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Resumen

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) se cuentan entre los inhibidores
circulantes de la actividad procoagulante del factor tisular. El objetivo del
trabajo fue explorar el comportamiento electroforético de las proteinas in-
volucradas y la cinética de inhibicion que permitieran desarrollar un ensa-
yo cuantitativo in vitro capaz de poner en evidencia dicha capacidad. El en-
sayo cinético consistio en incubar tromboplastina calcica comercial a 37 °C
con volumenes crecientes de LDL aislada por precipitacion selectiva redi-
suelta; se realizo a distintos tiempos el tiempo de protrombina en una eta-
pa; se calcularon las actividades respectivas y el porcentaje de inhibicion
de la coagulabilidad respecto a un blanco. Los resultados muestran inhibi-
cion creciente hasta los 60 min en el intervalo entre 0,013 y 0,026 nmol
de apoB, parametros que definen las condiciones seleccionadas del ensayo
que aplicado sobre 30 muestras de personas normolipémicas de ambos se-
xo0s (edades entre 30 y 70 anos) present6 una media +/- SEM de 2.512 +/-
101,4 expresadas en porcentaje de inhibicion de la coagulabilidad / nmol
de apoB, hallando diferencia significativa en la condicién diabética. El
comportamiento electroforético, evaluado a tiempo cero mostré dos bandas
pre-beta y beta, atribuibles a la tromboplastina y a la LDL respectivamen-
te; en tanto que luego de incubar 60 min se observo una unica banda in-
tensificada de migracion pre-beta que se podria atribuir a la presencia del
complejo LDL - factor tisular. Son necesarios estudios clinicos que permi-
tan evaluar los alcances de aplicacion de los ensayos propuestos.

Palabras clave: factor tisular * tromboplastina * factor 1l * lipoproteinas de
baja densidad * actividad anticoagulante * diabetes

Summary

Low-density lipoproteins (LDL) are circulating inhibitors of the pro-coagu-
lant activity of tissue factor. The objective of the present work was to explo-
re the electrophoretic mobility of the involved proteins and the kinetic of
pro - coagulant activity inhibition, that allow us to propose a quantitative in
vitro assay of potential clinical use. For the kinetic assay, commercial cal-
cic thromboplastine was incubated with increasing volumes of redisolved -
selectively precipitated LDL at 37 °C. Then the prothrombine time in one
step was made; the inhibitory activity and percentage of inhibition against
a blank were calculated. The results show an increasing inhibition of pro-
coagulant activity until 60 min between 0.013 - 0.026 nmol apoB. The
conditions for the assay of 30 samples of normolipemic individuals (ages
between 30 - 70 years old) were selected on the basis of these results.
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The assay of % coagulation inhibition / nmol apoB showed signficative differences for con-
trol group versus diabetic one. The protein electrophoresis showed two bands in pre-beta and
beta positions corresponding to thromboplastine and LDL respectively at time zero. After 60
min of incubation one intense band corresponding to LDL - tissue factor complex can be
observed. This work proposes a simple assay for the evaluation of LDL role in haemostatic
control in pathological conditions, although further clinical assays are still required.

Key words: tissue factor * thromboplastine * factor 11l * low density lipoproteins * pro-coa-
gulant activity inhibition * diabetes

Introduccion

El factor tisular (FT) es el principal activador de la
coagulacion in vive; su exposicion a la superficie celular
o su liberacién desde células dafiadas mediante injuria
del endotelio inicia el camino extrinseco de la coagula-
cion: se une al factor VII(a) para formar el complejo
FT - FVIIa que activa a los factores IX y X para generar
finalmente trombina (1). Mads recientemente se le reco-
nocen funciones adicionales en sefializacién celular y
un rol notable en vasculogénesis y angiogénesis (2).

El efecto procoagulante del FT es restringido por
inhibidores circulantes en el suero, que incluyen: 7is-
sue Factor Pathway Inhibitor (TFPI), apoA II dentro de
HDL y apoB-100 en LDL (3) (4). En el plasma el TFPI
se presenta en su mayor parte asociado con lipoprotei-
nas y en menor proporcion libre nativo y truncado por
acciéon proteolitica cercana a su carboxilo terminal
(1 B)G).

Se ha podido establecer que la actividad inhibitoria
de apoB-100 en el camino extrinseco de la coagulacion
se debe a la interaccion directa de un dominio rico en
lisina (residuos 3.147 — 3.160) con el FT. Esta asociacion
apoB-100 - FT enmascararia aminodcidos criticos en el
FT necesarios para ligar y activar factor VII, particular-
mente Asp - 58, inhibiendo en consecuencia la actividad
procoagulante (5-8). Esta accién, propuesta como pre-
valente a concentraciones fisiol6gicas, es complementa-
ria de la de TFPI, que esencialmente es inhibidor espe-
cifico del complejo FT - FVIIa in situ y del factor Xa.
Actualmente se cree que la LDL seria un inhibidor del
FT de accion lenta, que actuaria a continuacion de la in-
hibicién inicial por TFPI (1) (3) (7).

Por otro lado, el FT estd sobreexpresado en la placa
ateromatosa (9) y puede ejercer marcado efecto pro-
coagulante local ya que la LDL oxidada en el subendo-
telio habra perdido la capacidad inhibitoria sobre la ac-
tividad del FT, conduciendo a un desequilibrio en favor
de la coagulacion. Las alteraciones enunciadas com-
prometerian el control hemostdtico, especialmente en
condiciones asociadas con riesgo de coagulacién me-
diado por FT como ocurre en aterosclerosis, episodios
trombéticos y en shock endotoxico. Otras consecuen-
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cias, recientemente reconocidas, incluyen formacién
de neointima a través de proliferacién de células mus-
culares lisas y angiogénesis (3) (9) (10).

Para evaluar el efecto inhibitorio del suero sobre el
FT in vitro Ettelaie C y col. (3) (7) desarrollaron una es-
trategia que consiste en incubar alicuotas de FT (crudo
o recombinante) a 37 °C con muestras y controles has-
ta 2 horas y medir actividad residual coagulante por me-
dio de un ensayo de tiempo de protrombina en una eta-
pa o cromogénico en dos etapas. El perfil cinético de
inhibicién observado indica la presencia de al menos
dos inhibidores en suero, identificados con anticuerpos
especificos: TFPI de actividad temprana y apo-B100 de
efecto més lento y prolongado (3). Esta propiedad de
LDL puede verse comprometida por oxidacion, proce-
so en el cual se forman aductos de lisina con aldehidos
producidos en el mismo proceso oxidativo y alteracion
de estructuras secundaria y terciaria que afectarian los
residuos dentro del dominio responsable de la inhibi-
cién del FT (11-14). En efecto, la expresion de actividad
anticoagulante asociada con LDL, disminuye marcada-
mente como consecuencia del proceso oxidativo in vitro
mediado por iones Cu*+ o por células (11) (15).

El presente trabajo propone un ensayo de medicion
de inhibicién de la actividad de FT por lipoproteinas
de baja densidad fraccionadas por precipitacion selec-
tiva; explora la cinética a distintas concentraciones de
LDL y el comportamiento electroforético de las pro-
teinas involucradas.

Materiales y Métodos

MUESTRAS

Se estudi6 una serie de 30 individuos de ambos se-
xos (entre 30 y 70 afios), con niveles deseables de co-
lesterol total y HDL, triglicéridos dentro de lo normal
y colesterol-LDL cercanos, por encima, del 6ptimo se-
gan los criterios del Adult Treatment Panel III (AT-
PIIT) (16) y 6 diabéticos tipo II. El suero obtenido de
sangre venosa después de un ayuno de 12 horas, se
conservo en heladera (2 a 10 °C) hasta 48 h.



MATERIALES

Tromboplastina cdlcica comercial: Soluplastin
(tromboplastina de cerebro de conejo, con 0,0125 M
CaCl, y 0,1 M NaCl; ISI rango 1,15 - 1,25) y reactivo
precipitante de LDL - colesterol (sulfato de polivinilo
10 g/mL en 25% polietilenglicol (PM 600), pH 6,7)
provistos por laboratorios Wiener, Argentina. Plasma
citratado normal, pool del dia. Placas de IDR (Diffu-
plate) para apoB y suero control apoAl/B provistas
por Biocientifica S.A., Argentina. Acetato de celulosa
gelatinizado (BioSystem, Argentina). Buffer Tris - bar-
bital pH 8,8, p = 0,075. Azul brillante Coomasie R 250
(Sigma) 0,1% en solucién decolorante (metanol: éci-
do acético: agua destilada (45:10:45 v/v)).

Todos los reactivos quimicos usados fueron de gra-
do analitico y se emplearon sin ulterior purificacién.

Métodos
AISLAMIENTO DE LDL

Se empleo el reactivo precipitante de LDL - Coles-
terol (Wiener, Argentina) segun indicaciones del fa-
bricante; se descart6 el sobrenadante y el precipitado
se lavo con reactivo precipitante dos veces, empleando
cada vez el mismo volumen que se indic6 para precipi-
tar y se centrifugé a 3.000 rpm durante 10 min. Las
particulas de LDL en el precipitado se solubilizaron en
una solucién de NaCl 5%, empleando para tal fin el
mismo volumen de suero original.

DETERMINACION DE APOB POR
INMUNODIFUSION RADIAL

Se realizo la determinacién de apoB-100 en la mues-
tra de LDL redisuelta empleando las placas de inmuno-
difusion radial segtin indicaciones del fabricante, sien-
do el CV intraensayo 2,7% y CV interensayo 3,8%.

PRECISION INTRAENSAYO

Se aplicé el procedimiento completo a alicuotas de
la misma muestra, incluyendo la precipitacién selecti-
va (n = 10). Los ensayos de inhibicidn se realizaron su-
cesivamente en el dia, empleando para tal fin el mis-
mo plasma citratado y reactivo de tromboplastina. Se
evaluo la variabilidad del blanco (n = 10).

PRECISION INTERENSAYO

Se realizaron ensayos completos independientes de
precipitacién e inhibiciéon (n = 10) sobre alicuotas dis-
tintas de una misma muestra, dentro de los tiempos de
estabilidad de la misma, empleando los reactivos que
correspondiera cada dia. Se evalu6 asimismo la varia-
bilidad del blanco (n = 10).
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EFECTO DE INTERFERENCIA POR
CONTAMINACION CON PRECIPITANTE

Se realizaron ensayos de inhibicién de la coagulabi-
lidad sobre diluciones del reactivo precipitante al 2,5 y
5% en solucion de NaCl al 5% sin muestra.

ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO CINETICO DE
LA INHIBICION DE LA COAGULABILIDAD

Se incubaron 200 mL de tromboplastina célcica co-
mercial a 37 °C con 5, 10, 20 y 30 mL de LDL redisuel-
ta que corresponden a 0,0065; 0,013; 0,026 y 0,039
nmoL de apoB-100 respectivamente. Al cabo de 10, 30,
60 y 90 min se determiné el tiempo de protrombina en
una etapa. Las determinaciones se hicieron por dupli-
cado y en las mismas proporciones se realiz6 un blan-
co de actividad de tromboplastina con solucién de
NaCl 5%.

ENSAYO DE EVALUACION DE LA INHIBICION
DE LA COAGULABILIDAD

Basandose en el ensayo previo, se seleccion6 el tiem-
po de incubacién (1h) y el volumen de LDL (20 pL) pa-
ra determinar la inhibicion de la coagulabilidad. El en-
sayo se realizé en la forma descripta previamente. Se
calcularon las actividades respectivas utilizando en to-
dos los casos la tabla de actividades correspondiente al
lote empleado.

El porcentaje de inhibicién se calculé usando la si-
guiente férmula:

9% inhibicién (Actividad del blanco - Actividad del redisuelto)
de la coagulabilidad =
(% 1C)

Actividad del blanco

Este ensayo se emple6 para evaluar la capacidad inhibito-
ria de LDL aislada de una muestra de individuos sanos (n =
30) y pacientes con diabetes mellitus tipo II (n = 6).

ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO
ELECTROFORETICO DE LA TROMBOPLASTINA,
DE LA LDL REDISUELTA Y DEL COMPLEJO

LDL - FACTOR TISULAR

Se realiz6 una electroforesis sobre soporte de aceta-
to de celulosa gelatinizado, buffer Tris - Barbital, pH
8,8, 110,075, durante 50 min a 1 mA / cm de ancho de
tira. Posteriormente se sometieron las tiras a una colo-
racién con solucién colorante de Azul brillante Coo-
masie R 250 durante 10 min. Finalmente se decoloré a
través de sucesivos cambios de solucién decolorante.

Luego de establecer la concentracién proteica total
por el método de Bradford MM (17), a los fines de per-
mitir la observacion visual y guiados por las relaciones
de estequiometria que surgieron del ensayo cinético, se
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sembraron las siguientes cantidades de muestra: 2 pL
de LDL redisuelta, 10 pL de tromboplastina célcica y
12 pL de una mezcla a tiempo cero y otra que fue incu-
bada durante 60 min a 37 °C, consistente en un volu-
men de LDL redisuelta més 5 volimenes de trombo-
plastina calcica.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como la media + SEM. El
andlisis estadistico se realizé por el fest de Student y
prueba F; prueba de rangos de Wilcoxon (U de Mann-
Whitney). Los valores para p < 0,05 se consideraron es-
tadisticamente significativos. La correlacion entre para-
metros se evalu6 a través del coeficiente de correlacion
de Pearson.

Resultados

EVALUACION DEL METODO ANALITICO

Cuando se evalud la precision intraensayo, el coefi-
ciente de variacion (CV) fue de 8,4% para el procedi-
miento aplicado sobre la muestra y 2,1% para el blan-
co (n = 10). Los resultados obtenidos al estudiar la
precision interensayos arrojaron un CV de 12,1% para
el procedimiento aplicado sobre distintas muestras y
3,3% para los distintos blancos (n = 10).

EFECTO DE INTERFERENCIA POR
CONTAMINACION CON PRECIPITANTE

Con el fin de determinar la interferencia del agente
precipitante sobre el tiempo de protrombina en una eta-

pa, se aplicé el procedimiento a dos alicuotas del mismo.
Ambas dosis de agente precipitante dieron resultados
idénticos en el tiempo de protrombina (17 s), siendo el
del blanco de 16,5 s, lo que implicé al aplicar la ecua-
cién, una inhibicién de la coagulabilidad del 4,6% para
el lote empleado. Esto muestra que el reactivo precipi-
tante no interfiere con el ensayo de coagulabilidad.

ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO CINETICO
DE LA INHIBICION DE LA COAGULABILIDAD

La inhibicién de la coagulabilidad es dependiente
para una misma muestra del volumen de LDL emplea-
do, asi como también del tiempo de incubacidn, alcan-
zéndose el maximo a los 60 min (Fig. 1). Se observa un
aumento en la capacidad inhibitoria de la coagulabili-
dad entre 0,013 y 0,026 nmoles de apoB (10 - 20 pL de
LDL respectivamente), mientras que por debajo de
0,013 nmoles de apoB no se observé inhibicién. Canti-
dades mayores a 0,039 nmoles de apoB (correspondien-
tes a 30 pL de LDL) presentaron 100% de inhibicién de
la coagulabilidad en todos los tiempos estudiados.

ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO
ELECTROFORETICO DE LA TROMBOPLASTINA
CALCICA, DE LA LDL Y DEL COMPLEJO

LDL - FACTOR TISULAR

El contenido proteico de la tromboplastina célcica y
de LDL redisuelta fue, en promedio, 1,35 g/L y 1,70
g/L respectivamente. Ambos materiales se muestran no
homogéneos a la electroforesis (Fig 2, lineas a y b); sien-
do evidente la presencia de albimina. En el caso de la
tromboplastina, este hecho es esperable ya que se trata
de un producto crudo. Por otro lado en la muestra de
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Figura 1. Cinética de la inhibicion de la coagulabilidad del factor tisular por LDL aislada por precipitacion selectiva.

Se incubaron 200 pLde tromboplastina célcica comercial a 37 °C con 5 (@), 10 (M), 20 (A) y 30 (#) pL de LDL aislada por precipitacion selectiva. Al ca-
bo de 10, 30, 60 y 90 min se realiz6 la determinacion de tiempo de protrombina en una etapa como se describe en la seccion Materiales y Métodos.
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LDL, es evidente que los lavados no fueron capaces de
eliminar totalmente la impureza de albiimina que co-
precipité. En la Figura 2 (lineas c y d) se muestra clara-
mente la formacién de un complejo entre LDL aislada
y el factor tisular: se observa que la banda existente a
tiempo cero (linea c) desaparece al cabo de 60 min de
incubacién de LDL y tromboplastina (linea d).

INHIBICION DEL FT POR LDL AISLADA
DE CONTROLES Y PACIENTES DIABETICOS

En la Figura 3 se observa el porcentaje de inhibi-
ciéon de la coagulabilidad / nmol apoB-100 para una
muestra de individuos controles (media = 2.512 +
101,4 (n = 30)), mientras que el estudio en pacientes
que padecen diabetes mellitus tipo II arroj6é una me-
dia de 1.815 + 123,9 (n = 6), siendo las diferencias es-
tadisticamente significativas (p < 0,01), prueba de su-
ma de rangos de Wilcoxon (U de Mann - Whitney).

-
LDL - 5
tromboplastina ll
albuming = ’
* a b c d

La Figura 4 muestra que el porcentaje de inhibicién
de la coagulabilidad tiene cierto grado de correlacion
(r = 0,36) con el contenido de apoB en LDL redisuel-
ta en el grupo control, no resultando significativa
(p <0,06).

Discusion y Conclusiones

Los métodos de precipitacion selectiva de LDL han
sido ampliamente estudiados y son de uso estandariza-
do en el laboratorio bioquimico clinico para medir co-
lesterol-LDL con precisién aceptable (CV < 5%). El
agente precipitante seleccionado ha sido anteriormen-
te estudiado y demostré muy buena correlacion estadis-
tica (r = 0,96) con respecto al método de referencia de
fraccionamiento de lipoproteinas (ultracentrifuga-
cion), con las limitaciones reconocidas (18) (19).

' ' ) tromboolastina
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Este grupo ha analizado previamente los criterios
de especificidad de la precipitacion lipoproteica (18).
Si bien el precipitado redisuelto luego del segundo la-
vado no es un producto homogéneo (demostrado por
electroforesis revelada para proteinas), queda bien di-
ferenciada la posicién de la migraciéon de LDL respec-
to a la banda de albimina que la impurifica, y no ge-
nera confusion al interpretar la imagen electroforética
del ensayo cinético de asociacién de LDL con el FT.

El estudio del comportamiento cinético de la inhibi-
cién de la coagulabilidad a 37 °C muestra la exhaustibili-
dad de la capacidad inhibitoria, entre 0,013 y 0,026 nmol
de apoB (67 y 134 mg/dL respectivamente) que estdn
dentro del intervalo de concentraciones de niveles plas-
mdticos fisiol6gicos, asi como su dependencia con el
tiempo y la dosis de una misma LDL, propiedades que
fueron demostradas en trabajos previos que emplean FT
recombinante y apoB-100 reconstituida (6).

Figura 2. Estudio del comportamiento
electroforético del complejo LDL - FT.

Se realizé una electroforesis en acetato de ce-
lulosa gelatinizado como se describe previa-
mente. Se sembro: a) Tromboplastina célcica;
b) LDL; c) LDL + Tromboplastina célcica (1 a 5
V/V), O min de incubacion y d) LDL + trombo-
plastina célcica (1 a 5 V/V), 60 min de incuba-
cion. La formacion del complejo LDL - trombo-
plastina (d) se evidencia por desaparicion de la
banda correspondiente a LDL y aumento de mo-
vilidad electroforética.

LDL +
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Control Diabéticos

Figura 3. Inhibicion de la coagulabilidad por LDL aislada de con-
troles y pacientes diabéticos.

*p<0,01
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Figura 4. Correlacion entre el porcentaje de inhibicion de la coagu-
labilidad y la cantidad de apo B en la alicuota de LDL empleada
(en pmoles) en el grupo control.

Si bien la tromboplastina de cerebro de conejo em-
pleada en los presentes ensayos se muestra como un
producto impuro, se admite que el empleo de FT re-
combinante, que es de pureza controlada, tiene la po-
sible desventaja de carecer de las modificaciones pos-
traduccionales y la completa glicosilacién necesarias
para la obtencion de actividad ideal (6). Sin embargo,
ambos productos presentan el mismo espectro dife-
rencial de la interaccién con apoB-100 monitoreado a
los 20 y 40 min entre 230 y 400 nm (7). Ettelaie C y
col,, en base a los datos espectroscépicos, interpretan
que la interaccién de apoB-100 y FT ocurre al menos
en dos sitios: el primero implica interacciones hidrofé-
bicas durante los primeros 20 min de incubacién, en
tanto que el segundo involucra residuos con carga ne-
gativa y amino grupos libres y ocurre sobre un periodo
de tiempo maés largo (hasta 60 min) (7).

La formacién del complejo LDL-FT, como se obser-
va a través del estudio del comportamiento electrofo-
rético a los 60 min, pone también en evidencia el au-
mento de movilidad electroforética relativa que sufre
LDL al comprometer aminodacidos bésicos en la unién
electrostatica con el FT. La interpretacién de esta ex-
periencia es equivalente a la del seguimiento electro-
forético del ensayo cinético llevado a cabo por Ettelaie
Cy col. (7) para el FT recombinante y apoB-100 re-
constituida, aunque en diferentes condiciones de co-
rrida y soporte.

Segun estos autores, la magnitud de la inhibicién
del FT no estaria relacionada con la cantidad relativa
de LDL presente, sino con su diferente composicién,
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haciéndose evidente a partir de la observacion de la
declinacion de su accion por efecto de oxidacion de la
particula de LDL (3). Este hecho podria relacionarse
con el factor de determinacién entre %IC y la canti-
dad de apoB hallada en el presente trabajo, que sugie-
re una fuerte influencia de la calidad de la apo B de ca-
da muestra, ya que sélo permite estimar un 13% de la
variabilidad de %IC cuando se conoce la cantidad de
apoB. En este sentido, el presente trabajo avala el con-
cepto enunciado a través de la diferencia significativa
hallada entre individuos sanos y diabéticos en el co-
ciente %IC/nmol de apoB. Asi, la disminucién de la
coagulabilidad podria atribuirse al grado de glicacion
presente en la molécula de apoB.

Diversos estudios atribuyen un rol al incremento
del pool circulante de FT en enfermedades aterotrom-
béticas, en particular, aquellas relacionadas con cier-
tos factores de riesgo cardiovascular tales como hiper-
tension, diabetes, hiperlipemia y el hédbito de fumar
(20) (21). Estudios recientes han sugerido funciones
adicionales no trombogénicas del FT en la formacion
de tejido neovascular; como ejemplos: crecimiento y
metdastasis de tumores, ruptura de la placa ateroscleré-
tica y retinopatia secundaria a la diabetes (2) (22) (23).
La asociacion con LDL afectaria ambas funciones
trombogénicas y no trombogénicas. Sin dejar de enfa-
tizar la utilidad de la evaluacién tradicional en el esta-
blecimiento del riesgo cardiovascular global en los pa-
cientes, el indice propuesto (% de IC / nmol apoB)
abriria el camino para explorar desde el laboratorio
clinico el compromiso de la LDL sérica en procesos
patoldgicos asociados con FT. Los resultados presenta-
dos en este trabajo sugieren un compromiso de la LDL
sérica sobre el control de la hemostasia a través del FT,
en particular en pacientes diabéticos.

Las expectativas clinicas planteadas enfatizan la ne-
cesidad de disponer de estandarizacion rigurosa de los
métodos para que la interpretacion sea confiable. La
metodologia empleada en el presente trabajo respon-
de a las exigencias de evaluacion analitica y es posible
llevarla acabo en un laboratorio bioquimico clinico de
baja complejidad.
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