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PARA LA DETECCIÓN DE NIVELES ELEVADOS
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RESUMEN

La lipoproteína (a) [Lp (a)] ha sido identificada como un factor de riesgo
independiente de enfermedad vascular ateroesclerótica (arterio-
coronaria,cerebrovascular y vascular periférica), por lo que su determinación ha
cobrado gran interés en los últimos años. En este trabajo se describen los resultados
obtenidos con el uso de un inmunoensayo visual para la determinación de Lp(a):
AuBioDOT tm Lp(a) en comparación con un ELISA comercial:BioSCREENtm

LP(a) (ambos desarrollados en el CIGB; Heber Biotec S.A). El AuBioDOTtm

Lp(a) es un ensayo sencillo y rápido; la correlación obtenida con respecto al
BioSCREEN fue de r=0,987; la sensibilidad de 88,8 % y la especificidad de 100 %.
En las 100 muestras estudiadas, la frecuencia de distribución de las concentraciones
de Lp(a) mostró una desviación típica hacia la derecha similar a la reportada en
otras poblaciones. Este estudio permitió considerar la utilidad del AuBioDOTtm

LP(a) como un método de pesquisaje para identificar riesgo individual de forma
rápida y económica.

Descriptores DeCS: LIPOPROTEINA(A)/sangre; INMUNOENSAYO/
métodos;TEST DE ELISA/métodos.
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La lipoproteína (a) [Lp (a)] es un
lipoproteína similar a las de baja densid
(LDL) por la presencia de Apo B, pe
estructuralmente caracterizada por
apoproteína (a) [apo (a)] la cual se une 
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enlaces disulfuros a la apoproteína B-1
(apo B).1-3

El interés clínico por la Lp (a) ha crecid
notablemente en los últimos años ya q
se ha demostrado que  constituye un fac
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de riesgo independiente, de enfer-med
vascular ateroesclerótica. Elevad
concentraciones de Lp (a) están asocia
con un incremento en la incidencia
severidad de enfermedad de arter
coronarias, enfermedad cerebrovascula
enfermedad vascular periférica.2,4,5 Se
reporta además que la Lp (a) constituye
factor de riesgo importante para la rec
rrencia  clínica de reestenosis después
angioplastia coronaria e injertos aort
coronarios. El grado de reestenosis es
directamente asociado con los niveles
Lp (a). 6,7

Algunos autores han encontrad
niveles elevados de Lp (a) en pacientes 
diabetes mellitus y fallo renal, aunque 
papel de la Lp (a) en estas enfermeda
aún no esta bien definido.8,9

Se le atribuyen también  a la Lp (a) pr
piedades trombogénicas, teniendo 
cuenta la fuerte homología estructural de
apo (a) con el plasminógeno (proteí
involucrada en la lisis de coágulos sa
guíneos) y la posible competencia con 
activadores. Se considera que nive
elevados de Lp (a) pueden tener un efe
inhibitorio sobre los mecanismo
fibrinolíticos.10,11

El potencial aterogénico y trom
bogénico de Lp (a) ha constituido u
desafío para los investigadores en la a
cación de nuevos métodos que permi
su determinación. Se han medido conc
traciones de Lp (a) en suero o plas
mediante inmunodifusión radial,12

electroinmunoensayo,13 inmunoelectrofo-
resis,13 nefelometría,14 radioinmunoen-
sayo14-17 y  ensayos inmunoenzimáticos.15-

18 Entre estos, el método de ELISA (ensa
inmunoenzimático en fase sólida) basa
en el uso de anticuerpos policlonales 
monoclonales (AcM) ha tenido gra
aplicación en la determinación de Lp(a), c
una alta sensibilidad y especificidad.16-20 Si
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bien estas técnicas han probado su utilid
en la cuantificación de Lp (a), tambié
requieren de tiempo, equipos y perso
entrenado para su realización.

Por otra parte, la mayoría de los au
res2,21,22 consideran que el grado de ries
aterogénico se incrementa marcadamen
partir de concentraciones de Lp(a) p
encima de 300 mg/L. Teniendo en cuen
este criterio algunos investigadores h
propuesto el uso de métodos de pesqui
para identificar el riesgo individual de form
rápida y económica a partir de este valor
corte.23,24

Recientemente, el Centro de Ingenie
Genética y Biotecnología (CIGB) h
desarrollado un inmunoensayo visual pa
la determinación de niveles elevados 
Lp(a) en muestras de suero, plasma o san
humana denominado AuBioDOTtm Lp (a),
el cual se realiza de forma rápida (30 minut
y no requiere equipos de laboratorio 
personal especialmente entrenado.25

En este trabajo se evalúan los res
tados obtenidos en la detección de nive
elevados de Lp (a) con el AuBioDOTtm Lp
(a) mediante la comparación con un méto
cuantitativo (BioSCREENtm Lp(a), disponi-
ble comercialmente.21

MÉTODOS

Se estudiaron muestras de sueros
100 sujetos procedentes de la fábrica «
Estrella» en Ciudad de la Habana, 64 m
jeres y 36 hombres, con una edad prome
de 42 años (22 a 67 años).

Las muestras de sueros se obtuvie
a partir de sangre venosa periférica la c
fue centrifugada a 4000 x g por 10 minut
después de la coagulación a temperat
ambiente, y fueron guardadas a -20 gra
Celcios hasta su posterior uso (por no m
de un mes).
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A todas las muestras se les determi
Lp(a) mediante el inmunoensayo  AuBioD
y   por  una   técnica   de  micro ELIS
[ BioSCREENtm Lp(a)].

AUBIODOTTMLp(a)

Este inmunoensayo utiliza com
soporte láminas blancas opacas de poli
tireno cuyos pocillos están sensibilizad
con un AcM anti-apo (a) como anticuerp
de captura que no tiene reactividad cruza
con el plasminógeno. La lámina sen
sibilizada se sumergió en buffer de lava
(PBS-tween 20 al 0,05 %) por 5 minuto
Posteriormente se adicionaron 20 microlitr
por pocillo de un suero patrón con un
concentración de 300 mg/L, además 
suero control de alta concentración de Lp
(900 mg/L) y un suero control de baj
concentración de Lp(a) (100 mg/L)
Paralelamente se añadieron 20 µL de cada
una de las muestras de suero previame
diluídas (1 en 100) sobre el resto de los p
cillos y las láminas se incubaron por 10 m
nutos a temperatura ambiente. Después
3 lavados con PBS-tween 20 al 0,5 % 
añadieron 20 µL  de otro AcM anti-apo(a)
conjugado con oro coloidal. Después 
incubar (10 min) a temperatura ambiente
lavar, la reacción fue amplificada por l
adición de una solución reveladora de ion
de plata la que produce reaccion
coloreadas insolubles de color pardo cla
a oscuro metálico.

Los resultados se interpretaron p
simple inspección visual de las áreas 
reacción. La intensidad del color depende
de la concentración de Lp(a) presente 
las muestras. Para la clasificación de 
muestras en positivas o negativas 
comparó su intensidad de color contra 
intensidad de color obtenida para el patró
si la intensidad de color de la muestra e
3
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igual o mayor a la del patrón la muestra fu
considerada positiva (= 300 mg/L), y si 
intensidad de color de la muestra fue men
a la del patrón entonces se conside
negativa (< 300 mg/L).

El resultado de cada muestra fue cl
sificado por 3 analistas de forma inde
pendiente; la coincidencia de al menos 2
ellos sirvió como criterio final para la
clasificación de las muestras en negativ
o positivas.

Teniendo en cuenta la media de los 3 ana-
listas se determinaron 4 categorías: 0, 0.
0.66, 1

0: Cuando 3 analistas clasificaron la
muestras como “negativas”.
0.33: Cuando 2 analistas clasificaron l
muestras como “negativas”.
0.66: Cuando 2 analistas clasificaron l
muestras como “positivas”.
1.0: Cuando 3 analistas clasificaron la
muestras como “positivas”.

ELISA PARA LA DETERMINACIÓN
DE LP(A)

El BioSCREENtm Lp(a) es un ELISA tipo
sandwich para la determinación cuantitativ
de Lp(a) en suero humano, basado en
empleo de un AcM anti-apo(a) com
anticuerpo de captura y un AcM-anti ap
B conjugado a la peroxidasa com
anticuerpo detector. La técnica se reali
según lo propuesto por Sorell et al.21

PROCESAMIENTO ESTADÍSTICO

Se determinó la sensibilidad (S) 
especificidad (E) del método según la
siguientes fórmulas:

S= verdaderos positivos / verdadero
positivos + falsos negativos x 100.
E= verdaderos negativos / verdader
negativos + falsos positivos x 100.
1
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La correlación biserial (rb) se utilizó
para comparar una variable cualita
tiva dicotomizada (clasificada po
AuBioDOT) con otra variable cuan
titativa (concentración de Lp(a) po
ELISA) y de esta forma conocer el grad
de asociación entre los 2 métodos.26

RESULTADOS

El análisis de 100 muestras de sue
con el BioSCREEN Lp(a) permitió detecta
64 muestras con concentraciones de Lp
menores de 300 mg/L y 36 con conce
traciones superiores. El histograma rep
senta la frecuencia de distribución de la co
centración de Lp(a) en estas muestras (fig

En el análisis con el AuBioDOTtm Lp(a)
se detectaron 32 muestras positivas y 
3 2
.

negativas. Al compararlas con los resu
tados obtenidos por ELISA se encontró q
4 de las 68 muestras negativas por el méto
en estudio fueron positivas por el métod
de referencia, con concentraciones de Lp
de 302, 314,331 y 366 mg/L respectivamen
Todas las muestras negativas por ELIS
fueron también negativas por AuBioDOTtm

Lp(a). A partir de estos resultados se obtu
una sensibilidad del 88,8 % y un
especificidad del 100 % del AuBioDOTtm

Lp(a) para la detección de niveles elevad
de Lp (a) (fig.2).

La figura 2 muestra el grado de
asociación entre las determinaciones 
Lp(a) por el ensayo tipo ELISA
(BioSCREENtm Lp(a) y el inmunoensayo
visual AuBioDOTtm Lp(a). La correlación
entre los resultados obtenidos por amb
métodos fue de 0,987.
FIG. 1 Distribución de las concentraciones de Lp(a) en 100 muestras de suero.
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FIG. 2.  Comparación del
inmunoensayo visual y el ELISA. Los 4
falsos negativos están cerca del valor
de corte (300 mg/L).
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DISCUSIÓN

La distribución de los niveles de Lp(
en muestras de suero refleja una desviac
típica hacia la derecha donde las fr
cuencias más altas aparecen en los niv
más bajos. Este comportamiento es sim
al observado en otras poblaciones.22 La
sensibilidad obtenida, del 88,8 % (dada p
los 2 resultados falsos negativos) pudi
ser explicada por el polimorfismo genéti
de la apo (a); de acuerdo con su m
molecular la concentración de Lp(a) pue
ser sobreestimada o subestimada17,20,26 y la
influencia de los diferentes fenotipos de a
(a) en los ensayos, depende de la co
binación de anticuerpos utilizados en
sistema, así como de su especificidad.

El método de referencia BioSCREENtm

Lp(a) es un ELISA basado en la combinac
de un AcM anti-apo(a) y un AcM anti apo
B por lo que debe ser menos susceptible
3
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las variaciones individuales correspon
dientes al polimorfismo genético de la ap
(a),21 que el AuBioDOTtm Lp(a) evaluado
en este trabajo, que utiliza dos AcM an
apo(a) en su sistema.

También se debe tener en cuenta q
las concentraciones de Lp(a) (302,314,3
y 366 mg/L respectivamente) que pre
sentaban las 4 muestras considerad
negativas por el método en estudio
positivas por el método de referencia (fals
negativos) se encontraban cerca del va
de corte (300 mg/L).

El empleo de un suero patrón comú
para calibrar los sistemas y el estado 
conservación de las muestras pued
explicar la alta correlación encontrada (rb
.987) entre los 2 métodos con principio
diferentes.

El sistema AuBioDOTtm Lp(a) tuvo una
buena correlación con el método d
referencia, una especificidad de 100 % y u
sensibilidad de 88,8 %.
3
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En resumen, el inmunoensayo visu
basado en anticuerpos monoclonales p
detectar niveles elevados de Lp(a) en su
humano, plasma o sangre, es confiable, f
de realizar y ofrece sus resultados en m
nos de 30 minutos. Consideramos que
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AuBioDOTtm Lp(a) como sistema visual n
instrumental, constituye una alternat
válida para identificar de forma rápida
económica un importante factor de ries
individual de enfermedad vascular atero
clerótica en diferentes programas de sa
rom
scular
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t
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SUMMARY

AS lipoprotein (a) [Lp(a)] has been identified as risk factor separate f
vascular atherosclerotic disease (arterio-coronary,cerebrovascular and va
peripheral), there has been a great interest in its determination during th
year. The results obtained with the use of a visual immunoassay fo
determination of Lp (a):AuBioDOTtm Lp (a) as compared with a commerci
ELISA: bioSCREEN LP(a) (both were developed at the CIGB; Heber Bio
S.A.) are described in this paper. The auBioDOTtm Lp(a) is a simple and fas
assay. The correlation attained as regards the BioSCREEN was r= 0.98
sensitivity was 88.8 %, and the specificity was 100 %. In the 100 studied sa
the distribution frequency of the concentrations of Lp(a) showed a typ
deviation towards the right similar to that reported in other populations. 
study allowed to consider the usefulness of AuBioDOTtm Lp(a) as a screening
method to find the individual risk in a fast and economic way.

Subject headings: LIPOPROTEIN (A), blood;IMMUNOASSAY/methods
ENZYME-LINKED IMMUNOSOBERNT ASSAY/methods.
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