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"Processo para o ensaio de um marcador

do metabolismo anormal de lipidos"
para que

SCRIPPS CLINIC AND RESEARCH FOUNDATION,
pretende obter privilégio de inveng%o

em Portugal.

RES UMD

0 presente invento refere-~se a processos de ensaio de um
marcador do metabolismo anormal de lipidos, compreendendo os
passos de avaliar a quantidade de apolipoprotefna B-100 e apoli
poproteina A-I humanas por unidade de volume de uma amostra de
sangue e determinar a raz%o entre apolipoproteina B-100 e apo-
lipoproteina A-I na amostra por técnicas ELISA em conjung®o com
moléculas paratépicas monoclonais segregadas por hibridomas pos
suindo os nlimeros de acesso ATCC HB 8742, HB 8746, HB 9200 e
HB 9201.
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MEMORIA DESCRITIVA

Campo Técnico

0 presente invento refere-se a um processoc de ensaio pa
ra um marcador do metabolismo anormal de lipido e, em particu-
lar, refere-se a um processoc de ensaio para a determinagZo da
raz8o entre apolipoproteina B-100 e apolipoproteina A-I numa
amostra de sangue liquido. 0 invento refere-se finalmente a

um sistema de diagnéstico destinado a efectuar o processo.

Antecedentes do Invento

A, Aterosclerose e Lipoprotefinas

A aterosclerose é a doenga em que o colestercl e outros
lipidos, ao acumularem-se nas paredes das artérias, formam pla
cas volumosas que inibem a circulag@o do sangue e que podem
conduzir a formag®o de um codgulo, obstrufndo uma artéria e
causando doenga trombdtica ou embdlica oclusiva, como por exem
plo, atague cardfaco ou apoplexia. Nos Estados Unidos, aproxi
madamente 50 por cento do total de mortes s#o provocadas por
aterosclerose e pelas suas complicagBes secundérias.

A aterosclerose humana é definida como a acumulagZo de
lipidos seleccionados, incluindo colesterol e células, nas pa-
redes das artérias e com o tempo produz lesBes oclusivas, Em-
bora a etilogia da aterosclerose seja multi-factorial, um gran
de corpo de evidéncia clinica, patolégica, genética e expe-
rimental sugere que anormalidades do metabolismo lipoprotefco
podem contribuir para o desenvolvimento de aterosclerose. Es-
tes lipidos s#%o transportados na corrente sanguinea sob a for-

ma de complexos lipido-proteina designados por lipoproteinas.

A aterosclerose e em particular a forma conhecida por
doenga corondria da artéria (CAD) & um problema de sadde impor
tante. A aterosclerose e as doengas vasculazres com ela relaci
onadas s#do responsédveis por 983 000 mortes em 1983; sé o CAD
é anualmente responsédvel por mais mortes que todas as formas

de cancro combinadas. MNos Estados Unidos, ocorrem todos os anos
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mais de 1 milh%o de ataques cardfacos e morrem mais de quinhep
tas mil pessoas em resultado desta doenga. Em custos directos
para os cuidados de salde, a CAD custa aos Estados Unicos mais
de $60 bili¥es por ano. Esta verba enorme fez concentrar a

atenc#o em vias para identificar populagBes particulares em

risco de CAD, de modo a poder controlar-se a doenga através de
dieta, modificag®o comportamental (exercicio) e com agentes te

raptuticos especificos.

Foram definidas quatro classes principais de particulas
de lipoprotefnas do plasma, associadas a colesterol, cuja ori-
gem & o intestino ou o figado. Estas particulas estdo envolvi
das no transporte dos lipidos neutros, incluindo o colesterol
e triglicéridos. Todas as classes de lipoproteinas do plasma
t&m apolipoprotefnas associadas ao complexc lipido-proteina; e
as apolipoprotefnas desempenham papeis indispenséveis na fun-

¢80 dessas lipoproteinas.

A primeira classe é a das quilomicrons. S¥o as lipoprg
teinas maiores e s%o ricas em triglicéridos. O local de ori-

gem das quilomicrons é o intestino.

Embora as apolipoprotelinas constituam, quantitativamente,
uma pequena proporgdo da massa das quilomicrons, as apolipoprg
tefnas A-I, A-II e A-IV s8o consideradas como estando signifi-
cativamente associadas as quilomicrons e verificou-se a sinte-

se intestinal destas apolipoprotefnas A.

As quilomicrons também cont&m apolipoprotefina B-48,
Quando as quilomicrons sBo expostas in vitro & lipoproteina do
plasma ou de alta densidade (HDL), muito do complemento de qui
lomicron em apolipoprotefnas A é perdido e as apolipoproteinas
C e £E s¥o adquiridas. A produg¥o intestinal das apolipoprotei
nas A (apo A) pode ser requlada por factores diferentes da

absorg8o de gordura e da formag3o de quilomicron.

A classe seguinte de lipoproteinas & a das lipoprotef-
nas de muito baixa densidade, VLDL. A partfcula de VLDL & pro
duzida no figado e estd envelvida no metabolismo dos triglicé-
ridos e no transporte destes lipidos a partir do figado. As
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apolipoproteinas apo B-100 e apo E s%o os constituintes princi

pais da particula de VLDL.

A terceira lipoprotefna & a chamada lipoproteina de bai
xa densidade (LDL) e & um produto especifico do catabolismo de
VLDL. A apolipoproteina predominante na partfcula LOL & a apg
lipoprotefna B-100 ou apo B-100.

Os resultados do, j& clédssico, estudo de Framingham
(1971) mostram uma correlac3o nftida entre o risco de contrac-
¢%o da CAD e os niveis de colesterol no soro. Este estudo de-
monstrou também que o aumento do risco de contracg®o da CAD es
t4d associado a niveis elevados de colesterol de lipoprotefna
de baixa densidade (LDL). Recentemente, um estudo conduzido
pela Lipid Research Clinics Coronary Primary Prevention Trial
(1984) demonstrou que se podem reduzir os nfveis de colesterol
no plasma e de colestercl de LDL com um regime combinado de
dieta e drogas e que esta redug8o do colesterol do plasma tem
como resultado uma redug®o da incid&ncia de mortalidade por
CAD.

A LDL & a principal lipoproteina portadora de coleste-~
rol no plasma. A LDL & uma partfcula esférica, grande, cujo
nGcleo lipido & composto por cerca de 1500 moléculas de coles-
terol cada uma delas ligada a uma cadeia comprida de 4cido gor
do por uma ligag3o éster., Este nlcleo de ésteres de colesteri
lo & envolvido por uma camada de fosfolipido, moléculas de co-
lesterol n3c esterificadas e uma s6 molécula de apolipoprotei-
na B-100, 0s fosfolipidos s%o dispostos de modo que as cabe-
gas hidrofflicas fiquem no exterior, permitindo que a LDL fi-
que, em suspensdo hidratada, no sangue ou nos flulidos extrace-

lular.

0 colesterol é distribufdo as células na LDL, através
de um receptor especi{fico da LDL, e & libertado das particulas
de LDL em lisosomas onde pode controlar o metabolismo do coles
terol nas células., Uma acumulag8o de colesterol intracelular

modula trés processos.

No primeiro processo, reduz a capacidade da célula pro-
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duzir o seu préprio colesterol impedindo a sintese de uma enzi
ma, HMG CoA redutase, que catalisa um passo da via biossintéti
ca do colesterol, A supress3o da enzima deixa a célula depen-
dente do colesterol externo proveniente da incorporagZo de LDL

mediada pelo receptor.

No segundo processo, a entrada de colesterol, provenien
te da LDL, promove o armazenamentoc de colesterol na célula, ac
tivando uma enzima denominada lipoproteina aciltransferase. Eg
ta enzima esterifica 4cidos gordos em moléculas de colesterol
em excesso, produzindo ésteres de colesterilo que s¥o deposita

dos em goticulas de armazenamento.

No terceiro, e o mais significativo, a acumulagZo de cg
lesterol nas células conduz a um mecanismo de regeneragZo que
faz a célula parar de sintetizar novos receptores de LDL. As-
sim, as células ajustam o seu complemento de receptores exter-
nos de modo que seja introduzido, nas células, colesterol sufi
ciente para responder 3s vérias necessidades das células, mas
de modo a n3Zo as sobrecarregar. Por exemplo, os fibroblastos
que se dividem activamente, necessitando assim de novo materi-
al de membrana, mant&m um complemento méximo de receptores de
LDL de cerca de 40 000 por célula. Em células que nZo estdo
em crescimento, a entrada de colesterol comega a acumuld-lo, o
sistema de regeneracg#o reduz a produgZo de receptor e o complg

mento de receptores & dez vezes reduzido.

Por outro lado, foi mostrado gque outra lipoproteina de
circulacZo, a particula de lipoproteina de densidade elevada
(HDL) est4 implicada num estado de colesterol elevado, associa
do a um risco menor de aterosclerose. A apolipoprotefna A-I &
uma protefina estrutural e antigeno da particula de HDL. A gquan
tidade de HDL proporciona uma correlagd@o inversa com a incidén

cia prevista de aterosclerose.

A lipoproteina de densidade elevada (HDL) contém duas
apolipoprotefnas principais, a apolipoprotefna A-I (apo A-I) e
a apolipoproteina A-II (apo A-II). A apo A-I & o componente
protefco principal de toda a HDL de primata. Todas as particu
las de HDL cont&m apo A-I e por conseguinte a imuno-quantifica



66 715
SCRF 108,0-EPG:11 %

6=

c%o de HDOL envelve geralmente a quantificagZo de apo A-I. Cer
ca de 80% das partfculas de HDL cont&m também apo A-II, mas
nZo existe refer@ncia sobre particulas de HDL contendo apenas

apo A-II.

Uma fungl8c da apo-I & a activag3o da enzima de plasma,
lecitina-colesterol-aciltransferase (LCAT). Esta enzima & ne-
cessédria para a esterificag®o de colesterol livre na HDL, para
transporte para o ffgado. Na austncia de apo A-I o colesterol
no sangue ndo & esterificado e deste modo o colesterol n3o &
removido do sangue. O papel especifico desempenhado pela apo
A-II no metabolismo de HDL nZo foi ainda definido.

Diversos estudos mostraram que niveis elevados de HDL es
tdo correlacionados com incid#&ncia reduzida de CAD, Alguns au
tores especularam que a HDL remove o colesterol de locais peri
féricos, por exemplo das paredes das artérias, atribuindo assim
propriedades anti-aterogénicas & HDL. ConcentragBes slevadas
de colesterol de HDL est@o correlacionadas com um metabolismo
de lipido relativamente normal e com uma menor incidéncia e/ou
uma gravidade menor da doenga cardiovascular, ao passo que ni-
vels elevados de colesterol de LDL est¥c associados a um meta-
bolismo de lipido anormal e a um aumento do risco de CAD., Pa-
ra o cuidado correcto a ter com pacientes com hiperlipidemia
(excesso de 1lipidos no sangue) e com pacientes de risco especi
al relativamente & CAD, & desejdvel determinar frequentemente
os niveis de colesterol de LDL e de HDL, Até agora, os ensaios
de colesterol de HDL t&m sido incémodos e n3o rigoroses na de-

terminag83o dos niveis de HDL no sangue.

B. Estrutura e FungBo da Lipoproteina

E importante entender~se que o colesterol n%o estd li-
vre no plasma mas & transportado por lipoproteinas para locais
tissulares no corpo., 0O colesterol pode ser obtido por sintese
celular directa ou por dieta, No entanto, o colesterol sé po-
de ser removido do hospedeiro pelo figado onde é convertido em

dcidos de bile e excretado.

As quilomicrons transportam colesterol dietético e tri-
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glicéridos para o figado para processamento subsequente, enqu-
anto que a LDL distribui colesterol acs tecidos extra-hepdticos,
incluindo as artérias corondrias. Assim, a lipoprotefna, LDL/
/apo B-100, estd envolvida na deposi¢¥o de colesterol "mau" nos
tecidos periféricos. Pelo contrério, a lipoproteina, HDL/apo A,
remove colesterol "bom" dos tecidos e faz voltar o colesterocl

para o figado onde ele & excretado.

Historicamente, foram desenvolvidos muitos sistemas para
isolar e caracterizar lipoprotefnas. Estas técnicas baseiam-se
geralmente nas propriedades fisico-quimicas das particulas de
lipoprotefna. As duas técnicas mais frequentemente usadas sZo

a ultracentrifugag®o e a electroforese.

A ultracentrifugagZo de gradiente diferencial de densida
de aproveita-se do facto dos lipeoprotefinas serem mais leves ou
menos densas que outras proteinas de plasma, e & muito fécil em
bora muito moroso e inc6émodo, separar uns dos outros os quilami
crons (as lipoproteinas mais leves), VLDL, LDL e HDL., As técni
cas elsctroforéticas t&m sido dteis para a classificagdo de pa
cientes com hiperlipidemias. Contudo, estas técnicas n%o s@o
realizadas facilmente num laboratério clinico comum.

Pode também observar-se gue a quantificag®o simples do
colesterol do sangue ou triglicéridos n3o proporciona ao mé&di-
co informacg®o acerca das lipoprotefnas especificas que trans-
portam estes lipidos e da sua quantificacg®o.

C. As Lipoproteinas de Plasma

Foram definidas quatro classes principais de lipoprotel
nas de plasmaj; i.e. quilomicrens, VLDL, LDL & HDL e existem
com certeza subclasses destas. Todas as lipoprotefinas t&m ori
gem no intestino ou no figado ou em ambos e parecem ter uma es
trutura pseudomicelar. 0Os liIpidos neutros e, particularmente,
os ésteres de colestercl e triglicéridos sHZo mantidos no ndcleo
das lipoprotefinas numa forma soldvel e estével através de inter
acgBes com os constituintes polares de superficie, apolipoprg

teinas e fosfolipidos.

0 colesterol nZ3oc esterificado estd também presente nes-



66 715 PR —

SCRF 108.0-EPG:11

-8

tes complexos. A sua polaridade situa-se entre a dos lipidos
neutros (ésteres de colesterilo e triglicéridos) e a das apoli
poproteinas e fosfolfpidos mais polares e pode ser encontrado

tanto no ndcleo como na superficie.

Uma superficie exterior consistindo em apolipoproteinas,
colesterol n3o esterificado e fosfolipidos rodeia um ndcleo, in
soldivel em &gua, de ésteres de colesterilo e triglicéridos, pro
tegendo os lfpidos apolares do meio aquoso. Este conceito es-
trutural geral 6 suportado por estudos de dispers¥o de raio-X
de pequeno A4ngulo e por outros métodos fisices nos quais foi
usada uma diversidade de sondas para explorar a estrutura das
lipoprotefnas. Uma fungZo importante das lipoproteinas de
plasma & assim a solubilizag®o e transporte dos lipidos neu-

tros.

D. As Apolipoproteinas

As apolipoproteinas s%o os componentes proteicos isentos
de lipidos das lipoproteinas de plasma, sendo obtidas por tra
tamento das lipoprotefnas intactas isoladas, com solventes or-
gAnicos, detergentes ou agentes caotrépicos. Nem todas as pro
teinas capturadas com lipoproteinas t&m necessariamente um pa-
pel no transporte de lipido. Um exempleo pertinente € o reco-
nhecimento recente de que as proteinas amiléides A do soro,
reagentes de fase aguda, s3o transportadas em plasma ligado a
HOL, Estas protefnas de baixo peso molecular podem consistir
em até 30% de apo-HDL, em estados inflamatbrios, mas & guestig
ndvel que elas desempenhem papéis especificos no transporte de

lfpidos.

1. Apolipoprotefna A-I
(a) A Proteina

A apolipoprotefna A-I (apo A-I) & uma protefna com in-

teresse no presente invento. A apo A-I & discutida abaixo.

A apo A-I & o componente protefco principal de todas as
HDL de primata, estéd presente em todas as particulas de HDL e
h& mdltiplas, p.e. 7-8 moléculas de apo A-I por particula de
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HDL., Foi referido que ela se encontra presente, em quantidades
relativamente menores, em quilomicrons, VLDL e LDL, assim como,

que constitui cerca de 60-80 por cento do total da massa de

proteinas de HDL.

A Apo A-I consiste numa cadeia simples de 243 a 245 re-
siduos; nZo contém cistina, cisteina, leucina ou hidrato de
carbono; e existe em diversas isoformas. A apo A-I tem um
contedo alfa helicoidal de cerca de 55 por cento, no estado
isento de 1ipido, que aumenta para 75 por cento apds ligag3do a
fosfolipido. Foram identificados nesta apolipoproteina ciclos
de repetig®o de 11 resfduos helicoidais. Foi sugerido que es-
tas unidades representam uma cadeia simples ancestral que, por
duplicag®o genética, gerou uma unidade repetida com 22 residuos.
Estas unidades t&m homologia de sequ#ncias afim e cr#-se que

representam reqies de ligag¥do a lipidos na protelna.

A Apo A-I & um activador potente de LCAT, uma enzima do
plasma que catalisa a conversZo do colesterol e fosfatidilcoli
na em éster de colesterilo e lisofosfatidilcolina, respectiva-
mente., Verificou-se que regiBes especificas de ligagZdo a lipi
dos da apo A-I activam LCAT e esta actividade tém sido associa
da a propriedade de ligag8o a lipidos. Como foi anteriormente
referido, o figado e o intestino sintetizam apo A-I, mas as
suas contribuigles relativas para o conteddo total no plasma e
os factores que modulam a produgZoc de apo A-I n%o est¥o bem de
finidas.

Tipicamente, mais do que cerca de 90 por cento de apo
A-~I do plasma est3o associados a HDL, menos de cerca de 1 por
cento a VLDL e LDL e cerca de 10 por cento ou menos est¥o assg
ciados a fracgdo de plasma isenta de lipoproteinma. As quanti-
dades de apo A-I em cada tipo de particula diferem das que s¥o
referidas nas informagOes e que parecem ser fung®o das técni-
cas usadas na separagdo das particulas.

(b) Importfncia Clfnica das Lipoprotefnas com
Apg A-1

R medigZo do constituinte proteico principal de HDL,
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apo A-I, & clinicamente importante. Os resultados de vérios eg
tudos demonstraram que os nfveis de apo A-I s¥o menores em paci
entes com CAD, Esta observacgZo realga o papel protector de

apo A-I de plasma neste grupo de pacientes.

0s resultados de vérios estudos sugerem que medindo rigp

rosamente o nivel de apo A-I & possivel fazer uma prognose in-
dividual para o metabolismo anormal de lipidos, aterosclerose

e especificamente para a CAD. Para um exame recente a 2416
criancas, ver Freedman et al. (1986) New Eng. J. Med., 315:721-
-726. Contudo, n3o tem sido possivel utilizar apenas a quanti
dade de apo A-I, como marcador para o metabolismo anormal de
lipidos, apenas devido & dificuldade da sua medig3o rigorosa e

precisa. Deste modo, embora os nfveis de apo A-I relativamen-
te elevados tenham tend&ncia para serem correlacionados com ©
metabolismo normal de lipidos e os niveis relativamente baixos
com o metabolismo anormal de lipidos e com CAD, n3o foi apre-
sentada nenhuma linha de demarcacdo nitida entre pessoas nor-

mais e pessoas com CAD diagnosticada.

Como se referiu anteriormente, tem-se verificado ser ex
tremamente dificil quantificar rigorosa e precisamente a apo
A~I num sistema de imunoensaio clinicamente Gtil como p.e. um
radio-imunoensaio (RIA), um imunoensaioc ligado a enzima (ELISA),
um electro-imunoensaio (EIA), uma imunodifus¥o radial (RID) ou
por imunonefelometria (INA). Para a varifncia nos valores apre
sentados usando diversas técnicas ver por exemplo o Quadro 1
de Steinberg et al. (1983) Clin. Chem. 29/3:415-426.

Uma das razGies alegadas para estas dificuldades analfiti
cas & a de que a molécula de apolipoproteina A-I estéd presente
no plasma e no sorc fazendo parte de uma grande particula bio-
guimicamente heterogénea, na gqual alguns dos locais antigénios
(epftopos) est#o ocultos e mascarados. Em consequBncia, mui-
tos investigadores tém utilizado tratamentos de desmascaramen-
to para as suas amostras de modo gque os epitopos normalmente
ocultos fiquem desmascarados e disponiveis para imunorreaccZo.

Steinberg et al. (1983) Clin.Chem. 29:415-426 discutem

também o desmascaramento por tratamento de uma amostra de san-
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gue, p.e. de plasma ou de soro, com agentes desnaturantes como
ureia, tetrametil-ureia e guanidina, agentes tensio-activos cg
mo dodecilsulfato de sédio e monolaurato de polioxietileno sor
bitano (20) (Tween 20), aquecimento por exemplo a 52 graus C
durante 3 horas e a 37 graus C durante 2 horas e com solventes
org&nicos de deslipidag®o como p.e. misturas de etanol e éter
dietf{lico, metanol e éter dietilico, cloroférmioc e metanol e
andlogos. Podem ser encontrados mais tratamentos especificos
de desmascaramento nos trabalhos de Maciejko et al, (1982)
Clin. Chem. 28:199-204 (agente tensio-activo); Koren et al.
(1985) Clin. Chim. Acta 147:85-95 (solvente orgfnico); e Bury
et al. (1985) Clin. Chem. 31:247:251 (379C, 2 horas).

Alguns dos investigadores anteriores e outros investiga
dores utilizaram também preparag®es de anticorpo policlconal pa
ra ajudar a evitar a heterogeneidade aparente de apo A-I como
a que existe no plasma e no soro. Maciejko et al. (1982) Clin.
Chem. 28:199-204; Koren et al. (1985) Clin. Chim. Acta 147:
:85-95; Bury et al. (1985) Clin. Chem. 31:247-251; e Fesmi-
re et al. (1984) Clin. Chem. 30:712-716. £ svidente que a uti
lizag3o de anticorpos policlcnais npum imunoensaio quantitativo,

clinicamente Gtil, acarreta consigo o inconveniente de diferen
gas na "attendant" de actividade de anticorpo nec uso de soros
de diversos animais e também de diferengas na imunoespecifici-

dade de lotes de soro diferentes.

Por outro lado, dparte as moléculas parat6picas monoclg
nais utilizadas aqui, nenhum outro investigador descreveu anti
corpos monoclonais que imunorreagem, de modo essencialmente
igual, com particulas de HDL e com apo A-I, assim como imunor-
reagem com essencialmente toda a apo A-I presente em HDL numa
amostra. Assim, Curtiss et al. (1985) J. Biol. Chem. 200:2982-
-2998 apresentaram um anticorpo monoclonal designado por AI-7

que imunorreagiu de modo quase igual com apo A-I e com HDL,
mas que s6 era capaz de imunoprecipitar cerca de 60 por cento
da apo A-I ou HDL radiomarcados que se sabe estar presente nas

amostras ensaiadas.
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2. Apolipoproteina B-100
(a) A Proteina

Uma espécie de apo B sintetisada no figado, denominada
apolipoproteina B-~100 (apo B-100), & reconhecida e ligada por
receptores celulares de LDL. Ag ligarem apo B-100, estes re-
ceptores ligam particulas de LDL e extraiem-nas do plasma. A
LDL & deste modo incorporada nas células e quebrada, permitin-
do que o seu colesterol sirva as necessidades de cada célula.
A interacg3o entre apo B e receptor de LDL desempenha assim um
papel principal na remoc#o de colesterocl de LDL da corrente

sanguinea, e todas as particulas de LDL conté&m apo B-100.

(b) Importfncia Clfinica de Lipoproteina com
apo B-100

Ao contrédrio do que acontece com apo A-I e HDL, niveis

elevados de apo B t8m sido associados ac metabolismo anormal

de lipidos e com CAD enquanto que quantidades inferiores té&m
tend&ncia para serem correlacionados com normalidade e um ris-
co menor de contrair a doenga. As particulas de quilomicron
cont&m uma proteina apo B principal, designada por apolipopro-
teina B-48, que & também um produto do gene de apo B-100

/ Young et al., (1986) J. Biol. Chem. 261:2995-2998_/ e que
partilha pelo menos um epftopo reactivo cruzadamente com apo
B-100, As particulas de VLDL e LDL conte&m apo B-100. Das duas
protefnas, a apolipoproteina B-100 (apo B-100) parece ser a
mais importante relativamente ao metabolismo anormal de lipidos
e a4 CAD.

Recentemente, védrios investigadores t&m sugerido que os
nfveis de apo B-100 no plasma podem ser mais prenunciadores rg
lativamente aoc risco de CAD do gue os niveis de colesterol de
LOL no plasma. Sniderman et al. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77:604-608. Como acontecia para a HDL e apo A-I, nZ3ig foi

determinada uma linha de demarcag%o nftida, a partir apenas do
nivel de apo B-100 ou LDL, que possa mostrar que uma pessoa
possui metabolismo anormal de lipidos ou um risco aumentado re
lativamente & CAD.
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Tém sido referidos muitos tipos de imunoensaios para
apoprotefna B de plasma utilizando anti-sores contende anticor
pos especificos, incluindo RIA competitivos de fase fluida e
de fase s6lida, ELISA, RIA e outros. 0Os problemas que limitam
a aplicac®o difundida destes imunoensaios para apo B t&m sido
a reprodutibilidade eaqualidade e especificidade dos anti-so-~
ros usados. Resenhas dos problemas metodolégicos de cada um
dos vérios tipos de ensaios para apo B s%o encontradas em Cur-
rey et al. (1978), Clin. Chem. 24:280-286 e Rosseneu et al.
(1983), Clin, Chem. 28:427:433.

V4rios investigadores té&m referido o desenvolvimento de
paineis de anticorpos monoclonais contra apo B humzna, para
utilizac3o no estudo da sua estrutura antigénica e do seu pa=-
pel no metabolismo de lipoprotefna. Além disso, houve referépn
cias & utilizac3o de anticorpos monoclonais anti-apc B para mg
dir niveis de apo B no plasma em RIA de fase fluida. Pattol
et al, (1983) Clin. Chem. 29:1898-1903; Maynard et al. (1984)
Clin. Chem. 30:1620-1624 e Young et al., (1986) Clin. Chem,
32:1484~1490., E um grupo referiu ainda a utilizag3o de uma
mistura de anticorpos monoclonais anti-apo B num ensaio de imy
nodifus®o radial relativo & apo B de plasma. Marcenvina et al.
(1985) Clin. Chim. Acta 147:117-125. Contudo, estas técnicas
de ensaio padecem da necessidade de incubagles prolongadas,

centrifugagles repetidas e/ou utilizagHo de materias radioacti

vVOS.

3. Moléculas Paratépicas Monoclonais como Reagen-
tes para Apo A-T1 e B-100

A utilizag%o de anticorpos monoclonais ou das suas por-
¢Bes de locais de combinagZo, i.e. moléculas paratépicas, como
reagentes para a determinag®o da presenga de apo A-I ou B-100
em amostras de sangue humano € atraente porgque, uma vez obti-
dos, estes reagentes podem ser produzidos em guantidades rela-
tivamente grandes com uma qualidade consistente evitando-se as
sim o problema da inconsist#ncia associado aos anticorpos poli
clonais. No entanto, existe uma série de factores que comba-

tem o uso de uma molécula paratépica monoclonal particular co-
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mo componente nesses sistemas de ensaio.

Usando um anticorpo monoclonal como exemplo de uma molé
cula paratépica monoclonal, a arte diz que um anticorpo mono-
clonal pode ser demasiado imunoespecifico para ser dtil, isto
devido & heterogeneidade antigénica dos seus antigenos alvo.
Por exemplo, a especificidade dos anti-soros convencionais con
tendo anticorpos policlonais depende do ccnsenso de centenas
de milhares de anticorpos diferentes gue se ligam a determinan
tes antigénicos cubrindo a maior parte ou toda uma proteina an
tigénica, o que se tem mostrado Gtil em ensaios de apo A-I. Cg
mo resultado, pequenas alterag®es na estrutura do antigeno, de
vidas a polimorfismo genético, heterogeneidade de glicosilag3o
ou desnaturacBo ligeira ou outra reacg%o, terZfo geralmente pou
co efeito na ligag®o do anticorpo policlonal. Do mesmo modo,
um maior ou menor subconjunto de anticorpos de anti-soros poli
clonais ligard geralmente antigenos gue foram modificados ou

desnaturados.

Pelo contrério, os anticorpos manoclonais ligar-se-%3o
geralmente a um determinante antigénico (epftopo) na molécula
de antigeno. Se por qualquer razdc, esse determinante & alte-
rado, o anticorpo pode continuar a ligar-se ou pode n%o se li-
gar. Se isto constitui um problema ou uma vantagem dependeréd
das circunst&ncias individuais. Se, como acontece no caso pig
sente, o anticorpo monoclonal se destina a ser usado num en-
saio de diagnfstico de uma apolipoproteina, uma pequena varia-
¢80 antigénica nessa proteina pode causar erros graves. Assim,
por exemplo, Tsao et al. (1982) J. Biol. Chem. 257:15222-15228
e Mao et al. (1983) 29:1890-1897 referiram que alguns anticor-
pos monoclonais, especificos para moléculas de apo B, se ligam

a epitopos que n3o s¥o expressos em todas as particulas de LDL.
Nitidamente, estes anticorpos n3o seriam Gteis para quantifi-
car a apo B-100 total presente no plasma ou no soro.

A heterogeneidade antigénica de apoprotefnas A-I foi
discutida anteriormente. A heterogeneidade da apo B-100 est4,
igualmente, bem documentada. Por exemplo, verificou-se que a
express¥o do epitopo em apo B & modulada por (1) 2 composicZo
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dos lipidos associados, (2) a temperatura da imunorreacgZo,
(3) o grau de isolamento de LDL do seu ambiente nativo e (4) a

expressBo genética entre individuos.

Em segundo lugar, devido & sua especificidade dnica, a
utilizag3o sucedida de um anticorpo monoclonal (Mab) depende
frequentemente da sua afinidade com o antigeno alve. Por exem
plo, embora um Mab possa ter afinidade suficiente para ser Gtil
para ligar antigeno de fase s6lida e liquida, estando o préprio
Mab na fase liquida, o mesmo anticorpo pode n3o ser Gtil como
anticorpo ligado & fase sflida ou seja, pode ndo ser Gtil para

se ligar ou reter o antigeno em solugdo.

Os problemas indicados anteriormente s%o problemas ge-
rais na utilizacZBo de anticorpos monoclonais. 0Os especialistas
reconheceram assim, que & essencial testar e caracterizar os ap
ticorpos monoclonais em gualquer sistema de ensaio em que eles
sejam usados. Ver Goding, James W., Monoclonal Antibodies:

"Drinciples and Practice", Academic Press, New York (1983), pa

ginas 40-46.

Breve Sumdrio do Invento

0 presente invento refere-se a um processo, aperfeigoa-
do, de ensaio de um marcador de metabolismoc anormal de lipidos,
assim como a um sistema de diagnfstico, geralmente sob a forma

de conjunto, para realizar esse processo.

Nesse ensaio, s@o medidas as quantidades de apolipopro-
teina B-100 e apolipoproteina A-I numa unidade de volume de
uma amostra de sangue de pessoa e & determinada a raz3o entre
apolipoproteina B-100 e apolipoproteina A-I, como grandeza sem

unidades.

0 melhoramento presente compreende ensaiar uma primeira
aliquota de uma amostra de sangue liquido humano, contendo apg
lipoproteina, para a determinag¥o da quantidade de apolipopro-
teina B-100, misturando a primeira alfquota de amostra liquida
num suporte sélido que consiste essencialmente na matriz séli-
da com primeiras moléculas paratfpicas monoclonais, ligadas 2
fase s6lida, que imunorreagem com apolipoproteina B-100 e que
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s3o segregadas por um dos hibridomas possuindo os ndmeros de
acesso ao ATCC HB 8742 ou HB 8746, para formar uma mistura de
fases s6lida-lfquida. A superficie do suporte s6lido tem os
locais de ligag3o n¥o especifica de protefna bloqusados., Esta
mistura & mantida sob condig®es de ensaio biolégico, durante
um perfodo de tempo predeterminado que seja suficiente para
que as primeiras moléculas paratépicas imunorreajam com apoli-
poprotefna B-100 presente na aliguota de amostra e para que se
forme um imunorreagente ligado & fase sflida que contenha es-
sencialmente toda a apolipoproteina B-100 presente na alfquota

de amostra.

A apolipoproteina B-100 na primeira aliquota de amostra
l1fiquida descrita acima & também misturada com segundas molécu-
las paratépicas monoclonais de fase liguida que imunorreagem
com apolipoprotefna B-100, que s3o segregadas por um dos hibri
domas com os ndmeros de acesso ao ATCC HB 8742 ou HB 8746 mas
que n¥%o foram utilizadas nos passos de mistura antericres; i.e.,
moléculas paratépicas monoclonais segregadas pelo hibridoma
(dos dois hibridomas anteriores) que ndo foi usado para molécy
las paratfpicas ligadas & fase s6lida e que est@o ligadas ope-
rativamente a um meio indicador enzimético, parz formar uma se
gunda mistura. Esta segunda mistura é mantida scb condigBes
de ensaio biolégico durante um perfodo de tempo predeterminado,
suficiente para que as segundas moléculas paratfpicas formem
um imunorreagente com essencialmente toda a apolipoproteina B-
-100 presente na alfiguota de amostra. A fase sélida e a fase
liquida que se formam, apfs mistura de ambas as moléculas para
t6picas e formagdoc de imunorreagentes s#doc separadas e & deter-
minada a quantidade de imunorreagente contendo apolipoprotefna
B-100 ligado a um meioc indicador, presente na fase s6lida sepa
rada, e em consequ®ncia a quantidade de apolipoproteina B-100

numa unidade de volume da amostra.

Numa concretizag8c preferivel, os dois passos de mistu-
ra anteriores s%o realizados de modo essencialmente simult@neo
e os dois passos de manutengZo sZo realizados em conjunto. As
sim, as primeiras moléculas paratfpicas e as segundas molécu-

las paratfpicas ligadas a enzima s3o misturadas com a amostra
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praticamente em simulté&neoc, sendo a mistura de fases liquida-
-s6lida resultante mantida por um perfodo de tempo suficiente
para que ambas as moléculas imunorreajam com essencialmente

toda a apolipoproteina B presente na amostra.

No segundo ensaio utiliza-se uma segunda aliquota da
amostra de sanque lfquido de pessoa que contém apolipoproteina
A-I e que estd isenta de tratamentc desmascarante. A segunda
aliquota de amostra lfquida & aqui misturada com o suporte s6-
lido que consiste essencizlmente numa matriz sélida possuindo
terceiras moléculas paratépicas monoclonais ligadas & fase sé-
lida, que imunorreagem com uma apolipoproteina A-I e que s3o
segregadas por um dos hibridomas possuindo os nlmeros de aces-
so ao ATCC HB 9200 ou HB 9201, para former uma terceira mistu-
ra de fases s6lida-lfquida. A superficie do suporte s6lido
possui também locais de ligag®¥oc n3o especifica de proteina
bloqueados. A terceira mistura de fases sélida-liquida & man-
tida sob condigBes de ensaio bipolégico durante um perfodo de
tempo predeterminado que seja suficiente para que as tercei-
ras moléculas paratépicas imunorreajam com essencialmente toda
a apolipoproteina A-I presente na aliquota de amostra e formem
um imunorreagente ligado & fase s6lida que contém essencialmen

te toda a apolipoproteina A-I presente na aliquota de amostra.

A mesma segunda alfquota de amostra liquida contendo
apolipoprotefna A-I é misturada com quartas moléculas paratépi
cas monoclonais, gue imunorreagem com apolipoproteina A-I, que
s%o seqregadas por um dos hibridomas com os ndmeros de acesso
ao ATCC HB 9200 ou HB 9201 mas gue n3c foram utilizadas nos
passos de mistura anterior, i.e. as moléculas paratépicas que
n%o foram usadas como parte do s6lido e que estdo ligadas ope-
rativamente a um meio indicador enzimético, para formar uma
quarta mistura. A qguarta mistura é mentida sob condig@es de
ensaio biolégico durante um perfodec de tempo predeterminado
gue seja suficiente para que as guartas moléculas paratépicas
ligadas a um meio indicador formem um imunorreagente com essen
cialmente toda a apolipoproteina A-I presente na alfquota de

amostra, As fases s6lida e liquida que se formam apds mistura
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de ambas as mol8culas paratépicas anteriores e formag3o de
imunorreagentes, s%®o separadas e determina-se a quantidade de
imunorreagente, contendo apolipoproteina A-I ligada a um meio
indicador, presente na fase sélida separada e consequentemen-
te, a quantidade de apolipoproteina A-I numa unidade de volume

de amostra.

é também preferfvel que os dois passos de mistura ante-
riores sejam realizados essencialmente em simult@neo e gue os
dois passos de manuteng®o anteriores sejam realizados em con-
junto. Assim, as moléculas paratépicas ligadas & fase sflida,
as moléculas paratépicas ligadas a enzima e a aliguota de amos
tra s3o de novo misturadas em conjunto de modo essencialmente
simultl@neo e mantidas até que as fases s6lida e liquida sejam

separadas.

Nas concretizagBes particularmente preferidas, os ensai
os anteriores, para apolipoproteina B-100 e apolipoproteina
A-1, s8%0 realizados utilizando as concretizagBies preferidas,
de modo que em cada ensaio, as moléculas paratépicas monoclo-
nais ligadas & fase sflida, as moléculas paratépicas monoclo-
nais ligadas a um meio indicador enzimédtico em fase liquida,

e a aliquota de amostra sejam misturadas essencialmente em si-
multlneo e em seguida, sejam mantidas durante um periodo de
tempo suficiente para que ambas as moléculas paratépicas, em
cada mistura, imunorreajam com substancialmente toda as respegc

tivas apolipoproteinas B-100 ou A-I presentes em cada mistura.

Em qualquer dos ensaios anteriores & preferivel que as
moléculas paratépicas monoclonais, ligadas & fase sflida, no-
meadas em primeiro lugar, sejam as segregadas pelo hibridoma
com o ndmero de acesso ac ATCC HB 8746 e que as terceiras molg
culas paratfpicas ligadas & fase s6lida sejam as segregadas pg

lo hibridoma com o nimero de acesso ao ATCC HB 9200.

Numa outra perspectiva deste invento inclui-se um sistg
ma de diagnéstico, tipicamente na forma de conjunto., Este sig
tema contém pelo menos embalagens ou recipientes separados, ca
da um dos quais tem um dos tipos de moléculas paratépicas mong

clonais discutidos anteriormente numa quantidade suficiente pa
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ra realizar uma determinag¢¥o da raz%o entre apo B-100 e apo A-
-I, Um tipo de moléculas paratdpicas do par que imunorreage
com apo B-100 e um tipo de moléculas paratépicas do par que
imunorreage com apo A-I est3ec ligadas operativamente a um meio

indicador enzimético.

Mais preferivelmente, as respectivas moléculas paratépi
cas monoclonais que ndo estdc ligadas aos respectivos meios in
dicadores s%o ligadas, cada uma separadamente, matrizes de fa-
se s6lida para formar suportes separados de fase sflida. As
superficies de cada um destes suportes tem locais n3o especifi
cos de ligag®3o de proteina bloqueados. As matrizes s@lidas
destes suportes sélidos constituem o recipiente ou embalagem

para as respectivas moléculas paratépicas.

E gvidente que embora se tenham atribuido ndmeros as mg
léculas paratépicas, i.e., primeiras, segundas, terceiras e
quartas, assim como as embalagens que as cont&m no sistema de
diagnfstico, esses ndmeros foram utilizados apenas para identi
ficagdo e ndo s%o indicativos da ordem pela qual s¥o mistura-
das as moléculas paratépicas numa aliquota de amostra ou pela
qual os contelddos das embalagens s3o utilizados. é também evi
dente que apesar de se terem atribufdo &s misturas, descritas
anteriormente, ndmeros semelhantes aos das moléculas paratépi-
cas que s3o misturadas, n¥o & necessédrio que essas misturas sg
jam formadas pela ordem citada, Assim, por exemplo, a mistura
da segunda aliquota, descrita anteriormente, com as terceiras
e gquartas moléculas paratfpicas monoclonais pode ocorrer antes
da mistura da primeira alfquota j4 descrita com as primeiras e
segundas moléculas paratfpicas. Do mesmo modo, como se disse
anteriormente, as primeiras e segundas moléculas paratépicas

podem ser misturadas essencialmente em simultfneo.

0 presente invento apresenta vérios beneficios e vanta-
gens. De entre estes beneficios e vantagens ressalta o facto
de que da utilizag®o dos processos de ensaio descritos em se-
guida resulta a obteng#o de um marcador rigoroso e seguro para
o metabolismo anormal de lipidos que estd correlacionado com a
doenga da artéria coronadria (CAD).
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Outro beneficio e vantagem do presente invento & o de
que os seus ensaios podem ser realizados com o rigor e preci-
s¥o desejados num perfiodo de tempo relativamente curto, p.e.

no periodo de 1 hora, se se desejar.

ARinda um outro beneficio e vantagem do presente invento
& o de que embora os seus processos proporcionem medigBes muito
rigorosas e precisas relativamente & apo B-100, apo A-I e ao
marcador da raz3o, estas medigBes s¥o conseguidas sem a utiliza
c¢¥o de elementos radiocactivos e sem os maleficios gue o uso

desses elementos produz normalmente.

Outras vantagens e beneficios do presente invento tor-
nar-se-%o evidentes para os especialistas com a leitura da des

drig#%o detalhada do invento que se segue.

Breve Descric8o dos Desenhos

Nas Figuras que fazem parte da exposigdo:

a Figura 1 & um gréfico gque mostra a percentagem de liga
¢%o de partfculas de LDL marcadas com 1251 (ordenadas) em fun-
¢¥o das concentragBes molares crescentes de anticorpo monoclo-
nal MB47 Z_abcissa; concentrag?o Ab (M847)47, obtido a partir
de um radio-imunoensaio (RIA) de fase fluida;

A LDL foi preparada a partir de plasma reunido de dez

pacientes (-==== ) ou a partir de plasma de um paciente normoli

pidémico ). 0 plasma foi obtido por plasmaforese de pa

cientes apés um periodo de jejum de aproximadamente 12 horas;

a Figura 2 contém dois gr&ficos. O gré&fico A ilustra a
capacidade que tem uma quantidade constante, conhecida, de mo-
léculas MB47 marcadas com peroxidase de rédbano (HRPD-MB47) pa-
ra imunorreagir com apo B-100 reagente fixada 2 fase sélida,
na presenga de quantidades crescentes de moléculas MB24., A or
denada & expressa em unidades de densidade 6ptica relativa, en
quanto que a abcissa o & em unidades de microgramas por milili
tro (/g/ml) de proteina de anticorpo n%o marcada, adicionada

como competidor;

misturou-se praticamente em simult&neo uma quantidade
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constante (20 f@) de moléculas FB47 acopladas a HRPO, com quan
tidades crescentes de moléculas MB47 n3o marcadas (8) ocu de mo
léculas MB24 (A) n3o marcadas e com apo B-100 reagente ligada
3 fase s6lida (LDL). As misturas foram mantidas a 25 graus C
durante um perfodo de tempoc de tr#s horas, permitindo-se assim
que as moléculas paratépicas MB24 e MB47 reagissem imunologica
mente com apo B-100 reagente e formassem um imunorreagente li-
gado & fase s6lida. A guantidade de MB47 marcada ligada & fa-
se sdlida foi entZo ensaiada como se descreve na parte sobre
ELISA competitive na Secg¥o de Materiais e Processos;

o gréfico A mostra que a presenga, na mistura de imunor
reacgdo de quantidades crescentes de moléculas paratépicas MB47,
n3do marcadas, faz decrescer, correspondentemente, a quantidade
de moléculas MB47 marcadas, ligadas como imunorreagente de fa-
se s6lida. Assim, MB47 n3o marcado compete com MB47 marcado

relativamente a LDL;

o gréfico A mostra também que guantidades crescentes de
moléculas MB24 n3¥o marcadas ndo fazem decrescer, significativa
mente, a quantidade de MB47 marcada, ligado como imunorreagen-
te de fase s6lida. Deste modo, moléculas MB24, nZo marcadas,
ndo competem com moléculas MB47 marcadas relativamente & liga-

¢do com LDL;

o0 gréfico B mostra que se obt&m resultados semelhantes
usando moléculas de MB24 marcadas com HRPO e moléculas MB47
ndo marcadas. As moléculas paratfpicas MB47 e MB24 ligam-se
assim a epfitopos diferentes que estZo suficientemente afasta-
dos, na superficie de apo B-100, para permitir a ligag#o das
duas moléculas a uma s molécula de apo B-100 sem competigZo
esterea e sem inibirem a ligag®o uma da outra;

a Figura 3 contém dois gréficos A e B, 0 gréfico A
ilustra a capacidade de uma guantidade constante, conhecida,
(0,375 )@/ml) de moléculas AI-10 marcadas com peroxidase de rd
bano para imunorreagir com apo A-I reagente fixada & fase s6li
da na presenga de guantidades crescentes de moléculas AI-10
(M) e A1-11 () n3o marcadas. A ordenada & expressa em uni
dades de densidade 6ptica ao passoc que a abcissa 0 estd em uni
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dades de microgramas (/@) de anticorpos monoclonais competico-
res, n3o marcados, adicionados. Este estudo & semelhante ao
discutido relativamente & Figuraz 2 e os seus pormencres s@o

apresentados na Secg3c de Processos e Materiais.

0 gr4afico A mostra que quantidades crescentes de molécy
las AI-10 n%o marcadas, na mistura de imunorreacgdo, fazem de-
crescer, correspondentemente, a guantidade de AI-10 marcada,
ligada como imunorreagente de fase sélida. Deste mode, AI-10
nio marcada compete com AI-1C marcada relativamente a apo A-I.

0 gréfico A mostra também que gquantidades crescentes de
moléculas AI-11 n¥%o marcadas n%o fazem descrever, significati-
vamente, a quantidade de moléculas AI-10 marcadas, ligadas co~
mo imunorreagente de fase s6lida. Assim, moléculas AI-1ll ndo
marcadas n%o competem com moléculas AI-10 marcadas relativamep

te & ligac¥o com apolipoproteina A-I,

0 gré&fico B mostra que s%o obtidos resultados semelhan-
tes usando HDL como antfigeno, com uma gquantidade constante
(0,375 /wg/ml) de moléculas AI-10 marcadas com HRPO e moléculas
de AI-11 n3o marcadas ( JJ) e moléculas de AI-10 (A). As me-
léculas AI-10 e AI-11 ligam-se portanto a epitopos diferentes
que estBo suficientemente afastados na superficie de apo A-I ou
de apo A-I em HDL para permitir a ligag3o de ambas as moléculas
de anticorpo monoclonal a uma s§ molécula apo A-I sem competi-

¢%o esterea e sem inibig3o da ligag3o uma da outra.

Descric3o Detalhada do Invento

I. Discuss®p Geral

A. Definicties

0 termo "anticorpo" refere-se a uma molécula que & um
membro de uma familia de protefnas glicosiladas chamadas imung
globulinas que se podem combinar especificamente com um antigg
no. Etste anticorpo combina-se com o seu antigeno por uma in-
teracgdo especifica de ligagdc imunolégica entre o determinan-
te antigénico do antigeno € o local de combinacg®o de anticorpo

no anticorpo.
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Um "local de combinagBo de anticorpo" £ a porg3o estru
tural de uma molécula de anticorpo constitufda por regities va-
ridveis e hipervarifveis de cadeias pesadas e leves que ligam,
especificamente, antigeno. Usandc a nomenclatura de Jerne
(1974) Ann. Immunol. {Inst. Pasteur), 125C:373-389, um local

de combinagZo de anticorpo & geralmente referida como "parato-

po".

ARs porgBes de polipéptido, contendo o local de combina-
¢¥%o de anticorpo (contende paratopo), de anticorpos s#o as por
gles de moléculas de anticorpo gue cont®m o paratopo e que se
ligam a2 um antigeno e incluem, por exemplo, as porg8es Fab,
Fab', F(ab')2 e F(v) dos anticorpos. As porgBes Fab e F(ab')2
de anticorpos s3o preparadas pela reacg8oc proteclitica de, res
pectivamente, papaina e pepsina, em anticorpos substancialmen-
te intactos, usando processos conhecidos. Ver por exemplo Pa-
tente U.S. n2, 4 342 566 de Theofilopolous e Dixon. As porgBes
de anticorpo Fab' s¥Wo também conhecidas e s%o produzidas a par
tir das porgGes F(ab')2 seguindo-se a redugdo das pontes dissul
furadas que ligam as duas porgtes de cadeia pesada, p.e. com
mercaptoetanol, e em sequida por alquilagZo do mercaptano de
proteina resultante com um reagente como iodoacetamida. Prefe
rem-se os anticorpos intactos e utilizam-se estes para ilus-
trar as moléculas monoclonais ligandos deste invento.

Historicamente, a palavra "antigeno" tem sido usada pa-
ra designar uma entidade que estd ligada a um anticorpo e tam-
bém para designar a entidade que induz a produg3oc do anticorpo.
A acepg¥o mais comum limita o significado de antfigeno & entida
de ligada por um anticorpo enquante que a palavra "imunogénio"
é usada para a entidade que induz a produgdo de anticorpo.
Quando a entidade, discutida aqui, & imunogénica e antigénica,
designar-se-a geralmente por "antigeno".

A express¥o "determinante antigénico" refere-se & verda
deira porgdo estrutural do antigeno que é ligada imunologica=-
mente por um local de combinagZo de anticorpo. A nomenclatura
de Jerne redefine um determipante antigénicoc como um "epftopo".

A express@o "biologicamente activo" refere-se pelo menos
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a capacidade de uma molécula proteica ligar especificamente
antfigeno ou local de combinag¥o especifica de anticorpo, embo-
ra possam estar também presentes na molécula outras capacida-

des gerais ou efectoras.

A actividade biolégica de uma molécula paratépica, con-
tendo um local de combinag®p de anticorpo, & evidenciada pela
reacg3o imunolégica do paratopo (local de combinag%o de anti-
corpo) com o seu epftopo (determinante antigénico) depois da
sua mistura num meio aquoso para formar um imunorreagente, a
valores de pH e forga iénica pelo menos fisiolfgicos. De pre-
fertncia, a actividade bioldgica ocorre sob condig@es de en-
saio biolégico, i.e., condigBes sob as quais uma molécula para
tépica monoclonal, Gtil neste invento, se liga ao epitopo (de-
terminante antigénico) a um valor de pH na gama de cerca de 5
a cerca de 9 e a forgas ifinicas entre a da 4dgua destilada e a
do cloreto de sédio cerca de um molar e a temperaturas entre
4 graus C a cerca de 45 graus C. As moléculas paratépicas mo-

noclonais Gteis neste invento s%o todas biologicamente activas.

"ELISA" refere-se a um ensaio de imunossorvente ligado
a enzima que utiliza um antigeno ou anticorpo ligado a uma fa-
se sflida e um conjugado enzima-anticorpo ou enzima-antigeno
para detectar e quantificar a quantidade de antigeno ou anti-
corpo presente numa amostra. Pode encontrar-se uma descrig3o
da técnica de ELISA no Capitulo 22 da 42, Edig3o de Basic and
Clinical Immunology de D. P, Sites et al., publicado por Lange
Medical Publications de Los Altos, CA em 1982 e nas Patentes
dos Estados Unidos da América n®s., 3 654 090; 3 850 752 e

4 016 043 que s¥o aqui incorporados por refer®ncia.

"Enzima" refere-se a uma proteina capaz de acelerar ou
produzir por acgdo catalitica alguma modificag8o num substrato

para o qual & frequentemente especifica.

"Imunorreagente" como se usa agqui refere-se ao produto
de uma reacg¢#o imunolégica, i.e., a entidade produzida guando
um antfgeno & ligado imunologicamente por um anticorpo ou por
uma molécula contendo um paratopo. Um imunorreagente & assim

um tipo especifico de complexo formado entre moléculas,



w,f‘;%

SCRF 108,0-EPG:1l v M
VY

25

Os termos "meio indicador", "meio indicador enziméti-
co" ou "marcador" sdo aqui usados indistintamente, em vérias
formas gramaticais para designarem enzimas que est3do directa-
mente envolvidas na produg®o de um sinal detectdvel para indi
car a sua presenga. As moléculas paratépicas quando est¥o li-
gadas a marcadores enzimdticos sZo algumas vezes referidas co-

mo sendo moléculas paratépicas ligadas a enzima.

A express3p "anticorpo global" & usada para distinguir
uma molécula completa, intacta, segregada por uma célula de ou
tras moléculas, mais peguenas, gque cont®m também o paratopo ng
cessédrio para a actividade bioldgica numa imunorreacg®o com um

epitopo.

As moléculas paratépicas Gteis no presente invento sZo
moléculas paratépicas monoclonais. Um "anticorpo monoclonal®
(Mab) & um anticorpo produzido por clones de um hibridoma que
segrega apenas um tipo de molé&cula de anticorpo, e uma molécu-
la paratépica monoclonal é um anticorpo monoclonal ou uma sua
porgdo de polipéptido contendo um paratopo, como & discutido
abaixo. A célula de hibridoma & fundida a partir de uma célu-
la produtora de anticorpo e de um mieloma ou outra linha celu-
lar auto-perpetuadora. Estes anticorpos foram descritas pela
primeira vez por Kohler e Milstein, Nature, 256, 495-497 (1975)
cuja descrigdo € agui incorporada por referéncia.

As express@ies "molécula paratépica monoclonal" e apenas
"molécula paratfpica" s3o usadas indistintamente e colectiva-
mente para referir a classe de moléculas que cont&m um local
de combinag®o de um anticorpo monoclonal e incluem um anticor-
po monoclonal gleobal, um anticorpo monoclonal substancialmente
global e uma porgdo de um anticorpo monoclonal contende um lo-
cal de ligag3o de anticorpo. 0Os anticorpos monoclonais glo-
bais designados por MB47, MB24, AI-10 e AI-11 s%o moléculas pa
rat8picas deste invento, assim como o s¥o porgBies destes anti-
corpos que incluem o paratopo. 0Os termos "molécula paratépica
monoclonal" ou s8 "molécula paratépica" sBo aqui usados sozi-
nhos quando se pretende designar uma molécula biologicamente
activa, genérica, contendo o paratopo dos anticorpos monoclo-



66 715 P S

SCRF 108.0-EPG:1l :
Y S e
L &

26

nais anteriores. Os termos MB47, MB24, AI-10 e AI-11l com ou
sem as palavras "molécula paratépica" s@p usados quando se pre
tendem designar anticorpos globais especificos produzidos pe-
los hibridomas ATCC HB 8742, HB 8746, HB 9200 ou HB 9201.

As palavras "segregar" e "produzir" s3do frequentemente
usadas indistintamente na arte para células a partir das quais
s¥o obtidas moléculas de anticorpo. As células que produzem
anticorpos podem contudo n%o segregar essas moléculas no seu
ambiente. As células de hibridoma, com interesse aqui, segre-
gam anticorpos monoclonais no seu ambiente. Contudo, estas cg
lulas s%o algumas vezes referidas com células "produtoras de
anticorpos" e os seus anticorpos s3o por vezes referidos como
tendo sido "produzidos" para que haja concord@ncia com a frase
utilizada na arte. Em relac%o as porgBes de polipéptido, con-
tendo paratopo, dos anticorpos anteriores diz-se igualmente
que s¥o "produzidas" gu "segregadas" embora seja evidente que
estas moléculas s¥o preparadas a partir de anticorpos que s3o

eles pr6prios "produzidos" ou "segregados".

0 termo "sobrenadado" e "sobrenadante" s%o aqui usados
indistintamente e referem~se ao meio lfquido in vitro no qual
as células s¥o cultivadas. 0Os anticorpos monoclonais produzi-
dos pelas culturas de hibridomas de interesse s®%o segregados
no seu ambiente de meio de cultura. O sobrenadado do meio
de cultura para estas células & portanto uma fonte preferida
de moléculas paratfpicas monoclonais e & facilmente obtido li-
vre a partir de células de hibridoma, por técnicas conhzcidas.
Exemplo dessas técnicas & a centrifugag8o a baixa velocidade
para sedimentar as células do meio liquido. Alternativamente,
as moléculas paratépicas monoclonais podem ser cobtidas de flui
do de ascite por tumor (flufdo ascitico) de animais laboratori
ais nos quais foli introduzido o tecido de hibridoma. Descre-

vem-se adiante os dois métodos.

AR express@o "substancialmente em simult@neo" usada aqui
em relagdo a mistura de tr®s ou mais antigenos e componentes
de molécula paratépica, para formar uma mistura de imunorreac-
¢80 significa que todos os componentes estBo presente e s3o
misturados numa sé mistura uns dos ocutros, durante 15 minutos
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e preferivelmente durante 5 minutos para mistura de guaisquer

dois dos componentes.

A express3o "substearcialmente tcda", usada em relagZo
a4 imunorreacc®o de uma molécula paratfpica e seus antigenos
de apolipoprotefna B-100 cemc LDL ou de apolipoprotefna £-I cgo
mo HDL para formar um imunorreagente, significa que @ molécula
paratépica imunorreage com pelo menos cerca de 90 por cento do
antigeno presente em solug3o, para formar o imunorreagente
quando a molécula paratépica estd presente em excesso. Na pri
tica que & preferida a molécula paratépica forma um imunorrea-
gente com mais de 95 por cento da molécula antigénica presente

quande a molécula paratfpica estd também presente em excesso.

B, Hibridomas e Mplé&culas Paratédpicas Monoclonais

0 presente invento utiliza dois pares de moléculas parz
tépicas que s¥o segregadas por quatro hibridomas. Um dos pa-
res de moléculas paratépicas imunorreage com apclipoprotefna

B-10C. O outro par imunorreage com apolipoproteina A-I.

Us hibridomas que segregam moléculas paratSpicas que
imunorreagem com apo B-100 possuem as designagBes laboratori-
ais HL130C2.3C5 e VB2A6,1G4, e as moléculas paratbpicas monc-
clonais globais segregadas por esses hibridomas s%o aqui geral
mente designadas por MB47 e VMB24, respectivamente. Cada uma
das moléculas paratépicas segregadas por esses hibridomas imu=-
norreage com mais de cerca de 90 por cento de 125I-LDL e com
um determinante antigénico conservado, separado e distinto em
apo B-~100. Como se pode observar do exame acs gréficos A e B
da Figura 2, as moléculas paratépicas MB47 e MB24 ligam-se am-
bas a apo B-100, fazendo-o cada umz sem inibir substancialmen-
te a imunorreacgdo da cutra. Como foi salientade por Young et
al. (1986) Clin. Chem. , 32/8:1484-1490, MB47 reage apenas com

apo B-100 enquantoc que MB24 imunorreage com apo B-100, reagin-

do cruzadamente, também, com apoc B-48 e também com apo B-26,
um fragmento de apo B-100 como é discutido adiante.

0 segundo par de hibridomas possui a designagBes labera
toriais H91H2.2H8 e H103D8.1Dl11 e segrega moléculas paratépi-
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cas designadas por AI-10 e AI-11, respectivamente. Cada uma
destas moléculas paratépicas AI-10 e Al-1l imunorreage com um
determinante antigénico conservado em apo A-I e imuncrreage
com mais de 90 por cento de particulas de 125I-HDL num ELISA
de fase s6lida. Como se observa do exame aos grificecs A e B
da Figura 3, ambas as moléculas paratépicas AI-10 e AI-1l se
ligam a apo A-I e HDL mas n3do interferem substancialmente com

a ligag%o uma da ocutra.

Cada um dos quatro hibridomas anteriores fol depositado
na American type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, de
acordo com o Tratado de Budapeste para o Reconhecimento Inter-
nacional do Depésito de Microorganismo para Fins de Protecgo

de Patentes.

Designacg3do da Data do

molécula para Ndmero de depési
Hibridoma tépica acesso ao ATCC to
VB2A6.,1G4 M24 HB 8742 3/6/85
HL130C2.3C5 MB47 HB 8746 3/6/85
H91H4,2H8 AI-10 HB 9200 9/16/86
H103D8,1D11 AI-11 HB 9201 9/16/86

Os dep6sitos anteriores foram feitos em conformidade
com 0s requisitos do Tratado de Budapeste os gquais exigem que
a durag3o do depfsito deve ser de 30 anos a partir da data de
depbfsito ou de 5 ancs apés o Gltimo pedido de dep6sito na enti
dade depositdria ou durante a vida Gtil de uma Patente dos Es-
tados Unidos da América que se inicia com este Pedido, optandg
-se pela mais longa. Far-se-a o reabastecimento em hibridomas
se eles se tornarem n%o vidveis no dep6sito e ser8o tornados
disponfveis ao pdblico pelo ATCC apés concess¥c de uma patente

com base neste pedido.

Curtiss et al, (1982) Je. Biol. Chem., 257:15213-15221
referiram anteriormente @ produg3o e caracterizacg¥do de molécu-

las paratépicas especificas 11 apo B, incluindo as designadas
por MB24 produzidas pelo hibridoma HB 8742, 0 hibridoma HB
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8742 foi obtido fundindo esplenécitos de ratos imunizados com

VLDL humana, com células de mieloma.

Mostrou-se que MB24 imunorreage com apo B-100 desnatura
da presente em VLDL e LDL assim como com apolipoproteina B-26
desnaturada de LDL e uma preoteina de LDL de elevado pesoc mole-
cular, n%oc identificada, nessa ocasi%o. Um estudo mais recen-
te indicou que ela & ligada com apo B-48. Tsao et al. (1982)
J. Biol. Chem. 15222-15228 mostraram que MB24 imunorreage com
100 por cento de antfigeno de LDL nativo presente num RIA de fa

se fluida.

A fracglo IgG de fluldo ascitico contendo MB24 gerada a
partir de crescimento intraperitoneal de HB 8742 foi caracteri
zada por focalizag3o isoeléctrica (IEF). Como salientado em
Curtiss et al., (1982) J. Biol. Chem., 257:15213~-15221, a fu-
s¥o foi realizada usando células de mieloma P3x63Ag8 que segre
gam uma imunoglobulina Igle (protefna de mieloma). Deste mo-
doy, o flufdo ascitico de HB 8742 demonstrou em IEF um padrdo
Gnico de bandas m@ltiplas de proteinas representando moléculas

de imunoglobulina contendo cadeias pesadas e leves, misturadas

aleatoriamente, em adigdo ac anticorpo de Igle de mieloma
P3x63Ag8 e as moléculas paratépicas MB24.

0 hibridoma HB 8746 produz moléculas paratépicas MB47 e
formou-se fundindo esplenfcitos de ratos imunizados com LDL e
células de mieloma P3x63Ag8.653.1. Este anticorpo monoclonal
e hibridoma foram referidos por Young et al. (1986) Arterios-
clerosis 6:178-188. Esta variedade de linha celular progenitg
ra de mieloma utilizada para preparar o hibridoma n%o segrega
uma protefina de mieloma. A IEF de fluido ascitico de HB 8746
revela um padr®o Unico de bandas de protefna representando as

cadeias IgG2a pesadas e as cadeias kapa leves de MB47.

Assim, o0os hibridomas anteriores podem ser caracteriza-
dos em parte pelo padr®o de IEF das moléculas paratépicas que
segregam. Embora o hibridoma HB 8742 produza mais do que um
tipo de molécula paratépica, as moléculas paratfpicas dteis
neste invento podem ser facilmente identificadas e iscladas

através das suas capacidades de imunorreagir com epfitopo (de-
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terminante antigénico) em apo B-100.

As especificidades antigénicas de MB24 e de MB47 foram
analisadas determinando as suas capacidades individuais para
imunorreagirem com apoproteinas obtidas de quilomicrons, VLODL,
LDL e HDL em vArios ensaios. Os dados assim obtidos indicam
que a MB47 e a MB24 imunorreagem com apo B-100 obtida a partir
de LDL, VULDL e IDL mas n3o com apo B-48 de VLDL ou de quilomi-
crons e n3o imunorreagem também com HDL., 0Os fragmenteos Fab de
MB47 e de MB24 ligam-se também a LDL em RIA de fase s6lida.

Estudos anteriores demonstraram a heterogeneidade anti-
génica em apo B-100. Isto &, alguns epitopos de apo 3-100 nZo
s%o expressos por todas as partfculas de LDL. Assim, a mistu-
ra com um excesso de determinados anticorpos monoclonais num
RIA de fase flulda n%o tem como resultado a ligagdo imunolégi-
ca de todas as partfculas de LDL radio-marcadas (lZBI-LDL).

Para determinar se o epitopo reconhecido pelas molécu-
las de MB47 era uniformemente expresso por todas as LDL, estu-
dou-se a capacidade que possui MB47 para se ligar imunologica-
mente a 125I-LDL num RIA de fase flufda. Radiomarcaram-se LDL
isplades de plasma reunido de 10 pacientes normais e plasma de
um sé paciente normal, como se descreve adiante e misturaram-
-se com moléculas VMB47 biologicamente activas, para formar uma
mistura de imunorreacgZo. A mistura foi mantida sob condigGes
de ensaio biolégico durante um perfodo de tempo predeterminado,
suficiente para que as moléculas MB47 se ligassem imunclogica-
mente a apo B-100, em cada amostra, e formassem um produto de

imunorreacg3o (imunorreagente).

A quantidade médxima de 125I-LDL ligada por um excesso

de moléculas paratépicas MB47 foi determinada por precipitac@o
de todas as moléculas receptoras com Ig50RB (The Enzyme Co.,

Boston, MA) e a quantificac¥o das contagens associadas a 1251-
-LDL, no precipitado, foi efectuada num contador gama. Us re-
sultados, expressos em termos de percentagem de 125I-LDL preci
pitada por 4cido triclorocacético (TCA) e mostrados na Figura 1,
demonstram que essencialmente toda a 125I-LDL estava ligada pg

lo anticorpo, indicando que o epitopo reconhecido e ligado por
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MB47 & expresso por todas as partfculas de LDL.

No processo de ensaio deste invento, as primeiras e se-
gundas moléculas parat6picas monoclonais devem ligar-se a epi-
topos diferentes da molécula de apo B-100 e estes eplitopos de-
vem estar suficientemente afastados de modo gue a ligag¥o de
uma molécula paratépica n3io iniba, por impedimento estereo, a
ligag%o da outra molécula paratépica. Examinou-se portanto a
capacidade que possuem MB47 e MB24 para inibirem competitiva-
mente as ligag®es, uma da outra, com apo B-100 reagente fixado
a fase s6lida.

Os resultados desse estudo, apresentados na Figura 2,
indicam que MB24 n3o marcada, num excesso de 70 vezes, n3o ini
biu significativamente a ligag%o entre MB47, marcada com pero-
xidase e apo B-100 reagente. De modo semelhante, MB47 n3o mar
cada, num excesso de 70 vezes, n%o inibiu significativamente a
ligag%o entre MB24, marcada com peroxidase, e apo B-100. As-
sim, MB24 e MB47 ligam-se a epitopos diferentes em apo B-100,
estando estes epftopos suficientemente afastadeos de modo que
MB24 e MB47, na forma de anticorpos intactos, n3o inibem a 1li-

gac¥o uma da outra com uma s6 molécula de apo B-100.

Os hibridomas produtores de moléculas paratépicas mono-
clonais AI-10 e AI-1ll foram preparados a partir de duas fusGes
separadas de esplendcitos de rato com células de linha de mielg
ma de rato P3x63RgB8.653., Usgu-se HDL humana como imunogénio.
As moléculas AI-10 s3o da classe IgG2a enquanto que as molécu-
las AI-11 s%o da classe IgGl,

Como se observa de um exame & Figura 3, AI-10 e AI-1l1
imunorreagem ambas com apo A-I. O0Os valores da Figura 3 ilus=-
tram ainda que a imunorreacg®oc de AI-10 ou de AI-11 com apo
A-I ou com HDL nZo interfere com a imunorreacg¥o do outro com

esse antigeno.

Us estudos de ligag¥do usando 1251 woL e 125

I-apo A-I fo
ram efectuados usando técnicas de RIA semelhantes 3s descritas
na generalidade em Curtiss et al. (1985) J. Biol. Chem. 260:

12982-2993, OUs resultados desses estudos s8o apresentados no
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Quadro 1, adiante, em termos de percentagens de radiocactivida-

de total precipitével por 4cido tricloroacético (TCA)
QUADRD 1

Imunorreactividade de AI-10 e AI-11

Moléculasl Ligag¥%o méxima de antfgeno (}5)
paratépicas 1251 _WpL? lzsI-Apo a-12

AI-10 como:

Sobrenadante 29,2 90,3
Ascite 92,6 —m
Ascite por FELC 86,0 70,2

AI-II como:

Sobrenadante 88,6 42,0

Ascite 1006,0 49,0

Ascite por FPLC 93,0 6044
1

Foram usadas moléculas paratépicas em fase flulda a
partir de sobrenadante de cultura de células de hibridoma (So-
brenadante), flufdo ascitico de rato (Ascite) e flufdo asciti-
co purificado por cromatografia liquida rédpida de prcteina
(ascite por FPLC).

Percentagem de radicactividade precipitével por TCA.

Os valores do guadrc ilustram a ligag®o relativamente
elevada de AI-10 e AI-1l glcbais a HDOL radicmarcada no ensaio
de fase flufdo utilizado. Estes valcres reflectem também a
instabilidade relativa da apo A-I e a resultante baixa ligagZo
4 prépria apo A-I, Esta instabilidade relativa de apeclipopro-
tefna A-I criou a necessidade de utilizac®8oc de HDL como padr3o
secunddric no ensaio de apo A-I, como se discutird mais adian-
te. O0Os valcres anteriores mostram também uma ligag®o relativa
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mente mais baixa de AI-1l1 a apo A-I em ccmparag8do com a ligag3o
de AI-11 a partfculas de HDL. No entanto, uma comparagdoc entre
valores ohtidos utilizando o métcdeo ELISA para apo A-I com os
valores obtidos por outras técnicas mais laboriosas indicam

que o método ELISA detecta, quantitativamente, substancialmen-
te toda a apolipoproteina A-I (HDL) presente nas amostras en-

saiadas.

C., Marcador do Metabolismo Anormal de Lipidos

Como se observou anteriormente, vArios estudos mostra-
ram que existe uma correlagdo entre niveis elevados de LDL com
niveis relativamente baixos de HDL e metabolismo anormal de 1i
pidos conduzinde a CAD e assim a um risco aumentado da mesma.
0 metabolismo anormal de lipidos & também importante para se
seqguir o decurso da doenga em pessoas 3s quais se diagnosticou
CAD. Contudo, estes estudos n8o proporcicnaram um marcador e
uma linha de separagdo nitida entre pesscas normais e pessoas

exibindo metabolismoanormal de lipides.

Assim por exemplo, Kottke et al. (1986) Mayo Clin. Proc.

61:313-320 mediram em machos os niveis de apolipoprotefnas A-I,
A-~II e B e colestercl de HDL e de triglicéridos, no scro, em
funcBo da idade e verificou que era necessédria a utilizag3o
destas seis varidveis para distinguir com rigor os pacientes
com CAD dos controlos assintométicos. Estes investigadores
utilizaram radio-imunoensaios para as suas determinacg@es de

apolipoproteinas.

Para a medig¥o de valores de apo A-I por RIA Kottke et
al. utilizaram anticorpos policlonais, um tempo de manutencgZo
da amostra de anticorpo de 16 horas e um tratamento de desmas-
caramento com detergente. Foi utilizado um anticorpo monoclo-
nal para a medigB3o de apo B em RIA., Kottke et al. apresenta-
ram valores médios de apo A-l no sorec para pacientes normais e
com CAD que n8o ultrapassam um desvio padrdc. Os seus valores
para apo B média no soro entre estes dois grupos ultrapassavam
um desvio padrdo. Estes investigadores n%@o referiram uma ra-

z%0 dos seus valores para apc B e apo A-I.
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Bentzen et al. (1982) Clin., Chem. 28:1951-1956, referi-

ram ainda a utilizac¥o de uma raz%o entre colesterol de beta-
-lipoproteina (Colesterol de LDL) e colestercl de alfa-lipopro
tefna (colesterol de HDL) como marcador para indicar o risco
que o paciente corre de ter apoplexia ou doenga coronéria do
corac¥o, comparando com a utilizagdo do valor de colestercl de
HOL sozinho. Evidentemente os valores de colesterol de lipo-
protefna s3o diferentes dos de LDL e apo B-100 cu dos de HOL e
apo A-I, e o método usado por aqueles especialistas, baseado
em cromatografia de afinidade em heparina-agarcse, é bastante

diferente do usado aqui.

II, O Processo Melhorado

De acordo com o presente invento a raz#o entre apolipo-
proteina B-100 e apolipoproteina AR-I numa amostra de sangue 11
quido é usada como marcador para o metabolismo anormal de lipi
dos em pessoas que ndo foram identificadas como possuidoras da
doenca e também para os pacientes a quem se diagnosticou CAD.
Logo que a CAD ou o metaholismc anormal de lipidos & identifi-
cado pelo processo de ensaio a pessoca & geralmente tratada por
terapia convencional, como por exemplo por exercicio, dieta ou

drogas especificas, como se conhece.

Neste processo utiliza-se uma amostra de sangue liquido.
As amostras podem ser gquer de plasma guer de soro uma vez que
os resultados obtidos usando qualquer uma delas s3g estatisti-
camente n3o diferencidveis. De facto, alguns resultados, refe
ridos em seguida, usando o métodc foram obtidos usando valores
médios obtidos em ensaios tanto ccm sorc como com plasma., In-
dependentemente de se usar plasma ou soro, a amostra de san-
gue liquido é preferivelmente obtida de pessoas que jejuaram
durante pelo menos doze horas como se conhece na técnica. Es-

ta amostra de sangue & referida como amostra "apés jejum".

Foi surpreendente puderem cbter-se resultzdos rigorosos
e precisos utilizando os presentes processos ELISA com uma amos
tra de sangue ligquido, como soro ou plasma, porque estes materi

ais para amostra contém protefnas, lipidos e outros compostos
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gque se esperaria interferissem no ensaio. Ver por exemplo,
Maggio, Enzyme-Immunoassay, CRC Press, Inc. Boca Raton, FL,
1980, pégina 65.

No processo melhorado, deste invento, a2 amostra de san-
gue & dividida em pelo menos duas aliquotas. Uma alfguota de
amostra 6 utilizada para a determinag3o de apo B-100 e a outra

para a determinag¥o de apo A-I.

Comegando com a andlise para a apolipoprotefina B-100,
forma-se uma primeira mistura de fases s6lida-lfquida misturan
do uma guantidade predeterminada de uma primeira aliquota de
amostra de sangue liquido com um suporte sflido que consiste
essencialmente numa matriz sélida possuindo primeiras molécu-
las paratfpicas monoclonais ligadas & fase sflida que imunor-
reagem com apo B-100, Essas primeiras moléculas paratépicas
monoclonais ligadas & fase sflida est¥o presentes em excesso
relativamente & quantidade de apo B-100 prevista para a amos-
tra e s83o segregadas por um dos hibridomas com os nlGmeros de
acesso ao ATCC HB 8742 ou HB 8746. 0Os locais de ligag#o
ndo especifica de proteina na superficie desse suporte sélido

s#o bloqueados antes dessa mistura.

Essa primeira mistura de fases s6lida-liquida & mantida
sob condigBes de ensaio biolfgico durante um perfedo de tempo
predeterminado que & suficiente para que as primeiras moléculas
parat6picas imunorreajam com a apolipoproteina B-100 presente
na aliquota de amostra e formem um imunorreagente ligadeo a fa-
se s6lida que contém substancialmente toda a apolipoprotefina

B-100 presente na aliquota de amostra.

A apo B-100 da primeira aliquota de amostra & também
misturada com segundas moléculas paratfpicas monoclonais de fa
se lfquida que imunorreagem com apolipoprotefna B-100 para for
mar uma segunda mistura. Estas segundas molé&culas paratépicas
monoclonais s#o segregadas por um dos hibridomas possuindo os
ndmeros de acesso ao ATCC HB 8742 ou HB 8745 mas nZo sHo as
utilizadas na primeira mistura mencionada. Essas segundas mo-
léculas paratbpicas sZo também operativamente ligadas a um

meio indicador enzimédtico.
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A segunda mistura & mantida sob condigBes de ensaio bip
l6gico durante um perfodo de tempo predeterminado suficiente
para que as segundas moléculas paratépicas ligadas a uma enzi
ma formem um imunorreagente gue contém substancialmente toda a

apolipoproteina B-100 na alfquota de amostra.

As fases sflida e liguida que resultam da mistura de am
bas as moléculas paratépicas e da formagZo de imunorreagentes
entre as moléculas paratépicas e apo B-100 s¥o separadas, por
exemplo, por lavagem e determina-se a quantidade de imunorrea-
gente, contendo apolipoproteina B-100 ligada a um meio indica-
dor, presente na fase sflida separada. Em virtude de cada uma
das duas moléculas paratépicas monoclonais imunorreagir com es
sencialmente toda a apo B-100 presente na aliguota de amostra
e porgue pelo menos uma das moléculas paratépicas imunorreage
com um epitopo conservado que ndo & reactive cruzadamente, em
apo B-100, a determinag¥o da quantidade de apo B-100 ligada a
enzima, no imunorreagente, proporciona a determinacgZo da quan-
tidade de apo B-100 presente na alfquota de amostra. A guanti
dade de apolipoproteina B-100 por unidade de volume de amostra
pode ser facilmente calculada conhecendo o volume da quantida-
de predeterminada de alfiquota de amostra de sangue liquido,

originalmente utilizada.

A guantidade de apolipoproteina A-I & determinada usan-
do uma segunda quantidade predeterminada de aliquota de amos-
tra de sangue liquido. Contrariamente aos procedimentos utili
zados por outros investigadores, a segunda aliguota de amostra
de sangue liquido que n%o sofreu tratamento de desmascaramento

como é usual na medigH8o de apo A-I.

Seguem-se passos andlogos aos descritos anteriormente
para a apolipoproteina B-100 com a excepg®o0 de as terceiras e
guartas moléculas paratfpicas monoclonais segregadas por um
dos hibridomas com os ndmeros de acesso ATCC HB 9200 ou HB 9201
serem utilizadas na segunda aliquota de amostra de sangue. Man
tendo a analogia com os passos anteriormente descritos, mistu-
ram-se terceiras moléculas parat6picas monoclonais ligadas &

fase s@lida com uma segunda amostra de sangue, para formar uma
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terceira mistura de fases sélida-lfquida, mantendo-se essa ter
ceira mistura de fases s6lida-liquida como se descreveu anteri
ormente, para formar um imunorreagente ligado & fase sélida
que contém essencialmente toda a apolipoprotefna A-I presente

na aliquota de amostra.

A apolipoproteina A-I na segunda alfquota de amostra é
ainda misturada com moléculas paratdpicas monoclonais de fase
lfquida, discutidas anteriormente, que n3c s¥o as ligadas & ma
triz sélida e que est¥o operativamente ligadas a um meio indi-
cador enzimético, para formar uma quarta mistura. Esta guarta
mistura & mantida como se descreveu anteriormente, durante um
perfodo de tempo suficiente para que as quartas moléculas para
tépicas monoclonais ligadas & enzima formem um imunorreagente
com essencialmente toda a apolipoproteina A-I presente na ali-

quota de amostra.

As fases sflida e liguida gue resultam dos passos de
mistura e de manuteng®o s%o separadas e determina-se a quanti-
dade de imunorreagente, contendo apolipoproteina A-I ligada a
um meio indicador enzimético, presente na fase sflida separa-
da, proporcionando assim a determinag®o da quantidade de apoli
poprotefna A-I na aliguota de amostra e por unidade de volume,

como se discutiu anteriormente.

Cada um dos ensaios relativos & apo B-100 e apo A-I dis
cutidos anteriormente pode ser realizado efectuandeo sequencial
mente cada um dos passos de mistura e manutengdo em cada en-
saio, ou podem efectuar-se essencialmente em simultlneo os
dois passos de mistura em cada ensaio, efectuando-se os dois

passos de manuteng®o, em cada ensaio, em conjunto.

Quando se efectuam os passos sequencialmente é preferi-
vel que as moléculas paratdpicas monoclonais ligadas 3 fase s§
lida sejam misturadas e que se mantenha a mistura formada an-
tes da mistura das moléculas paratépicas ligadas a um meio in-
dicador enzimdtico e da manutencg8o desta mistura resultante.
Quando se seguem 0s passos sequenciais preferidos, € ainda pre
ferivel separarem-se as fases liguida e s6lida formadas e la-

var-se a fase, sflida, para ajudar a assegurar a separagdo, an
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tes de se misturarem as moléculas paratépicas ligadas a um meio
indicador enzimdtico liquido, com a fase s6lida separada e de

se manter a mistura.

é ainda de notar gue as moléculas paratépicas ligadas a
um meic indicador enzimdtico podem ser as primeiras a ser mis-
turadas com a aliquota de amostra apropriada. Huando se utili
za este procedimento para realizar o processo ndc existe sepa-
rac¥o de fases antes da misturza das mcléculas paratépicas mong

clonais ligadas & fase sdlida.

Preferivelmente pera o ensaio de apolipoproteina B-100
e apolipoprotefna A-I, misturam-se separadamente e essencialmen
te em simultfnec as moléculas paratdpicas monoclonzis ligadas
4 fase s6lida, a aliquota de amostra de sangue e as moléculas
paratfpicas ligadas a um meic indicador enzimético e mantém-se
em conjunto cada uma das misturas de fases s6lida-liguida re-
sultantes. Assim, cada misture & mantida durante um periodo
de tempo suficiente para que as duas moléculas paratépicas mo-
noclonais ligadas & fese s6lida separada formem imunorreagen-
tes ligados 2 fase s6lida com substancialmente toda a apec B-10C
e apo A-I, respectivamente, e para que as duas moléculas para-
t6picas ligadas a um meioc indicador enzimfticec de fese liquida
imunorreajam também com essencialmente tcda a apo B-100 e apo
A-I, respectivamente, nas respectivas allfquotas de amostra. Os
imunorreagentes assim formados s3oc designados por imunorreagen
tes sandufiche ligados & fase sé6lida. A fase lfiquida também es

t4 presente.

Obt&m~se resultados semelhantes usando nos respectivos
ensaios, como moléculas paratépicas ligadas a fase sélida,
qualgquer das moléculas paratbpicas monoclonais dos dois grupos
de moléculas paratfpicas. WNo entanto, a meicr parte do traba-
lho que se discute aqui feoi realizado usando as moléculas se-
gregadas pelo hibridema com o ndmeroc de acesso ao ATCC HB 8746
(MB47) ligadas & matriz sélida quando se ensaicu apolipoprotef
na B-100 e as moléculas segregadas pelo hibridoma com o ndmero
de acesso ag ATCC HB 9200 (AI-10) ligadas & matriz de fese s6-

lida quando se ensaiou apolipoprotefnma A-I. Além dissc, & par



66 715 , /
S w""M

SCRF 108.0-EPG:11

-39

ticularmente preferide usar MB47 como moléculas paratépicas 1i
gadas & fase sflida uma vez que estas moléculas n3o imunorrea-
gem com apo B-48 que pode estar presente nos gquilomicrons de
amostras de sangue recolhidas sem jejum prévio ou em pessoas
com niveis anormalmente elevados de quilomicrcns. Assim, a 1i
gacBo de gquilomicrons ao suporte sélido, poderia interferir,
em virtude do seu grande tamanho, com a ligag3o adicional de
essencialmente toda a apo B-100 (LDL), mesmo quando a quantida
de de moléculas paratépicas ligadas 3 fase sflida estivessem

em excesso em relagdoc a apo B-100 na amostra ensailada.

Exemplos de matrizes s6flidas (teis para os processos an
teriores sZio bastante conhecidos na especialidade e incluem
uma matriz sdlida como placas de microtitulag®o com 96 cavida-
des vendidas sob a designag¥o Falcon Microtest III Flexible
Assay Plates (Falcon Plastics, Oxnard, CA) ou uma fita de mi-
crotitulagdo contendo doze cavidades dispostas numa fila, co-
mo as fitas vendidas sob a designac%o Immulon I e II (Dynatech
Alexandria, VA). As fitas ou placas de microtitulagXo sZo
feitas de um material plédstico transparente, preferivelmente
poli(cloreto de vinilo) ou poliestireno. Matrizes sdlidas al-
ternativas para utilizag¥o num processo deste invento, descri-
to anteriormente, incluem esferas de poliestireno com um di&me
tro de cerca de 1 micron a cerca de 5 milimetros, disponiveis
em Abbott Laboratories, North Chicago, IL; tubos, barras ou
almofadas de poliestireno, de gualquer tamanho conveniente; e
l4tex de poliestireno cujas particulas de poliestireno té&m um
tamanho de cerca de 1 micron e podem ser separadas centrifuga-

mente do restante do létex.

A matriz sélida pode também ser feita de uma variedade
de materiais tal como dextrano reticulado p.e. Sephadex G-25,
-50, -100, -200 e semelhantes vendidos por Pharmacia Fine Che-
micals de Piscataway, NJ, agarcse e agarose reticulada, p.e.
Sepharose 6B, CL6B, 4B, CL46 e semelhantes vendidas também

por Pharmacia Fine Chemicals.

0 meio indicador enzimético & ligado directamente a uma

molécula paratépica Gtil neste invento, para formar um conjuga
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do. Note-se que as moléculas de enzima Uteis ligadas a uma mg
lécula paratépica est#o operativamente ligadas. Assim, nem a
func®o da enzima & substancialmente afectada pela ligag3o ou
pela molécula paratépica nem a fungdo da molécula paratépica
monoclonal, & qual a enzima estd ligada, & substancialmente

afectada por essa ligag3o ou pela presenga da enzima.

0 meio indicador enzimdtico é uma enzima biologicamente
activa como por exemplo peroxidase de r4bano (HRPG) ou glucose
-oxidase ou semelhante. Como se sabe, quando o meio indicador
& uma enzima como a HRPO ou a glucose-oxidase s3o necessdrios
reagentes adicionais para se visualizar a formag®o do complexo
anticorpo-antigeno. Estes reagentes adicionais para HRPO inc-
luem peréxido de hidrogénio e um precursor corante de oxidagdo
como diaminobenzidina. Os reagentes adicionais Gteis para glu
cose-oxidase incluem glucose e 2,2'=azino-di-(4cido 3-etilben-
zotiazolina=6-sulfénico) (ABTS).

As técnicas para ligar operativamente uma enzima a uma
molécula paratépica, para formarem um conjugado, s8c conheci-
das da técnica. Exemplos de técnicas sdo discutidos em Maggio,
Enzyme-Immunoassay, Capftuleo 4 por Kabakoff, CRC Press, Boca
Raton, FL (1980), pé&ginas 71-104.

As moléculas paratépicas monoclonais podem ser utiliza-
das no estado em que s¥o obtidas a partir dos sobrenadantes de
hibridoma ou como ascites. No entanto, & preferfvel utiliza-

rem-se moléculas paratépicas purificadas.

580 conhecidos na técnica vérios meios de purificac®o
de moléculas paratépicas e que tipicamente utilizam técnicas
cromatogréficas. A técnica de purificagZc de eleic¥o neste
trabalho & a cromatografia lfiquida répida de proteina (FPLC).

Os conjugados de molécula paratépica ligada a enzima
s¥%o fornecidos 3s misturas na fase flufda. Estas moléculas
s8o geralmente dissolvidas numa composigdo agquosa. As composi
gOes tipicas contém sais tamp3o como é o caso dos exemplos de
composigBes contendo anticorpo monoclonal purificado, usados
aqui, gque incluem como diluente,sclucdo salina tamponada com
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fosfato (PBS)., E também Gtil o flufdo asciticc diluido.

Como se referiu anteriormente, os locais de ligag¥o ndo
especifica de protefna, na superficie do suporte de fase s6li-
da estZo bloqueados. Assim, as moléculas paratfpicas ligadas
% fase s6lida s¥o ligadas por adsorg@o ou por outros meios co-
nhecidos de fixagZo &% matriz s6lida. Em seguida, uma solug¥o
aquosa de uma protefna que n3o interfira com o ensaio, P.e. al
bumina de soro bovino, de cavalo ou outro, e que também ndo es
teja constaminada com apo B-100 ou apo A-I humana é misturada
com a fase sélida para adsorver a protefna misturada & superfi
cie do suporte s6lido contendo molécula paratépica, nos locais
de ligac3oc da protefna, & superficie, gue n%o est¥o ocupados
pela molécula paratépica monoclonal.

Uma solug%o aquosa de protefna tipica contém cerca de 3
a cerca de 10 por cento em peso de albumina de soro bovino em
PBS a um valor de pH de 7,1-7,5. A mistura de solug3o aquosa
de protefna-suporte sélido é tipicamente mantida durante um pe
rfodo de tempo de pelo menos uma hora, a 372 graus C e a fase
sflida resultante & em seguida lavada para se libertar da pro-

telna n3o ligada.

A amostra de sangue liquido pode ser plasma ou soro,
como j& acima se referiu. Esta amostra para a determinagdo de
apo A-I & preferivelmente dilufda a cerca de 1:2500 ~ 1:200300
e mais preferivelmente a cerca de 1:5000, antes de se usar, pa
ra se obterem resultados lineares nos ensaios especificamente
descritos adiante. Para a determinag3o de apo B-100, a amos-
tra é preferivelmente dilufda a cerca de 1:500 - 1:5000, e
mais preferivelmente a cerca de 1:1000. A utilizag#o de uma
diluig¥o menor pode fornecer 3 mistura demasiado antfgeno de
apolipoprotefna e prejudicar a linearidade dos resultados do
ensaio assim como baixar ou abolir o excesso de moléculas para
tépicas ligadas & fase s6lida em relagZo ao antfgenc misturado.
A utilizacZo de diluigBes superiores a cerca de 1:20000 tende

a diminuir a precis3o.

Os tempos de manuteng8o utilizados podem variar bastan-

te com pouca varifincia nos resultados, desde que se utilize um
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tempo minimo de cerca de 30 minutos & temperatura ambiente
(cerca de 20-25 graus C). Quando se pretende utilizar um tem-
po de manuteng®o minimo de 30 minutos, & preferivel gque a mis-
tura em manutenc®o seja agitada durante aquele perfodo de tem-
po para assegurar uma imunorreacgdo essencialmente completa en
tre o antigeno de apolipoprotefina e as moléculas paratdpicas
monoclonais. Quando se usam tempos de manutengd3o maiores, uma
ou mais horas & temperatura ambiente, n3oc & necessdria agita-
cBo. A agitac¥o desejada pode ser prontamente fornecida por
um agitador giratérioc operado a cerca de 100 rpm. Cada um dos
ensaios usados neste processo pode ser realizado usandc tempos
de manutenc8o da mistura de amostra-molécula paratépica de cer
ca de 30 minutos a cerca de 60 minutos 3s temperaturas ambien-

tes.

A quantidade de antigeno de apolipoproteina presente no
imunorreagente ensaiado € determinada por mistura da fase s6li
da separada, contendo apolipoproteina ligada a enzima com uma
guantidade predeterminada de reagente ou reagentes de visuali=-
zac%o, Quando se utiliza HRPO como meio indicador enzimidtico,
os reagentes de visualizac8o tal como perfxido de hidrogénio e

um precursor corante de oxidagZo, como g-fenilenodiamina (ceD)

.

presentes num meio aquoso, sZBo misturados com o imunorreagente
ligado & fase sflida separada. A mistura que se forma & manti
da sob condigBes de ensaio biolfgico durante um perfiodo de tem
po predeterminado de pelo menos cerca de 30 minutos, & tempera
tura ambiente para que a cor se desenvolva. 0 desenvolvimento
da cor &€ em sequida parado por mistura de um reagente de para-
gem como o 4cido sulfdrico. Em seguida lé-se a densidade 6pti
ca da composigZo e compara-se com 0 valor da curva padrdc e de

termina-se, como & conhecido, a quantidade de apolipoproteina.

Assim, uma vez que o suporte s6lido e a amostra de san-
que lfquido estejam preparados, pode realizar-se cada ensaio 2
temperatura ambiente num periodo de tempo de cerca de uma horaj;
i.e. um perfodo de manuteng®o de 30 minutos com agitag®o para
misturas formadas entre as moléculas parat6picas e a aliquota

de amostra e mais um perfodo de manutengZio de 30 minutos para
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a cor se desenvolver., De facto, ndo hé necessidade de prepa-
rar o suporte s6lido imediatamente antes de cada utilizagHo,
mas pelo contrdrio estes suportes, como aqui se descrevem, po-
dem ser preparados e armazenados hdmidos e tapados, sob as con
di¢cBes usuais de refrigerag®o, durante um perfiodo de pelo me-

nos um més, antes da utilizagdo.

Cada um dos ensaios relativos a apo B-100 e apo A-1 uti
liza um padrZo com o qual se comparam os valores de densidade
6ptica obtidos nos ELISA, para calcular as concentragBies dessas
duas apolipoproteinas. 0Os dois ensaios utilizam padrBes secun
dirios., Isto &, em vez de utilizarem apo B-100 e apo A-I como
padrBes, os ensaios utilizam como padrGes LDL e HDL humanas,
respectivamente. Utilizam-se os padrBes secunddrics em virtu-
de da relative instabilidade das apolipoproteinas primdrias du
rante a armazenagem. Kottke e colabcradores verificaram tam-
bém a degradacg3so de apo A-I purificada, gquando usada como pa-
drZ%o primidrio e utilizaram um padr¥o secunddric nos seus RIA
com soro policlonal para determinacZ®o de apo A-I. Au et zl.
(1986) Clin. Chem. 32:1394-1357.

0s padrBes secundérios s@c geralmente fornecidecs sob a
forma de LDL e HDL licofilizadas de plasma humano combinado, re
colhido de individuos gue jejuaram, e s%o reconstitufidos antes
de serem utilizados. Cada um dos padr@es & ele prépric padro-
nizado em relagZo acs padrBes primérios de apo B-100 como LOL
e apo A=I como HDL, Exemplos de procedimentos s¥o ilustrades
pela apolipoprotefna B-100 (LDL) e apolipoprotefna A-I (HDL)
na Secgdo de Materiais e Prccessos.

III. Sistemas de Diagnéstico

0 presente invento contempla também um sistema de diagnds
tico, geralmente na forma de conjuntc, gue pode ser utilizado na
realizag¥o dos processos descritos anteriormente. O sistema
inclui, em recipientes separados, pelo menos as mcléculas para
t6picas monoclonais MB47 e NMB24, descritas anteriormente, que
imunorreagem com apc B-100 e AI-10 e AI-11 gue imuncrreagem
com apo A-I., Uma das moléculas paratépicas de cada par; i.e.

uma de entre MB47 e FMB24 e uma de entre AI-10 e AI-11, é ligada
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a um meio indicador enzimdtico e forma um conjugado. As embala
gens cont&m uma quantidade de cada uma destas moléculas paratd
picas, suficiente para realizar pelo menos um ensaic para o mag

cador de metabolismc anormal de lipidos.

Preferivelmente, o sistema contém dois suportes sélidos,
cada um cdos quais consiste essencialmente numa matriz sélida
com moléculas paratdpicas monoclonais ligadas gue imunorreagem
com apo B-100 ou com apo A-I, respectivamente, e cujos locais
de ligag®o n3o especifica da proteina, a superficie, estdo blg
queados e contém ainda deois conjugados de molécula paratfpica
monoclonal ligada a enzima, embalados separadamente, que imunor
reagem com, respectivamente, apo B-100 e apo A-I. Utilizam-se

as mesmas guatro moléculas pzratbpicas que se discutiram acima.

As matrizes de fase sflida do sistema de diagnéstico an
terior podem ser quaisquer das matrizes de fase sflida discuti
das anteriormente, embora as duas matrizes sejam,preferivelmen
te, do mesmo tipo. S%o particularmente preferidas cavidades
de microtitulagBo como as das fitas com 12 cavidades e as das
placas com 96 cavidades descritas anteriormente. 0UOs locais de
ligagdo n3o especifica nos suportes sflidos estZo blogueados,

como se discutiu anteriormente.

As matrizes sé6lidas constituem um recipiente parz as mg
léculas paratépicas monoclonais ligadas desta concretizag®o.
Os recipientes tipicos para as moléculas paratépicas moncclo-
nais ligadas a uma enzima sdc frascos ou garrafas feitos de vi

dro cu de um plésticc como o polietileno ou o polipropileno.

Usando como exemplo de matriz sélida, uma plzcz de mi-
crotitulag®o e como moléculas paratdpices monoclonais ligades
a4 fase sflida, os anticorpos monoclonais globais MB47 e AI-10,
como amostra de sangue liquido, soro e anticorpos monoclonais
globais MB24 e AI-11l ligados a HRPG, um exemplo de sistema de

diagnéstico mais preferfvel, sob a forma de cenjunto, ineclui:

a) um suporte s6lido que consiste essencialmente numa
placa de microtitulag®o possuindo anticorpo monoclonal [MB47
que lhe estd ligado, numa gquantidade suficiente para realizar
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um ensaio de uma alfguota de amostra de serc para determinar a
quantidade de apolipoprotefna B-100 presente, e cujos locais
de ligac3o n3o especffica de proteina, na superficie, estéo

blogueados;

b) um suporte sélide que consiste essencialmente numa
placa de microtitulacB3o possuindo anticorpo monoclonal AI-10
que lhe estd ligado, numa guantidade suficiente para realizar
um ensaio de uma alfquota de amostra de soro para determinar a
quantidade de apolipoprotefna AR-1 presente, e cujos locais cde
ligag3o n3o especifica de proteina, na superffcie, est3c blo-

queados;

c) uma embalagem separada que contém uma solugdo aguo-
sa contendo anticorpo monoclonal MB24 ligado a HRPC gue estd
presente numa quantidade suficiente para realizar um ensaio
de uma alfiquota de amostra de soroc para determinar a guantida-

de de apo B-100 presente; e

d) uma embalagem separada gue contém uma seolug¥o aquc-
sa contendo anticorpo monoclonal AI-11, ligado a HRPO, que es-
t4 presente numa guantidade suficiente para realizar um ensaio
de uma aliqucta de amostra de soro para determinar a quantida-

de de apo A-~I presente.

Preferivelmente, um sistema de dizgnbstico inclui os
gquatro componentes anteriores (a=d) e um ou mais dos seguintes:
(i) uma fonte de peréxido de hidrogénio de concentrag®e conhe
cida; (ii) um percursor corante de oxidag3o visualizador tal
como 0OPDj; (iii) uma solucg®o de um agente de paragem, tal co-
mo Acido sulfdrico 4N, para parar a reacgdo de formagdo de cor;
(iv) um ou mais tampBes na forma seca ou lfquida para utiliza
¢do0 no ensaios; (v) materiesis para preparac®o das curvas refe
réncia de padr3o; e (vi) instrugBes para a realizag%o dos
ensaios. Cada um dos componentes enumerados imediatamente aci
ma estd presente no sistema de diangfstico numa guantidade su-
ficiente para realizar pelo menos um ensaic, sendo esses compg

nentes embalados separadamente como € apropriado.
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IV, Resultados

Os resultados obtidos usando o método de ensaic descri-
to anteriormente e em maior detalhe em seguida na Secclc de Ma
teriais e Processos s3c discutidos abaixo. Utilizam-se como
matrizes sflidas cavidades de placas de microtitulag®o com 96
cavidades. Utilizaram-se os anticorpos monoclonais globais
MB47 e AI-10 como primeiras e terceiras moléculas paratépicas
monoclonais ligadas & fase sflida, nos ensaiocs de, respectiva-
mente, apolipoproteina B-100 e A~I, OUs locais de ligag®c n3o
especifica & proteina, nas superficies do suporte sélido, fo-
ram blogueados com BSA, Utilizaram-se anticorpos globais MB24
e AI-11 ligados a HRPO, como segundas e quartas moléculas para
t6picas monoclonais nos ensaios de, respectivamente, apolipo-
protefna B~-100 e A-I, sendo OPD o precursor corante de oxida-

¢do visualizador.

Os ensaios relativos a apo B-100 e apo A-I foram reali-
zados em 37 pessoas sem histéria de CAD. Essas pessoas s3o de

nominadas "normais".

Obtiveram-se os valores usando como amostras de sangue
lfquido, plasma e soro dilufdos. Verificou-se gue esses valo-
res ndo apresentavam diferengas estatisticamente significantes
relativamente 3s duas provenitncias de amostras e para utiliza

¢80 fez-se a sua média,

No JQuadro 2, em seguida, apresenta-se um comp6sito dos
resultados para os "normais", separadamente para os 23 homens

e 14 mulheres e como valores "combinados".
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Juadro 2

Nfveis normais de apolipoproteina

Apolipoproteina F\-Il

Machos Fémeas Combinados
n = 23 n = 14 n = 37
média = 143 média = 152 média = 147
D.p‘ = 26,5 D.p. = 10’7 D.p. = 22,D
intervalo intervalo intervalo
com D.,P, = 116-170 com DePe = 141-163 com DePe = 125-169
Apolipoproteina B-100
Machos Fémeas Combinados
n = 23 n = 14 n = 37
média = 78,0 média = 77,5 média = 77,8
D.p. = 17,6 D.po = 20’6 D.po = 18,8
intervalo intervalo intervalo
com D.P., = 60,4-95,6 com D.P, = 56,9-98,1 com D.P, = 59,0-96,6
Raz%o entre apolipoproteina
B-lGD;e apolipoprotefna A-I
Machosl Fémeasl Comb;nadosl
n = 23 n = 14 n = 37
média = 0,56 média = 0,51 média = 0,54
D.p. = 0’16 D.p. = U’la D.p. = D,l5
intervalo intervalo intervalo
com D.P. = 0,40-0,72 c¢om D.,P, = 0,37-0,65 com D.,P, = 0,39-0,69
l"n" & o ndmero de pessoas em cada estudo. "Mé&dia" & o valor
médio obtido, expresso em miligramas por decilitro para a apo

A-I e a apo B-100 e na forma de par&metro sem unidades para a

raz%io. "D.P." & o valor de um desvio padr8o da média.

"Inter

valo com D.P," é a amplitude de um desvic padr3o para cada lado
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da média. 0Os ensaios foram realizados como descrito na SecgZo

de Materiais e Processos.

De um modo semelhante obtiveram-se valores usando o so-
ro e plasma de 42 machos que estavam clinicamente identifica-
dos como possuidores de CAD. No Quadro 3 abaixo apresenta-se

um compésito desses valores.
Huadro 3

Niveis de apoliproteina em macho com CADl

Apolipoprotefna A-1

n = 42
média = 110
Dopo = 28,8

81,2-139

it

intervalo com D.P.

Apolipoprotefina B-100

n = 42
média = 112
D.P. = 27,8

84,2-140

it

intervalo com D.P,

Raz3o entre apolipoproteina B~100 e apolipoproteina A«I

n = 42
média = 1,08
D.p. = 0,38

intervalo com D.PB. 0,70~1,46

1 Ver nota de pé de pégina do AQuadrc 2

Na revis#o dos valores antericres e sua comparag¥o com

os valores referidos em Kottke et al. (1986) Mayo Clin. Proc.,

61:313-320 sobressaiem véirias caracteristicas.
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Uma das caracteristicas & a de gque os valores médios
para os pacientes normais e com CAD relativamente & apo A-I no
ensaio anterior sZo semelhantes aos referidos por Kottke et al..
Obtiveram-se desvios padrZo semelhantes nos dois tipos de en-

saia.

Esta similaridade de resultados foi surpreendente por
diversas raz®ies. Em primeiro lugar, os investigadores Kottke
et al. usaram um tratamento de desmascaramento com detergente
(Tween 20) para os seus ensaios, ao passo que as presentes amos
tras de sangue liquido n3%o sofreram esses tratamentos. Em se-
gundo lugar o grupo de Kottke et al. utilizou um radio-imunoen
saio que & geralmente considerado mais rigoroso e preciso do
que um ELISA como se usa aqui. VerVoller et al., (1976) Bull.
World Health Organ., 53:55-65. Em terceiro lugar, Kottke et

al. usaram anticorpos policlonais os quais sZo normalmente copn
siderados como capazes de melhor imunorreacg3do, enguanto que
aqul se usaram anticorpos monoclonais. Em quarto lugar, o gru
po de Kottke et al., utilizou um tempoc de manutencZo de 16 ho-
ras & temperatura ambiente para a imunorreacg¥o dos ssus anti-
corpos policlonais com apo A-I, enguanto que o perfodo de tem-
po utilizado aqui foi de 30 minutos & temperatura ambiente.

Outra caracteristica é a de que enguanto os valores mé-
dios para apo B-100 para pacientes normais e com CAD s¥o ligei
ramente inferiores nos presentes ensaios quandc comparados com
os respectivos valores médios de Kottke et al., os desvios pa-
drdo encontrados nos presentes ensalos s®o bastante inferiocres
aos referidos por Kottke et al.. Tanto Kottke et al. como os
presentes inventores utilizaram nas suas andlises anticorpos
monoclonais embora Kottke et al. tivessem novaemente utilizado

RIAR enguanto que aqui se utilizou ELISA,

Fizeram-se também comparagBes usandoc ensaios RID dispo-
nfveis no comércio para ape B-10C em conjunto com c ensaic pa-
ra apo A-I descrito aqui, para se cbterem razBes entre apc
B-10C e apo A-I, No Juadrec 4 que se seque apresentam-sc sumi-
rios desses resultados para as raz@ies em pacientes normais e

com CAD, Neste estudc usaram-se 2lfguotas de uma amostra de
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sangue de cada um dos 20 pacientes normais e dos 40 pacientes

com CAD parz se chterem controlos internos.
Juadro 4

RazBes entre apolipoproteina 5-100 e apolipoproteina A-I

Obtidas pecr métodos diferentes

Normaisl

Presente

invenclio’ R1p 1277 rip 11%0%

n = 20 n = 20 n = 20
média = (0,53 média = [,74 média = (1,58
D.P. = D,lz Dopo = 0,23 D.P. = D,l?
intervalo intervale intervalo

com D.P, = 0,41-0,65 g¢om D.P., = 0,51-0,97 com D.P., = 0,41~

-4,75
Dacientes com CAD5

Presente

invencdo® RIp 1°77 rip 11274

n = 40 n = 40 n = 40
média = 1,07 média = 1,26 média = 1,01
D.P. = 0,39 DePe = 0’40 D.P, = D,a}
intervalo intervaloe intervalo

cem D.P, = 0,68-1,46 com D.P, = 0,86-1,66 com D.P, = 0,58-

-1,44
1 Valores obtidos 2 partir de amostras de sangue de machos e
femeas.

2 Ver nota de pé de pégina do Juadro 2.

¥ RID conjunto vendido por Calbiochem-Behring de San Diego,

CA usado de acordeo com as instrugBes da embzlagem com plasma.
4

RID conjunto vendido por Tage de Burlingame, CA usadec de acor

do com as instrugBes da embalagem com plasma.
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2 Valores obtidos de machaos com menifestagBes clinicss de CAD.

0 exame doec valores do Juadro anterior mostra que se
obtiveram ultrapassagens inaceitavelmente grandes nos interva-
los com desvio padrZo da raz3e quando se obtiveram valeores de
marcador para pessoas normais e pacientes com CAD, usande um
dos dois conjuntos RID disponiveis do comércio para o ensaio
de apo B-100, comparados coem os obtidos usando o presente en-
saio para apo B=-100 em cenjungZo com o presente ensaio para

apo A-I,

IV, Materiais e Processos

A, Preparac8o e Purificac%io da Molécula Paratépica

1. Isolamento de Imunoglobulina Anti-Apo A-I

Obtiveram-se flufdos asciticos de ratinhos Balb/c com
10 semanas de idade gue tinham sido primo-imunoactivados com
0,3 ml de 6leo mineral e injectados intraperitonealments com
3—50xlD5 células de hibridoma. O tempo médioc para o desenvol-
vimento da ascite foi de 9 dias. Depois da clarificac®c por
centrifugag®o a 15000xg durante 15 horas a 23 graus £, reuni-
ram-se os flufdos asciticos e armazenaram-se congelades a -20

graus C,

Prepararam-se os anticorpos AI-10 e AI-1l iscglades por
cromatografia liquida rédpida de proteina (FPLC) usando um2 co-
luna de permuta anidnice Pharmacia Mono § HR5/5 (Pharmacia Fine
Chemicals, Piscataway, NJ) usando um gradiente de NaCl 0-0,5 M
em Tris 10 mM, pH 8,0, Concentraram-se os Mabs purificados
usando uma célula Amicon de ultrafiltrag®o agitada (Danvers,
MA; membrana PM 30) a uma concentragZc de 1 miligrzma por mi-
lilitro (mg/ml), dializaram-se em PBS (soluc3lo salina tampona-

da com fosfato pH 7,2) e armazenaram-se a -70 graus C.

2. Isolamento de Imunoqglobina Anti-Apo B=100

Obtiveram-se fluldos asciticos contendo moléculas para-
tépicas anti-apo B-100, Gteis aqui, de ratinhos Balb/c com 10
semanas de idade, que tinham sidc primo-imuncactivades com 0,3



66 715 S

SCRF 108,0-EPG:11 e 1
Y

.52

ml de 6leoc mineral e injectados intraperitonealmente com
3-50x10°
to de ascites fci de 12 dias. Depois da clarificag®o por cen-

trifugag®o a 15.0C00xg durante 1 hora a 4 graus C, reuniram-se os

células de hibridoma. O tempo médio de desenvolvimen

fluidos asciticeos e armazenaram-se ccngelados a -20 graus C,

Preparou-se o anticorpo isoclado MB47 por cromatografia
dos fluidos asciticos do hibridomz monoclonal numa cocluna de
protefna A-Sepharose 4B (Pharmacia Fine Chemicals, Ciscataway,
NJ). O anticorpo foi elufdo da coluna com dcido acético 0,1
molar (M).

Prepararam-se também moléculas paratépicas isoladas por
cromatografia lfquida rdpida de protefna (FPLC) de um fluido ag
citico de hibridoma monoclonal numa coluna de psrmuta anidnica
Pharmacia Mono {4 HR 5/5 num sistema de FPLC de Pharmacia usando
um gradiente de NaCl 0-0,5M em Tris 10 mM, pH 8,0 e sequindo as

directrizes fornmecidas com a coluna.

B. CaracterizacBo dos Anticorpos de Hibridomas

0 conteddo total de gama-globulina (Ig) de cada grupo de
fluido ascitico foi obtido por electroforese de amostras de 1-
-3 ml de fitas de acetato de cslulossz em tampZo veronal 75 mM,
a um valor de pH de 8,6 durante 45 minutos a 200 milivelt (mV).
Quantificou-ss a percentagem de Ig do total de protelnas por
andlise densiométrica dos geles corados com Ponceau 5 e determi
nou-se o0 total de protefnas pelos métodos de Lowry modificadas

como se discutiu anteriormente.

Identificaram-se cadeias leves e pesadas de Ig murina pa
ra MB47 e MB24 por difus®o dupla em agarose a 0,9 por cento.
Fizeram-se reagir dez microlitros de fluido ascitico, a uma di
luigdo adequada, com um volume igual de anti-soro especifico
de coelho, anti-murino, com cadeias pesadas e leves, a uma di-
luic%o adequada (Litton Bionetics, Inc. Charleston, SC). De-
pois da difusdo durante cerca de 15 horas a 20 graus C e lava-
gem, identificaram-se linhas de precipitina corando com 0,5 por

cento de azul brilhante de Coomassie R-250.

Identificaram-se as subclasses de anticerpos monocleonais
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AI-10 e AI-11 usando conjuntos comerciais de imuno-difusZo ra-
dial disponfveis de Meloy Laboratories, Inc. (Springfield, V&)
ou Tago, Inc. (Burlingame, CA)., O fluido ascftico foi distri-
bufdo numa cavidade em gel de agarose que continha anti-IghGl,
anti-IgG2a, anti-IgG2b ou anti-IgM. Apés um periodo de tempo
especifico e predeterminado, sob condigBes controladas, formoy
-se um anel visfvel de precipitina com os anticorpos da classe
identificada. 0 difmetro do anel & proporcional & concentra-
c3o de imunoglobulina especifica presente no fluldo ascitico.
Verificou-se que a AI-10 & da classe IgG2a e gque a RI-11 & da

classe IgGl.

Obtiveram-se os perfis isoeléctricos dos anticorpos mong
clonais por focalizag3o isoeléctrica de amestras de 0,01 ml
dos fluidos aseciticos em 0,8 por cento de agarose (EF 802-300,
LKB-Produkter AB, Bromma, Suécia) contendo 10 por cento de sor
bitol e 2 por cento de anfolina, com um valor de pH na gama de
5-8, durante 150 minutos a uma pot2ncia constante de 8 watts.
Depois da fixag®o e secagem, coraram-se o5 geles com azul bri-

lhante de Coomassie e fotografaram-se.

C. Ensaios Sanduiche

1. ELISA Sandufche para Apo A-I (HDL)

a. PadrBes PrimArios de Apo A-I:

JQuantificac3o de HDL e de Apolipoprotefina A-I

Isplada

A fracc¥o de HOL (1,063-1,21 g/ml) foi obtidz a partir de
plasma humano reunido por técnicas clédssicas de ultracentrifuga
G830 e foi dializada em PB5, Foi em sequida filtrada esterilmen
te através duma unidade de filtracH8o com acrodisco de 0,45 mi-
cron e armazenada a 4 graus C. Determinou-se o conteddo em prg
tefina da fracgBo de HOL por ensaio de proteina de Lowry, modifi
cado, usando B3A como padr3o. Efectuaram-se tr®s diluigles em
duplicado da fracg®o de HDL para assegurar jue as leituras es-
t3o numa parte linear da curva padr3o. Por exemplo, fizeramese
diluigBes da fracg®o de HDL de 1:5, 1:10 e 1:20., A concentra-

c%o da protefna estava geralmente entre 5 e 10 mg/ml. Para ar-
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mazenamento prolongado diluiu-se a fracgZo de HDL com PBS até

uma concentragfo de protefina de 1-2 mg/ml. Depois da diluicZo,
reconfirmou-se a concentrag®o em proteima pelo ensaio de Lcwry
a diluigBes de 1:2, 1:5 e 1:10. Tomaram-se ent3o aliquotas da

fracgdo de HDL dilufda e armazenaram-se a 4 graus C.

A apolipoproteina A-I isolecda pode ser obtida de numerosas
fontes comerciais. Embora o febricante incluz geralmente uma
declaracBo sobre o conteddo e pureza da protelna, confirmou-se
sempre a concentragdo de protefina pelc ensaic de Lowry e ajus-
tou-se, se necessdric, com base nestes resultados. As dilui-
¢Oes da preparagHo de apo A-I foram efectuadas como se descre-
veu na secg¢do anterior. Fizeram-se aliquotas da preparagiic e
armazenaram-se da forme sugerida pelc fabricante.

As preparagBes de HDL e/ou apoc A-I foram eniBo ensaiadas
como amostras desconhecidas {(dilufdas de 1:5000) em ELISA para
apo A-I (descrito em seguida). Durante um perfodo de cinco di
as realizou-se um minimo de duas placas de ensaioc por dia, con
tende uma colecg8c completa de padrBes, controlos de gualidade
e diluigBes das preparacBes de HOL e/ou de apo A-I., O0s valo-
res de ELISA obtidos para HDL e/ou apo A-I s¥o concordantes em
204 com o valor do ensaic de protefna de Lowry. Se os valores
ndo concordavam, nos limites estebelecidos, repetia-se o ensaic
de Lowry para confirmar a concentragic determinada da proteina.
Se os valores continuavam dicscrepantes istg devia-se geralmente
a envelhecimento ou contaminag¥o da prepzarag¥o e portanto ela
ndo era considerada adequada para utilizac3o0 como padrZc primd
rio.

Determinava-se também a pureza do padrfoc priméric por

electroforese analitica de dodecil-sulfato de sédic-poliacril-
amida gel; SDS-PAGE.

b. Preparac8o do Padr8o Secunddrio para ELISA de

Apo A-1 e Determinac®o de Valores

i. PreparacZo de Plasma Padr8c Reunido e Liofi-

lizado

Recolheu-se plasma ou scro fresco de pelo menos 10 indi-

viduos normolipidémicos gque tinham jejuado durante a noite.
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Realizou~se uma flebotomia usando tubos sstéreis contende EDTA
dissédico por venipunctura n3do traumética. Centrifugaram-se

as amostras a 1500xg durante 30 minutos & & graus © e transfe-
riu-se o plasma para tubos limpos, hermeticamente rolhades e
armazenaram-se a 4 graus C durante n¥c mais de 24 horas. Combi
naram-se quantidades iguais de amostras e fizeram-ss allquotas
de quantidades de 0,5 ml em frascos wheaton, limpos com 4dcido,
contendo 5 ml de soro s liofilizaram-ss durante a noite (cerca
de 16-18 horas). 0Os frascos feram selados e armazenados a 4

graus C,

ii. Reconstituic%c do Padr¥Bo de Plasma Reunidc

p Linfilizadg

Antes da reconstituigio deixaram-se os frascos aguecer

até 3 temperatura ambiente. Removeu-se o anel de 2aluminic e 2
rclha, libertando lentemente o vécuo do frasco. Usando uma pi
peta de precis3o, reconstituiram-se os padrBes secos reunidos

com 0,5 ml de &dgua duas vezes destilada vertendo lentamente a

dgua na superffcie dos frascos. Colocaram-se novaments as ro-
lhas e remoinhou-se rapidaments os frasces, 3-4 vezes, e manti
veram-se & temperatura ambiente durante pslo menos 30 minutos.
0s padrBes n3c foram sujeitos a vortice nem agitados vigorosa-
mente, mas apenas sujeitos a remoinho cuidadosamente para assg

gurar a sclubilizagZc completa.

iii. DeterminacZo do Yalor de fno A-I no Padr3o

Secundirio

0 valor de apo A-I do padr¥o secunddrio liofilizado & dg
terminado no ELISA para apo A-I usando o padr¥o primédrio (de
HDOL ou de apo A-I) como calibrador. 0 procedimento de ensaio

ELISA & aqui descrito.

0 padr¥o secundério liofilizade foi ensaiado como amos-
tra desconhecida, em triplicado e num minimc de duas placas de
ensaio por dia, durarnte pelo menos 10 dias, dando origem a um
minimo de 20 valores {mé&dia dos triplicados). Fez-se a média
de todos os valores obtidos para ¢ padr3o secundéric e determi

nou-se o valor de apo A=I em miligramas por decilitro (mg/dl).
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Depois de se ter feito a determinag®e do valor, usou-se
o padr3o secundério parz construir uma curva de padr¥c gue foi
ensaiada na mesma plzca de ELISA gue uma curva de padrfio primd
rio, com um conjunto completc de controlos. Ensziaram-se as
curvas de padr#o primério e secundéric num minimo de 2 plzcas
de ensaig, com 96 cavidades, por dia, durante um perfiodc de 5

dias.

Depois de a determinag®o do valor do padr3c secunddrio
ter sido concordante construiram-se as curvas de padr¥o e en-
saiaram-se na mesma placa de ELISA, durante um perfodo de cin-
co dias (2 placas de ensaio por dia), com o lote de padrZ¥o lip

filizado geralmente aceite.

c. U Ensaio na generalidade

Fixaram-se moléculas AI-10 isgladas &s paredas das cavida
des da pleca de microtitulagBo de poliestireno (Nunc-Immunc Pla
te 13 Irving Scientific, Santa Ana, CA) misturande 0,15 ml de
um tamp#o de bicarbonate de s6dic pH 9,0, centendo 5 microgra-
mas por mililitre gug/ml) de AI-10, em cada cavidade. FMantive
ram~-se as placas a 4 graus £ durante 18 horas e em seguida la-
varam-se 3 vezes com PBS contendo BSA a 0,1 per cento e monolau
rato de polioxietileno sorbitano {20) a 0,05% (Tween 20). Os
locais de ligag¥oc n%o especifica, residuais, foram ent%oc bleo-
queados misturande C,2 ml de PBS, contendo 85& a 10 por cento,
em cada cavidade, mantende a mistura a 37 graus C durante 1 hp
ra e em sequida lavando. As cavidades preparadas deste modo
podem ser usadas até cerca de um m8s depois da preparacg3o, se

estiverem armazenadas numa cfmara humidificada.

Dilufu-se HDL humanz em PBS, em concentragles variando

de 1,0 a D,UBl/Mg/ml, para se utilizarem como solugBes padr3o
de controlo. £omo se salientou anteriormente, nestes ensaios
usa-se como padrBec HDL humana em vez de apc A-I humena porque
se verificou que a apo A-I & relativamente instédvel gquando ar-
mazenada, enquanto que a HDL parece ser relativamente mais esté
vel sob armazenamento. Diluiu~se amostras de plasma (gu SOrs)
de 1:5000 em PBS.
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Misturou-se nas cavidades, em triplicado, cinguenta mi-
crolitros (uml) de padr¥o cu de amostra. Cerca de 5 minutos dg
pois misturou-se em cada cavidade 50 ul de PBS contendo molécy
las parat6picas AI-11 marcadas com HRPO. As misturas de imu-
norreacc¥o foram mantidas a 25 greaus C durante um perfodo de
tempo de 30 minutos. Separou-se ent8c das cavidades, o mate-

rial n3o ligado, lavande como se descreveu anteriormente.

Ensaiocu~-se ento a quantidade de imunorreagente sanduiche
ligado & fase s6lida e contendo marcador HRPO, misturando 0,1
ml de solug#Bo de substrato recentemente preparada Zfégua desti
lada contendo H202 a 3 por cento e 0,67 mg/ml de p-fenilenodia
mina (0OPD)_7/.

de ELISA Passo a Passo da Sandufche de fApo 8~1 de
HDL

Na realizac®o do ELISA da sanduiche para apolipoproteina
A-I efectuaram-se os seguintes passos. Reconstituiram-se com
dgua desionizada controlos comerciais, de acordo com a literaty
ra das embalagens. Us controlos faram suavemente remoinhades
g mantidos & temperatura ambiente durante 20-30 minutos para

assegurar a dissolugdo completa.

(i) Amostras e Controlos

As amostras e controlos foram dilufdos com P8BS a 1:5040,

Pode fazer a seguinte diluig¢Zo =m série:

20 ul de amostra + 1,98 ml de PBS (1:100);
40 al da diluig¥o anterior + 1,96 ml de PBS (1:5000).

(ii) Diluic%o do Padr3o

0 Padr¥o de apo A-I (HDL) isolada & dilufdo para 4 ug/ml
com PBS. S%p feitas diluigBes duplas, 2m série, até se obter
D,DBllmg/ml. Por exemplo, usando uma preparacHo de HDL, desi=-
gnada por 860527, que contém 868/ﬁg/ml

i

46 ml + 9,954 ml de PB3 (1:217);
1 ml da diluigHo anterior + 1 ml de PBS; e

2 ug/ml
diluigBes duplas continuas até se obter D,GBl/ug/ml.
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(iii) Diluic%o de AI-11 Marcada com HRPO

Usa-se uma diluig%o de 1:5000 do anticorpo conjugado

HRPO AI-11 em P35. PFodem ser feitas as seguintes diluigBes:

20 ul + 1,98 ml de PBS (1:100); e
240 ml da diluigZo anterior + 11,76 ml de FBS (1:500C0).

Cubra com folha de metal para proteger da luz. Esta

quantidade & suficiente para 2 placas.

(iv) Peréxido de Hidrogénio a 3 por Cento

Dilua per6xido de hidrogénio a 30 por cento (H202) em
dgua destilada 1:1C0.

(v) Substrato de o-fenilenodiamina

Dissolva 1 comprimido de g-fenilenodiamina (0PD) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) em 15 ml de Agua destilada. Adi-
cione 62,5}Al de H2D2 a 3 por cento, Cubra com folha de matal
para proteger da luz. 0Oe cada vez faga substrato fresco, ime-

diatamente antes de o usar.

e. Procedimento de Ensaio

i. Equilibre a placa de ELISA ligada ao anticor
po & temperatura ambiente (20-22 graus C) durante pelo menos
20 minutos. Remova a placa do saco & inverta a placa para re-
mover das cavidades o tampZ%o residuasl. Encha as cavidades com
3DD/A.de tampBo de lavagem (PBS contendo BSA a 0,17 e Tween 20
a 0,055, pH 7,2) e mantenha-as durante um perfodo de tempo de
10 minutos. Inverta 2 placa parz remover o tamp%o = marque a
placa seca em papel absorvente. Durante o ensaio n%o deixe as

cavidades ficarem vazias mais de 10 minutos.
ii. Adicione as cavidades, em triplicado, SD/MI
de padrdo ou de amostra.
0 padr3o O /g/ml 6 50 ml de PBS,

Adicione 5G/ul de padr@es de HDL diluldos 3s cavidades
com padre (0,031, 0,062, 0,125, 0,25, 0,50, l,G/ng/ml).

Adicions 50‘/d de controlos dilufdos = de amostrzs do sa-
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ciente &s respectivas cavidades.

iii. Adicione 50 ml de anticorpo ligado a HRPO/

/cavidade a todas as cavidades.

ive Envsolva a placa em folha de aluminic e colg
que num agitador rotativo (cerca de 100 RPM) durante 30 minu-
tos & temperatura ambiente (cerca de 20-25 graus C).

ve Lave a placa enchendo as cavidades com 300 ml
de TampZo de Lavagem/cauidade e invertendo a placa para remover
o tampBo. Repita duas vezes mais para obter um total de trés
lavagens. Marque a placa, seca em papel absorvente, apés a

terceira lavagem. MNHp deixe & placa secar.

vi. Adicione 100 ul de substrato de 0PD, recente
mente preparado/cavidade. Dzixe a cor desenvolver-sz, & tempe

ratura ambiente durante 30 minutos.

vii. Pare a reacg¥o com a adig¥o de 50 ml de 4ci

do sulférico 4 N a todas as cavidades, Leia a D,0, 2 492 nm,

2, ELISA de sandufche de apo B-100

a. Recolha de Plasma Reunido e Preparac®o para Lig=

filizag%n para Padriio Secunddrio

Recolha plasma fresco de 10 individuos normais qgue jejua

ram durante a noite. {os individuos sodem beber café ou chi).

Realize a flebotemie usando um tube com vécuo contendo
EDTA dissddico, por técnicas n¥o traumdticas de venipunctura.
Centrifugue as amostras a 1500xg durante 30 minutos a2 4 graus
C. Transfira o plasma para tubos limpos e hermeticamente ro-

lhados e armazene~o durante nfc mais de 24 horas,

Combine as amostras de plasmz em igual guantidade., Fag

alfguotas de guantidades de 0,5 ml sm garrafas Wheaton, limpas
com 4cido crémico e contsndo 5 ml de soro Ambar {(VUR Scienti-
fic Division, Univar, San Francisco, CA; VUWR #223778). Colo

que rolhas de berracha nas garrafas de modo gus nZ3e mais do
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gque 0,64 cm da rolha figuem inseridos na garrafa. as garra
s¥o ent%o coloc=des nos tabuleiros que fecram removidos da Uni-

dade de Armazenamento de liofilizador.

b Lipfilizacdo do Conjunto de Plasma para o Fadrio

0 sistema de liofilizagXo usade fol a Unidads de Armaze-
em conjunto com a Unidade de

P
Condensag®o Dura-Dry. (FTS Systeme, Inc., Stone Ridge, MY).
i. Arrefegs a Unidade de lrmazenamento até -502C,

ii. Congele as smostras de plasma colocando
tabuleiro com amostras ne Unidade de Armazenamsnto
cida. Cologue detzctcres de termopar de chumbo dentro de alcy

mas amostras nos frascos para menitorizar as variegBes na teom-

peratura.
iii, Logo jue oce datectores do termopar de chum
. . i - Yy / .
bo indiguem gue as amesiras est¥o congeladas g -508C (aprexima
damente 3C minutos, o tempo variz com o ndmero de ampsiras) 11

r 0 0
que a Refrigerag¥o na Unidade de CondensagZo Dura-Dry,

iv. fGuando se atinge 2 temperatura mzis bhaixe

liga~se a bomba de vécuc.

ve Logo gue =z pressBo de vécuo atinja 200 microns
ou menos, aumente a temperatura nz Unidade de Armazenamentc

até -202C.

vi. Deixe as zmostras z esta temperatura duran=-
te cerca de 20 horas, altura em que a temperatura & elevada pa
I‘a -lOQCO

vii. Em 30 minutos, aumente a temperatura para
-502C . O aumentc final dz temperatura para 4°9C & rezlizado 30

minutos depois.

viii. A prateleira na lUnidade de Armazenaments
& entdo levantada para colecar as rolhas de borrachs nas gar-
rafas. Retira-se o vicuo da chrmara e removem-32 as apostras.



FLamwer

SCRF 108,0-E2G:11 A
4.@ -~ &?!?V

66 715 . Hxﬁ'
w2

ix. Uss uma tenaz manuzl “heaten (Wheaton #224303;
UWR Scientific, Divisicn of Univar, San Francisco, £8) pare fi
xar selos de alumfnio “heaton (UNR Scientific, VWR #226-355
nos frascos de amostra. £s zmostras sfo enifo armazsnadas

até se usarem, a 42C,

c. ReconstituicZo e Estabilidads

i. ReconstituiczZo

Antes da reconstituig¥o os padr@ss de plasma lipfili
devem estar & temperaturs ambiente. Sugsre-se um tempo minimo

de 30 minutos 2 temperatura ambients.

Remova o anel de aluminio e a rolha sendc cuidadoso de
mode a libsrtar lentamsnte o vécuo do frasce. Usando umz pipe
tz de precis®Bo, reconstituza com 0,5 ml de HZD desionrizada. Dedi
te lentamente a 4gua na parsde do frasco. Recologue a rolhs,
remofinhe rapidamente o frasco, 3-4 vezes, e deixe Tepousar 2
temperatura pelo mencs 20 minutos. A este padrZo também n%o &
feito vortex nem & fortemente agitadeo mas apenas remcinhado pa

ra se obter uma solugZo.

ApSs 30 minutos, remcinhe suzvemente o frasco zntes de

usar.

ii. Estabilidade

0 padrdo & a2rmazenado a uma temperztura entre 2-8 grzus
C antes e depois da reccnstituiceo. O padr¥o reconstitufde 8

estdvel durante 4 semanas. Se for armazenado assim.

de DeterminacBo do VYalor pera o Padr¥o Liofilizado

(i) ELISA Competitivo

A determinac®o dg valor para o padrZo liofilizade € con-
sequida no ELISA competitivo de referfncia usando uma LDL pr
mdria. Durante 16 horas 2 42C resvestiram-se placas de micre
tulag#o flexiveis de cloreto de pelivinilo {(Falcom, Microtesst
111) com 200 ul de PBS contende S/Mg/ml da LDL. Lavaram-se en
td0 as cavidades tr®s vezes, com ZQC/Ml de PBS econtsndn BSA a
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1% e Tween a 0,5, 0Os locais de ligagHo residuais foram blo-
queados com 200 ml de BSA a 3. em PBS, durante uma hora = 25°C.

cavidades, tr#s vsezes, usando

0
]

Em seguida lavaram-se de novo
o mesmo tampZo de lavagem. Para a curva do padr¥o, gue foi
inclufda em cada placa, dilufu-se ¢ padr3dc para Apo 3-100 de
LDL em PB5 contendo plasma desprovide de lipoprotefna (LPDP} a
0,5% para proporcionar concentrag®es de LOL variande entre 2
‘ﬂg/ml e G,ZS/Mg/ml. Em cada ensaio utilizaram-se tr2s contro-
los diferentes: 1) Controlo Isclab Lipotype (Akren, Ohio),

2) trés nfveis de Tago Inc. Apolipoprotein B Reference Sera
Controls (Burlingame, CA), e 3) Omegz Lipid Fraction Contrecl
Serum (Cooper Biomedical, Malvern, PA}, Cada cortrolo foi pre

parado de acordo com as instrugBes do fabricante.

As amostras de plasma e os ccntroles foram dilufdos 200
vezes em tampdo de diluigBo de LPDR/PBS, Pipetaram-se pzra as
cavidades cinquenta'Ml de padrfies, controlos e solugBes desco-
nhecidas, e imediatamente a seguir 50 ml de fluido ascitico
de MB24 com uma corcentrag®o fixa (diluicBo de 2000 vezes de
BSA a 3%/PBS). Em seguida incubaram-se as placas durante 18
horas a 48C, Todas as determinagles foram feitas em triplica-
de. Depois de se lavarem novamente as czvidades adicionaram-
-se-lhes 100 ul de Igk de cabra anti-rato conjugado com HRPO,
dilufdo 4000 vezes em BSA a 1///PB5, incubaram-se durante exacta
mente uma hora a 252C e em seguida lavaram-se novaments. A sg
lugdo de substratoc continha H202 a 35 e 0,67 mg/ml de o-fenile
nodiamina (OPD) {(Cat #2781, sigma) diluldos em 4gua destilada.
Adicicneram-se a todas as cavidades cem ml de solugdo de subs
trato recentemente prepzrada, ccntendo H202 a 35 e 0,67 mg/ml
de op-fenilenodiamina {OPD) em dgua destilada e deixgu-se 2 cor
desenvolver durante 30 minutos a 259C. A reacg¥c fci parada
pela adigdo de SD/Ml de HQSDq 4 N e determinou-se em seguida
a densidade 6ptica (0.D.) de sogluc®o a2 490 nm, usando um lei-
tor de placa de microtitulag®o com 96 cavidades (Dynatech MR600:

Alexandria, YA).

(ii) Ensaio da Sandufche de Apo B-100

0 passo seguinte consiste em usar o padr¥o liofilizado
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no ensaio directn da sandufche. Durante 16 hsras a 49C, rsves-
tiram-se placas de microtitulacgio de peliestireno {Hunc-Immuno
Plate I) com 150 ml de tampBo de bicarbonato de sédic, pH 2,0
contendn 1/4g/ml de MB47 purificada. Lavaram-se as placas 3 ve
zes, com P3S contendo BSA a 0,1, Tueen a 0,05} e enm seguida
bloguearam-se com 854 a 3., exactamente da forma d:escrita no
ensaio de competicZo. Diluiu-se g padr8o liofilizads de LDL=-
-apoe B em LPDP/PB3 1:200 (Padr¥o de DiluicHBo) a concentracBes
variando entre £,125 e A,B/ug/ml. Neste ensaio usaram-se os
mesmos controlos descritos anteriormente para o ELISA de compe
tigdo. Diluiram-se 2mostras de plasmz e controlos 1000 vezes
em tampdo de diluigZo. fdicionaram-se 3s placas, sm triplica-
do, cinguenta /ul de padr@es, controles e solugles desconheci-
das. Em seguida pipetarem~se Imecdiatamentsz para todas as cavi
dades 50 ul de F8S contendo ume concentrag8o fixa de NB24 liga
ga a HRPO. Incubaramn=-se as placas exactamsrnte 30 mi gs a 252C,
lavaram-se e adicionaram-se 100 ml de sclugdo de su

0PD para uma incubag®o de 20 minutos a 252C. © des

~

g
to da cor fol parado por adig¥o de 50 _ml de H,30, =z 40
~-se as placas num leitor de micrcplscas

competicgdo.

D. EtlLisa Competitive

Fixgu-sce apc B-100 reagente, na forma de LDOL, nas

T O
O
. 4
o

L
4}

F-I

e

0
=
(=]

das cavidades das placas de microtitulag8o flexiveis de

i
}ea
Q)
=

retc de vinilo) {Microtest III, Falcon Labware, Becton,

son & Co., Oxnard, CA), que actuam como matriz sdlida, mis?

[l
o
T OH e
fin
Iz

doc em cada cavidade 0,2 ml de PBS contendo S/Mg/ml da LDL hu
na isolada., Mantiveram-se as cavidades durante 16 horse 2 4
graus C e lavaram~-se sm seguida, 3 vezes, com §,2 ml de PBS
contendo B5A a 1 por cento, Tween a 0,5 por cento e aprctinina
a 0,02 por centc (Sigma Chemical Coc., St. Louis, MO). O0s lo-
cals de ligag3o nHo especificos residuais foram blogueados, co

mo se descreveu nc ZLISA nHo ceompetitivo.

Us lccais de ligagHo n%¥o especific m tlogueados ra

=

vestindo com BSA a 3 por centoc em FBS d minutos & tem

peratura ambiente, As placzas foram s-t om tampic

we
o
el
m
o
-
Lol o}
o
[
3
[»)]
n

L
SNTay
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azida de sédic a 0,01 por cento e Tween-20 a 0,05 por cento.

Para a curva de padr3o, que foi inclufda em cada placa,
dilufu-se a LDL reagente em PBS contendo plasma desprovido de
lipoprotefna LPDP a 0,5 por cento para proporcionar concentra-

¢Bes variando entre 32 mg/ml e 0,25 mg/ml.

As amostras de plasma foram dilufdas de 1:200 em PBS con
tendo LPDP a 0,5 por cento. Misturaram-se nas cavidades, em
triplicado, cinquenta microlitros de padrBes ou de amostras.
Cerca de 5 minutos depois misturaram-se em cada cavidade SU/ul
de PBS contendoc BSA a 3 por cento e cerca de a/pg/ml de molécy
las parat6picas MB24., As misturas que se formaram foram manti
das durante 18 horas a 4 graus C. O material n3o ligado foi
ent¥o separado dos produtss de imunorreacgfic de apo B-100 rea-
gente-MB24 fixados & fase sflida, por lavagem, como se descre-

veu anteriormente.

Os imunorreagentes de fase sflida foram preparados para
o snsaio misturando em cada cavidade 0,1 ml de PBS contendo
BSA a 1 por cento e uma quantidade eficaz de IgG de cabra an-
ti-rato marcada com HRPO. Esta segunda mistura de imunorreac-
cZo foi mantida durante cerca de 1 hora a 24 graus C e em se-
guida foi lavada como se descreveu anteriormente, para formar

um imunorreagente sanduiche.

A quantidade de imunorreagente sanduiche fixado & fase
s6lida, contendo marcador HRPO, foi determinada como se descre

veu no ELISA competitivo.

E. Amostras de Plasma e Quantificac®o de Lipoproteina

As amostras de plasma foram obtidas de 20 pacientes com
doenga da artéria corondria no laboratério de cateterizag®o car
dfaca do San Diego VA Hospital, Obteve-se também plasma de 37

sujeitos normais.

Recolheu-se o sangue em tubos contendo 1,5 mg/ml de eti-
lenodiaminatetraacetato (EDTA) e o plasma foi imadiataments sg

parado por centrifugag®c a 4 graus C.

Mediram-se os triglicéridos e plasma de colesterol to-
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tais nas amostras de plasma fresco, num laboratfrio clinico pa
dronizado, usando um analisador bicromdtico Abbott ABA-200 e
reagente de colesterol de elevado rendimento 236691 Boehrin-
ger-Mannheim & triglicéridos A-gent de Abbott Laboratories. Mg
diu-se o colesterol de HDL e de LDL usando técnicas descritas
em Lipid Research Clinic Procedures, HEW Pub. No. 75-628 (NIH),
2 ed., Washington, D.C., Gov. Print. Off., (1974). O0s niveis
de apoproteina B foram determinados usando dois conjuntos de
imunodifus®o radial & venda: Diffu-gen RID (Tago, Inc., Bur-
lingame, CA) que & aqui designado por RID I e M-Partigen RID
(Calbiochem-Behring, La Jolla, CA) que é aqui designado por
RID II.

F. RIA de Fase Fluida de Antfigeno marcado _com 1251

Para determinar a fracg3o de particulas de 125I—LDL liga
da por MB47 e MB24 utilizou-se um RIA de fase fluida seguindo
os procedimentos gerais de Tsao et al. (1982) J. Biol., Chem.
257:1522-15228, Foram estudadas duas preparagBes diferentes
de LDL (d=1,019-1,063 g/ml), uma isclada a partir de plasma

de 10 sujeitos normais reunido e outra de plasma isolado de

um sujeito normal.

A 1251.1DL (2000 cpm/ng), preparada usando a técnica de

iodogénio (Pierce Chemical Co., Rockford, IL) era precipitdvel
em 4cido tricloroacético (TCA) a 90%. Esta composic®o foi di-
lufda em albumina de soroc bovino (BSA) a 9 por cento (Sigma,

St. Louis, MO) e centrifugada a 30.000xqg durante 15 minutos an

tes de cada ensaio, para remover o material complexo.

Os ensaios foram realizados em triplicado, em tubos de
vidro de 12x75 mm em tamp3o de barbital de sfdio 55 mM a um va
lor de pH de 8, contendo NaCl 150 mM, azida de sédioc a 0,02
por cento, BSA a 3% e EDTA-sédio 1,5 mM. A 0,1 ml de 1221-LpDL
Z_contendo 20 nanogramas (ng) de protefna LDL_/ adicionaram-se
0,1 ml de tamp3o ou antigeno de competig®io e 0,1 ml de receptsg
res de MB47 isclados, a concentragBes crescentes, diluldas em
tampZ%o de BSA-barbital. Apés 18 horas a 4 graus C, misturaram
-se 0,1 ml de IgSorb (The Enzyme Co., Boston, MA). Ap6és um

tempo de manutencZo de 2 horas, adicionaram-se 2 ml de tampZo
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de barbital sem BSA e imediatamente em seguida centrifugaram-
-se os tubos a 1.500xg durante 60 minutos. Os precipitados re

sultantes foram lavados duas vezes com tampZo de barbital.

Os ensaios utilizando AI-10 e AI-11 foram realizados de
modo semelhante aoc descrito acima em Tsao et al. e em Curtiss
e Edgington (1985) J. Biol. Chem. 260:2982-2993. Assim, a
0,1 ml de antfgeno radio-iodado (HDL ou apolipoprotefna A-I)
adicionaram-se 0,1 ml de solugo salina tamponada com fosfato,
pH 7,2 e 0,1 ml de fluido de cultura de hibridoma de rato ou

de flufdo ascitico em diluigBes varidveis, diluindo-se em soro
normal de rato 1:50., Todos os tampBes continham também dextra
no a 5% (p.m. 40.000)., Apés 18 horas a 4 graus C, adicionaram
-se 0,1 ml de segundo anticorpo precipitante (soro com IgG de
cabra anti-rato). Depois de uma incubagBo de 4 horas a 4 graus
C, adicionaram-se 2 ml de PBS frio e centrifugaram-se os tubos
a 2000xg durante 30 minutos a 4 graus C. Decantaram-se os so-
brenadantes e determinou-se a 1251 actividade das pelotas num

contador gama.

A radioactividade méxima precipitdvel foi determinada
substituindo IgSORB (para MB47) ou o segundo anticorpo (para
AI-10 e AI-11) por TCA a 100%. A radioactividade minima preci
pitdvel ou ligagZso n#o especifica (NSB) foi determinada subs-
tituindo os anticorpos especificos para o hibridoma por um an-
ticorpo, irrelevante para a hibridoma, da mesma classe de ca-

deia pesada.
Os resultados foram calculados como se segue:

percentagem da ligag3o de 125I-antigeno = Média-NSB x 100
TCA=NSB

onde Média = radiocactividade média precipitada na presenga de
uma dada gquantidade de anticorpo especifico e TCA e é a radio-
actividade méxima precipitédvel por TCA.

D. Ensaio Imunoenzimométrico Competitivo para AI-10 e
AI-11

Durante um perfodo de tempo de 18 horas (durante a noite)

revestiram-se, a 49C, placas de microtitulag3o flexiveis de pg
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li{cloreto de vinilo) com 0,2 ml de soluc#o salina tamponada
com fosfato (PBS) contendo 5 ﬂg/ml de HOL ou de apo A-I purifi
cada. As cavidades foram lavadas tr#s vezes com 0,3 ml de PBS
contendo 1,0 g de BSA e 0,5 ml de Tween 20 por litro. Us lo-
cais de ligacg¥o residuais nas cavidades foram blogqueados incu-
bando 0,2 ml de PBS contendo 3,0 g BSA por litro nas cavidades,
durante 1 hora & temperatura ambiente (20-25 graus C). As ca-
vidades foram entBo lavadas trés vezes com tamp3o de lavagem.

As placas foram usadas imediatamente.

Incubou-se PBS (0,05 ml), contendo 0,375 mg/ml de AI-10
conjugada com peroxidase de rédbano, nas cavidades pré-revesti-
das com 0,05 ml de PBS contendo entre O e S,O/Mg/mlde anticor-~
po monoclonal AI-10 n%o conjugado ou AI-11 n%o conjugado. O
tempo de incubag¥oc foi de tr#s horas 2 temperatura ambiente
(20-~25 graus C). As cavidades foram entZo lavadas tr#s vezes
com tamp¥o de lavagem e adicionou-se a todas as cavidades 0,1l
ml de PBS contendo substrato de g-fenilenocdiamina e incubaram-
-se durante 30 minutos & temperatura ambiente. A reacgZo da
cor foi parada pela adigZo de 0,05 ml de HZSU4 4N a todas as
cavidades e determinou-se a densidade d6ptica (D.D.) de cada ca
vidade a 490 nan6metros (nm) usando um leitor de placa de 96

cavidades Dynatech.

O0s resultados da placa revestida com apo A-I s3o apresen
tados na Figura 3R e os resultados da placa revestida com HDL
s¥Ho apresentados na Figura 3B. Um aumento de 21 vezes das mo-
léculas AI-11 n3o marcadas ndo competiu significativamente com
as moléculas de AI-10 marcadas com peroxidase, em relag3o & li
gag83o a HOL ou a apo A-I. O estudo foi repetido usando AI-ll
marcada com peroxidase com AI-10 e AI-11 n%o marcadas, 3s mes-
mas concentragBes, tendo-se obtido essencialmente os mesmos re

sultados.

0 presente invento foi descrito em relag3o &s concretiza
¢8es preferidas. Serd evidente para os especialistas que se
podem efectuar modificacg®es e/ou variagBes na matéria apresen-

tada sem sairem do &mbito do invento exposto aqui.
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REIVINDICAGTDES

l - Processo para o ensaio de um marcador do metabolis-
mo anormal de lipidos, compreendendoc os passos de avaliar a
quantidade de apolipoprotefina B-100 e apolipoproteina A-I huma
nas por unidade de volume de uma amostra de sangue e determi-
nar a raz#o entre apolipoproteina B-100 e apolipoprotefna A-I

na amostra, caracterizado por compreender:

(a) ensaiar uma primeira alfiquota de uma amostra de
sangue liquido, contendo apolipoproteina B-100, de uma pessoa,
relativamente & quantidade de apolipoproteina B-100 presente,

por:

(i) mistura da referida primeira alfquota de amos
tra liquida com um suporte sflido consistindo essencialmente
de uma matriz s6lida possuindo primeiras moléculas paratépicas
monoclonais ligadas & fase s6lida que imunorreagem com apolipg
protefna B-100 e que s%o segregadas por um dos hibridomas pos-
suindo os nUmeros de acesso ao ATCC HB 8742 ou HB 8746, para
formar uma primeira mistura de fases sé6lida-liquida, possuindo
a superficie do referido suporte locais de ligag%o nZ3o especi-

ficos bloqueados;

(ii) manuteng3o da referida primeira mistura de
fases sflida-lfquida sob condigB@es de ensaio biolégico durante
um perfiodo de tempo predeterminado suficiente para que as refe
ridas primeiras moléculas paratépicas imunorreajam com a apoli
poproteina B-100 presente e formem um imunorreagente, ligado 2
fase s6lida, que contém substancialmente toda a apolipoprotel-
na B-100 presente na referida alfquota de amostraj;

(iii) mistura da apolipoprotefna B-100 da referi-
da primeira aliquota de amostra liquida com segundas moléculas
paratépicas monoclonais de fase liquida que imunorreagem com
apolipoproteina B-100, s#o segregadas por um dos hibridomas
possuindo os ndmeros de acessc ao ATCC HB 8742 su HB 8746 mas
que n¥o foram utilizadas no passo (a) (i) e que est¥o ligadas
operativamente a um meio indicador de enzima, para formar uma

segunda mistura;
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(iv) manutenc3o da referida segunda mistura sob
condigBes de ensaic bioldgico durante um perfodo de tempo pre-
determinado suficiente para que as segundas moléculas paratépi
cas ligadas a meios indicadores formem um imunorreagente que
contém substancialmente toda a apolipoproteina B-100 da aliqug

ta de amostra;

(v) separagZo das fases s6lida e liquida gque re-

sultaram dos passos (a) (i-iv) anteriores; e

(vi) determinac%o da quantidade de imunorreagente
contendo apolipoproteina B-100 ligada a meios indicadores, prg
sente na fase sflida separada e deste modo a guantidade de apg
lipoprotefna B-100 num volume unitério de amostra;

(b) ensaiar uma segunda alfquota da referida amostra
de sangue lfquido que contém apolipoprotefnpa A-I e estd isenta
de tratamento desmascarante, relativamente & quantidade de app

lipoproteina A-I presente, por:

(i) mistura da referida segunda alfquota de amos-
tra lfquida com um suporte s6lido consistindo essencialmente
de uma matriz s6lida possuindo terceiras moléculas paratbpicas
monoclonais ligadas & fase s6lida que imunorreagem com apolipg
protefina A-I e que s3do segregadas por um dos hibridomas possu-
indo os ndmeros de acesso aoc ATCC HB 9200 ocu HB 9201 para for-
mar uma terceira mistura de fases s6lida-liquida, possuindo o
referido suporte sélido locais de ligag3o ndo especificos blo-

queados;

(ii) manutenc3o da referida terceira mistura de
fases sb6lida-liquida sob condigBes de ensaio biolégico durante
um perfodo de tempo predeterminado suficiente para que as refeg
ridas terceiras moléculas paratdpicas imunorreajam com apolipg
protefina A-I presente na amostra de aliquota e formem um imunor
reagente ligado & fase sélida que contém substancialmente toda
a apolipoproteina A-I da aliguota de amostra;

(iii) mistura de apolipoproteina A-I da segunda
alfiquota de amostra lfquida com quartas moléculas paratépicas

monoclonais de fase liquida que imunorreagem com apolipoprotel
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na A-I, que s3o segregadas por um dos hibridomas possuindo os
nimeros de acesso ao ATCC HB 9200 ou HB 9201 mas que n3o foram
utilizadas no passo (b) (i) e que estZo ligadas operativamente

a um meio indicador de enzimas, para formar uma quarta mistura

(iv) manuteng®Bo da referida guarta mistura sob
condi¢Bes de ensaio biolégico durante um perfodo de tempo pre-
determinado suficiente para que as referidas quartas moléculas
paratépicas ligadas a meios indicadores formem um imunorreagen
te com substancialmente toda apolipoproteina A-I presente na

alfiquota de amostra;

(v) separac#o das fases s6lida e lfgquida que re-

sultam dos passos (b) (i-iv); e

(vi) determinac¥o da quantidade de imunorreagente
contendo apolipoprotefina A-1 ligada a meios indicadores presen
te na fase s6lida separada e assim da quantidade de apolipoprg

tefna A-I numa unidade de volume de amostra.

2 - Processo de acordo com a reivindicag¥do 1, caracteri
zado por as referidas misturas dos passos (a) (i) e (a) (iii)
serem efectuadas essencialmente em simult@neo e as manutengBes
dos passos (a) (ii) e (a) (iv) serem efectuadas em conjunto.

3 - Processo de acordo com a reivindicag%@o 1, caracteri
zado por as fases s6lida e lfquida presentes ap6s o passo (a)
(ii) serem separadas antes do passo (a) (iii) e por a apolipo-
protefna B-100 da referida primeira aliquota misturada no pas-
so (a) (iii) estar presente no imunorreagente ligado & fase s§

lida formado no passo (a) (ii).

4 - Processo de acorde com a reivindicagdo 1, caracteri
zado por as fases s6lida e lfiquida presentes ap6s o passo (b)
(ii) serem separadas antes do passo (b) (iii) e por a apolipo-
protefna A-I da segunda mistura de alfquota liquida no passo
(b) (iii) estar presente no imunorreagente ligado 3 fase s6li-

da formado no passo (b) (ii).

5 - Processo de acordo com a reivindicag3o 1, caracteri

e
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zado por as misturas dos passos (b) (i) e (b) (iii) serem efec
tuadas essencialmente em simult&neo e por as referidas manuten

cBes dos passos (b) (ii) e (b) (iv) serem realizadas em conjun

to.

6 - Processo para o ensaio de um marcador de metabolis-
mo anormal de lipido, compreendendo os passos de avaliar as
guantidades de apolipoproteina B-100 e apolipoproteina A-I hu-
manas por unidade de volume de uma amostra de sangue e determi
nar a raz3o entre apolipoproteina B-100 e apolipoproteina A-I

na amostra, caracterizado por compreender:

(a) ensaiar uma primeira aliquota de uma amostra de
sangue lfquido contendo apolipoproteina B-100 de uma pessoa,
relativamente & quantidade de apolipoproteina B-100 presente,

por:

(i) formacZo de uma primeira mistura de fases sé-
lida-1lfquida por mistura substancialmente simult@nea da referi
da primeira alfquota de amostra lIquida com um suporte sélido
consistindo essencialmente de uma matriz s6lida possuinde pri-
meiras moléculas paratépicas monoclonais que imunorreagem
com apolipoproteina B-100 e s%o segregadas por um dos hibrido-
mas possuindo os ndmeros de acesso ao ATCC HB 8742 ou HB 8746
e segundas moléculas paratfpicas monoclonais ligadas operativa
mente a um meio indicador de enzima que s3@o segregadas por qual
quer um dos hibridomas possuindo os ndmeros de acesso ao ATCC
HB 8742 ou HB 8746 e que n3o s%o as primeiras moléculas paratg
picas ligadas a matriz s6lida, possuindo a superficie do refe-

rido suporte locais de ligag®o n3o especificos;

(ii) manutenc®o da referida primeira mistura de
fases sflida~liquida sob condigBes de ensaio bioldgico durante
um perfiodo de tempo predeterminado suficiente para que as refe
ridas primeiras moléculas parat6picas e as referidas segundas
moléculas paratépicas ligadas a meios indicadores, para imunog
reagir com substancialmente toda a apolipoproteina B-100 pre-
sente na alfiquota de amostra para formar um imunorreagente
"gsandwich" ligado & fase sflida e uma fase liquidaj;
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(iii) separag3o das fases s6lida e liquida; e

(iv) determinagZo da quantidade de imunorreagente
"sandwich" contendo apolipoproteina B-100 ligada a meios indi-~
cadores presente na fase s6lida separada e deste modo a guanti
dade de apolipoprotefna B-100 num volume unitério de amostra;

(b) ensaio de uma sequnda aliquota da referida amostra
de sangue liquido que contém apolipoproteina A-I e 6 isenta de
tratamento desmascarante, relativamente & guantidade de apoli-
poprotefina A-I presente, por:

(i) formacH%o de uma segunda mistura de fases s6li
da-liquida por mistura substancialmente simult@nea da referida
segunda alfquota de amostra liquida com um suporte sblido con-
sistindo essencialmente de uma matriz sélida possuindo tercei-
ras moléculas paratépicas monoclonais ligadas a fase s6lida
que imunorreagem com apolipoprotefna A-I e que s3o segregadas
por um dos hibridomas possuindo os ndmeros de acesso ao ATCC
HB 9200 ou HB 9201 e quartas moléculas paratépicas monoclonais
ligadas operativamente a um meio indicador de enzima que s%o
segregadas por qualquer um dos hibridomas possuindo os ndmeros
de acesso ao ATCC HB 9200 ou HB 9201 e que n%o s%o as tercei-
ras moléculas paratépicas ligadas & matriz sélida, possuindo a
superficie do referido suporte locais de ligag#o ndo especifi-
cos blogueados;

(ii) manutengdo da referida mistura de fases séli
da-lfquida sob condigBes de ensaio biolfgico durante um perio-
do de tempo predeterminado, suficiente para que as referidas
terceiras moléculas paratépicas e as referidas quartas molécu-
las paratépicas ligadas a meios indicadores imunorreajam com
substancialmente toda a apolipoprotefna A-I presente na ali-
quota de amostra para formar um imunorreagente "sandwich" liga
do & fase s6lida e uma fase liquida;

(iii) separag¥do das fases sélida e lIquida; e

(iv) determinagZo da quantidade de imunorreagente
"sandwich" contendo apolipoproteina A-I ligada a meios indica-

dores, presente na fase sflida separada e assim a guantidade
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7 - Processo de acordo com a reivindicagdo 6, caracteri
zado por as referidas primeiras moléculas paratépicas serem sg
gregadas pelo hibridoma possuindo o ndmero de acesso ao ATCC
HB 8746.

8 - Processo de acordo com a reivindicag®o 6, caracteri
zado por as terceiras moléculas paratdpicas serem segregadas
pelo hibridoma possuindo o ndmero de acesso ao ATCC HB 9200,

9 - Processo de acordo com a reivindicag®o 6, caracteri
zado por a referida manuteng®o sob condigBes de ensaio biol6gi
co dos passos (a) (ii) e (b) (ii) ser feita durante um perfodo
de tempo de cerca de 30 minutos a cerca de 60 minutos & tempe-

ratura ambiente.

10 - Processo de acordo com a reivindicagd3o 9, caracteri
zado por a referida manutengZo ser feita por um perfodo de tem

po de cerca de 30 minutos e ser conduzida com agitago.
Lisboa, crou ol

Por SCRIPPS CLINIC AND RESEARCH FOUNDATION
- O AGENTE OFICIAL -
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