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El objetivo del presente trabajo ha sido la
validacién preliminar de un método
inmunoturbidimétrico para la determinacién de
apolipoproteinas (apo) B y A-I en sangre desecada
en tarjeta. El método se basa en la técnica
desarrollada por Bangert et al, adaptada a un
autoanalizador Hitachi 911.

Se obtuvo un coeficiente de determinacién entre
la concentracién de apo B en sangre desecada en
tarjeta y en suero de 0,929. El coeficiente de
variacion interserial fue del 7,4% a 0,63 g/l y del
2,97% a 1,64 g/l (n = 9); mientras que el de
variacion intraserial fue del 6,7% a 0,58 g/l (n =
13). El coeficiente de determinacién entre la
concentracién de apo A-I en sangre desecada en
tarjeta y en suero fue de 0,892. Se obtuvo un
coeficiente de variacion intraserial del 5,8% a 0,86
g/l (n = 13) y un coeficiente de variacién interserial
del 3,9% 20,97 g/l (n = 10).

Seguin estos resultados, se considera que la
determinacién de apo By A-I en sangre desecada
en tarjeta es fiable y que la medida de apo B se
podria utilizar para el escrutinio de
hipercolesterolemia familiar en nifios.
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QUANTITATION OF APOLIPOPROTEINS B AND
A-T'IN DRIED BLOOD SPOTS: A PRELIMINARY
STUDY

The aim of the present study was to carry out a
preliminary evaluation of an immunoturbidimetric
method for measurement of apolipoproteins (apo)
A-T and B in dried blood spots. The method used
was based on the technique developed by Bangert
et al, adapted to a Hitachi 911 autoanalyzer.

The coefficient of determination between
concentrations of apo B in dried blood spots and
serum was 0.929. The inter-assay coefficient of
variation (CV) was 7.4% at 0.63 g/l and was 2.97%
at 1.64 g/l (n = 9). The intra-assay CV was 6.7% at
0.58 g/l (n = 13). The coefficient of determination
between concentrations of apo A-I in dried blood
spots and serum was 0.892. The intra-assay CV was
5.8% at 0.86 g/l (n = 13) and was 3.9% at 97.4
mg/dL (n = 10).

These results indicate that measurement
of apo B and apo A-I in dried blood spots is a
reliable method, which could probably be
used to screen for familial hypercholesterolemia

in childhood.

Key words:
Apolipoprotein A-I. Apolipoprotein B. Immunoturbidimetric
method.

Introduccion

La aterosclerosis es un proceso continuo cuyas
primeras etapas se inician en la nifiez-adolescen-
cia. Las lesiones iniciales (estrias grasas) se pue-
den encontrar en las aortas de nifios de 3 afios de
edad y, una década mas tarde, aparecen en las ar-
terias coronarias'. Se cree que las estrias grasas
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son las precursoras de las lesiones ateroscleréti-
cas mas avanzadas (placas fibrosas). Mas tarde,
las placas fibrosas pueden producir sintomas de
enfermedad coronaria al obstruirse progresiva-
mente la luz arterial o, al provocar la formacién
repentina de un trombo, produciendo una obs-
truccién subita. Por esta razén, parece apropiado
que las medidas preventivas para dicha enferme-
dad comenzaran a aplicarse desde la infancia. En
numerosos estudios se ha demostrado que uno de
los factores de riesgo principales de enfermedad
coronaria es la elevaciéon de la concentracién
plasmaética de colesterol ligado a lipoproteinas de
baja densidad (cLDL). Para detectar alteraciones
lipidicas en la infancia es necesario estimar el
cLDL y determinar el colesterol unido a lipopro-
teinas de alta densidad (cHDL), ya que si se utili-
za la concentracion de colesterol total como test
de escrutinio podria haber diagnésticos incorrec-
tos en relacion con las concentraciones anormal-
mente elevadas o bajas de cHDL**. En diversos
estudios se ha planteado que la determinacién de
las concentraciones de apolipoproteina (apo) B y
apo A-I es un mejor discriminante de enfermedad
coronaria que las de cLDL y cHDL. El riesgo de
desarrollar una enfermedad coronaria aumenta
con la concentracién de apo B (apolipoproteina
mayoritaria de las particulas LDL) y disminuye
con la concentraciéon de apo A-I (apolipoproteina
mayoritaria de las particulas HDL). Se ha com-
probado que la cuantificacién del indice apo A-
I/B posee un alto valor predictivo positivo a la
hora de identificar a individuos jévenes con un
perfil lipidico desfavorable*>.

La determinacién de apo B y apo A-I en sangre
desecada en tarjeta se ha utilizado para programas
de escrutinio neonatales de hipercolesterolemia fa-
miliar. Empleando un método manual inmunone-
felométrico, Van Biervliet et al® demostraron que es
posible medir la apo B en sangre desecada en tarje-
ta. También se han utilizado técnicas como la in-
munodifusién radial’, el enzimoinmunoanalisis® y
la inmunoturbidimetria®. El presente trabajo, basa-
do en el método inmunoturbidimétrico desarrolla-
do por Bangert et al’ para la determinacién de apo
B en sangre desecada en tarjeta, se ha modificado
con objeto de adaptarlo a nuestro laboratorio, de-
terminar la apo A-I en el mismo extracto de sangre
desecada que la apo B y calcular el indice apo A-
I/B. Asi se podrian disminuir los falsos positivos
producidos por variaciones en el volumen de la
muestra y el hematocrito*®!1®!, Los resultados ob-
tenidos en sangre desecada se han comparado con
los obtenidos en suero.
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Material y métodos

Instrumentacion

Se utilizé un autoanalizador de bioquimica Hitachi 911 (Ro-
che Diagnostics, Basel, Suiza) con lectura a dos longitudes de
onda. En el citado autoanalizador pueden programarse longitu-
des de onda para la lectura, volumen de muestra, volumen de re-
activos (reactivos 1y 2), tipo de calibracion, ntimero de calibra-
dores, puntos de lectura, valor de los calibradores y unidades.

Reactivos

Para el método inmunoturbidimétrico en suero se utilizaron
antisueros policlonales, calibradores y controles de Immuno-
turb apo A-I direct e Immunoturb apo B direct (Immuno S.A.,
Barcelona, Espaiia). Tanto los calibradores como los controles
estan preparados a partir de suero humano y se presentan lio-
filizados. El valor del calibrador de apo A-I estd calibrado de
acuerdo con la preparacién de referencia apo A-I WHO-IFCC
(SP1-01), y el valor del calibrador de apo B de acuerdo con la
preparacion de referencia WHO-IFCC (SP3-07).

Para el método de apo A-Iy B en sangre desecada se utiliza-
ron los mismos antisueros que para los métodos en suero; di-
cho antisuero se comercializa diluido con una solucién de po-
lietilenglicol 6.000. Los controles y calibradores se prepararon
en nuestro laboratorio (véase mas adelante).

Para preparar los calibradores, controles y muestras de san-
gre desecada se usaron tarjetas de papel de filtro de Schleicher
& Schwell, referencia: 903 (Acefe S.A., Barcelona, Espaiia),
que cumplen con las normas de la Food and Drug Administra-
tion. Los discos de sangre desecada en tarjeta de 3,2 mm de
didmetro se perforaron con un perforador manual (McGill Co.,
Marengo, Ill, EE.UU.).

Método

A partir del método inmunoturbidimétrico desarrollado por
Bangert et al® para la determinacién de apo B, y del método
desarrollado por Lafita et al'? para la determinacién de apo A-
I, se introdujeron modificaciones para adaptar los anterior-
mente descritos reactivos a un autoanalizador Hitachi 911.

Preparacion de los calibradores y controles en sangre desecada
en tarjeta. Para preparar los calibradores de apo B en sangre
desecada, se seleccionaron 5 sueros con concentraciones de
apo B desde valores bajos (0,33 g/l) a muy elevados (1,83 g/l),
en intervalos proporcionales. Los sueros fueron valorados me-
diante la medicion repetida (n = 10) de la concentracién de
apo B con un método comercial de apo B en suero (Immuno-
turb apo B direct, Inmuno S.A., Barcelona, Espafia). Se exclu-
yeron los sueros de pacientes con problemas hepéticos o con-
centracién de triglicéridos superior a 2,26 mmol/l, ya que
pueden producir interferencias por turbidez. Los 5 sueros se-
leccionados, con un rango entre 0,33 y 1,83 g/l, se mezclaron
en proporcién 1:1 con hematies lavados con CINa 0,9 g/l para
asemejar sangre total. Una vez obtenidos los calibradores, se
dispensaron 20 pl de cada uno de ellos en papel de filtro por
triplicado, se dejaron secar a temperatura ambiente una noche
y se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacién. Para su uso
como controles se seleccionaron sueros que se mezclaron en
proporcién 1:1 con hematies lavados, se dispensaron 20 pl por
duplicado en papel de filtro y también se dejaron secar una
noche a temperatura ambiente y se almacenaron a -20 °C.

Para preparar los controles y calibradores de apo A-I en san-
gre desecada, se seleccionaron controles y calibradores comer-
ciales (Immunoturb reference standard apo A-I Ref. 4700025 y
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Figura 1. Curva de calibracién en modo lineal de la apolipoprotreina B en sangre desecada en tarjeta.

Norm control apoproteins Ref. 4977006, Immuno S.A.). El con-
trol comercial tiene una concentracién de apo A-I de 0,98 g/l, y
el calibrador, de 2,70 g/l. El calibrador se diluy6 con PBS
(Phosphate Buffered Saline, pH 7.4, 1% Bovine Serum Albumin,
Sigma, St. Louis, Estados Unidos) para obtener un rango entre
0,49 y 2,70 g/l, y se mezclaron en proporcién 1:1 con hematies
lavados para asemejar sangre total. Una vez obtenidos los cali-
bradores y controles, se procedié como en el caso de la apo B.

Programacion del Hitachi 911

~Volumen de muestra. El volumen de muestra utilizado para
el método de apo By apo A-I fue de 50 pl.

~Volumen de antisuero. Se utilizaron 200 pl para ambas de-
terminaciones, siendo el minimo posible en el autoanalizador
cuando se utiliza un volumen de muestra de 50 pl.

~Concentracion del calibrador 1. Se selecciond el codigo 999
para ambos métodos, que equivale a una concentraciéon de
0,00 g/1, ya que el instrumento dispensa agua destilada.

~Concentracion de los calibradores 2, 3, 4, 5y 6. Para la cur-
va de calibracién de apo B se utilizaron 5 calibradores con un
rango entre 0,33 y 1,83 ¢/, y un ajuste de la curva lineal. Para
la curva de apo A-I se utilizaron 5 calibradores con un rango
entre 0,49 y 2,70 g/l, y un ajuste de la curva spline.

~Tipo de ensayo. Para ambos métodos se eligié una lectura a
dos puntos y obtencién de la diferencia de absorbancias. Esto
permite conseguir una lectura de la reacciéon inmunoturbidi-
métrica exacta (al hacerse un blanco de muestra mas reactivo)
y conseguir una lectura lo méas amplia posible (diferencias de
absorbancias mayores), ya que el segundo punto de lectura se
aproxima al punto final de la reaccién.

~Longitudes de onda. Lectura de la reaccién con dos longitu-
des de onda. La longitud de onda primaria fue 340 nm, y la se-
cundaria de 570 nm para compensar la hemoglobina presente
en la reaccion.

Procedimiento de trabajo.
Se perforaron discos (3,2 mm de didmetro) de los calibrado-
res (por triplicado), controles y muestras a analizar (por dupli-

cado) en pocillos de una microplaca. Se afiadieron 100 pl de
eluyente (agua destilada) a cada pocillo de la microplaca y se
agit6 durante 2 h a temperatura ambiente. Las tres eluciones de
cada calibrador, control o muestra se transfirieron a un cubilete
de muestras del autoanalizador y se agitaron levemente con un
vortex.

Procedimiento de evaluacion

~Imprecision. Para el método de apo B y de apo Al en sangre
desecada, se evalué la repetibilidad intraserial a una concentra-
cién de una muestra de sangre desecada en tarjeta, depositando
gotas independientes en 13 tarjetas. De cada tarjeta se perforé un
disco, se obtuvieron los eluyentes y se determinaron la apo By la
apo A-I en una misma serie. La repetibilidad interserial se realiz6
a dos concentraciones en muestras de sangre desecada en tarje-
ta, depositadas en diferentes tarjetas y en 9 dias diferentes (n = 9)
para la apo By en 10 dias distintos (n = 10) para la apo A-L

~Comparacion entre sangre desecada y suero. Para el estudio
del posible error sistematico de la medida de sangre desecada
frente al suero se seleccionaron 24 muestras con un rango am-
plio de valores de colesterol total y cHDL. En cada muestra se
determinaron la apo B y apo A-I en sangre desecada en tarjeta
y en suero. Los métodos utilizados para la determinacion de
apo By A-I en suero fueron Immunoturb apo B direct e Im-
munoturb apo A-I direct Immuno S.A., Barcelona, Espafia).

Andlisis estadistico

En la comparacién de los resultados obtenidos en sangre
desecada en tarjeta y en suero se utilizé la correlacion lineal
simple, calculdndose el coeficiente de determinacién.

La valoracién de la imprecision intra e interserial se efectu6
mediante el coeficiente de variacion, expresado en porcentaje.

Resultados
En la figura 1 se muestra una curva de calibra-
ci6n tipica de apo B en sangre desecada en tarjeta.
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Figura 2. Correlacion entre la concentracion de apolipoproteina (apo) B en suero y en sangre desecada en tarjeta (n = 24).

En la figura 2 se ilustra la correlacién entre la con-
centracion de apo B en sangre desecada en tarjeta y
en suero, observandose una ecuacién: apo B (g/l) en
sangre desecada = 0,893 apo B en suero + 0,11, con
un coeficiente de determinacién de 0,929; tanto la
pendiente (-0,166 a 1,954) como la ordenada en el
origen (0,011 a 0,23) incluyeron 1 y 0, respectiva-
mente, en sus intervalos de confianza del 95%. La
imprecisién intraserial fue del 6,7% a 0,58 + 0,04 g/l
(n = 13), en tanto que la interserial fue del 7,4% a
0,63+0,05¢1ydel2,97%a 1,64 +0,05g1(n=9).

En la figura 3 se muestra la curva de calibracién
de apo A-T en sangre desecada en tarjeta.

En la figura 4 se presenta la correlacion entre la
concentracién de apo A-I en sangre desecada en
tarjeta y en suero, observandose una ecuacion: apo
A-I (g/1) en sangre desecada = 1,008 apo A-I en sue-
ro + 0,05, con un coeficiente de determinacién de
0,892; tanto la pendiente (0,858 a 1,158) como la
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ordenada en el origen (-0,18 a 0,29) incluyeron 1y
0, respectivamente, en sus intervalos de confianza
del 95%. La imprecisién intraserial fue del 5,8% a
0,86 + 0,05 g/l (n = 13), y la interserial fue del 3,9%
a0,97 + 0,04 g/l (n = 10).

En la figura 5 se expone las correlaciones entre
el indice de apo B/A-I en suero y en sangre deseca-
da en tarjeta, observindose una ecuacién: apo B/A-
I (g/1) en sangre desecada = 0,914 apo B/A-I en sue-
ro + 0,03, con un coeficiente de determinacién de
0,946, siendo los intervalos de confianza del 95%
para la pendiente de 0,935 a 1,071 y para la orde-
nada en el origen de 0,062 a 0,122.

Discusion

En el método desarrollado por Bangert et al’,
Wong et al'! y Lafita et al'?, el antisuero (el mismo
que el utilizado en el presente trabajo, aunque mas
concentrado) se preparaba diluyéndolo con PEG
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Figura 3. Curva de calibracién en modo spline de apolipoproteina (apo) A-I en sangre desecada en tarjeta.

8.000, y el reactivo resultante era inestable. En nues-
tro caso, hemos utilizado el mismo antisuero, pero
listo para su uso (Inmunoturb Direct). Esto nos ha
permitido conseguir un mejor método, ya que no
existia manipulacién del reactivo y se obtenfan sefia-
les mas altas en las lecturas de las absorbancias. La
elucion de la muestra se realizé con 100 pl de agua
destilada en vez de 200 pl, para aumentar la concen-
tracion de apo en la muestra. Los estudios de estabi-
lidad e interferencias®!"'?> muestran que es impor-
tante cuidar el almacenamiento de las muestras de
sangre desecada en tarjeta, ya que la apo B se degra-
da rapidamente a temperatura ambiente y con la
humedad. La apo B se mantiene estable mas de 15
dias si las tarjetas se almacenan a 4 °C en una caja
herméticamente cerrada con gel desecante de silice.
Durante el presente estudio utilizamos los mismos
calibradores desecados en tarjeta, que permanecie-
ron almacenados a -20 °C, y observamos que el
tiempo maximo de almacenamiento no debe sobre-
pasar los 7 meses, ya que a partir de este tiempo se
produce un deterioro de los calibradores y se obtie-
nen concentraciones bajas de apo B y apo A-I. El
método para la determinacién de apo A-I parece
mas robusto, lo que podria deberse al antisuero, a
medidas de concentracién mas elevadas o a la ma-
yor estabilidad de la apo A-I.

El autoanalizador Hitachi 911 permite realizar
lecturas a dos longitudes de onda (principal y se-
cundaria) y efectuar un blanco de muestra; de esta
forma se reducen las interferencias en los ensayos,
como la producida por la hemoglobina. El objetivo
es que la lectura de la reaccién inmunoturbidimé-
trica a 340 nm esté lo més libre posible de interfe-
rencias, es decir, que la senal que se esta recogiendo
sea producida por la reaccion antigeno-anticuerpo,
y no por un interferente de la reaccién. Respecto a
la medicion de la reaccién de apo B, se observé que
durante aproximadamente las primeras 15 vueltas
del rotor de cubetas, o bien no se producia reaccién
o bien ésta producia una sefial decreciente. Por otra
parte, la reaccién continuaba de una forma progre-
siva hasta el tiempo maximo de lectura del autoana-
lizador (50 vueltas); por ello se eligié6 como primer
punto de medida de absorbancia el 15 y como dlti-
mo, el 49. En el caso de la medicién de la reacciéon
de apo A-1, se eligié como primer punto de medidas
de absorbancias el 8 y como dltimo, el 40, ya que
durante aproximadamente las 8 primeras vueltas
del rotor de cubetas ocurrian hechos similares a los
observados en la medicion de la apo B.

El método descrito es menos laborioso y, por lo
tanto, mas practicable que la inmunodifusién ra-
dial, y probablemente de caracteristicas similares a
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los métodos inmunonefelométricos o de enzimoin- consistencia del reactivo, el cual viene listo para su
munoanalisis. No obstante, con respecto a estos dos ~ uso, y se ha conseguido que disminuyan las interfe-
ultimos métodos y al método inmunoturbidimétri-  rencias por las posibilidades técnicas del autoanali-

co utilizado previamente®!'?, se ha mejorado la  zador. Consideramos que los resultados en suero y
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sangre desecada en tarjeta no son totalmente equi-
parables; aunque la correlacién entre ambos méto-
dos es buena, existen factores que afectan al méto-
do de sangre desecada en tarjeta y no al de suero
como, por ejemplo, la hemdlisis, la recuperaciéon y
estabilidad de las apo del papel de filtro, lecturas de
absorbancias inferiores por el autoanalizador. De
todas formas, a la espera de que se lleven a cabo es-
tudios mas exhaustivos del método, podemos con-
cluir que los métodos inmunoturbidimétricos des-
critos para la determinaci6én de apo B y apo A-I en
sangre desecada en tarjeta son rapidos y fiables, y
parece posible utilizarlos en cribados para detectar
hipercolesterolemia familar en nifios.
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