar la concentracion del anticuerpo pAb221-B
pone de manifiesto la importancia del paso de optimizacion de las diferentes
concetraciones de los inmunorreactivos en el desarrollo de este inmunosensor.
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Figura 4.46. Respuesta electroquimica del inmunosensor a diferentes concentraciones del
bioconjugado pAb221-Biotina, 8, 4, 2 y 1 pug mLL En todos los casos se evaluaron dos
concentraciones de cTnl y se trabajé a una concentracién fija de MP-pAb220mpec de 1.0 mg mLty
QdotStrep de 5 nM. En todos los casos el potencial de deposicion aplicado fue de -1.4 V durante
180 s, tras realizar la etapa de digestién en medio HCl 1 M durante 30 minutos.

A la vista de los resultados se decidié desarrollar la curva de calibrado para la
deteccion de cTnl utilizando las concentraciones de MP-pAb220mpec de 1.0 mg
mL?, y de pAb221-B de 8 pg mL™.

4.2.9.4 Establecimiento de la curva de calibrado para la deteccién de
cTnl

Finalmente, se desarrolld la curva de calibrado para la cTnl en tampén 10 mM
PBS-T pH 7.5, segun las condiciones de concentracién de inmunorreactivos
establecidas previamente, evaludndose 5 estandards de cTnl, incluyendo el
punto 0 pg mL?! (seccidn 6.7.2, pag. 222). Los resultados se muestran en la Figura
4.47, mientras que los parametros analiticos correspondientes a este
inmunosensor se encuentran en la Tabla 4.14.
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Figura 4.47. Curva de calibrado para la cTnl desarrollada en el inmunosensor electroquimico
basado en el uso de quantum dots conjugados a estreptavidina. El bioconjugado MP-pAb220pes
se utilizd a una concentracion de 1 mg mL1, mientras que el anticuerpo de deteccién, pAb221-B a
8 pg mL1 La concentracién de QdotStrep utilizada fue de 5 nM. Datos correspondientes al
promedio de tres dias diferentes. Cada punto se realizd con su correspondiente duplica.

Tabla 4.14. Pardmetros analiticos de la curva de calibrado para la cTnl en 10 mM PBS-T pH 7.5 en
el inmunosensor electroquimico.

Troponina | Cardiaca

Corrientemax (LA) (23.36 £ 6.55)
Corrientemin (MA) (-0.16 + 0.08)
Pendiente (1.97 £ 0.04)
R2 (0.99 +0.01)
IC50 (ug mL?) (0.208 + 0.003)
Rango de trabajo (ug mL?) (0.102 £ 0.003) - (0.421 £ 0.052)
LOD (ug mL?) (0.069 + 0.002)

El inmunoensayo voltamperométrico tipo sdndwich utilizé la combinacién captura/deteccion MP-
PAb200mpec/pAb221-B. Los datos mostrados se extrajeron después de aplicar un ajuste sigmoide
empleando la ecuacion de y = [(A-B)/1-(x/C)P] +B, donde A es la intensidad de corriente mdxima,
mientras que B es la minima. D es la pendiente en el punto de inflexion de la curva sigmoide y C es
la concentracion de analito a la cual la sefial se inhibe un 50%. Cada punto corresponde al
promedio de ensayos realizados en tres dias diferentes. En cada ensayo, cada concentracion se

midid por duplicado. La curva de calibrado para la cTnl se preparé en 10 mM PBS-T (PBS pH 7.5
0.05 % Tween).

A la vista de los resultados y tras compararlos con aquellos obtenidos mediante
inmunoensayo en microplaca ELISA, no se cumplieron las espectativas a la hora
de mejorar sustanciamente la detectabilidad para asi alcanzar los valores
establecidos como el percentil 99 de un grupo de individuos sin cardiopatias
previas. Considerando los inmunoensayos de transduccidon potenciométrica
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descritos en la literatura que utilizan QD para la deteccidon de troponina |, cabe
destacar que éstos hacen uso de diferentes estrategias de inmobilizacién de los
elementos de biorreconocimiento sobre el propio electrodo o sensor, mediante
el uso de diferentes materiales poliméricos y obviando el uso de particulas
magnéticas. Tal y como se ha descrito anteriormente, la inmobilizacién del
anticuerpo de captura sobre el material es una etapa crucial, debido a diferentes
factores entre ellos la biofuncionalidad del anticuerpo una vez inmobilizado y
también su orientacion, pudiendo mejorar de forma sustancial los diferentes
pardmetros analiticos del inmunosensor. No obstante, se ha puesto de
manifiesto que en gran parte de los trabajos basados en este principio, el tiempo
necesario para la obtencion de una respuesta mesurable es excesivamente alto,
considerando el recomendado por las diferentes guias clinicas (30 minutos o
menos).

En nuestro caso particular partiamos de una posicién muy alejada en términos
de detectabilidad, hablamos de conseguir una mejorar en 4 érdenes de
magnitud. A pesar de esto, se han establecido las bases de trabajo para el
desarrollo de una técnica de diagnéstico fiable para la deteccién de troponina |
cardiaca, realizando un amplio estudio de los diferentes fendmenos de adsorcion
inespecifica y estableciendo soluciones eficaces. En este aspecto, dada la falta de
tiempo para explorar nuevas estrategias, cabe destacar que aun es posible
mejorar el inmunoensayo desarrollado en términos de tiempo, tal y como se ha
demostrado en el desarrollo del inmunosensor amperométrico, y de
detectabilidad, mediante la integracidon de nuevos nanomateriales y técnicas de
inmobilizacidn direccionales.
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Ha sido posible producir anticuerpos capaces de reconocer la cTnl empleando
como inmundgenos tanto toda la proteina como diferentes secuencias
peptidicas seleccionadas cuidadosamente en base a criterios quimicos y
clinicos, y utilizadas como haptenos de inmunizacién. Esto ha permitido
desarrollar técnicas inmunoquimicas tanto dpticas como electroquimicas con
un LOD de 29 y 5 ng mL?, respectivamente y que desgraciadamente no
cumplen con los requerimientos de las Guias Clinicas que exigen que la
detectabilidad alcanzada esté en el percentil 99 de una poblacidn sana.

El uso de caseina y microplacas tipo Immulon™ 2 HB ha permitido reducir
sustancialmente la adsorcién inespecifica de la cTnl a superficies vy
biomoléculas. Esta propiedad, junto con la detectabilidad requerida para este
biomarcador, han sido los principales retos a resolver a lo largo de este
periodo de investigacion.

El desarrollo de un inmunosensor amperomeétrico para la deteccién de cTnl
qgue combina el uso de particulas magnéticas y los anticuerpos producidos
contra la cTnl, ha permitido disminuir considerablemente el tiempo de
deteccion de este biomarcador cardiaco, respondiendo a las expectativas de
las Guias Clinicas para las técnicas de diagndstico basadas en la deteccién de
cTnl. Asi pues, mientras que el ELISA precisaba de 2 h para proporcionar un
resultado, el inmunosensor desarrollado permite detectarlo en tan solo 30
min.

El uso de nanoparticulas semiconductores de Cd** para el marcaje de
anticuerpos u otras proteinas en el desarrollo de inmunosensores
electroquimicos para la deteccidn de cTnl ha puesto de manifiesto una serie
de dificultades derivadas de diferentes fendmenos de adsorcién inespecifica,
pérdida de actividad electroquimica y la liberacién de Cd*?, causante directo
de la sefial inespecifica en todos los formatos evaluados.

I”

El uso de nanoparticulas “core-shell” en el que el nicleo de CdSe se encuentra
protegido por una capa de ZnS permite disminuir el efecto derivado de los
cationes liberados a la solucién.

La utilizacién de particulas magnéticas recubiertas con un PEG hidrofilico ha
permitido disminuir el alto grado de adsorcidon inespecifica de las
nanoparticulas semiconductoras sobre las aprticulas magnéticas en el

inmunosensor electroquimico desarrollado.

184



5 Conclusiones

Liporpoteina (a)

e Ha sido posible producir anticuerpos policlonales especificos para la apoB100
de la Lp(a) y establecer una técnica inmunoquimica en formato sandwhich
capaz de detectar esta fraccién de la proteina con una detectabilidad de 0.15
pg mLt,

e Ha sido posible desarrollar una técnica inmunoquimica para la deteccién de
Lp(a) en suero humano mediante el uso de un anticuerpo policlonal anti
apo(a) comercial combinado con un anticuerpo policlonal anti apoB100
desarrollado en esta tesis, con un LOD de 0.008 pg mL™* en suero.

e El analisis de Lp(a) en muestras clinicas con el ensayo antes mencionado ha
puesto en evidencia la importancia en la estandarizacién y calibrado de los
inmunoensayos, asi como la necesidad de desarrollar nuevas técnicas de
diagndstico que permitan la cuantificacion de Lp(a) sin que ésta se vea
afectada por las diferentes isoformas derivadas del nimero de repeticiones
del kringle 4 tipo 2, asi como de obtener informacidn sobre el contenido de
este tipo de kringles, dada su conocida correlacién con el riesgo de sufrir
ECVs.

e Se ha puesto de manifiesto el alto grado de homologia existente entre los
kringles de la apo(a) de la Lp(a) y los del plasmindgeno, lo que ha planteado
un extraordinario reto a la hora de producir anticuerpos especificos para la
apo(a).

e A pesar de la complejidad, la realizacién de una serie de estudios en
profundidad sobre las secuencias peptidicas de los diferentes kringles, han
permitido disefiar haptenos peptidicos contra el kringle 4 tipo 1y el kringle 4
tipo 2, que han servido para generar anticuerpos monoclonales especificos
para la apo(a). Su caracterizacion mediante técnicas tipo ELISA y Western blot
han permitido demostrar que estos anticuerpos no reconocen el
plasminégeno, lo cual constituia uno de los retos de esta tesi doctoral.

e Laaparicion en el Western-Blot de bandas pertenecientes tanto a la apo(a) y
apoB100, de pesos moleculares a priori inferiores a lo esperable, ha a puesto
de manifiesto la susceptibilidad de la Lp(a) a la degradacion y/o oxidacion.

e Los estudios inmunoquimicos realizados para detectar la Lp(a) indican un
elevado grado de asocioacién entre la apoB100 y la apo(a), lo cual explicaria
el hecho de que los kringles de la apo(a) tan solo se detecten en condiciones
desnaturalizantes con los anticuerpos generados. Tal como comentan otros
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autores, la apo(a) se encontraria total o parcialmente rodeando a la apoB100,
eclipsando de esta forma los epitopos hacia los cuales estan dirigidos los
anticuerpos anti-k4.1 y k4.2 generados.
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6.1 Tampones

Se describen los tampones comunes de todos los protocolos y métodos descritos
en este capitulo. En cada seccidn se detallan los tampones especificos para el
protocolo descrito. Todas las sales utilizadas para la preparacion de los tampones
se adquirieron de Merck (Darmstadt, Alemania).

PBS es tampdn fosfato 10 mM con una disolucion salina al 0.8% (137 mM en
NaCl, 2.7 mM KCl), pH 7.5. PBST, es PBS con 0.05% Tween 20. Tampdn Borato,
0.25 M 4cido bérico/borato sddico, pH 8.7. Tampdn MES es 0.1 M en &cido 2-
morfolino etano sulfénico a pH 5.0. Tampdn carbonato/bicarbonato es
Na,CO3/NaHCO3 0.05 M pH 9.6. Tampodn citrato es 0.04 M en citrato de sodio a
pH 5.5. La solucidon de sustrato contiene 0.01% en 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina
(TMB) y 0.004% en H,0..

6.2 Equipos

Se describen los distintos equipos comunes utilizados en los diferentes
protocolos y métodos descritos en este capitulo.

El pH y la conductividad de todos los tampones y disoluciones se midié mediante
pH-metro 540 GLP y conductimetro LF 340, respectivamente (WTW, Weilheim,
Germany).

Las microplacas de poliestireno, no tratadas y los tubos de centrifuga tipo
eppendorf de 2 mL se adquirieron de Daslab (Barcelona, Espafa). Las
microplacas de poliestireno MaxiSorp se adquirieron de Nunc (Roskilde,
Dinamarca). Los tubos de centrifuga de 50 mL Falcon, se adquirieron de VWR
International Eurolab S.L. (Barcelona, Espaiia).

Las diferentes etapas de lavado se realizaron con un lavador de placas
automatico EIx405, de BioTek Instruments (Winooski, USA).

Rack Magnético MagnaRack para microtubos de centrifuga fue adquirido en
Invitrogen (ThermoFisher, Waltham, MA, USA).
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La absorbancia en cada caso se adquirié por espectrofotometro Multiskan GO
UV-Vis (Thermo Fisher Scientific Corporation, Waltham, MA, USA).

El equipo de purificacion de cromatografia de media presién, AKTA prime plus
se adquirid de (GE HealthCare, Little Chalfont, UK).

6.3 Procedimientos Generales

El reactivo Bradford se adquirid de Bio-Rad Laboratories GmbH (Hercules, CA,
USA).

e Test de Bradford cualitativo

Se mezclaron 8 pL de cada alicuota recogida tras la purificacién por
cromatogarfia de exclusion molecular, con 2 pL de reactivo Bradford. Aquellas
gotas que cambiaron de color del rojo al azul indicaban presencia de proteina.
De esta forma, se juntaron las alicuotas que dieron positivo y se utilizaron para
la conjugacioén al péptido correspondiente.

e Test de Bradford cuantitativo

La recta de calibrado se preprad con le mismo tipo de proteina que se pretendia
cuantificar, empezando a una concentracién de 200 pg mL* en PBS 10 mM. La
recta de calibrado asi como las muestras, se afadieron a una microplaca no
tratada de 96 pocillos (320 uL/pocillo) por duplicado, y se realizaron diluciones
seriadas %, dejando en cada pocillo un volumen final de 160 pL. Seguidamente
se afadid el reactivo Bradford (40 ul/pocillo). Finalmente, transcurridos 5
minutos, se adquirid el valor de la abosrbancia de cada pocillo a 595 nm.
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6.4 Preparacion de Inmunorreactivos

6.4.1 Preparacion de inmundgenos y antigenos de tapizado

Reactivos e inmunorreactivos

Todos los péptidos descritos y utilizados para la preparacion de
inmunorreactivos fueronfacilitados por la Dra. Miriam Royo (UQC, PCB). La
hemocianina de cangrejo herradura (HCH), albumina de suero bovino (BSA),
cisteina (Cys) y el 4acido 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoéxifenil)prop-2-endico (acido
sinapinico) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Missouri).
Sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (sulfo-SMCC)
se obtuvo de Pierce (Rockford, lllinois), N,N-dimetilformamida (DMF) de Sharlau
(Barcelona, Espaiia) y el acetonitrilo (ACN) de FisherSci (Leicestershire, UK).

Instrumentos y equipos

Bruker Autoflex Smartbeam-Il (Bruker, Kalsruhe, Germany) equipo de MALDI-
TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desroption lonization Time-Of-Flight Mass
Spectrometer), fue utilizado para caracterizar los bioconjugados péptido-
proteina.

Procedimiento Experimental

Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-BSA, Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-HCH, BSA-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct,
HCH-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct, (relaciéon molar Lys:sulfo-SMCC:péptido, 3:1:1)

Una disolucion de sulfo-SMCC (0.38 mg) en 10 mM PBS pH 7.5 (100 L) se afiadio
gota a gota sobre cada disolucidn de proteina (HCH o BSA, 12 mg cada una) en
PBS (900 pL). La mezcla se dejé a temperatura ambiente (RT) durante 2 h bajo
agitacién suave. Transcurrido ese tiempo, la proteina activada se purificé por
cromatografia de exclusion molecular mediante el uso de columnas tipo HiTrap
desalting Sephadex G-25 (Amersham Biosciences), utilizando PBS como
eluyente. El procedimiento de purificacién por excusién molecular se usé
teniendo en cuenta las recomendaciones del fabricante. Las fracciones eluidas
(500 pL) que dieron positivo en el test cualitativo de Bradford (Seccion 6.3),
fueron recogidas Una parte de la disolucién purificada (5 plL)se reservé para
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caracterizar el conjugado por espectrometria de MALDI-TOF (descrito mas
adelante.

Cada péptido (0.44 umol) se disolvié en una mezcla 50:50 de H,O/ACN (100 pL)
y se afiadié gota a gota sobre la disolucién de proteina activada (6 mg, 2 mL),
bajo agitacién suave. La mezcla se dejdé bajo agitaciéon durante 16 h a 4 °C. El
bloqueo de los grupos maleimido que no reaccionaron tras la conjugacion, se
realizd mediante la adicién de una disolucidon de Cys-HCl (35.7 mM, 350 ulL) y
durante 2 h a RT bajo agitaciéon suave. Finalmente, los bioconjugados se
purificaron por didlisis con PBS 0.5 mM (4x 5L) y agua ultrapura (1x 5L),
liofilizados y guardados a -20 °C.

Caracterizaciéon por MALDI-TOF MS

Las densidades de haptenos para cada bioconjugado se obtuvieron mediante la
medida del peso molecular de cada bioconjugado. De esta forma, el espectro de
masas se obtuvo por cristalizacion de la correspondiente matriz (acido
sinapinico, 2 uL de 10 mg mL™ en una disolucién 70:30 de ACN/H,0 y 0.1% en
HCOOH), seguido de 2 pL de muestra tomada después de cada paso de
bioconjugacion, o bien 2 uL de la muestra de referencia (BSA, 5 mg mL™ en 50:50
de ACN/H,0 y 0.1% en HCOOH). Finalmente, tras la evaporacion de la disolucién
depositada sobre la placa, se volvieron a adicionar 2 plL de la matriz. La densidad
peptidica (3) se calculdé siguiendo la siguiente ecuacidon: (MWoyioconjugado-
MW proteina) /MW péptido. LOS resultados para cada caso se muestran en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Densidades tanto de brazo espaciador como de péptido de la BSA para cada conjugado.

Bioconjugado 6 (SMCC) & (péptido) Rendimiento (%)
Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-BSA 8 3 62
BSA-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct 8 3 60

6.4.2 Produccion de anticuerpos policlonales

Reactivos e inmunoreactivos
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La apolipoproteina B-100 se adquirié de Abcam (Cambridge, UK). Adyuvante de
Freund completo e incompleto se adquirieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Missouri).

Procedimiento experimental

¢ Inmunizacion y obtencion de los antisueros

Para cada inmundgeno se hicieron servir tres conejos hembra blancos de la
variedad New Zealand con un peso cercano a los 1-2 Kg. Para cada uno de los
conejos, se tomaron 100 pL de la disolucidon de inmundgeno a una concentraciéon
de 1 mg mLt en PBS, llevdndose a un volumen final de 500 puL en PBS (100 pg de
inmundgeno por animal). La disolucion resultante se emulsiond con un volumen
igual de adyuvante de Freund completo. La emulsidn resultante se inoculd
mediante 10 pequefas inyecciones subcutdneas a ambos lados de la espina
dorsal (1 mL por conejo). Transcurrido un mes, se repitio el proceso de
estimulacién del sistema inmune del animal mediante la inoculacién de 100 ug
de inmundgeno emulsionado con adyuvante de Freund incompleto. Las
inoculaciones se repitieron cada cuatro semanas aproximadamente mediante el
uso de adyuvante de Freund incompleto.

e Purificacion de anticuerpos policlonales por sulfato de amonio

Los anticuerpos policlonales se aislaron la mayor parte de las IgGs presentes en
el antisuero mediante la precipitacién por adicién en bafio de hielo de (NH4),SO4
saturado hasta una concentacion final del 40%. El precipitado se conservé a 4 °C
durante toda la noche. A la mafiana siguiente se retir6 el sobrenadante previo
paso de centrifugacién (4 °C, 10000 x g 10 min). Seguidamente, el precipitado se
resuspendié en PBS 10 mM a un volumen final correspondiente a la mitad del
volumen inicial del antisuero.

e Purificacion de anticuerpos policlonales por cromatografia de afinidad
de Proteina A

Los anticuerpos, previo paso de purificacién por sulfato de amonio, se purificaron
por cromatografia de exclusion molecular mediante el uso de columnas tipo
HiTrap desalting Sephadex G-25 (Amersham Biosciences), utilizando PBS como
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eluyente. Las fracciones eluidas (500 pL) que dieron positivo tras realizacion de
test de Bradford cualitativo (Secciéon 6.3), fueron juntadas en tubo tipo
eppendorf. Seguidamente, las I1gGs se aislaron por medio de cromatografia de
afinidad por Proteina A (columnas de 1 ml HiTrap, Amersham Pharmacia
Biotech). Los anticuerpos se eluyeron mediante tampdn Gly-HCI 50 mM pH 2.7,
cada fraccidn (500 pL) se recogio sobre 20 pL de tampdn Tris-HCl 1 M con el fin
de que el anticuerpo se encontrara en un medio de pH lo mas neutro posible. Las
fracciones eluidas que dieron positivo tras realizacién de test de Bradford
cualittaivo, fueron recogidas en tubo tipo eppendorf. Finalmente, se realizd un
cambio de medio a PBS mediante paso por columna Desalting Hitrap de 5 mL, y
aquellas fracciones que dieron positivo en test Bradford cualitativo se juntaron
de nuevo. La concentracién de anticuerpo se estableci6 mediante ensayo
Bradford Cuantitativo (Seccién 6.3).

6.4.3 Producciéon de anticuerpos monoclonales

Reactivos e inmunoreactivos

Los inmunorreactivos utilizados fueron, los inmundgenos preparados en la
Seccion 6.4.1. El adyuvante de Freud completo e incompleto, se adquirieron de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri).

Procedimiento experimental

La tecnologia de produccion de mAbs utilizada se basa en la descrita por Georges
Kéhler y César Milstein en 197524,

A continuacion se describe la metodologia de produccion de mAbs, mediante las
siguientes etapas:

e Inmunizacion de ratones

Ratones BALB/c hembra de entre 8 y 10 semanas de edad fueron inmunizados
mediante inyeccidén intraperitoneal con los distintos inmundgenos. En la primera
dosis se administraron 200 pl de una emulsién 1:1 (v/v) de adyuvante completo
de Freund y de 100 pg de inmundgeno disuelto en PBS cada 3 semanas, los
ratones recibieron un minimo de dos inmunizaciones adicionales, salvo
indicacion expresa, en estos casos emulsionando los conjugados con adyuvante
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de Freund incompleto. A partir de la segunda inmunizacién, y diez dias después
de cada inmunizacién, se extrajo una muestra de sangre de los ratones
inmunizados mediante sangrado submandibular para evaluar el titulo de la
sangre. Transcurridas 3 semanas desde la ultima dosis, se les administré 100 ug
de conjugado en 200 pl de PBS 4 dias antes de la fusidn celular.

e Fusidn celular

El procedimiento seguido en la fusion celular fue semejante al descrito por
Nowinsky et al.?*°. La linea celular del mieloma de ratén P3-X63/Ag 8.653
(ATCC,Rockville, MD) se cultivo en medio DMEM suplementado con glutamina (2
mM), aminoacidos no esenciales 1 mM, gentamicina (25 pg/ml), y suero bovino
fetal (15%), (s-DMEM). Las células de mieloma cultivadas en placas Petriy en fase
exponencial de crecimiento, se recogieron y lavaron 2 veces con medio s-DMEM
sin suero

Los linfocitos B se obtuvieron por homogeneizacién del bazo del animal
inmunizado Tras lisar los glébulos rojos por choque osmético con 1 mL de
tampdn de lisis eritrocitos (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) los linfocitos se
lavaron tres veces con s-DMEM, siendo el ultimo lavado con medio exento de
suero.

Las 2 poblaciones celulares asi obtenidas se mezclaron en una proporcién 4:1
(linfocito:mieloma) y se fusionaron mediante la adicién de 1.0 mL de PEG 1500.
Al cabo de 1 minuto, la mezcla celular se diluyé lentamente con s-DMEM vy se
distribuyé en placas de cultivo de 96 pocillos a una densidad de 2 x 10° células
por pocillo, sembrando 100 ul por pocillo. Un dia después, a cada pocillo se
afiadieron 100 pl de medio de seleccion HAT (medio s-DMEM suplementado con
100 mM hipoxantina,0.4 mM aminopterina y 16 mM timidina).

e Seleccidén de hibridomas y clonacién

Aproximadamente a los 10-12 dias después de la fusidn, los sobrenadantes de
cultivo se analizaron mediante ensayo ELISA indirecto no competitivo (Seccidn
6.6.2), para detectar la presencia de anticuerpos. Los hibridomas seleccionados
se clonaron siguiendo el procedimiento denominado de dilucion limite. La
clonacidn se efectud a densidades celulares de 10 y 2 células/pocillo. Una vez los
cultivos mostraron un crecimiento celular aceptable, los sobrenadantes se
ensayaron de nuevo mediante ELISA. Se realizaron un minimo de 2 clonaciones
hasta estar seguros de que los hibridoma estaban totalmente clonados.
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Una vez identificado el clon, se procedid a su expansidn, que consiste en obtener
un mayor numero de células. Llegados a este punto las células se congelan y se
almacenan en nitrégeno liquido, y el medio de cultivo se emplea como fuente de
anticuerpos. El proceso de produccidn se siguié mediante la cuantificacion de los
anticuerpos presentes en el medio de cultivo mediante ensayo ELISA sandwich
de cuantificacion (Seccién 6.6.3). Una vez obtenida la cantidad de anticuerpo
necesaria, se procedio al aislamiento y purificacion de éstos.

e Purificacién de anticuerpos monoclonales por sulfato de amonio

Los anticuerpos se purificaron directamente a partir de los sobrenadantes de
cultivo (100-200 ml). Inicialmente se realizd6 una precipitacién salina de los
sobrenadantes mediante la adicion de una disolucion de (NH4),SO4 saturado (1:1,
v/v) en bafio de hielo y bajo agitacién constante.La suspensidn asi obtenida se
centrifugd durante 30 minutos a 1500 x g. El precipitado obtenido se redisolvié
en PBS 10 mM.

e Purificacion de anticuerpos monoclonales por cromatografia de
afinidad de Proteina G

Tras la precipitacion con (NH4),S04, los anticuerpos monoclonalesse purificaron
por cromatografia de afinidad sobre proteina-G Sepharose (columnas de 5 ml
HiTrap de Amersham Pharmacia Biotech) mediante sitema de cromatografia
AKTA prime plus (GE HealthCare, Little Chalfont, UK). Tras el paso de elucion con
tampdn Gly-HCI 50 mM pH 2.7, los anticuerpos se recogieron sobre una mezcla
de PBS 100 mM y NaOH 5N. Aquellas alicuotas que contenian anticuerpo se
juntaron y finalmente se cuantificd la concentracién de cada mAb mediante
ensayo ELISA de cuantificacion formato sandwich (Seccién 6.6.3).

6.4.4 Protocolo de biotinilizacion de anticuerpos. Evaluacion y
caracterizacion

Reactivos e inmunorreactivos

Anticuerpo policlonal AD3 proporcionado por AUDIT Diagnostics (Cork, Irlanda).
Anticuerpos policlonales y monoclonales producidos en esta tesis (Seccion 6.4.2
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y 6.4.3). EZ-link sulfo-NHS-LC-LC-Biotina y la Avidina fue adquirida de Pierce
(Rockford, Illinois). El 4cido 2-(4-hidroxifenilazo)benzoico (HABA) fue adquirido
de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri).

Procedimiento experimental

e Biotinillizacidn de anticuerpos

Se trabajé a un exceso molar de 20:1 biotina/anticuerpo, recomendado para una
cantidad de proteina de 2 mg, segln fabricante. De esta forma se disolvieron 2
mg de IgG en 1 mL de PBS. Se preparé una disolucion 10 mM de EZ-Link sulfo-
NHS-LC-LC-Biotina (3.35 mg/500 pL) en H,0O Ultrapura. Se afiadieron gota a gota
y bajo agitacion, 27 uL de esta disolucién de biotina, sobre la disolucién de IgG a
2 mg mL’. La mezcla se mantuvo bajo agitacién suave y a RT durante 1 h.
Transcurrido ese tiempo, los bioconjugados se purificaron por didlisis con PBS 0.5
mM (4x 5L) y H,0 Ultrapura (1x 5L). Se conservaron 50 pL de cada bioconjugado
para su caracterizacién y finalmente fueron liofilizados y guardados a -20 °C. Se
conservaron alicuotas de trabajo a 4 °C.

e Caracterizacion de los bioconjugados Ab-Biotina por ensayo HABA

La relacion final biotina/anticuerpo se establecié mediante ensayo HABA. Para
esto, se prepard una disolucién de acido 2-(4-hidroxifenilazo) benzdico (HABA)
10 mM disolviendo 4.84 mg de HABA en 1980 uL de agua Ultrapura y 20 plL de
NaOH 1 M. Seguidamente, se prepard una disolucién HABA/Avidina, para esto se
disolvieron 2.5 mg de Avidina en una disolucién 0.3 mM de HABA (150 uL HABA
10 mM en 5 mL de PBS).

En una microplaca de poliestireno no tratada, se sembraron 180 pL de la
disolucién HABA/Avidina en tantos pocillos como muestras se tenian y un blanco,
cada muestray el blanco con su correspondiente duplica. Se realizé la medida de
todos los pocillos a una longitud de onda de 500 nm (Asoo H/A). La microplaca se
agitd justo antes de realizar la medida. Seguidamente, se afiadieron 20 L de
cada muestra a un pocillo que contuviera 180 pL de HABA/Avidina. De nuevo se
registré la absorbancia a 500 nm previa agitacion (Asee H/A/B). Finalmente se
establecié la relacién biotina/anticuerpo segun los célculos que a continuacién
se detallan,
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[Ab](mg/mL)
MW Ab (mg/mmol)

mmol de Ab/mL = (1)

AAsgg = (AsgoH/A) — (AsooH/A/B) (2)

mmoles de biotina _ (2)

(3)

mL de mezcla de reaccién (34000%xb)

Siendo b el camino éptico, aplicando un valor de 0.5 para las medidas en
microplaca.

mmol biotina _ (3)X10
mmol Ab (€Y)

(4)

Siendo 10 el factor de dilucidon realizado sobre la disolucién original preparada
de biotina. Para todos los anticuerpos se incorporaron entre 3 y 4 restos de
biotina por anticuerpo.

6.4.5 Protocolo de biofuncionalizacién de particulas magnéticas con
anticuerpos. Evaluacion y caracterizacion.

En esta seccidn se describen los diferentes protocolos seguidos a la hora de
biofuncionalizar las diferentes particulas magnéticas utilizadas en esta tesis con
anticuerpos.

Particulas magnéticas

Las particulas magnéticas Dynabeads MyOne funcionalizadas con grupos p-
Toluensulfonilo (@ = 1 um) se adquirieron de Invitrogen (ThermofFisher,
Waltham, MA, USA). Los particulas magnéticas Sera-Mag (@ = 1 pm) se
adquirieron de GE Healthcare (Little Chalfont, UK), mientras que las particulas
magnéticas Estapor Sera-Mag (@ = 0.7-1.3 um) de Merk (Darmstadt, Alemania).
Las particulas magnéticas SIMAG-Carboxy! (@ = 1 um) y fluidMAG-CMX (@ = 0.2
pum), se adquirieron en Chemicell (Berlin, Alemania). EI mPEG-NH, con 6
subunidades de PEG, fue adquirido de Polypure AS (Gaustadallee, Noruega).

Tampones y disoluciones
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Tampdn de bloqueo es PBST 0.5 % en BSA. Tampdn de conservacién es tampdn
PBST con un 0.1% de BSA. Tampdn Borato, 0.1 M acido bérico/borato sédico, pH
9.5. Tampdn MES 0.1 M a pH 5.0, tampdn MES 0.05 M pH 6.0. Tampdn 3 M de
(NH4),504.

Instrumentos y equipos

Las microplacas de poliestireno, no tratadas y los tubos de centrifuga tipo
eppendorf de 2 mlL, se adquirieron de Daslab (Barcelona, Espana). Rack
Magnético MagnaRack para microtubos de centrifuga adquirido en Invitrogen
(ThermoFisher, Waltham, MA, USA).

Procedimiento experimental

e Particulas Magnéticas Dynabeads MyOne

Se conjugaron 0.4 mg de Ab a 10 mg de MP, para esto se tomaron 100 pL del
stock de MP, y tras realizar tres lavados en tampdn Borato 0.1 M, se descarté el
sobrenadante mediante separacion magnética y se resuspendieron las MP en
200 pL de Ab (2 mg/mL) y seguidamente se afiadieron 100 puL de tampdn
(NH4)2S04 3 M. Se incubd la mezcla a RT durante 48 h bajo agitacion 750-800
rpm. Transcurrido ese tiempo, se retir6 el sobrenadante y se realizaron 2 lavados
con tampdn Borato 0.1 M. Las alicuotas se conservaron para cuantificar el
rendimiento de conjugacidn mediante test Bradford cuantitativo (Seccidn 6.3).
Seguidamente el bioconjugado se resuspendié en 200 pL de tampdn PBST 0.5%
BSA y 100 pL de tampdn (NH4),SO4 3 M. Se incubd 24 h a RT bajo agitacién 750-
800 rpm. Finalmente, se retird el sobrenadante y se resuspendié el bioconjugado
en tampdn PBST 0.1% BSA. 250 pL, conservandose a 4 °C hasta su uso. La
concentracion de MP final fue de 40 mg mL™.

e Particulas Magnéticas Sera-Mag HeatlhCare

Se tomaron 200 pL de MP Sera-Mag (10 mg) del stock y se realizaron 3 lavados
en tampon MES 50 mM pH 6.0. Seguidamente y tras retirar el sobrenadante, las
MPs se resuspendieron en 1 mL de 12.5 mM en EDC y 100 mM NHS en tampdn
MES 50 mM. Las particulas magnéticas se incubaron en este medio durante 30
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min a RT bajo agitacion 750-800 rpm. Transcurrido ese tiempo, las MP activadas
se lavaron 3 veces con tampdén MES, y tras retirar el sobrenadante, se
resuspendieron en 1 mL de una disolucién de Ab 0.5 mg mL* preparada en MES
50 mM. Se incubd a tempreatura ambiente 60 min, 750 rpm. Seguidamente se
retird el sobrenadante y se conservé para cuantificar el rendimiento de la
conjugacion por test Bradford cuantitativo. El bioconjugado se resuspendié en 1
mL de tampdn MES 50 mM 0.5% mPEG-NH,, 2 h, 750 rpm. Finalmente, se
intercambid el tampdn, resuspendiendo el bioconjugado en 250 pL de tampdn
PBS 10 mM 0.2 % PEG 6000, conservandose a 4°C hasta su uso. La concentracion
final de MP fue de 40 mg mL™.

e Particulas Magnéticas Sera-Mag Estapor

Se tomaron 100 pL (10 mg de MP) del stock de MP y se realizaron 2 lavados en
medio HCI 2mM. Tras retirar el sobrenadante, las particulas magnéticas se
resuspendieron en una disolucién 25 mg EDC/ 15 mg NHS en 2.5 mL de tampdn
PBS 10 mM vy se incubaron durante 15 min, 750-800 rpm. Transcurrido ese
tiempo, las MP activadas se lavaron 3 veces con tampdn PBS 10 mM vy
seguidamente, se retird el sobrenadante. De nuevo, las MP se resuspendieron
en una disolucién de Ab 2 mg mL™ en PBS 10 mM, y se incubaron a tempreatura
ambiente 2 h, 750 rpm. Una vez pasadas las 2 h se retiré el sobrenadante y se
conservé para cuantificar el rendimiento de la conjugacién por test Bradford
cuantitativo. El bioconjugado se resuspendié en 1 mL de tampdn PBS 10 mM
0.5% mMPEG-NH,;, 2 h, 750 rpm. Transcurrido ese tiempo, se retiréd el
sobrenadante y el bioconjugado se resuspendié en 250 uL de tampdn PBS 0.2%
PEG 6000, conservandose a 4°C hasta su uso. La concentracion final de MP fue
de 40 mg mL™.

e Particulas Magnéticas Chemicell SIMAG-Carboxyl

Se conjugaron 50 pg de Ab por cada 10 mg de MP. De esta forma, se tomaron
200 pL de MPs y tras realizar 2 lavados con tampén MES 0.1 M pH 5.0, se
resuspendieron en 250 pL de una disolucién de EDC a 40 mg/mL. Las MP se
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incubaron durante 15 minutos, 750 rpm. Seguidamente, se retird el
sobrenadante y se resuspendieron en 250 pL de una disolucién 0.2 mg/mL de Ab.
Las MPs se incubaron durante 2 h a termperatura abmiente, 750 rpm.
Transcurrido ese tiempo, se retird el sobrenadante y se conservé para calcular el
rendimiento de conjugacidon mediante test Bradford Cuantitativo. Se prepraraon
diferentes bioconjugados con estas particulas magnéticas, utilizando diferentes
agentes de bloqueo, e incluso sin realizar etapa de bloqueo. De tal forma que
para aquellos conjugados en los que no se realizd ningun bloqueo, tras la etapa
de inmobilizacién del Ab, las MPs se resuspendieron en 250 pL de PBS 10 mM pH
7.5 0.1% BSA. Para aquellos bioconjugados donde se utilizd BSA como agente de
blogueo, las MPs se resuspendieron en 250 pL de PBS 10 mM pH 7.5 0.5 % BSA,
mientras que para aquellos bioconjugados donde se utilizé6 el MPEG-NH, como
agente de bloqueo, se resuspendieron en 250 uL de una disolucién PBS 10 mM
pH 7.5 0.5% mPEG-NH,. En ambos casos, los bioconjugados se incubaron durante
2 h a termperatura ambiente y bajo agitacién constante, 750 rpm. Tras la etapa
de bloqueo, se retird el sobrenadante y cada bioconjugado se resuspendid en
250 plL de PBS 10 mM pH 7.5. La concentracién final de MP en todos los casos
fue de 40 mg/mL.

e Particulas Magnéticas Chemicell fluidMAG-CMX

Se conjugaron 50 pg de Ab por cada 10 mg de MP. De esta forma, se tomaron
400 pL de MPs y tras realizar 2 lavados con tampén 0.1 MES pH 5.0, se
resuspendieron en 250 pL de una disolucién de EDC a 40 mg/mL. Las MP se
incubaron durante 15 minutos, 750 rpm. Seguidamente, se retird el
sobrenadante y se resuspendieron en una disolucién en 250 puL de una disolucién
0.2 mg/mL de Ab. Las MPs se incubaron durante 2 h a termperatura abmiente,
750 rpm. Transcurrido ese tiempo, se retird el sobrenadante y se conservé para
calcular el rendimiento de conjugacién mediante test Bradford Cuantitativo. El
bioconjugado se resuspendié en 250 plL de una disolucién de PBS 10 mM pH 7.5
0.1 % BSA, conservandose a 4 °C hasta su uso. La concentracion final de MP en
este caso fue de 40 mg/mL.

Tabla 6.2. Rendimientos de bioconjugacién para cada tipo de particula magnética y anticuerpo. Se
indica en que pagina de este domjcumento se hace referencia al tipo de bioconjugado en cuestion.

Rendimiento

MP Ab Inmundgeno Bloqueo (%)
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mAb34.16.4 Lpak4.1Nt 0.5% BSA 95
DynaBeads pAbAD3 apo(a) 0.5% BSA 64
MyOne Preinmune - 0.5% BSA 60
pAb220 cTnl 0.5% BSA 98
Sera-MAG 0.5%
(GE) pAb220 cTnl MPEG-NH, 97
Sera-MAG 0.5%
(Estapor) PAb220 ctnl mPEG-NH> %
fluidMAG-
CMX pAb220 cTnl - 92
(Chemicell)
i pAb220 cTnl - 90
SIMAG pAb220 cTnl 0.5 % BSA 97
Carboxyl 0.5%
. . (o]
(Chemicell) pAb220 cTnl MPEG-NH; 97

6.4.6 Protocolo de sintesis de nanoparticulas de CdS

Reactivos e inmunorreactivos

Dioctil Sulfosuccinato de Sodio > 97% (DOSS), Nitrato de Cadmio (Cd(NOs)),
Sulfuro de Sodio (Na,S), 3-Mercapto-1-propanosulfonato de Sodio, acido 3-
mercaptopropidnico, isooctano y la piridina 99.8%, se adquirierion de Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, Missouri). El etanol 99%, etil éter, hexano y acetato de etilo
junto con las sales utilizadas para la preparacién de los diferentes tampones, se
adquirieron de Merck (Darmstadt, Alemania).

Procedimiento experimental

. ETAPA 1. Preparacion de las particulas de CdS

Los balones destinados a la sintesis de particulas se lavaron con agua regia
(HNOs:HCl, 1:3), posteriormente se lavd con agua ultrapura abundantemente y
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se secaron completamente antes de su utilizacién. Seguidamente se prepararon,
100 mL de una disolucién 0.16 M de DOSS 98:2 Isooctano:H,0 Ultrapura, 1 mL
de una disolucion 1 M de Cd(NOs); en H,0 Ultrapura y una disolucién 1 M de
Na,S en H,O Ultrapura. En un balédn de 100 mL se adicionaron 60 mL de
tensioactivo DOSS y bajo agitacion suave a 600 rpm, se adicionaron 240 uL de la
disolucion de Cd(NOs), 1 M. En otro baldon de 100 mL se adicionaron 40 mL de
tensioactivo DOSS, y bajo agitacidn se adicionaron 160 plL de la disolucién de
NazS 1 M. Ambas emulsiones se dejaron a RT bajo agitacién durante 60’, con este
tiempo se garantizé que las emulsiones de ambos productos estuvieran bien
preparadas, cosa que facilitdé la producciéon de particulas de CdS mucho mas
puras y dispersas. Transcurrido ese tiempo, se juntaron ambas disoluciones en
un baldén de 250 mL, asegurdndose de recoger toda la sal de Cd que haya podido
depositarse en el fondo del baldn. Finalmente, la mezcla resultante se dejé bajo
agitacién a RT y en atmdsfera de Ar con el fin de evitar la oxidacion de los
metales, durante 60’.

e FETAPA 2. Formacion de la SAM

3-Mercapto-1-propanosulfato de sodio/dcido 3-mercaptopropandico

Se preparard una disolucion 20 mg/mL de 3-Mercapto-1-propanosulfonato de
sodio , y una disolucién también 20 mg/mL de acido 3-Mercaptopropanoico,
ambas en agua ultrapura. Seguidamente se adicionaron al balén bajo agitacion
las cantidades indicadas anteriormente, que corresponden a una cantidad total
de 80 umols de de cada uno de los compuestos tiolados. La disolucidn resultante
se dejo bajo agitacidén a RT durante toda la noche, bajo atmdsfera inerte de Ar.

m(PEG)s-Tiol/dcido carboxilico-(PEG);-Tiol

Se preprararon las siguientes disoluciones en H,O Ultrapura. Una disolucion 20
mg/mL de acido carboxilico-(PEG);-Tiol, y una disolucidn también 20 mg/mL de
m(PEG)e-Tiol. Seguidamente se adicionaron al balén bajo agitacién 1.83 mL del

PEG acido, y 1.43 mL del mPEG-tiol. La disolucidn resultante se dejé bajo
agitacién a RT durante toda la noche, bajo atmdsfera inerte de Ar.

e ETAPA 3. Lavado de las particulas de CdS
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El isooctano se rotavapord mediante bafio de agua a 40 °C y vacio hasta que la
aparicién de un gel viscoso. Las CASNP se resuspendieron en una mezcla 1:2 (v/v)
de Piridina: Et,O, 30 mL y se centrifugaron durante de 60’ a 10 °C y 18500 x g.
Transcurrido este tiempo, se descartd el sobrenadante y se resuspendieron los
nanoparticulas de CdS en 15 mL de hexano. Se repitié de nuevo la centrifugacion.
Tras eliminar el sobrenadante, las CdSNP se resuspendieron en 15 mL de AcOEt.
La suspension resultante se volvié a centrifugar bajo las mismas condiciones. Se
repetid el proceso pero en este paso resuspendiendo las particulas en EtOH
absoluto. Finalmente se elimind el sobrenadante y los nanoparticulas de CdS se
resuspendieron en 6 mL de PBS 10 mM pH 6.0, de la siguiente forma. Las
particulas se almacenaron a 4 °Cy protegidas de la luz hasta su uso.

e ETAPA 4. Caracterizacion de las particulas de CdS

TEM

El tamafio de los nanoparticulas de CdS resultantes, se determind mediante
técnicas tipo TEM, dando lugar a un diametro de 5 nm.

Espectro UV-Vis

En placa de dilucién se tomaron 200 pL de la suspensidn de particulas de CdS y
se realizaron 3 diluciones seriadas, %2 en PBS 10 mM. Seguidamente de cada
pocillo se realizé el espectro de absorcién de 300 a 600 nm, estimandose que la
concentracién de particulas a partir de la cual trabajaremos, serd aquella que
presente una absorbancia de 1 ODs a 400 nm.

Voltamperometria

Se caracteriz6 la respuesta electroquimica mediante voltamperometria de onda
cuadrada (SWV) del nuevo batch de nanoparticulas de CdS. Para esto se
prepraron diferentes diluciones a partir del batch de CdS en medio PBS 10 mM,
% y 1/8, junto con la muestra sin diluir, 50 pL. Seguidamente, se deposité el
volumen total de CdSNP sobre el electrodo y se realizé SWV a un potencial de
deposicién de -1.2 V durante 180 s. Finalmente, se registrdé un pico al potencial
redox caracteristico del Cd a un potencial de -0.90 V.
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6.4.7 Protocolo de biofuncionalizacidn de nanoparticulas metalicas
de CdS y Quantum Dots. Evaluacion y caracterizacion.

Reactivos e inmunorreactivos

Anticuerpo pAb221 producido contra toda la cTnl y purificado por cromatografia
de afinidad Proteina A (Seccidn 6.4.2). El 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y la N-hidroxisuccinimida (NHS), y la
glicina fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Missouri). La
estreptavidina se adquiri6 de Molecular Probes, Invitrogen (ThermoFisher,
Waltham, MA, USA).

Tampones y disoluciones

Tampdn fosfato 10 mM con una dislucién salina al 0.8% (137 mM en NaCl, 2.7 M
KCl), pH 6.0. Disloucién de NaNs al 2%.

Procedimiento experimental

e Preparacion de bioconjugados CdSNP-pAb221

Inicialmente se realizd la dilucién correspondiente tras analisis UV-Vis del batch
de CASNP en medio PBS 10 mM pH 6.0. Seguidamente, se preparard una
disolucion 200 mM de EDC (38.3 mg/mL) y 100 mM de NHS (11.6 mg/mL) en PBS
10 mM pH 6.0. Se trasvasé 1 mL de la disolucién EDC/NHS y se dejé la mezcla
bajo agitacidn orbital a RT durante 15 min. Transcurrido ese tiempo, se retird el
sobrenadante por centrifugacién 20 min RT 10000 x g, y los CASNP activados, se
resuspendieron en 1 mL de una disolucion pAb221 a 1 mg/mL. La etapa de
conjugacion se llevd a cabo a RT durante 150 min y bajo agitacién orbital.
Seguidamente, se retird el sobrenadante por centrifugacion 20 min, RT y 10000
X g y se reservd para estimar el rendimiento de conjugacion mediante test
Bradford cuantitativo (Secciéon 6.3). Los bioconjugados CdSNP-pAb221 se
resuspendieron en 1 mL de una disolucidn de glicina, 10 mg mL* en PBS 10 mM
pH 6.0, con el fin de bloquear los grupos carboxilo que no reaccionaron con
ninguna amina primaria. Se realizé una incubacién a RT y bajo agitacién orbital
durante 60 min. Finalmente, se retird6 el sobrenadante tras paso de
centrifugacion y los bioconjugados se resuspendieron en 1 mL de PBS 10 mM pH
7.5 0.05% NaNs, consevandose a 4 °C hasta su uso.
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Los resultados del rendimiento de bioconjugacion tras la realizacién del test
Bradford cuantitativo (Seccién 6.3) fueron del 98 % para los nanoparticulas de
CdS cuya SAM se realizd con la mezcla 3-Mercapto-1-propanosulfato de
sodio/4cido 3-mercaptopropandico. Mientras que para aquellos bioconjugados
preparados con los CdSNP cuya SAM estaba formada por la mezcla acido
carboxilico-(PEG)7-Tiol/m(PEG)e-Tiol, fue del 80%.

e Preparacion de bioconjugados QD-pAb221

Inicialmente se procedio a la activacion de los grupos carboxilo presentes en la
superficie de los QDs. Para un volumen final de conjugacién de 500 pL, se
prepard la mezcla de 100 pL de QD (1 uM), 150 plL de una disolucién EDC 100
mM, 150 pL de una disolucién NHS 100 mM y finalmente 100 pL de tampdn MES
50 mM pH 5.0. Tanto la EDC como la NHS se prepraron en medio MES 50 mM pH
5.0. La etapa de activacion se llevd a cabo durante 60 min a RT y bajo agitacion
suave. Seguidamente, se retiré el sobrenadante por paso de centrifuga 10 min,
RT y 10000 x g. Los QDs activados se resuspendieron en 350 pL de tampdén MES
50 mM y se sonicaron durante 5 minutos. Seguidamente, se adicionaron 150 plL
de una disolucion de pAb221 1 mg/mL. La mezcla se incubd bajo agitacién suave
a RT durante 4 h y seguidamente a 4 °C durante 16 h. De esta forma se realizé la
conjugacidn a una relacion molar QD:pAb221 de 10:1. A la mafiana siguiente, se
retird el sobrenadante por paso de centrigufacién (10 min, RT y 10000 x g),
conservandose con el fin de estimar el rendimiento de conjugacion por test
Bradford cuantitativo (Seccién 6.3), que fue del 98%. Los bioconjugados se
resuspendieron en 100 pL de PBS 10 mM pH 7.5 0.02% NaNs.

e Preparacidn de bioconjugados QD-Sav

Inicialmente se procedio a la activacion de los grupos carboxilo presentes en la
superficie de los QDs. Para un volumen final de conjugacidon de 500 pL, se
preparé la mezcla de 100 pL de QD (1 uM), 150 pL de una disoluciéon EDC 100
mM, 150 pL de una disolucién NHS 100 mM y finalmente 100 pL de tampdn MES
50 mM pH 5.0. Tanto la EDC como la NHS se prepraron en medio MES 50 mM pH
5.0. La etapa de activacion se llevé a cabo durante 60 min a RT y bajo agitacion
suave. Seguidamente, se retird el sobrenadante por paso de centrifuga 10 min,
RT y 10000 x g. Los QDs activados se resuspendieron en 440 uL de tampdén MES
50 mM, y se sonicaron durante 5 minutos. Seguidamente, se adicionaron 60 uL
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de una disolucidn de Estreptavidina 20 uM. La mezcla se incubd bajo agitacion
suave a RT durante 4 h y seguidamente a 4 °C durante 16 h. De esta forma se
realizd la conjugacién a una relacién molar QD:Sav de 1:2. A la mafiana siguiente,
se retird el sobrenadante por paso de centrigufacion (10 min, RT y 10000 x g),
conservandose con el fin de estimar el rendimiento de conjugacién por
bioensayo en microplaca para la determinacidn de estreptavidina, que fue del
99%. Los bioconjugados se resuspendieron en 100 puL de PBS 10 mM pH 7.5
0.02% NaNs.

6.5 Bioensayo en microplaca para la determinacién de
estreptavidina

Reactivos e inmunorreactivos

Estreptavidina adquirida de Molecular Probes™ (Invitrogen, ThermoFisher,
Waltham, MA, USA). Bioconjugado BSA-Biotina y HRP-Biotina, ambos
preparados en el laboratorio.

Procedimiento experimental

Se tapizd una microplaca de poliestireno con una disoluciéon de BSA-Biotina a
0.125 pg/mL, 100 uL/pocillo. La microplaca tapizada se conservé a4 °C16 h. Ala
mafiana siguiente, y tras una etapa de lavado 4x 300 uL PBST, se adicionaron
tanto la curva de calibrado de estreptavidina, asi como las muestras, con sus
correspondientes duplicas, 100 pL/pocillo 30 min RT 450 rpm. La curva de
calibrado de Sav se realizd6 mediante disoluciones seriadas % partiendo de una
concentracidn 1000 nM y hasta una concentracién de 15.625 nM, seguidamente
se realizaron 3 diluciones seriadas %, en PBST. La curva de calibrado esta formada
por 7 concentraciones de Sav y el cero. De cada muestra se prepararon diluciones
1/50, 1/100, 1/200 y 1/400 en PBST. Transcurrido el tiempo indicado, se realiz6
de nuevo una etapa de lavado, y seguidamente se adiciond una disolucién de
HRP-biotina 1/160000 en PBST, 100 pL/pocillo. Se incubaron las placas durante
30 min RT 450 rpm. Finalmente, tras realizar una nueva etapa de lavado, se
adiciond la disolucion de sustrato (100 pL/well) y tras 30 minutos de incubacién
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a RT y en oscuridad, la reaccidon enzimatica se detuvo por adicion de H,SO4 4N,
50 uL/pocillo. La absorbancia de cada pocillé se registré a 450 nm.

6.6 Inmunoensayos

6.6.1 Ensayos de titracion

La evolucion del proceso de inmunizaciéon se evalué mediante ensayos de
titracion en placa ELISA indirecto no competitivo, evaluando la afinidad de cada
antisuero a diferentes diluciones, frente a su correspondiente antigeno, en este
caso proteina, tapizada sobre la placa (1 pg mL?, 100 pL/pocillo), 16 h4°Co 4 h
a RT. Al dia siguiente, se lavaron las microplacas 4 veces con PBST (300 pL/pocillo)
y se adicionaron de cada antisuero 7 diluciones seriadas %, empezando por la
dilucién 1/1000, junto con un blanco (PBST, 100 uL/pocillo). La microplaca se
incubé durante 30 minutos a RT. Seguidamente, tras realizar una nueva etapa de
lavado, se adicioné a cada pocillo una dilucion 1/6000 de anti conejo 1gG
marcado con HRP (PBST, 100 uL/pocillo). La microplaca se incubé durante 30
minutos a RT. Finalmente, tras realizar una nueva etapa de lavado, se adicioné la
disolucion de sustrato (100 pL/well) y tras 30 minutos de incubacion a RT y en
oscuridad, la reaccién enzimdtica se detuvo por adicion de H,SO; 4N, 50
uL/pocillo. La absorbancia de cada pocillé se registré a 450 nm.

Tras la evaluacidn de la sexta sangre (sangre final) fue cuando en todos los casos
se alcanzd un titulo aceptable y los animales se sacrificaron. La sangre fue
recolectada en tubos Vacutainer® que contenian gel separado para suero. Los
antisueros obtenidos se centrifugaron a 4 °C, 3220 x g durante 10 minutos.
Seguidamente se guardaron a -80 °C en presencia de NaNs; al
0.02%.Inmunoensayo de cuantificacion ELISA

6.6.2 Ensayos de seleccion de hibridomas

Reactivos e inmunorreactivos
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La apoliporpoteina B-100 que se adquirio de Abcam (Cambridge, UK), el
plasminégeno y apo(a), que se adquirieron de Biopur (Reinach, Suiza), y la
lipoproteina (a), junto con los anticuerpos para la Lp(a) (AD1, AD2 y AD3), que
fueron proporcionados por AUDIT Diagnostics (Cork, Irlanda). El anticuerpo
policlonal anti ratén marcado con HRP (GAM-PQO), se adquirié de Sigma Chemical
Co. (St. Louis, Missouri).

Procedimiento Experimental

La seleccidon de hibridomas se realizé mediante ensayos de titracién en placa
ELISA indirecto no competitivo, evaluando la afinidad de cada hibridoma frente
a su correspondiente antigeno, en este caso proteina, tapizada sobre la placa (1
pug mL?t, 100 pl/pocillo), 16 h 4 °C 0 4 h a RT. Al dia siguiente, se lavaron las
microplacas 4 veces con PBST (300 pl/pocillo) y se adicionaron de cada
sobrenadante de cada hibridoma 50 uL/pocillo por cada antigeno, junto con un
blanco (PBST, 50 uL/pocillo). La microplaca se incubd durante 60 minutos a RT
bajo agitacion a 650 rpm. Seguidamente, tras realizar una nueva etapa de lavado,
se adiciond a cada pocillo una diluciéon 1/6000 de anti ratén IgG marcado con
HRP (PBST, 50 pL/pocillo). La microplaca se incubd de nuevoo bajo las mismas
condiciones citadas anteriormente. Finalmente, tras realizar una nueva etapa de
lavado, se adiciond la disolucion de sustrato (100 pL/well) y tras 30 minutos de
incubacién a RT y en oscuridad, la reaccidon enzimatica se detuvo por adicion de
H2S04 4N, 50 uL/pocillo. La absorbancia de cada pocilld se registré a 450 nm.

6.6.3 Inmunoensayo ELISA tipo sandwich para la cuantificacion de
anticuerpos monoclonales.

Reactivos e inmunoreactivos

El anticuerpo anti ratén especifico de la fraccién Fab y producido en cabra (GAM
IgG Fab), el anticuerpo policlonal anti ratdon marcado con HRP (GAM-PQ), se
adquirieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri).

Procedimiento experimental

Se tapizd una microplaca de poliestireno de 96 pocillos con una disolucién
1/4000 de GAM IgG Fab, preparada en tampdn carbonato/bicarbonato (100
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uL/pocillo) y se incubd 4 h a RT. Transcurrido ese tiempo, se relizd una etapa de
lavado (4x 300 pL/pocillo) y se adicionaron, la curva de calibrado, cada punto por
triplicado (a partir del patrén policlonal de ratén producido en el laboratorio, 400
ng mg?, diluciones seriadas 1/2, 8 puntos, 100 pL/pocillo en PBST) y las muestras
a tantas diluciones como sea conveniente abarcando diluciones desde 1/200
hasta 1/500000 si fuera necesario (100 pL/pocillo, también por triplicado y en
PBST). Se incubd la placa 30 min a RT y bajo agitaciéon suave (600 rpm).
Transcurrido ese tiempo se realizé una nueva etapa de lavado, y seguidaemnte
se adicioné una dilucion de anticuerpo secundario GAM-PO 1/6000, 100
uL/pocillo en PBST. Se incubd la placa 30 min a RT y bajo agitacion suave (600
rpm). Finalmente, tras realizar una nueva etapa de lavado, se adiciond la
disolucién de sustrato (100 uL/pocillo) y tras 3 minutos de incubacién a RT y en
oscuridad, la reaccién enzimdtica se detuvo por adicion de H,SO; 4N, 50
uL/pocillo. La absorbancia de cada pocillé se registré a 450 nm.

6.6.4 Inmunoensayo ELISA tipo Sandwich

Reactivos e inmunorreactivos

Los anticuerpos policlonales para la cTnl generados contra toda la cTnl y contra
diferentes péptidos de esta proteina producidos por el grupo, asi como sus
correspondientes bioconjugados biotinilados. Anticuerpos policlonales contra la
apoB100 producidos en el grupo, asi como los correspondientes anticuerpos anti
apoB100 biotinilados. Anticuerpos monoclonales producidos contra diferentes
secuencias peptidicas de la apo(a) producidos en el grupo y también biotinilados.
Anticuerpos policlonales para la Lp(a) proporcionados por AUDIT Diagnostics
(Cork, Irlanda), y sus correspondientes bioconjugados biotinilados. cTnl humana
nativa proporcionada por Life Diagnostics (West Chester, Pennsylvania).
Complejo ternario ITC humano fue obtenido por Hytest (Turku, Finlandia). La
Lipoproteina (a) nativa fue proporcionada por AUDIT Diagnostics (Cork, Irlanda).
Anticuerpo secundario 1gG de cabra anti conejo marcado con HRP (GAR-PO),
anticuerpo secundario de cabra anti ratén marcado con HRP (GAM-PO) vy
Estreptavidina marcada con HRP (Sav-HRP), fueron adquiridos de Sigma-Aldrich
(St. Louis, Missouri). Todas las sales utilizadas para la preparacion de los
tampones se adquirieron de Merck (Darmstadt, Alemania).
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Tampones y disoluciones

Tampdn PBST-caseina es PBST al 0.15% Caseina, preparada a partir de una
disolucién stock de caseina al 1% preparada en NaOH 0.1 M. Tampdn PB 2xS-T
1% leche, es tampdn PBS 10 mM con una concentracion salina del 1.6% y un 1%
en leche en polvo.

Procedimiento experimental

e Ensayos de titracion en placa

A) Anticuerpo de captura

Inicialmente se evalud la concentraciéon de saturacién para el anticuerpo de
captura, para esto, se tapizdé una microplaca con diferentes concentraciones de
anticuerpo en cada columna de la microplaca en tampdn carbonato/bicarbonato
(100 pL/pocillo). La etapa de tapizado se realiz6 a 4 °C, 16 h. Transcurrido ese
tiempo, se realizé el lavado de la placa 4x 300 pL PBST y se adicionaron 100
uL/pocillo del correspondiente estandar en el tampdn de incubacion pertinente
Y a una concentracion constante para toda la placa. Tras 30 min a RT y agitacion
450 rpm. Cada etapa de incubacidn, excepto la de adicidn del sustrato, se realizé
bajo las condiciones de agitacion a RT a 450 rpm durante 30 minutos.
Seguidamente, se volvid a realizar una etapa de lavado, y se afiadieron
diferentes concentraciones del anticuerpo de deteccion en PBST. Una
concentracion por fila, 100 pL/pocillo. La placa se incub6 de nuevo y finalmente
lavada otra vez. Posteriormente se adicionaron 100 pL/pocillo de una disolucién
en PBST de anticuerpo secundario IgG anti conejo-HRP (1/6000) o Sav-HRP
(1/6000), y se incubd la placa. Finalmente, tras realizar una nueva etapa de
lavado, se adiciond la disolucion de sustrato (100 pL/well) y tras 30 minutos de
incubacién a RT y en oscuridad, la reaccidn enzimatica se detuvo por adicidn de
H2S04 4N, 50 pL/pocillo. La absorbancia de cada pocilld se registré a 450 nm. Se
fijé la concentracidn de anticuerpo de captura como aquella a la cual se saturaba
la sefial siendo ésta de alrededor de 1 ODs.

B) Anticuerpo de deteccion
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Se estudid la concentracidn de saturacidn del anticuerpo de deteccién. Para esto,
se tapizd una microplaca con una disolucion en tampon carbonato/bicarbonato,
con el anticuerpo de captura a la concentracién establecida en el ensayo
anterior). La etapa de tapizado se realizé a 4 °C, 16 h. Transcurrido ese tiempo,
se realizé el lavado de la placa 4x 300 uL PBST y se adicionaron diferentes
diluciones del analito objetivo preparado en el tampdn correspondiente, 100
uL/pocillo. Se dispusieron 7 diluciones de analito y un cero. En total se
prepararon tants curvas como columnas de la microplaca. Tras 30 min a RT y
agitacién 450 rpm, se volvié a realizar una etapa de lavado, y seguidamente se
anadieron diferentes concentraciones del anticuerpo de deteccién en PBST. Una
concentracién por columna, 100 pL/pocillo. La placa se incubé de nuevo vy
finalmente lavada otra vez. Seguidamente se adicionaron 100 puL/pocillo de una
disolucién en PBST de anticuerpo secundario IgG anti conejo-HRP (1/6000),
GAM-PO (1/6000) o Sav-HRP (1/6000), y se volvid a incubar durante 30 minutos..
Finalmente, tras realizar una nueva etapa de lavado, se adiciond la disolucién de
sustrato (100 uL/well) y tras 30 minutos de incubacidn a RT y en oscuridad, la
reaccion enzimatica se detuvo por adicion de H,SO4 4N, 50 ul/pocillo. La
absorbancia de cada pocillé se registré a 450 nm. Se fijé la concentracién de
anticuerpo de captura como aquella a la cual se saturaba la sefial siendo ésta de
alrededor de 1 ODs, observando si existia o no dosis-dependencia.

e ELISA Sandwich. Curva de calibrado

Se tapizd una microplaca con la concentracion estipulada de anticuerpo de
captura diluido en tampdn carbonato/bicarbonato (100 plL/pocillo). La etapa de
tapizado se realizd a 4 °C, 16 h. Transcurrido ese tiempo, se realizd el lavado de
la placa 4x 300 pL PBST y se adicionaron diferentes diluciones del analito incluido
en cero, (100 pL/pocillo). Tras 30 min a RT y agitacion 450 rpm, se volvid a realizar
una etapa de lavado, y seguidamente se afiadié el anticuerpo de deteccién a la
correspondiente concnetracion establecida, en PBST (100 ulL/pocillo). La placa se
incubd de nuevo y finalmente lavada otra vez. Seguidamente se adicionaron 100
uL/pocillo de una disolucién en PBST de anticuerpo secundario IgG anti conejo-
HRP (1/6000), GAM-PO (1/6000) o Sav-HRP (1/6000), y se incub6 de nuevo
durante 30 min. Finalmente, tras realizar una nueva etapa de lavado, se adiciond
la disolucion de sustrato (100 pL/well) y tras 30 minutos de incubacién a RT y en
oscuridad, la reaccidn enzimdatica se detuvo por adicion de H,SOs 4N, 50
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uL/pocillo. La absorbancia de cada pocilld se registré a 450 nm. Las curvas de
calibrado se ajustaron a la ecuacidn logaritmica de 4-parametros, cuya féormula
es: y = [(A-B)/1-(x/C)P] +B, donde A es la absorbancia maxima, mientras que B es
la minima. D es la pendiente en el punto de inflexién de la curva sigmoidal y C es
la concentracién de analito a la cual la sefial se inhibe un 50%. A no ser que se
indique lo contrario, los datos mostrados corresponden a un promedio de dos
réplicas por punto. La detectabilidad del ensayo se establecié por medio del
calculo de la ICy, que corresponde a la concentracion de analito correspondiente
a un 10% de la sefial maxima. Las condiciones establecidas para cada uno de los
inmunoensayos en placa tipo sandwich desarrollados en esta tesis se describen

en la Tabla 2.3.

Tabla 6.3. Condiciones establecidas para cada inmunoensayo en placa

Incubacion del

Ensayo Ab Captura Ab Deteccion .
analito
apoB100 As306 pAb307-B PBST
PB-T con
Lp(a) Fuerza dlfette.ntes
i6nica y As306 pAb307-p  conductividadesy
aditivos aditivos a
diferentes
concentraciones
Lp(a) pAb-AD3 As306 PBST-1% leche
Lp(a), apoB100
y pAb-AD3 As306 PBST-1% leche
Plasminégeno
Lp(a)-matriz pAb-AD3 As306 PBST-1% leche
. cTnl- As220 0Ab221-B PBST/leerentes
Microplacas microplacas
PBST con
cTnl-Aditivos As220 pAb221-B diferentes
aditivos
PBST con
cTnl-caseina As220 pAb221-B d|ferent§s
concentraciones
de casina
cTnl As220 pAb221-B PBST 0115%
Caseina
cTnl As220,246,249 pAb260-B PBST 0115%
Caseina
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6.6.5 Magneto ELISA en formato Sandwich

Reactivos e inmunorreactivos

Los bioconjugados MP-pAb220 anti cTnl, MP-pAbAD3 anti Lp(a), MP-mAb34.16.4
anti Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-HCH y MP-pAbinespecifico fueron preparados en el
laboratorio (Seccién 6.4.5), junto con los anticuerpos biotinilados, pAb221-B
contra la cTnl, pAb306-B contra la apoB100 y mAb18.5.3-B contra el HCH-SMCC-
Cys-Lpak4.2Ct. cTnl humana nativa proporcionada por Life Diagnostics (West
Chester, Pennsylvania). Complejo ternario I-T-C humano fue obtenido por Hytest
(Turku, Finlandia). La Lipoproteina (a) nativa fue proporcionada por AUDIT
Diagnostics (Cork, Irlanda). Anticuerpo secundario 1gG anti conejo marcado con
HRP, anticuerpo secundario anti ratén marcado con HRP (GAM-PO) vy
Estreptavidina marcada con HRP, fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri). Todas las sales utilizadas para la preparacidon de los tampones se
adquirieron de Merck (Darmstadt, Alemania).

Procedimiento experimental

e Evaluacién de la relacién sefial/ruido de fondo

Para los diferentes inmunoensayos realizados con bioconjugados a particulas
magnéticas, se evaluaron a concentraciones arbitrarias de MP-Ab y Ab-Biotina,
la relacién sefial/ruido de fondo bajo diferentes condiciones, tanto para la cTnl
como para la Lp(a), a dos niveles diferentes de analito. A continuacidn se describe
de forma general cual fue el procedimiento seguido.

Inicialmente se prepard la dilucidn correspondiente del bioconjugado MP-Ab en
PBST. Para esto, se resuspendid el volumen correspondiente de MP-Ab 40
mg/mL, en 1 mL de tampdn PBST, y seguidamente se retird el sobrenadante
mediante separacién magnética. Este proceso de lavado del bioconjugado se
realizd un total de 3 veces. Finalmente, el bioconjugado MP-Ab se resuspendid
en el volumen correspondiente de tampdn PBST hasta obtener la concentracidn
deseada. Seguidamente se distribuyeron 100 puL de bioconjugado por tubo, y se
afiadié 100 pL de analito a una concentracién establecida a unos tubos, mientras
gue a un mismo numero de tubos se afiadieron 100 pL de tampdn. El nimero de
tubos dependié del disefio establecido, asi como el tampdn en el cual se
preparaba el analito. Los tubos se incubaron 30 minutos, RT y 750 rpm. Todas las
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etapas de incubacion, salvo que se indique lo contrario, se realizaron bajo las
mismas condiciones a las descritas anteriormente. Seguidamente se realizé el
lavado de las particulas 3x 600 uL PBST mediante separacién magnética. Los
conjugados se resuspendieron en la dilucidon correspondiente de anticuerpo de
deteccion en PBST (100 uL/tubo), y se incubaron de nuevo. Tras realizar una
nueva etapa de lavado, cada tubo se resuspendié en 100 uL de una disoluciéon de
anticuerpo secundario IgG anti conejo-HRP (1/6000) o Sav-HRP (1/6000), y se
realizd una etapa de incubacién. Finalmente, tras realizar una nueva etapa de
lavado, se adiciond la disolucion de sustrato (100 pL/well) y tras 30 minutos de
incubacién a RT y en oscuridad, la reacciéon enzimatica se detuvo. Para esto, se
traspasoé cada sobrenadante a un pocillo de una placa de poliestireno no tratado,
y se adiciononaron 50 pL/pocillo de H,SO4 4N. La absorbancia de cada pocilld se
registré a 450 nm.

e Ensayo de titracion

Las concentraciones dOptimas de inmunorreactivos se seleccionaron mediante
ensayos de titracién de igual forma a la descrita anteriormente en la Seccién
6.6.4. En este caso se evaluaron concentraciones de MP-pAb220 de 0.1y 0.2 mg
mL?, y posteriormente, concentraciones de pAb221-Bde 2,1y 0.5 ug mL™.

6.6.6 Inmunoensayo tipo Dot Blot

Reactivos e inmunorreactivos

Los anticuerpos monoclonales contra diferentes secuencias peptidicas de el
kringle 4 tipo 1 y el kringle 4 tipo 2 utilizados en esta seccion, fueron los
producidos en el grupo. La Lp(a) fue proporcionada por Biorbyt (Cambridge, UK).
La Lp(a) utilizada es un mezcla de un nimero indeterminado de pacientes,
procedente de suero humano previamente desfibrinado y delipidado. Se
utilizaron los bioconjugados preparados en el grupo Lpak4.1Nt-Cys-SMCC-BSA y
BSA-SMCC-Cys-Lpak4.2Ct. La BSA. El anti ratdn marcado con HRP (GAM-PO) y el
Ditiotreitol (DTT) se adquirié de Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri). El sustrato
guimioluminiscente ECL Primer Western Blotting Detection Reagent se adquirio
de Amersham, GE Healthcare (Little Chalfont, UK). El resto de sales utilizadas
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para la preparacién de los diferentes tampones se adquirieron en Merck
(Darmstadt, Alemania).

Tampones y disoluciones

Tampdn Tris-HCI 20 mM NaCl 150 mM pH 7.5. Tampén Tris-T, es tampdn Tris-HCI
20 mM a un 0.05% de Tween 20. Tampdn de bloqueo es tampdn Tris-T a un 5%
en BSA. Tampdn de ensayo es tampdn TBS-T a un 0.1% de BSA.

Instrumentos y equipos

Las membranas de nitrocelulosa para el DotBlot se adquirierion a DotBlot Albeniz
(Navarra, Espafia). El pH y la conductividad de todos los tampones y disoluciones
se midié mediante pH-metro 540 GLP y conductimetro LF 340, respectivamente
(WTW, Weilheim, Alemania). Se utilizé un escaner C-DiGit® Blot Scanner de LI-
COR Biotechnology GmbH (Bad Homburg, Alemania) para la adquisicién de los
resultados.

Procedimiento experimental

e Pretratamiento de la Lp(a)

Se prepard una disolucién de DTT 1 M en H,O Ultrapura. Seguidamente, se
prepard una disolucién de 300.8 uL de Lp(a) a 250 pug/mL. Para esto se tomaron
80 pL del stock de Lp(a) a 940 pug/mL, y se afiadieron 217.8 uL de H,0 Ultrapura,
y seguidamente se afiadieron 3 uL de DTT, de tal modo que la concentracidn final
de DTT fue de 100 mM. La mezcla de reaccidn se incubd en baio de agua a 37 °C
durante 60 minutos bajo agitacion suave.

e Realizacidn del ensayo tipo Dot Blot

Se prepararon de cada antigeno, 200 pL de una dilucion 250 pg/mL, y también
una disolucion de 300.8 L de Lp(a) a 250 pg/mL en H,O Ultrapura. Transcurrido
el tiempo de digestién, se adicioné de cada inmunorreactivo, 20 pL en cada
pocillo de la membrana. Dado que se evaluaron 4 anticuerpos monoclonales por
cada inmundgeno, se sembraron en total 8 pocillos con 20 uL de Lp(a)-DTT, 8
pocillos con 20 pL de Lp(a) y 4 pocillos con 20 plL de cada antigeno de tapizado.
Una vez sembrada la membrana DotBlot, se dejo secar. Una vez cada pocillo
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estuvo seco, se realizd una etapa de bloqueo, para esto se sumergid la
membrana en 10 mL de Tampdn de Bloqueo durante 60 min RT, bajo agitacion
suave. Transcurrido ese tiempo, la mebrana se separd de tal forma que cada
fraccion de membrana contenia un pocillo donde se habia inmobilizado Lp(a)-
DTT, un pocillo con un AT y otro pocillo con Lp(a) sin pretratar. Asi pues, cada
trozo de membrana se incubd con una disolucién de 2 mL de anticuerpo
monoclonal a 4 pg/mL en Tampdn de Ensayo, durante 30 min RT y bajo agitacién
suave. Transcurrido ese tiempo, las membranas se lavaron 3 veces en medio TBS-
T, 5 mL (5 min/lavado). Se sumergieron todas las membranas en 12 mL de una
disolucion de GAM-PO a 1/6000 durante 30 min RT y bajo agitacién suave.
Seguidamente, las membranas se lavaron inicialmente con 5 mL de tampdn TBS-
T durante 15 min bajo agitacidn suave, seguidamente se realizaron dos lavados
con 5 mL de TBS-T durante 5 min/lavado, y finalmente se realizé un lavado con
TBS 5 mL durante 5 min bajo agitacidn suave. Tras los diferentes lavados, las
membranas se sumergieron en 2 mL de la disolucién de sustrato ECL, y se
incubaron a oscuras durante 5 min. Transucrrido ese tiempo, se adquirio la sefial
qguimioluminiscente mediante escaneo de las membranas.

6.6.7 Electroforesis SDS-PAGE en gel de gradiente 4-15%

Reactivos e inmunorreactivos

La Lp(a) fue proporcionada por Biorbyt (Cambridge, UK). La Lp(a) utilizada es un
pool de un nimero indeterminado de pacientes, procedente de suero humano
previamente desfibrinado y delipidado. el Ditiotreitol (DTT) se adquirié de Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri). El reactivo NUPAGE LDS 4x y los patrones de peso
molecular Precision Plus Protein Kaleidoscope Prestained Protein Standards se
adquirieron de Bio-Rad Laboratories GmbH (Hercules, CA, USA). La glicina se
adquirié de GE Healthcare (Little Chalfont, UK). EI SDS UltraPure SDS 10% se
adquirid de Invitrogen (ThermoFisher, Waltham, MA, USA). La sal de
tris(hidroximetil)Jaminometano se adquirié de Roche (Basilea, Suiza). El acido
acético glacial se adquirié de Panreac (Barcelona, Espafia).El metanol absoluto
se adquirio, junto con el resto de sales utilizadas para la preparacién de los
diferentes tampones, en Merck (Darmstadt, Alemania).
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Los geles de poliacrilamida de gradiente 4-15% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast
Gels, se adquirierion de Bio-Rad Laboratories GmbH (Hercules, CA, USA).

Tampones y disoluciones

Running Buffer es tampdn Tris-HCI 0.25 M con glicina 1.92 M y SDS al 1% pH 8.3-
8.7. Solucion de azul de Comassie al 0.8%. Destain Solution es metanol:acido
acético glacial 30:10.

Instrumentos y equipos

El pH y la conductividad de todos los tampones y disoluciones se midié mediante
pH-metro 540 GLP y conductimetro LF 340, respectivamente (WTW, Weilheim,
Alemania). La electroforesis en gel se llevé a cabo mediante el equipo adquirido
a Bio-Rad Laboratories GmbH (Hercules, CA, USA).

Procedimiento experimental

e Pretratamiento de la Lp(a)

Se realizé un paso de digestion de la Lp(a) en presencia de DTT y calor. Para esto
se prepard una disolucion de Lp(a) a una concentracion de 0.1 ug/ulL a partir del
stock a 0.992 pg/uL. Esta disolucion se llevd a 95-100 °C en bafio de agua durante
10 min, bajo agitacidn suave, en presencia de DTT 50 mM y reactivo NuPAGE LDS
4x a una dilucidn final %. Transcurrido ese tiempo, se dejéatemperar las
muestras, y seguidamente se centrifugaron 3 min 3220 x g, RT. Finalmente se
sonicaron 5 min.

e Electroforesis SDS-PAGE

Se sembraron 10 plL de muestra por cada carril, lo que correspondié a 1 ug de
proteina. Del patrén de pesos moleculares se sembraron también 10 plL. La
electroforesis SDS-PAGE se llevd a cabo a un voltage constante de 100 v,
deteniendo la migracién de las proteinas al cabo de 75 min (cuando el frente de
Bromofenol migré fuera del gel) o bien de 5h, dependiendo del experimento.
Seguidamente, se tintd la membrana con Comassie Blue 0.8% durante 5 min.
Transcurrido ese tiempo, se elimind el exceso de Comassie Blue mediante la
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realizacion de diferentes lavados con Destain Solution, hasta que se
vislumbraron las bandas de forma clara.

6.6.8 Inmunoensayo tipo Western blot

Reactivos e inmunorreactivos

Los anticuerpos monoclonales contra diferentes secuencias peptidicas de el
kringle 4 tipo 1y el kringle 4 tipo 2, y el anticuerpo policlonal 307 anti apoB100
utilizados en esta seccion, fueron los producidos en el grupo. El anticuerpo
policlonal anti Lp(a) AD3 fue proporcionado por AUDIT Diagnostics (Cork,
Ireland). La Lp(a) fue proporcionada por Biorbyt (Cambridge, UK). La Lp(a)
utilizada es un pool de un nimero indeterminado de pacientes, procedente de
suero humano previamente desfibrinado y delipidado. El anti ratén marcado con
HRP (GAM-PO), el anticuerpo de conejo anti cabra marcado con HRP (RAG-PO),
el anticuerpo de cabra anti conejo marcado con HRP (GAR-PO) y el Ditiotreitol
(DTT) se adquiri6 de Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri). El sustrato
guimioluminiscente ECL Primer Western Blotting Detection Reagent se adquirio
de Amersham, GE Healthcare (Little Chalfont, UK). El resto de sales utilizadas
para la preparacién de los diferentes tampones se adquirieron en Merck
(Darmstadt, Alemania).

Las membranas de nitrocelulosa, junto con los papeles de filtro se adquirierion
de Bio-Rad Laboratories GmbH (Hercules, CA, USA).

Tampones y disoluciones

Running Buffer es tampdn Tris-HCl 0.25 M con glicina 1.92 M y SDS al 1% pH 8.3-
8.7. Tampdn de transferencia es tampdn Running:Metanol absoluto 10:20.
Solucién de azul de Comassie al 0.8%. Solucién destefiidora es metanol:acido
acético glacial 30:10. Ponceau S 10%. Tampdn fosfato 10 mM con una dislucidn
salina al 0.8% (137 mM en NaCl, 2.7 M KCl), pH 7.5. PBST es PBS con 0.05% Tween
20. Tampodn de bloqueo es tampdn PBS 10 mM al 5% en leche desnatada en
polvo. Todas las sales utilizadas para la preparacién de los tampones se
adquirieron de Merck (Darmstadt, Alemania).
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Instrumentos y equipos

El pHy la conductividad de todos los tampones y disoluciones se midié mediante
pH-metro 540 GLP y conductimetro LF 340, respectivamente (WTW, Weilheim,
Alemania). Se utilizé un escaner C-DiGit® Blot Scanner de LI-COR Biotechnology
GmbH (Bad Homburg, Alemania) para la adquisicion de los resultados. La etapa
de transferencia se llevd a cabo mediante el equipo adquirido a Bio-Rad
Laboratories GmbH (Hercules, CA, USA).

Procedimiento experimental

Tras la realizacion de la electroforesis SDS-PAGE en gel de gradiente, tal y como
se ha desrito en el apartado anterior, se procedid a la realizar la transferencia de
las proteinas a la membrana de nitrocelulosa. Para esto se realizd el montaje de
trasnferencia segun el procedimiento descrito por Bio-Rad. En todo momento se
mantuvieron tanto el gel, como la membrana de nitrocelulosa, las esponjas de
tranferencia y los papeles de filtro, sumergidos en tampdn de transferencia,
evitando que se secaran. Seguidamente se realizé la transferencia a un amperage
constante de 350 mA a 4 °C, durante 2 h y bajo agitacidn suave.

Transcurrido el tiempo establecido, el gel y la membrana de nitrocelulosa se
separaron. El gel se sumergiéd en una disolucién de azul de Comassie 0.8%
durante 5 min y bajo agitacion constante. Al cabo del tiempo descrito, se destifiid
realizando tantos lavados con solucion destefiidora hasta que se apreciaron
bandas. Este paso tras la transferencia se realizé como control, con el fin de que
si se observaba alguna banda tras la tincién, significaba que la transferencia no
habia transcurrido de forma 100% eficiente. De un modo semejante, la
membrana de nitrocelulosa se sumergié durante 3 min en una disolucién de
Ponceau S 1/10 en H,0 Ultrapura. Tras este tiempo y la realizacion de 3 lavados
con H,O Ultrapura, se observaron bandas, indicando que la etapa de
transferencia se habia llevado a cabo exitosamente. Mediante este tinte, se
marcé la membrana con el fin de crotarla y asi incubar cada fracidn de esta con
los anticuerpos que se desease. Seguidamente, la membrana se incubd a 4 °C
durante 16 h y bajo agitacién constante en 20 mL de tampdn de bloqueo de
bloqueo. A la mafiana siguiente, se cortd la membrana, y cada fracicén se incubd
con 6 mL de una disolucion 4 pg/mL del anticuerpo correspondiente, preparada
en tampon de bloqueo. Las diferentes membranas se incubaron a RT durante 1
h y bajo agitacion suave. Transcurrido este tiempo, se realizaron 3 lavados de las
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membranas PBST. Cada lavado se realizé sumergiendo la membrana en 8 mL de
PBST y agitando suevamente durante 5 min. Seguidamente, se descartd el
sobrenadante, repitiendose la misma accién 2 veces, y se incubd cada membrana
en 6 mL de una disolucién 1/6000 de anticuerpo secundario marcado con HRP
(GAM-PO, RAG-PO o GAR-PO, segun correspondiese) preparada en PBST,
durante 60 min RTy a agitacion suave. Tras retirar el sobrenadante, se realizaron
diferentes pasos de lavado tal y como se indica a continuacién, 1x 8 mL PBST 15
min y agitacién, 2x 8 mL PBST 5 min y agitacion, 1x 8 mL PBS 10 mM 15 min.
Finalmente, cada membrana se sumergié en la disolucion de sustrato
qguimioluminiscente ECL, incubandose 5 minutos en ausencia de luz. Transcurrido
ese tiempo, se escanearon las membranas, adquiriéndose las imagenes
correspondientes.

6.7 Inmunosensores electroquimicos

6.7.1 Inmunosensor amperométrico

Reactivos e inmunorreactivos

Los bioconjugados MP-pAb220 y pAb221-B,ambos anti cTnl, fueron preparados
en el laboratorio (Secciéon 6.4.5y 6.4.4, respectivamente). La cTnl humana nativa
proporcionada por Life Diagnostics (West Chester, Pennsylvania). La
Estreptavidina marcada con HRP (Sav-HRP), fue adquirida de Sigma-Aldrich (St.
Louis, Missouri). Todas las sales utilizadas para la preparacion de los tampones
se adquirieron de Merck (Darmstadt, Alemania).

Tampones y disoluciones

Tampodn citrato-KCl es 0.04 M en citrato de sodioy 0.1 M KCl a pH 5.5. La solucién
de sustrato preparada en el tampdn citrato-KCl, contiene 0.01% en 3,3’,5,5’-
tetrametilbenzidina (TMB) y 0.004% en H,0,.

Instrumentos y equipos

Las maedidas amperométricas se realizaron con el potenciostato Ivium
Compactstat.h® adquirido en Ivium Technologies (Eindhoven, Paises Bajos).
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Electrodo 8x SPE C110, serigrafiado de carbono, se adquiri6 en Dropsens
(Asturias, Espafia). Rack Magnético MagnaRack para microtubos de centrifuga
adquirido en Invitrogen (ThermoFisher, Waltham, MA, USA).

Procedimiento experimental

Se prepard una disolucion de MP-pAb220 a 0.1 mg/mL en PBST. Se realizaron 2
lavados en 1000 puL de PBST y finalmente se volvieron a resuspendieron en
volumen correspondiente de PBST. Se prepard la recta de calibrado a partir del
stock de cTnly en PBST se relizaron 5 diluciones seriadas % y un cero, empezando
por la concentracién de 125 ng/mL. Se prepard una disolucion en PBST de
pAb221-B a 0.5 pg/mL. Se prepard una disolucion de Sav-HRP 1/500 en PBST.
Finalmente, se mezclaron 100 plL de cada inmunorreactivo con cada punto de la
recta (100 pL), y se incubd cada tubo durante 30 min a RT y agitacidon 750 rpm.
Transcurrido este tiempo, se realizaron 3 lavados de cada tubo con PBST 800 pL,
retirando el sobrenadante y dejando las particulas secas. Tras realizar un
pretratamiento de limpieza del electrodo con corriente de ozono, 10 min, se
depositd en cada electrodo 50 uL del tampdn citrato-KCl. Seguidamente se
resuspendid el contenido de cada tubo en 50 uL de tampdn citrato-KCl, y
depositandolo en cada electrodo. Seguidamente se procedid a la adquisicion de
la corriente tras la adicion de 10 pL de disolucién sustrato en cada electrodo
transcurridos 100 s. La intensidad de la sefial electroquimica obtenida era
directamente proporcional a la concentracion de cTnl presente en la muestra. La
recta de calibrado se ajustaron a una ecuacidn lineal y = mx + n, siendo m la
pendiente y n la ordenada en el origen. Si no se indica lo contrario, cada punto
de la recta se estudié por triplicado. El limite de deteccion y el de cuantificacion
se establecieron mediante la variacion de los blancos,

LOD = .fblancos + 3XSDblaTlCOS

LOQ = Xpiancos + 10XSDp1ancos
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6.7.2 Inmunosensor voltamperométrico

¢ Inmunosensor voltamperométrico con nanoparticulas de CdS

Reactivos e inmunorreactivos

Los bioconjugados MP-pAb220 y CdSNP-pAb221 ambos anti cTnl, fueron
preparados en el laboratorio (Seccién 6.4.5 y 6.4.7, respectivamente). La cTnl
humana nativa proporcionada por Life Diagnostics (West Chester, Pennsylvania).
Todas las sales utilizadas para la preparacién de los tampones se adquirieron de
Merck (Darmstadt, Alemania), exceto el acetato de sodio, junto con los reactivos
utilizados durante las medidas electroquimicas, que se adquirieron de Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri).

Tampones y disoluciones
Tampon acetato de sodio 0.5 M pH 5.5 1 pg/mL Bi(lll).
Instrumentos y equipos

Las maedidas voltamperométricas se realizaron con el potenciostato u-
STAT8000P adquirido en Dropsens (Asturias, Espafia). Electrodo 8x SPE C110,
serigrafiado de carbono, se adquiri6 en Dropsens (Asturias, Espafia). Rack
Magnético MagnaRack para microtubos de centrifuga adquirido en Invitrogen
(ThermoFisher, Waltham, MA, USA).

Procedimiento experimental
Evaluacion de la relacién sefal/ruido

Inicialmente se prepard la dilucién correspondiente del bioconjugado MP-
pAb220 en PBST. Para esto, se resuspendiod el volumen correspondiente de MP-
pAb220 40 mg/mL, en 1 mL de tampdn PBST, y seguidamente se retird el
sobrenadante mediante separacion magnética. Este proceso de lavado del
bioconjugado se realizdé un total de 3 veces. Finalmente, el bioconjugado MP-
pAb220 se resuspendid en el volumen correspondiente de tampdn PBST hasta
obtener la concentracién deseada. Seguidamente se distribuyeron 100 uL de
bioconjugado por tubo, y se afiadid 100 uL de cTnl a las concentraciones
establecidas de 1y 0 ug/mL, 30 minutos RT 750 rpm. Seguidamente se realizo el
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lavado de las particulas 3x 600 pL PBST mediante separacién magnética. Los
conjugados se resuspendieron en la dilucién correspondiente de anticuerpo de
deteccion marcado con CASNP, en PBST (100 pL/tubo), y se incubaron 30 min RT
750 rpm. De nuevo, se realizd una etapa de lavado, y el contenido de cada tubo
se resuspendio en 100 pL de tampdn acetato de sodio 0.5 M pH 5.5, 1 ug/mL
Bi(lll). Los electrodos se lavaron mediante la realizacion de una
ciclovoltamperometria en presencia de H,SO, 0.1 M, 80 pL/electrodo. Se
trasvaso de esta forma el contenido de cada tubo a la superficie del electrodo de
trabajo, y tras esperar 60 s a que las MPs fueran capturadas por el iman, se
realizé la voltamperometria de onda cuadrada segun los parametros de potencial
de deposicién, -1.20 V durante 180 s. Seguidamente y tras dejar un tiempo de
equilibrio de 15 s, se realizd el barrio de potenciales de -1.20 a -0.60 V
adquiriendo un valor de corriente cada 0.01 V y a una amplitud de 0.05 V y una
frecuencia de 20 Hz.

¢ Inmunosensor voltamperométrico con QDs de CdSe/ZnS-PMA

Reactivos e inmunorreactivos

Los bioconjugados MP-pAb220, pAb221-B, QD-pAb221 y QD-Sav, fueron
preparados en el laboratorio (Seccién 6.4.5, 6.4.4, 6.4.7, respectivamente). La
cTnl humana nativa proporcionada por Life Diagnostics (West Chester,
Pennsylvania). Todas las sales utilizadas para la preparacidn de los tampones se
adquirieron de Merck (Darmstadt, Alemania), excepto el acetato de sodio, junto
con los reactivos utilizados durante las medidas electroquimicas, que se
adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri).

Tampones y disoluciones
Tampodn acetato de sodio 0.5 M pH 5.5 1 pug/mL Bi(lll). HClI 1 M.
Instrumentos y equipos

Las maedidas voltamperométricas se realizaron con el potenciostato u-
STAT8000P adquirido en Dropsens (Asturias, Espafia). Electrodo 8x SPE C110,
serigrafiado de carbono, se adquirid en Dropsens (Asturias, Espafia). Rack
Magnético MagnaRack para microtubos de centrifuga adquirido en Invitrogen
(ThermoFisher, Waltham, MA, USA).
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Procedimiento experimental
Evaluacion de la actividad de los bioconjugados

Inicialmente se prepard la dilucion correspondiente de cada bioconjugado MP-
BSA, MP-BSA-Biotina y MP-BSA-SIA-Cys(24-40) en PBST. Para esto, se
resuspendio el volumen correspondiente para cada bioconjugado a 40 mg/mlL,
en 1 mL de tampdn PBST, y seguidamente se retird el sobrenadante mediante
separacion magnética. Este proceso de lavado del bioconjugado se realizé un
total de 3 veces. Finalmente, cada bioconjugado se resuspendié en el volumen
correspondiente de tampdn PBST hasta obtener la concentracién deseada.
Seguidamente se distribuyeron 20 uL de bioconjugado por tubo, y se afiadié 20
pL de bioconjugado QD-Sav sobre los 20 uL de MP-BSA y MP-BSA-Biotina. Del
mismo modo, se afiadieron 20 uL del bioconjugado QD-pAb221 sobre los 20 pL
de MP-BSA y MP-BSA-SIA-Cys(24-40). Se relizd una incubacién durante 30
minutos, RT 750 rpm. Seguidamente se realizo el lavado de las particulas 3x 400
pL PBST mediante separacidon magnética. En este punto, con el fin de liberar el
Cd encapsulado en los QDs, se realizd una etapa de digestion en medio acido del
contenido de cada tubo. Para esto, se resuspendio el contenido de cada tubo en
20 uL de HCI 0.5 M y se incubaron durante 5 minutos bajo agitacion suave.
Transcurrido ese tiempo, se tomd el sobrenadante mediante separacién
magnética y se depositdé en la celda electroquimica que contenia 50 uL de
tampon acetato de sodio 0.5 M pH 5.5, 1 pg/mL Bi(lll), realizdndose la
voltamperometria de onda cuadrada segun los parametros de potencial de
deposicién, -1.20 V durante 180 s. Seguidamente y tras dejar un tiempo de
equilibrio de 15 s, se realizd el barrio de potenciales de -1.20 a -0.60 V
adquiriendo un valor de corriente cada 0.01 V y a una amplitud de 0.05 V y una
frecuencia de 20 Hz. Los electrodos se lavaron previamente mediante la
realizacion de una ciclovoltamperometria en presencia de H,SOs 0.1 M, 80
uL/electrodo.

Evaluacion de la relacién sefal/ruido

Inicialmente se prepard la dilucién correspondiente del bioconjugado MP-
pAb220 en PBST. Para esto, se resuspendiod el volumen correspondiente de MP-
pAb220 40 mg/mL, en 1 mL de tampdn PBST, y seguidamente se retird el
sobrenadante mediante separacion magnética. Este proceso de lavado del
bioconjugado se realizd un total de 3 veces. Finalmente, el bioconjugado MP-
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pAb220 se resuspendid en el volumen correspondiente de tampdn PBST hasta
obtener la concentraciéon deseada. Seguidamente se distribuyeron 20 uL de
bioconjugado por tubo, y se afiadié 20 puL de cTnl a las concentraciones
establecidas de 1y 0 ug/mL, 30 minutos RT 750 rpm. Seguidamente se realizo el
lavado de las particulas 3x 400 uL PBST mediante separacién magnética. Los
conjugados se resuspendieron en la dilucidn correspondiente de pAb221-B o de
QD-pAb221 sin dilucién previa, segin el caso, en PBST (20 pL/tubo), y se
incubaron 30 min RT 750 rpm. De nuevo, se realizé una etapa de lavado, y el
contenido de aquellos tubos donde se habia dispuesto el anticuerpo biotinilado,
se adicionaron 20 plL/tubo del bioconjugado QD-Sav. Estos tubos se incubaron
durante 30 min RT, 750 rpm. Transcurrido este tiempo, se volvid a realizar una
etapa de lavado. En este punto, con el fin de liberar el Cd** encapsulado en los
QDs, se realizé una etapa de digestion en medio acido del contenido de cada
tubo. Para esto, se resuspendio el contenido de cada tubo en 20 uL de HCI 0.5 M
y se incubaron durante 5 minutos bajo agitacién suave. Transcurrido ese tiempo,
se tomé el sobrenadante mediante separacién magnética y se depositd en la
celda electroquimica que contenia 50 pL de tampdn acetato de sodio 0.5 M pH
5.5, 1 ug/mL Bi(lll), realizdndose la voltamperometria de onda cuadrada segln
los parametros de potencial de deposicidn, -1.20 V durante 180 s. Seguidamente
y tras dejar un tiempo de equilibrio de 15 s, se realizé el barrio de potenciales de
-1.20 a -0.60 V adquiriendo un valor de corriente cada 0.01 V y a una amplitud
de 0.05 V y una frecuencia de 20 Hz. Los electrodos se lavaron previamente
mediante la realizacién de una ciclovoltamperometria en presencia de H,50, 0.1
M, 80 uL/electrodo.

Realizacion de la curva de calibrado para la cTnl con conjugados QD-Sav

Inicialmente se prepard una dilucion 0.8 mg/mL del bioconjugado MP-pAb220
en PBST. Para esto, se resuspendioé el volumen correspondiente de MP-pAb220
40 mg/mL, en 1 mL de tampdn PBST, y seguidamente se retiré el sobrenadante
mediante separacién magnética. Este proceso de lavado del bioconjugado se
realizd un total de 3 veces. Finalmente, el bioconjugado MP-pAb220 se
resuspendid en el volumen correspondiente de tampdn PBST hasta obtener la
concentracién deseada. Seguidamente se distribuyeron 20 pL de bioconjugado
por tubo. Se prepararon las diferentes concentraciones de cTnl evaluadas, de 1,
0.1, 0.01y 0 pg mL%, y se afiadieron 20 pL de cada una de ellas sobre cada tubo
que contenia el bioconjugado MP-pAb220, 30 minutos RT 750 rpm.
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Seguidamente se realizd el lavado de las particulas 3x 400 puL PBST mediante
separacion magnética. Los conjugados se resuspendieron en la dilucidon de
pAb221-B de 2 ug mL? preparada en PBST (20 pL/tubo), y se incubaron 30 min
RT 750 rpm. De nuevo, se realizé una etapa de lavado, y el contenido de cada
tubo se resuspendié en 20 pL del bioconjugado QD-Sav (1:2). Estos tubos se
incubaron durante 30 min RT, 750 rpm. Transcurrido este tiempo, se volvié a
realizar una etapa de lavado. En este punto, con el fin de liberar el Cd
encapsulado en los QDs, se realizdé una etapa de digestién en medio 4cido del
contenido de cada tubo. Para esto, se resuspendid el contenido de cada tubo en
20 pL de HCl 0.5 M vy se incubaron durante 5 minutos bajo agitacién suave.
Transcurrido ese tiempo, se tomd el sobrenadante mediante separacién
magnética y se depositdé en la celda electroquimica que contenia 50 uL de
tampdn acetato de sodio 0.5 M pH 5.5, 1 pg/mL Bi(lll), realizindose la
voltamperometria de onda cuadrada segln los pardmetros de potencial de
deposicién, -1.20 V durante 180 s. Seguidamente y tras dejar un tiempo de
equilibrio de 15 s, se realizé el barrio de potenciales de -1.20 a -0.60 V
adquiriendo un valor de corriente cada 0.01 V y a una amplitud de 0.05 v y una
frecuencia de 20 Hz. Los electrodos se lavaron previamente mediante la
realizaciéon de una ciclovoltamperometria en presencia de H,SO, 0.1 M, 80
uL/electrodo.

¢ Inmunosensor voltamperométrico con Quantum Dots comerciales

Reactivos e inmunorreactivos

Los bioconjugados MP-pAb220, pAb221-B, fueron preparados en el laboratorio
(Seccién 6.4.5 y 6.4.4, respectivamente). La cTnl humana nativa proporcionada
por Life Diagnostics (West Chester, Pennsylvania). Los Qdot® 585 Streptavidin se
adquirieron de Molecular Probes, Invitrogen (ThermoFisher, Waltham, MA,
USA). La albumina de suero bovina, la caseina y la gelatina se adquirieron de
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouir). La leche en polvo desnatada se adquirié del
supermercado. Todas las sales utilizadas para la preparacién de los tampones se
adquirieron de Merck (Darmstadt, Alemania), exceto el acetato de sodio, junto
con los reactivos utilizados durante las medidas electroquimicas, que se
adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri).
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Tampones y disoluciones
Tampdn acetato de sodio 0.5 M pH 5.5 1 pug/mL Bi(lll). HClI 1 M.
Instrumentos y equipos

Las maedidas voltamperométricas se realizaron con el potenciostato p-
STAT8000P adquirido en Dropsens (Asturias, Espafia). Electrodo 8x SPE C110,
serigrafiado de carbono, se adquiri6 en Dropsens (Asturias, Espafa). Rack
Magnético MagnaRack para microtubos de centrifuga adquirido en Invitrogen
(ThermoFisher, Waltham, MA, USA).

Procedimiento experimental
Evaluacién de la relacién sefal/ruido

Inicialmente se prepard la diluciéon correspondiente del bioconjugado MP-
pAb220 en PBST. Para esto, se resuspendio el volumen correspondiente de MP-
pAb220 40 mg/mL, en 1 mL de tampdn PBST, y seguidamente se retird el
sobrenadante mediante separacion magnética. Este proceso de lavado del
bioconjugado se realizd un total de 3 veces. Finalmente, el bioconjugado MP-
pAb220 se resuspendié en el volumen correspondiente de tampdn PBST hasta
obtener la concentracién deseada. Seguidamente se distribuyeron 100 pL de
bioconjugado por tubo, y se afiadid 100 uL de cTnl a las concentraciones
establecidas de 1y O ug/mL, 30 minutos RT 750 rpm. Seguidamente se realizo el
lavado de las particulas 3x 600 puL PBST mediante separacién magnética. Los
conjugados se resuspendieron en la dilucidn correspondiente de pAb221-B o de
QD-pAb221 sin dilucién previa, segln el caso, en PBST (100 uL/tubo), y se
incubaron 30 min RT 750 rpm. De nuevo, se realizd una etapa de lavado, y se
resuspendio el contenido de cada tubo en 80 pL de tampdn PBST, seguidamente
se adicionaron 20 plL/tubo del bioconjugado QdotStrep585 a 5 nM, preparados
en el medio correspondiente. Estos tubos se incubaron durante 30 min RT, 750
rpm. Transcurrido este tiempo, se volvid a realizar una etapa de lavado. En este
punto, con el fin de liberar el Cd encapsulado en los QDs, se realizd una etapa de
digestion en medio acido del contenido de cada tubo. Para esto, se resuspendid
el contenido de cada tubo en 20 uL de HClI 1 My se incubaron durante 30 minutos
bajo agitacidn suave. Transcurrido ese tiempo, se tomé el sobrenadante
mediante separacion magnética y se depositod en la celda electroquimica que
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contenia 40 pL de tampodn acetato de sodio 0.5 M pH 5.5, 1 pg/mL Bi(lll),
realizandose la voltamperometria de onda cuadrada segun los pardmetros de
potencial de deposicion, -1.40 V durante 180 s. Seguidamente y tras dejar un
tiempo de equilibrio de 15 s, se realizé el barrio de potenciales de -1.20 a -0.60
V adquiriendo un valor de corriente cada 0.01 Vy a una amplitud de 0.05V y una
frecuencia de 20 Hz. Los electrodos se lavaron previamente mediante la
realizaciéon de una ciclovoltamperometria en presencia de H,SO, 0.1 M, 80
uL/electrodo.

Realizacion de la curva de calibrado para la cTnl con conjugados QdotStrep585

Inicialmente se prepard una dilucion 1.0 mg/mL del bioconjugado MP-
pAb220mees €n PBST. Para esto, se resuspendié el volumen correspondiente de
MP-pAb220mpes (40 mg/mL), en 1 mL de tampdn PBST, y seguidamente se retird
el sobrenadante mediante separacion magnética. Este proceso de lavado del
bioconjugado se realizd un total de 3 veces. Finalmente, el bioconjugado MP-
pAb220meec Se resuspendid en el volumen correspondiente de tampdn PBST
hasta obtener la concentracidon deseada. Seguidamente se distribuyeron 100 pL
de bioconjugado por tubo. Se prepararon las diferentes concentraciones de cTnl
evaluadas, de 1, 0.25,0.125 y 0.03125y 0 ug mL?, y se afiadieron 100 pL de cada
una de ellas sobre cada tubo que contenia el bioconjugado MP-pAb220mpes, 30
minutos RT 750 rpm. Seguidamente se realizé el lavado de las particulas 3x 600
pL PBST mediante separacién magnética. Los conjugados se resuspendieron en
la dilucién de pAb221-B de 8 ug mL?! preparada en PBST (100 pL/tubo), y se
incubaron 30 min RT 750 rpm. De nuevo, se realizé una etapa de lavado, y el
contenido de cada tubo se resuspendid en 80 uL de tampdn PBST. Seguidamente,
se prepard una dilucién de QdotStrep585 a 5 nM, y se afiadieron 20 plL de esta
disolcién a cada tubo, incubdndose durante 30 min RT, 750 rpm. Transcurrido
este tiempo, se volvio a realizar una etapa de lavado. En este punto, con el fin de
liberar el Cd encapsulado en los QDs, se realizé una etapa de digestién en medio
acido del contenido de cada tubo. Para esto, se resuspendié el contenido de cada
tubo en 20 pL de HClI 1 M y se incubaron durante 30 minutos bajo agitacién
suave. Transcurrido ese tiempo, se tomé el sobrenadante mediante separacion
magnética y se depositd en la celda electroquimica que contenia 40 uL de
tampon acetato de sodio 0.5 M pH 5.5, 1 pg/mL Bi(lll), realizdndose la
voltamperometria de onda cuadrada segln los pardmetros de potencial de
deposicién, -1.40 V durante 180 s. Seguidamente y tras dejar un tiempo de

228



6 Materiales y Métodos

equilibrio de 15 s, se realizd el barrio de potenciales de -1.20 a -0.60 V
adquiriendo un valor de corriente cada 0.01 V y a una amplitud de 0.05 V y una
frecuencia de 20 Hz. Los electrodos se lavaron previamente mediante la
realizaciéon de una ciclovoltamperometria en presencia de H,SO, 0.1 M, 80
pL/electrodo. Las curvas de calibrado se ajustaron a la ecuacidn logaritmica de
4-pardmetros, cuya férmula es: y = [(A-B)/1-(x/C)°] +B, donde A es la absorbancia
maxima, mientras que B es la minima. D es la pendiente en el punto de inflexién
de la curva sigmoidal y C es la concentraciéon de analito a la cual |a sefial se inhibe
un 50%. A no ser que se indique lo contrario, los datos mostrados corresponden
a un promedio de dos réplicas por punto. La detectabilidad del ensayo se
establecié por medio del célculo de la IC1o, que corresponde a la concentracion
de analito correspondiente a un 10% de la sefial maxima.
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e Acronimos y abreviaciones

2-ABA
2-ME
4-ABA
6-AHA
aa
ACC
Ab

Ag

AP
apoB100
Apo(a)
As
AST
AuNPs
BLAST
BSA
CK
CK-MB
CLIA
CR
cTn
cTnl
cTnT
cv
DPV
DTT
ECG
ECV
EDTA
EIA
ELFIA

ELISA

ENT

ESC
Fiber-FISH
FIA

GCE

Gly
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2-Aminobenzilamina
2-Mercaptoetanol

Acido 4-Aminobutirico

Acido 6- Aminohexanoico
Aminoacido

American College of Cardiology
Anticuerpo

Antigeno

Alcalina Fosfatasa

Apolipoproteina B-100
Apoliporpoteina (a)

Antisuero

Aspartato Transaminasa
Nanoparticulas de Oro

Basic Local Alignment Search Tool
Albumina de Suero Bovina

Creatina Quinasa

Isoenzima Creatina Quinasa - MB
Inmunoensayo Quimioluminiscente
Reactividad Cruzada

Troponinas Cardiacas

Troponina | cardiaca

Troponina T cardiaca
Voltamperometria Ciclica
Voltamperometria de Pulso Diferencial
Ditiotreitol

Electrocardiograma

Enfermedad Cardiovascular

Acido Etilendiaminotetraacético
Inmunoensayo Enzimatico
Enzyme-linked Fluorescent
Immunoassay

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Enfermedad No Transmisible
European Society of Cardiology
Hibridacidn Fluorescente in situ
Fluoroinmunoensayo

Electrodo de Carbono Vidrioso
Glicina
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GOx
HCH
HRP
Hs-cTnl
IACS

IAM

IFCC

LC

LDH
LDL
LFIC

LD
LOCI

Lp(a)
LSR
MCPE

Min
MP
MSSSI

NAC
NIST

OMS
PANIN
PDMS
PEIL
PEIR
Qb
RIA

pAb
PAMAM
PB-T
PBS

Glucosa Oxidasa

Hemocianina de Cangrejo de Herradura
Peroxidasa de Rabano Picante
Troponina | Cardiaca Ultrasensible
Instituto Aragones de Ciencias de la
Salud

Infarto Agudo de Miocardio
Inmunoensayo

International Federatino of Clinical
Chemistry

Infarto de Miocardio

Limite de Cuantificacién

Lactato Deshidrogenasa

Liporpoteinas de Baja Densidad

Ensayo Inmunocromatografico de Flujo
Lateral

Limite de Deteccidn

Luminiscent Oxygen Channeling
Immunoassay

Lipoproteina (a)

Limite Superior de Referencia

Electrodo de Pasta de Carbdn
Modificada

Minutos

Particula Magnética

Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales
e lgualdad

N-acetil-L-Cisteina

National Institute of Standards and
Technology

Organizacion Mundial de la Salud
Nanored de Polianilina
Polidimetilsiloxano

Polietilenimina Lineal

Polietilenimina Ramificada

Quantum Dots

Radioinmunoensayo

Anticuerpo Policlonal
Poliamidoamina

Tampodn Fosfato con Tween-20
Tampodn Fosfato Salino
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8 Acréonimos y Abreviaciones

PBS-T Tampdn Fosfato Salino con Tween-20

PCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa

PEG Polietilenglicol

PFGE Electroforesis de Campo Pulsado

POC Point -of-Care

PPy Polipirrol

PVA Polivinilalcohol

PVP Polivinilpirrolidona

SAM Monocapa Autoensamblada Mixta

Sav Estreptavidina

SCA Sindrome Coronario Agudo

SDS Dodecil Sulfato de Sodio

SIA lodoacetato de Succinimidilo

SMCC 4-[N-maleimidometil]ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo

SPCE Electrodo Serigrafiado de Carbono

SPGE Electrodo Serigrafiado de Oro

SWV Voltamperometria de Onda Cuadrada

TMB 3, 3',5, 5" - Tetrametilbenzidina

TnC Troponina C

VCR Valor de Cambio en la Refeencia

VLDL Lipoproteinas de Muy Baja Densidad

VRA Voltamperometria de  Redisolucion
Anddica

e (Cddigo de Aminoacidos

A Ala Alanina M Met Metionina

C Cys Cisteina N Asn Asparagina

D Asp Ac. aspértico P Pro Prolina

E Glu Ac. glutdmico R Arg Arginina

F Phe Fenilalanina Q Gln Glutamina

G Gly Glicina S Ser Serina

H His Histidina T Thr Treonina

I lle Isoleucina \Y Val Valina

K Lys Lisina w Trp Triptéfano

L Leu Leucina Y Tyr Tirosina
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