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Resumen

El objetivo de este estudio fue optimizar la determinacién de acido sidlico
en LDL aislada por precipitacidn selectiva y establecer refaciones entre com-
ponentes que puedan ser indicadores de aterogenicidad. Se empled polivi-
nilsulfato disueite en polietilenglicol como reactivo precipitante, se ajusta-
ron las condiciones de los lavades para garantizar Iz ausencia de otras pro-
teinas del suero y se solubilizé la LDL en 5% de NaCl. Se determing apoB,
colesterol, proteinas y se optimizé la cuantificacidn de acido sialico segin
el metodo de Warren modificado por Scbenin y col. Se realizé la evaluacion
del método analitico adaptads en cuanto a precision intra- e inter-ensayos
{CV 8 y 9% respectivamente), linealidad (hasta 7 nmol de &cido sialico/tu-
bo}; efecto de los lavados; especificidad; ausencia de interferancia de blan-
cos de reactivo precipitante; ensayo de recuperacion (entre 88 y 120%). Los
resultados obtenidos sobre 30 muestras de personas normolipémicas de
ambos sexes (edades entre 30 y 65 afios} expresados como media = SEM
fueren: colesterol 3,8 £ 0,2 mmol/l, 4cido siglico 34,7 + 2,7 pumel/l, ApoB
1,27 £0,09 pmel/l, proteinas 1,57 + 0,08 g/l. Indices de compesicién: &ci-
do sialicofeolesteral; 9,24 = 0,48 mmoi/mal, &cido sidlico/apoB 34,4 = 3
mol/mol y &cido sialico/proteina 39,6 = 1,31 pmol/g. Son necesarios estu-
dios clinicos que permitan evatuar los alcances de los indices de composi-
cion propuestos como posibles indicadores de aterogenicidad.

Palabras clave: acido sidlico * lipoproteinas de baja densidad * aterogénesis.

Summary

SIALIC ACID DETERMINATION IN LOW DENSITY
LIPOPROTEIN ISOLATED BY SELECTIVE
PRECIPITATION. INDEX OF COMPOSITION

The aim of this study was to optimize the sialic acid determination in LDL
isolated by selective precipitation and to establish ratios betweean compo-
nents as possible indicators of atherogenicity. Polyvinil sulfate in poly-
elileneglycol was used as precipitation reactive, washed conditions were
fixed ta avoid contamination with serum proteins and the resufting LDL was
dissolved in 5% NaCl. ApoB, cholesterol and protein were assessed. Sialic
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acid was optimized by the method of Warren madified by Sobenin et al. Analytical method
was analyzed: intra and inter assay precision was 8 and 9% respectively; linearity up to 7
nmol of sialic acidffube: the effect of washes; specificity; no interferences of the precipifat-
ing reactive; and the recuperation was between 88-120%. The results obtained on 30 sam-
ples from normolipidemic subjects of both sexes (30-65 years old) expressed as means *
SEM were: cholesterol 3.8 + 0.2 mmol/l, sialic acid 34.7 + 2.7 umol/l, ApoB 1.27 + 0.09
umall, proteins 1.57 + 0.08 g/l. Indexes of cornposition: sialic acfd/cholesterol: 9.24 +
0.48 mmolimol, sialic acid/ApoB 34.4 + 3 moi/mol and sialic acid/protein 39.6 = 1.31
ymoi/g. Additional clinical studies are needed in order to evaluate the possible application
or the proposed index of atherogenicity.

Key words: sialic acid * low densify lipoprofein * atherogenesis.

Introduccidén

La aterosclerosis es una enfermedad de alta preva-
lencia de 1a cual se han estudiado extensamente sus ma-
nifestaciones clinicas v sus consecuencias, sin embargo,
el mecanismo bioquimice subyacente pennanece aun
desconocido. Las nuevas teorfas postulan que las placas
ateroscleréticas se forman a partir de células enriqueci-
das con lipidos derivados de las lipoproteinas plasmati-
cas (1), entre las cuales las de haja densidad (LDL) son
consideradas ias de mayor potencial aterogénico. Este
mecanismo seria mediade a wavés de los receptores
scavenger que reconocen y toman particulas de LDL pre-
viamente modificadas (2)(3).

Diversas modificaciones sobre las LDL pueden con-
tribuir a su aterogenicidad: oxidacién, agregacion, for-
macién de complejos inmunes, glicacion, desialilacion,
entre otras (2) (4). Varios estudios han propuesto que ¢l
nivel de dcido sidlico en LDL puede jugar un rol en su
aterogenicidad (4-6}. Se ha observado una fuerte corre-
lacién negativa entre ta capacidad de la LDL para esu-
mular 1a acumulacion ingacebular de lipidos en células
en cultivo, v su contenido en dcido sidlico. Por otro la-
do. el contenido en 4cido sidlico de LDL aislada de pa-
cientes con enfermedad arterial coronaria resulta ser de
2 a 3 veces menor que el encontrado en sujetos sanos.
Mas recientemente se ha observado que la inhibicién
de la sintesis del eolesterol por tratamientos con estati-
nas incrementa la relacion Acido sidlico/apoB en las
particulas aisladas de LDL; este efecto es proporcional a
la disminucién en el contenido de apold y celesterol en
la LDL (7).

El 4cido sidlico es un componente de gangliésidos v
de apo B100 de la particula de LDL (8). La alta carga de
superficie asociada con el acido sidlico en hidratos de
carbono juega un rol importarte en la prevencién de la
agregacién lipoproteica v podria gjercer inhibicion
electrostitica de las interacciones <le la lipoproteina con
proteoglicanos arteriales (9) (10}. Diversos estudios han
demostrado que la desialilacién no cs un artefacto que
ocurre durante el aislamiento de la particula, este pro-
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ceso puedc tener lugar mientras la LDL permanece en
circulacion, como paso primario de la modificacién ate-
rogénica (6) (11) (12). De esta manera se inicia una cas-
cada de cambios sucesivos en la particula de LDL que
incluyen pérdida de lipidos, reduccién del tamano de
las particulas, incremente de carga electronegativa v pe-
roxidacion lipidica.

Por I anteriormente expueste, seria importante dis-
poner de métodos confiables, tanto de fraccionamiento
de LDL, como de ensayos para la determinacion del
contenido en acido sidlico en dichas particulas,

La LDL pucde ser aislada por diferentes mérodos
que incluyen wracentrifugacion secuencial y en gra-
diente de densidad {método de referencia), cromato-
graffa, electroforesis y precipitacion selectiva (13) (14).
Los métodos de precipitacion selectiva, mds accesibles
que la uitracentrifugacion, son usados ampliamente en
los laboraterios clinicos v correlacionan bien con el mé-
todo de referencia (14). Recientemente, se ha propucs-
(0 un método simple para medir la susceptibilidad a Ja
oxidacién de LDL aislada por precipitacion selectiva
con polimeros anfipaticos (15},

Por otro lado, el contenido de 4cido sidlico en LDE
aislada muestra una gran dispersién; esto se puede atri-
buir a los diferentes métodos empleados en su cuantifi-
cacién. Los ensayos colorimétricos s¢ basan en oxida-
cién con periodato y posterior reaccion del producto
con acido tiobarbitiirico {métode de Warren}, otros
emplean la reaccién con resorcinol (mérodo de Sven-
nerholm) v también existen métodos enzimaticos y de-
sarrolio de productos con absorcién en el UV (16-20).

En el presente trabajo se selecciond el método de
Warren que emplea hidrdlisis dcida, ataque oxidanvo
con periodato y una reaccion de color de los productos
con acido tiobharbinirico. Se adoptd la modificacién de
Sobenin v col. {16) que consiste en la sustraccion colo-
rimétrica de susiancias reactivas al dcido tiobarbittirico
(TBARS) en las muestras sometidas a todos los procedi-
mientos excepto al tratamiento exidativo con perioda-
to. Entre los producios detectados en esla reaccién, el
malondialdehido (producto de lipoperoxidacién)} sc
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puede sustraer colorimétricamente para cuantificar sé-
lo el dcido sidtico de las particulas de LDL.

El propésite de este trabajo fue optimizar la deter-
minacién de dcido sidlico sobre LDL aislada por preci-
pitacion selectiva, establecer relaciones con los conte-
nidos de ApoB, colesterol y proteinas en la fraccién
precipitada que aporten informacién de composicién
relativa y asi proponer indicadores de aterogenicidad.

Materiales y Métodos

MUESTRAS

Se estudid una serie de 30 personas de ambos sexos
{entre 30t y 65 anos), normolipémicos segin los crite-
rios Alfediam (21) v sin entermedad detlectada sobre la
base de los andlisis quimice clinicos. Ll suero obtenido
de sangre venosa después de un ayuno de 12 h se con-
servo en heladera (2-10 “C) hasta 48 h.

MATERIALES

LDL Colesterol, reactivo precipitante: sulfato de po-
livinilo 10 g/ml en polietilenglicol {(PM 600) al 25%,
pH 6,7 v Colestat enzimdtico provistes por los laborato-
rios Wiener. Acido tiobarbitarico (Merck). 1,1,3,5tetra-
metoxipropano {malondialdehido, MDA) (Sigma Co.
St. Louis, MO, USA) se usd como estandar. Placas de
IDR (Diffu-plate) provistas por Biocientifica S.A. Hydra-
gel ApoAl/ApoB {SEBIA} provisto por EMSA S.A,

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

METODOS

Aislamiento de LDL: Se empled el reactive precipitan-
te del equipo de LDL-Colesterol {Wiener) segiin indica-
clones del fabricante; se descartd el sobrenadante y el
precipitade se lavd con reactivo precipitante una vy dos
veces empleando cada vez el mismo volumen que se usé
al precipitar v se centrifugé a 3000 rpm durante 10 min.
LLas particulas de LDL en el precipitado se solubilizaron
en una solucidn de NaCl 5%, empleando para tal fin un
volumen cquivalente a ia muestra original.

Caracterizacion de LDL aislada por precipitacion selectiva:
Una alicuota de la muestra de LDL aislada se sometié
a electroforesis sobre un gel de agarosa como se descri-
be previamente (15). Sobre otra alicuota se determiné
el contenide de acido sidlico por el método de Warren
medificade por Sobenin y col. (16). También se deter-
mind el contenido de colesterol por un método enzima-
tico; ApoB por inmunedifusion radial (DIFFUPLATE)
y por electroinmunodifusion (Hydragel ApoAl/B
SEBIA) v el contenido de proteinas por el método de
Bradford (22}.

Determinacion de deido sidlico: Se utilizaron dos ali-
cuotas de la muestra de LDL (50 pi) (una para “ensa-
yo” y otra para “correccién”). Se agregaron 100 pl de
SO4H, 0,2 N, v las muestras se incubaron a 80 °C du-
rante 1 I, al final de lo cual se enfriaron a 20 *C duran-
te 20 min. Se agregaron 20 pl de reactive perodato (10-
4Na 0,2 M en PO H; 9 M) alos tubos para “ensayo” o 20
pl de PO,H; 9 M a los tibos de “correccién’™. Se mezcla-
ron e incubaron durante 20 min a 20 °C. Al final de es-
te periado, se agregaron 100 ml de reactivo m-arseni-
to (AsOsNa 10% en SO Hs 0,1 N con SO Na, 0,5 M)
y se mezcld vigorosamente hasta desaparicidon del co-
lor amarille parduzco generado en la reaccidn. La
formacién de sustancias reactivas al acido tiobarbiti-
rico (TBARS) se estimé agregando 250 pl de reactivo
(Acido tiobarbitirico 0,6% en $SQ,Na, 0,5 M). Des-
pués de calentar en un bano Maria hirviente durante
30 min, se enfrio a 20 °C, se extrajo con 2 ml de bu-
tanol, v las muestras se centrifugaron 5 min a 1500
rpm para scparar las fases. El pigmento rosa genera-
do en la fase orgdnica se estimé por absorcién a 532
nm. Se preparé una curva de calibracién con MDA
como estandar. Los resultados se expresaron como
ninoies de sustancias reactivas al dacido tiebarbittrico
por tube de reaccidén. Los TBARS generados en los
tubos de “correccidn” se sustrajeron de los tubos de
“ensayo”, obteniendo asi los nmoles de dcido siali-
c0/100 pl de muestra. Alicuotas del reactivo precipi-
tante se sometieron al mismo procedimiento descrip-
to anteriormente y se usaron coino “blanco” de reac-
cion.

Ensayo de recuperacion: Se agregaron 0,5 y 1 nmol de
estandar a una alicuota de las LDL resuspendidas y a
continuacion se realizd la determinacién de acido siali-
co, por duplicado.

Emsayo de linealidad: Se ensayaron por duplicado vo-
liimenes crecientes de la muestra de LDL resuspendi-
da (de 20-15( pl} para analizar la linealidad de la reac-
cidn del dcido sidlico con el periodato.

Precision intraensayo: Se aplicé el procedimiento com-
pleto a alicuotas de la misma muestra incluyendo la
precipitacién selectiva (n = 10}, y a alicuotas de lipo-
proteina sclubitizada luego de un Unico procedimien-
to de precipitacidn (n = 20).

Precision interensayo: Se realizaron procedimientos in-

dependientes dentro de los tiempos de estabilidad de
la muestra {(n = 20).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como media + SEM. El
andlisis estadistico se realizd por el test de Student; los
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valores p < que (1,05 se consideraron estadisticamente
significativos. La correlacién entre pardmetros se eva-
lué a través del coeficiente de correlacidén de Pearson.

Resultados

PRECISION INTRAENSAYO

Se realizaron determinaciones de acido sidlico sobre
una muestra sometida a un Gnice procedimiento de
precipitacién v redisolucién. El CV fue 5,8%. Cuando
se aplicd el procedimiento completo a alicuotas de la
misma muestra, incluyendo la precipitacion selectiva,
el CV fue 8%.

PRECISION INTERENSAYOS

Se evalud la misma muestra sometida al procedi-
miento completo, en veinte ensayos sucesivos. F1 CV
fue 9%.

CARACTERIZACION DE LA FRACCION DE LDL
AISLADA

Las LDL aisladas por precipitacidn selectiva sc some-
tieron a una electroinmunodifusion para ApoB vy
ApoAl, No sc detect6 la presencia de ApoAl en estas
muestras. La cuantificacién de ApoB en las particulas
de LDL por electroinmunodifusién v por inmunoditu-
stén radial mostré una muy buena y significativa corre-
lacidn lineal {y = 1,12x-13,25,r = 0,84,n = 15,p
< 0,001}, La electroforesis en gel de agarosa para pro-
teinas mostré una banda en posicién beta y sélo trazas
de proteinas luego del segundo lavado de la LDL. pre-
cipitada (Fig. 1), sugiriendo muy poca contaminacién
con proteinas plasmaticas.

a b

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de un suera entero (a) v
la fraccidn de LDL precipitada (b). Las muestras se tifieron con Coo-
masie Blue.
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Acido sialico en LDL [nmol/tubo)

EFECTO DE LOS LAVADOS

La LDL precipitada fue lavada 1 6 2 veces con solu-
clén precipitante antes de ser solubilizada, Posterior-
mente se determiné la concentracién de proteinas en
la LDL resuspendida. Se observd que el primer lavado
disminuyé el contenido de proteinas de la muestra de
LDL resuspendida significativamente (60%}, mientras
que el segundo lavado sélo redujo un 5% mids el conte-
nido de proteinas de la LDL. De tal manera, se adoptd
la realizacién de dos lavados de la LDL aislada por pre-
cipitacién selecriva antes de su solubilizacién con NaCl
5%. Por otro lado, el contenido de dcide sidlico, apoly
y colesterol en la LDL no varié luego de cada lavado
respecto a la lipoproteina solubilizada sin lavar.

ENSAYO DE RECUPERACION

Con el objeto de asegurar la recuperacién de un es-
tandar, se agregd una cantidad fija del estdndar a dife-
rentes alicuotas de LDL redisuelta y se ensayd por du-
plicado. La recuperacién varié entre 88 y 120%.

LINEALIDAD

Volimenes crecientes de LDL solubilizada se some-
tieron al proceso oxidativo. Como puede verse en la Fi-
gura 2, la reaccién de TBARS fue lineal hasta 7 nmo-
les/tubo.

Acido sialico en LDL

——y =0,084 + 1,49 x; 2= 0,995

T Il | I L I i I

0 20 40 &0 80 100 120 140 160
LOL [pltube]

Figura 2. Linealidad de fa reaccidn def dcido sidlico con periodato
en fa fraccion de LDL precipitada, medido a través de la colorime-
tria de TBARS.
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COMPOSICION DE LDL AISLADA POR
PRECIPITACION SELECTIVA

Se analizd la composicion de las particulas de LDL
aisladas por precipitacidn selectiva de 30 muestras de
sujetos normales. La Tabla I muestra los datos de com-
posicion obtenidos. Sobre la base de estos resultados se
elaboraron una serie de indices de¢ composicion de las
particulas de LDL, que pueden ser indicadores de ate-
rogenicidad (Tabla IT).

Tabla I. Composicion de LDL aislada por precipitacion
selectiva

Colestera! 3,8 £ 0,2 mmol/
Acido sialico 34,7 £ 2,7 umalil
ApoB 1,27 + 0,09 umel/l
Protefnas 1,57 = 0,08 ¢/

Los resultados representan la media + SEM (n = 30}

Tabla Il. /ndices de composicién de LBL aislada por precipitcion
selectiva

Acide sidlicofeolestarcl 9,24 + 0,48 mmol/mal
Acido sialico {ApoB 34,4 = 3,0 molfmol
Acido sialico/ proteina 396 = 1,31 pmol/g

Los resultados representan la media £ SEM (n = 30).

Discusion

Los métodos de precipitacion selectiva de LDL co-
mo alternativa accesible de ia ultracentrifugacion {mé-
todo de referencia) han sido amplhamente estudiados v
son de uso estandarizado en el laboratorio de bioqui-
mica clinica para medir colesterol-LDL con precision
aceptable (CV < dec 3%) (13). En particular, el agente
precipitante seleccionado en este estudio, polivinilsul-
fato en presencia de EDTA y polietilenglicol metileter
como acelerador, demostré una muy bucna correla-
cion estadistica (r = 0,96) con respecto a la ultracentri-
fugacion, si se excluyen pacientes con Hiperlipoprotel-
nemia Tipo Il y aquelios con triglicéridos que superen
los 8 mmol/1. Ademads, se demostré una buena recupe-
racidon analitica del colestercl de las distintas fracciones
respecto al colesterol del suero entero, lo que implica
que los reactivos de precipitacion no interfieren en la
determinacién de colesterol (14).

La especificidad de la precipitacién de protcinas se
pone en evidencia por la electroforesis revelada para
proteinas (Fig. 1), donde se observan sélo leves trazas

de proteinas cuando se redisuelve el precipitado luego
del segundo lavado; esto se complementa en cuanto a
especificidad de precipitacion lipoproteica con los re-
sultados de la tincién con colorantes de tipidos presen-
tados por R. L. Coniglio (23} y con la ausencia de apo
Al en la electroinmunodifusién para apo AL/B en el
precipitado redisuelto. La concentracién salina en el
medio de rediselucion fue usada por R. L Coniglio
(23), con eficacia en medio tamponado.

La aplicacién del método seleccionado para la de-
terminacién de dcido sidlico se inicia con una etapa de
hidrélisis, previa al ataque oxidativo, para incluir en la
cuantificacion la fraccidn ligada glicosidicamente, ya
que ¢l periodate cliva y oxida entre alcoholes vecinales
y al escindir entre C6 y C7 da como producto un dcido
urénico de sels carbonos que es el precromdégeno para
la reaccidon de color con el dcido tobarbitarico (24).

Los métodos colerimétricos para cuantilicar dcido
sialico no tienen alta especificidad; dichos reactivos re-
conocen sustancias interferentes como el MDA genera-
do por lipoperoxidacion y la fructosa liberada desde las
protcinas glicosiladas no cnzimddcamente. La modifi-
cacién del método original de Warren permire detec-
tar ¥ descontar la presencia del MDA siempre que las
muestras de LDL fraccionada sean conservadas a 4 °C
hasta dos dias. En cuanto a la inespecificidad frente a
la fructosa, el coeficiente de extincién molar es despre-
ciablemente bajo en los métodos basados en el dcide
tiobarhinirico, en tanto es significativo en los métodos
que emplean resorcinel, lo que no tos hace recomen-
dables en poblacion diabérica,

Los métodos de inmunoprecipitacion empleados
para determinar ApoB fueron concordantes entre si, lo
que sugiere conservacion de fos sitios de unién a anti-
cuerpos policlonales de distinta fuente. No obstante, se
observd que los picos de electroimmunodifusion eran
mauy afinados, lo cual se podria atribuir a la diferente
matriz proteica del precipitado redisuelto en compara-
cidn con el suero,

El cociente hallado entre el contenido de acido sia-
lico y la proteina en LDL, estd en buena concordancia
con los datos reportados por Sebenin v col., quienes
obtuvieron un valor de 40,3 = 2,7 nmol/mg (n = 45)
sobre LDL aislada por ultracentrifugacion, en una po-
biacién general. Elios también observaron un descen-
so significativo en este indice en pacientes diabéticos;
habiendo cuantificacdo el dcido sidlico por el método
de Warren modificado v las proteinas por el método
de Lowry ({16). Dado que cada particuia de LDL tiene
una sola molécula de ApoB-100 v considerando la va-
riabilidad de los otros componentes, referir el conteni-
do de un componente a los moles de apo B, hace po-
sible un conocimiento estequiométrico de composi-
cion de las particulas de LDL. De tal manera, la rela-
cién de dcido sialico/apoB-100 reportada en el pre-
sente trabajo (Tabla II) serviria como un indice de
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compasicién y como un indicador de riesgo aterogéni-
co. Por otro lado, se ha evaluado también la relacién
molar dcido sidlico/ colesterol. En un estudio prelimi-
nar reportado previamente (25), se ha observado un
descenso significativo en esta relacién en LDL aislada
por precipitacidn selectiva en pacicntes con Diabetes
melkitus Tipo 11, Esta observacidn podria asociarse con
la presencia de particulas mds aterogénicas en la po-
blacién diabética.

Las expectativas de aplicaciones clinicas planiteadas
enfatizan la necesidad de disponer de métodos estan-
darizados para que la interpretacién sea confiable. El
método desarrollado responde a las exigencias de eva-
luacién analitica y €s posible llevarlo a cabo en un labo-
ratorio de quimica clinica-sin equipamiento complejo.
Los indicadores de composicién propuestos requieren
continuar con la cvaluacién clinica en cuanto a su po-
tencial aporte sobre modificaciones aterogénicas de las
particulas de LDL en circulacién y respuesta a trata-
micntos.
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