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. RESUMEN

La hipertension arterial y la hipercolesterolemia estan considerados entre los
factores de riesgo mas importantes de padecer enfermedades
cardiovasculares. Su importancia radica en su efecto acelerador de la
aterosclerosis, el que se potencia de forma exponencial cuando se presentan
en un mismo sujeto. Es asi, que el aumento en los niveles séricos de
colesterol incrementa de forma gradual y continua el riesgo vascular del
hipertenso, ademas de contribuir al desarrollo y mantenimiento de la

hipertension arterial.

El riesgo de aparicion de complicaciones cardiovasculares es gradual y
directamente proporcional tanto a los niveles de presidn arterial como a los de
colesterol total y/o colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad (LDL-
colesterol). Por el contrario esta relacion de riesgo es inversa al nivel de HDL-

colesterol.

La determinacién de Apo B-100 proporciona una herramienta clinica confiable
para identificar los pacientes con un riesgo aumentado de enfermedad
cardiovascular, los cuales no podrian ser identificados facilmente mediante las

determinaciones convencionales de niveles séricos de colesterol.

De acuerdo a las especificaciones del programa Americano de Educacion
del Colesterol (NCEP) la apolipoproteina B1oo es el mejor indice para estimar el
numero de particulas de colesterol en la circulacidn sanguinea; es por esta
razon que se considera de importancia la medicidon de la Apo B1oo al paciente
que cumple con los criterios de inclusion con el fin de profundizar en el

conocimiento y manejo del riesgo a enfermedad cardiovascular.

En este estudio se determinaron los valores séricos de colesterol LDL,
colesterol HDL por el método colorimétrico y Apo B1oo por inmunodifusién radial
en 50 pacientes hipertensos que constituyeron el grupo de casos y 50
pacientes normo tensos que constituyeron el grupo control. En ambos grupos
se excluyeron las personas que padecian diabetes mellitus tipo Il y/o con

habito de fumar.



En base al analisis de los resultados estadisticos (odds ratio) se determiné
que un 4.2% del total de la poblacion de casos tiene un riesgo elevado a
desarrollar algun tipo de enfermedad cardiovascular, esto debido a que poseen
niveles séricos de colesterol LDL y Apo B1o aumentados, ademas de

presentar hipertension y encontrarse entre las edades de 56-65 afios.

En el analisis de las graficas de Tuckey se demostro la relacion positiva
entre el colesterol LDL y el nivel sérico de Apo B1oo, por lo que se considera de
importancia implementar en el laboratorio clinico la determinacion de Apo B1oo
como un analisis de rutina que ayudara en la prevencion de pacientes que

presenten los factores de riesgo mencionados.



Il. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares siguen siendo la principal causa de
muerte en los paises occidentales. Sin embargo, se han realizado importantes
avances en su diagnostico y tratamiento. Segun estadisticas realizadas por el
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de Guatemala, el infarto al
miocardio es una de las primeras causas de mortalidad en adultos. El
porcentaje de incidencia de infartos al miocardio en 1,999 fue de 1.21 por
ciento y en el 2,001 de 3.04 por ciento, el cual ha ido en aumento en los ultimos

afos (1,2).

Actualmente se conoce que existen multiples factores de riesgo que
predisponen al desarrollo de enfermedad cardiovascular. Uno de los
principales es la hipertension arterial, por lo que se cataloga como “factor de
riesgo mayor”, debido a que acelera la progresion de la aterosclerosis, aumenta
la post-carga del ventriculo izquierdo, lo que incrementa el estrés parietal y el
consumo miocardico de oxigeno, ademas de que la hipertrofia ventricular
izquierda secundaria a la hipertension sostenida también condiciona un
incremento en el consumo de oxigeno, factor clave en el desarrollo de

cardiopatia isquémica (2).

El término factor de riesgo no implica causalidad, sino mas bien una serie de
circunstancias biologicas que identifican a las personas con riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares. Entre los factores de riesgo clasicos estan el
aumento del colesterol total (C-total) del colesterol unido a las lipoproteinas de
baja densidad (C-LDL), disminucion del colesterol unido a las lipoproteinas de
alta densidad (C-HDL), hipertension arterial, obesidad, sedentarismo, historia

familiar de aterosclerosis, aumento de edad y género masculino (2).

Todos estos factores, salvo los tres ultimos, son modificables, por lo que los
esfuerzos en salud publica deben estar dirigidos a modificarlos favorablemente.
Sin embargo, los cambios socioecondmicos que han existido en el mundo en
los ultimos afios (cambios en los patrones de alimentacion, estilo de vida, etc.)

hace que las enfermedades cardiovasculares se hayan generalizado en todos



los estratos sociales y en todos los paises, incluidos los menos desarrollados

(3).

Las apoproteinas que se relacionan directamente con el riesgo
cardiovascular son las ApoA1 y ApoA, principales proteinas de las HDL, y la

apoproteina B1oo principal proteina de las LDL (8).

Se demostré la importancia de la determinacion de la apoproteina B1oo, por
medio de la inmunodifusion radial en placa, como un marcador de riesgo
cardiovascular, ya que la misma se considera como una herramienta relevante
en establecer el riesgo mencionado, debido a que ésta puede proveer
informacion que no podria ser obtenida por los perfiles convencionales de

lipidos y lipoproteinas.



lll. ANTECEDENTES

A. Generalidades de las enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades coronarias del corazon, se caracterizan por un aporte
limitado de oxigeno al musculo cardiaco, presentando manifestaciones clinicas
que van desde la angina de pecho, hasta el infarto al miocardio, y la muerte
repentina; la principal causa es la aterosclerosis coronaria, causada por la

elevacion de lipidos (3).

Desde los afnos 40 y 50, estudios poblacionales, asi como las
comparaciones entre distintas culturas, proporcionan pruebas abundantes de
que estas enfermedades constituyen una causa importante de mortalidad en

grandes poblaciones (3).

En Estados Unidos de América en el afo 2,002 el 50 por ciento de las
muertes se atribuyen a complicaciones de aterosclerosis; tales como infarto al
miocardio y vasculopatia periférica. En Espafia en el afio 2001, el 24 por ciento
de las muertes se debe a enfermedad isquémica del corazon, y en Colombia en
el afno 2001 fue la segunda causa de morbilidad y mortalidad después de la

muerte violenta (3).

Este grupo de enfermedades es mas frecuente en hombres y existe una
marcada diferencia en los grupos mayores de 50 afios. Las manifestaciones
clinicas en la enfermedad coronaria aparecen en promedio 10 afos mas tarde
en las mujeres comparado con los hombres, esto se debe a que durante la
edad fértil, existe una proteccion natural que retarda el dafno arterial. Los
estrogenos, especialmente el estradiol, parecen ser los responsables de la
proteccion cardiovascular en las mujeres joévenes, de tal manera que en la
menopausia cuando disminuyen los niveles de estradiol aumenta el nivel de
estriona, convirtiéndose la estriona en el principal estrégeno, por lo tanto el

desarrollo de enfermedad coronaria es semejante al de los hombres (4).

Las personas con enfermedades cardiovasculares pueden no presentar

ningun sintoma, o pueden experimentar dificultad para respirar cuando hacen



ejercicio o cuando estan acostados, fatiga, aturdimiento, mareo,
desvanecimientos, depresidon, problemas de memoria, confusién, despertar
frecuente durante el suefo, dolores en el pecho, conciencia de los latidos
cardiacos, sensacidén de aleteo o de golpeteo en el pecho, hinchazén de los

tobillos o vientre grande (5).

Numerosos estudios clinicos y estadisticos han identificado los factores de
riesgo de enfermedad cardiovascular. Estos pueden ser agrupados en dos

categorias:

1. Factores de riesgo mayores no modificables

a) Herencia: Hijos de pacientes con enfermedad cardiovascular.

b) Sexo masculino: Los hombres tienen mayor riesgo de enfermedad
cardiovascular que las mujeres, y son afectados en edades mas tempranas.
Luego de la menopausia el riesgo de las mujeres aumenta, pero aun asi es
menor.

c) Edad: Cuatro de cinco pacientes que fallecen por enfermedad

cardiovascular son mayores de 65 afios (6).
2. Factores de riesgo mayores que pueden ser modificados

a) Cigarrillo / fumadores de tabaco: Los fumadores tienen el doble riesgo de
enfermedad cardiovascular con respecto a los no fumadores, ya que tienen de
2 a 4 veces mas riesgo de muerte subita que los no fumadores. Los que
sufren ataque cardiaco tienen mayor riesgo de muerte subita en la primera
hora luego del evento agudo que los no fumadores. Las evidencias parecen
indicar que la exposicion crénica a ambientes con humo de tabaco (fumadores
pasivos) aumentaria el riesgo de enfermedad cardiovascular.
b) Colesterol aumentado en sangre: El riesgo de enfermedad coronaria se
incrementa con el aumento de los niveles de colesterol. Cuando otros factores
como hipertension y tabaquismo estan presentes, el riesgo crece mas aun.
c) Hipertension: La hipertensién arterial incrementa el trabajo a que es
sometido el corazon. Aumenta el riesgo de accidente vascular encefalico,

ataque cardiaco, falla renal, etc. Cuando la hipertension se acompafa de


http://www.kroger.com/Es-Concern/Depression.htm

obesidad, tabaquismo, hipercolesterolemia o diabetes el riesgo aumenta
notoriamente.

d) Inactividad fisica: El sedentarismo es un factor de riesgo para la
enfermedad cardiovascular. La actividad aerdbica regular, juega un rol
significativo en la prevencion. Niveles moderados de actividad, son

beneficiosos a largo plazo si se realizan regularmente (6, 46).

B. Generalidades de la presion arterial (PA)

La presion arterial (PA) se define como la fuerza ejercida por la sangre
contra cualquier area de la pared arterial y se expresa a través de las diferentes

técnicas de medicion como PA sistdlica, PA diastolica y PA media. (7).

Con frecuencia se sefiala que la misma es controlada por el gasto cardiaco
y la resistencia periférica total ya que como se sabe ésta es igual al producto

de ambas.

En cierto sentido este planteamiento es correcto, sin embargo, ninguno de
ellos la controla de manera absoluta porque a su vez estos dependen de

muchos otros factores fisiolégicos como:

o Gasto cardiaco (GC)

Esta determinado por la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion,
estos a su vez estan en funcion del retorno venoso que depende de otros
factores como son la actividad constrictora o dilatadora de las venas, la

actividad del sistema renal, entre otros.

« Resistencia periférica total (RPT)

Dependera de la actividad constrictora o dilatadora de las arteriolas, del eje
renina angiotensina y de la propia magnitud del GC entre otros. En
consecuencia el GC y la RPT son operadores para el control de la PA; que se
deben a sistemas de mecanismos de regulacion mas complejos relacionados

entre si y tienen a su cargo funciones especificas (7).



2. Sistemas de control

Son multiples los mecanismos fisioldgicos conocidos que intervienen en el
control de la PA y que al mantener una estrecha interrelacion garantizan la

homeostasis del organismo. Estos sistemas de control son:

a) Mecanismos de accion rapida (minutos)

« Barorreceptores

Se estimula con PA de 60 a 180 mmHg y se encuentran localizados en las
paredes de las grandes arterias: aodrticas (cayado aortico) y carotideas (seno
carotideo) que son sensibles a cambios de presion, responden con mayor
eficacia a los aumentos bruscos de PA sin que se excluya su funcionamiento

en caidas de la misma (7).

El aumento de la PA inhibe el centro vasomotor bulbar y excita el vago, todo
esto conlleva a la vaso dilatacidon periférica, la disminucion de la frecuencia
cardiaca y la fuerza de contraccién con la consiguiente disminucion de la PA

por disminucion de la RPT y disminucion del GC (7).

Ponerse de pie hace que la PA en la cabeza y parte superior del cuerpo
disminuya y esto puede causar pérdida del conocimiento, se estimulan los
barorreceptores que desencadenan un reflejo inmediato que produce una
fuerte descarga simpatica a todo el organismo, aumentando la presién en la
cabeza y parte superior del cuerpo. Como el sistema barorreceptor se opone a
la disminucion o aumento de la PA, muchas veces recibe el nombre de sistema
amortiguador de la presion. El sistema barorreceptor tiene poca o ninguna
importancia en el mecanismo a largo plazo porque se adaptan en un periodo
de 1 a 2 dias (7).

o Quimiorreceptores

Son células quimiosensibles localizadas en cuerpos adrticos y carotideos
que tienen una adecuada irrigacion sanguinea y le permite detectar

modificaciones en la concentracion de oxigeno, dioxido de carbono e



hidroégeno, o sea, disminucién de la concentracion de oxigeno y el aumento de
las concentraciones de diéxido de carbono e hidrogeno debido al descenso de
la PA (7).

Las senales transmitidas desde los quimiorreceptores al centro vasomotor lo
estimulan y aumenta la actividad simpatica conjuntamente con el aumento del
GC, laRPT y la PA.

Este reflejo contribuye a normalizar la PA cuando la PA media se encuentra

por debajo de 80 mmHg (7).

« Receptores de baja presion

Reflejos auriculares y de las arterias pulmonares: Tanto las auriculas como
las arterias pulmonares tienen receptores de estiramiento llamados receptores
de baja presion. Estos detectan cambios de presion por aumento de volumen
en las zonas de baja presion, desencadenando reflejos paralelos a los

barorreceptores (7).
e« Respuesta isquémica del sistema nervioso central

Normalmente la mayor parte del control nervioso de la PA se lleva a cabo
por reflejos que se originan en los barorreceptores, quimiorreceptores y

receptores de baja presion.

Sin embargo, cuando el flujo sanguineo en el centro vasomotor disminuye lo
bastante para causar carencia nutricional, es decir, para producir isquemia
cerebral estas neuronas se estimulan provocando vasoconstriccion intensa y la
PA sistémica aumenta rapidamente. Esta se estimula con cifras de presion
menores de 60 mmHg; su mayor grado de estimulacién es con PA de 15 a 20

mmHg.

La respuesta isquémica es un control de urgencia de la PA. Se denomina en
ocasiones mecanismo de control de la presion para "resistir hasta el ultimo

minuto" (7).
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e Participacion de los nervios y musculos esqueléticos

Estimulacién del sistema vasoconstrictor simpatico, vasomotor y otras zonas
de la sustancia reticular del tallo cerebral transmiten impulsos por los nervios
esqueléticos a todos los musculos del cuerpo, fundamentalmente a los
musculos de la prensa abdominal produciéndole un aumento del tono muscular
que conlleva la compresion de los reservorios venosos del abdomen que

desplazan la sangre al corazén con aumento del GC y de la PA (7).
« Ondas respiratorias

Con cada ciclo respiratorio la PA aumenta y disminuye unos 4 a 6 mmHg de
forma ondulatoria lo que origina las llamadas ondas respiratorias de la PA. Son

el resultado de diferentes efectos, algunos de ellos de naturaleza refleja (7).

El resultado neto durante la respiracion normal suele ser: Aumento de la PA
durante la parte inicial de la espiracion y disminucion a la mitad del ciclo

respiratorio (7).

b) Mecanismos de regulacién intermedia (minutos)

Existen mecanismos que tienen un tiempo para actuar hasta de 30 minutos

y se les denomina de accion intermedia, como son:

« Vasoconstriccion por el sistema renina angiotensina

En 1,898 Bergman y colaboradores encontraron que el extracto de riiidn
contenia renina, luego en 1,934 Goldblatt y colaboradores demostraron que al
contraer la arteria renal se producia hipertension arterial por liberacion de
renina, en 1,950 se reconocieron dos tipos de angiotensina | y |l. Angiotensina |
(decapéptido) y Il (octopéptido) formada a partir de la angiotensina | por accion

de la enzima convertidora (ECA), y ésta es la forma activa.

Posteriormente se descubre la angiotensina Ill que es un fuerte

vasoconstrictor activo y estimula la médula suprarrenal, liberando aldosterona.
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El sistema renina-angiotensina (SRA) es un elemento importante de los
mecanismos interrelacionados que regulan la hemodinamica y el equilibrio de

agua y electrolitos.

Los factores que activan el sistema son: la disminucién del volumen
sanguineo (VS), la presion de perfusion renal o de concentracion de sodio en
plasma. Los que inhiben el sistema son los factores que aumentan estos

parametros (7).

El factor limitante en la formacion de angiotensina Il es la produccién de
renina. Esto es debido a que la renina activa el sistema renina-angiotensina-
aldosterona al anclar la molécula de angiotensindbgeno (producida por el
higado); produciendo angiotensina |. Esta ultima es convertida en angiotensina
Il por la enzima convertidora de angiotensina (ECA), producida en ciertos
capilares pulmonares; la cual finalmente contrae los capilares sanguineos
(mediante la estimulacion de los receptores beta adrenérgicos) e incrementa la

concentracion de aldosterona (producida por las glandulas suprarrenales).

La renina es sintetizada, almacenada y secretada en la circulacion arterial
renal por las células yuxtaglomerulares que se encuentran en las paredes de la
arteriola aferente a su entrada en el glomérulo. Esta y otros componentes de

este sistema también se encuentran en el SNC.

La liberacidn de noradrenalina a partir de las terminaciones nerviosas
simpaticas postganglionares en respuesta a cualquier estimulo doloroso. Las
prostaglandinas, en particular PGl 2 (7,41). El aumento de la liberacién de

renina causa un aumento en la post carga cardiaca.
o Vasoconstrictor noradrenalina-adrenalina

Al disminuir la PA se estimula el sistema nervioso simpatico, éste estimula
la secrecion de noradrenalina y adrenalina de la médula suprarrenal, las cuales
tienen mayor vida media y pasan al torrente circulatorio provocando en él los

mismos efectos de la estimulacion simpatica directa.


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Sistema_Renina-Angiotensina-Aldosterona&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Sistema_Renina-Angiotensina-Aldosterona&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Angiotensin%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%ADgado
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Angiotensina_I&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Angiotensina_II
http://es.wikipedia.org/wiki/Angiotensina_II
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=ECA&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Capilar
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Este mecanismo tiene la importancia de que ambas hormonas pueden llegar
por la circulacion a diferentes vasos muy pequefios que carecen de inervacion
simpatica, como las metarteriolas y provocan su efecto vasoconstrictor con

aumento de la RPT que produce aumento de la PA (7).
o Vasoconstrictor vasopresina

En la actualidad se piensa que este mecanismo puede compensar el breve
periodo de latencia del mecanismo barorreceptor ya que en ausencia de éste,
el efecto vasoconstrictor de esta hormona es tan potente que puede
incrementar las cifras de la presion media entre 30-35 mm de Hg por lo que su

efecto aumenta la RPT.

La vasopresina no solo tiene este efecto sino que ademas tiene una accién
directa sobre los rifiones para disminuir la excrecion de agua por lo que recibe

el nombre de hormona antidiurética (ADH) (7).
c) Mecanismos a largo plazo (horas y dias):

El sistema fundamental para el control de la PA a largo plazo lo es el
mecanismo renal de los liquidos corporales. Este mecanismo tiene un
elemento central o propio que es la diuresis o natriuresis por presién. Sin
embargo se han anadido a este sistema basico multiples y refinados

mecanismos que lo hacen mas eficaz y preciso (7).

C. Hipertensién arterial (HTA)

Se acepta como HTA a la elevacion cronica de una o de las dos presiones
arteriales sistdlicas o diastélicas (OMS). Se trata de un trastorno muy frecuente,
a menudo asintomatico, caracterizado por la elevacién mantenida de la presién
arterial por encima de 140/90 mm de Hg. Carece de causa identificable, si bien
el riesgo de padecerla aumenta con la hipercolesterolemia, la obesidad, entre
otros (8).

1. Clasificacion

La HTA se puede clasificar de tres maneras distintas:
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a) Por el nivel de la lectura de la PA

Como se puede observar en las tablas 1 y 2 se presentan los rangos de PA

(Presion arterial) sistélica y diastélica para clasificar el estadio de la misma.

Tabla 1. Nivel de lectura de la presion arteria diastolica
Presion arterial (mmHg) Categoria
<85 PA normal
85-89 PA normal alta
90-99 HTA ligera (estadio I)
100-109 HTA moderada (estadio Il)
>110 HTA severa (estadio Ill)

FUENTE: sociedad Argentina de Hipertension Arterial, 2,004, Disponible en http// www.saha.org.ar/ - 2k —,

Consultado en Mayo del 2,005

Tabla 2. Nivel de lectura de la presion arteria sistélica
Presion arterial (mmHq) Categoria
<130 PA normal
130-139 PA normal alta
140-159 HTA ligera (estadio )
160-179 HTA moderada (estadio Il)
180 HTA severa (estadio Ill)

FUENTE: Sociedad Argentina de Hipertension Arterial, 2,004, Disponible en http// www.saha.org.ar/ -
2k —, Consultado en Mayo del 2,005

b) Por la importancia de las lesiones organicas:
i. Fase I: No se aprecian signos objetivos de alteracidon organica.

ii. Fase Il: Aparecen por lo menos uno de los siguientes signos de

afeccién organica.
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La hipertrofia ventricular izquierda (HVI) es detectada por rayos X,
electrocardiograma (EKG) y eco cardiografia, estrechez focal y generalizada de
las arterias retinianas, proteinuria y ligero aumento de la concentracion de

creatinina en el plasma o uno de ellos (8).

iii. Fase lll: Aparecen sintomas y signos de lesion de algunos érganos a

causa de la HT en particular, tales como:

e Corazédn: Insuficiencia ventricular izquierda (IVI).

e Encéfalo: Hemorragia cerebral, cerebelar o del tallo encefalico:
Encefalopatia hipertensiva.

e Fondo de ojo: Hemorragia y exudados retineanos con o sin
edema papilar. Estos son signos patognomonicos de la fase

maligna (acelerada) (8).

c) Por la etiologia

i. Primaria

La HTA primaria, idiopatica o esencial, se dice que aproximadamente del 90
al 95 por ciento de todas las personas que presentan HTA tienen HTA primaria.

Este término significa simplemente que no se conoce causa organica evidente.

Recientemente la OMS esta considerando que se han acumulado suficientes
conocimientos sobre las causas de la HT, lo cual justificaria abandonar el

término de esencial y utilizar mejor el de primaria.

La etiopatogenia no se conoce aun pero los distintos estudios indican que
los factores genéticos y ambientales juegan un papel importante en el

desarrollo de la HTA primaria.

La obesidad y el habito de fumar se plantean por la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) que pueden intervenir para explicar entre el
10 y el 15 por ciento de las variaciones de este fendmeno en la poblacién

general (9).
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ii. Secundaria

Es la hipertension de causa conocida, aproximadamente se encuentra entre
el 5y el 10 por ciento. Es importante diagnosticarla porque en algunos casos

pueden curarse con cirugia o con tratamiento médico especifico.

Estos pueden ser por carga de volumen con aumento del liquido
extracelular (LEC), por vasoconstriccion que da un aumento de la RPT, por

combinacion de sobrecarga de volumen y vasoconstriccion (10).

2. Efectos de la HTA en el cuerpo

La HTA puede ser lesiva por efectos primarios:

a) Aumento de trabajo del corazén

Hipertrofia con aumento del peso de dos a tres veces, aumenta el riesgo
coronario paralelo al aumento del tejido muscular. Por lo tanto se desarrolla
isquemia del ventriculo izquierdo, a medida que aumenta la HTA, esta puede
ser suficientemente peligrosa para que la persona sufra angina de pecho. La
presion muy elevada en las arterias coronarias desarrolla ateroesclerosis

coronaria de manera que pueden morir por oclusion coronaria (11).

d) Lesidén de las propias arterias por la presiéon excesiva

La presion elevada de las arterias no solo origina esclerosis coronaria, sino
también esclerosis de los vasos sanguineos. EIl proceso arteriosclerotico hace
que se desarrollen coagulos de sangre en los vasos y también que estos se
debiliten. De esta forma los vasos sufren trombosis, 0 se rompen y sangran

gravemente (11).

En estos casos pueden producirse graves lesiones en todos los 6rganos de
la economia. Los dos tipos de lesiones mas importantes que ocurren en la
hipertension son los siguientes: Hemorragia cerebral, o sea hemorragia de un
vaso del cerebro, que destruye zonas locales de tejido encefalico y hemorragia

de vasos renales dentro del 6rgano, que destruye grandes zonas de rifiones y
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por tanto origina trastornos progresivos de los mismos aumentando mas

todavia la hipertension (11).
D. Lipidos y lipoproteinas

Los lipidos son sustancias organicas, que desempefian en el organismo
funciones muy diversas. Existen distintos tipos de lipidos, pero todos poseen
estructuras no polares hidrocarbonadas que los hacen insolubles en el agua,
por lo que requieren de un medio de transporte proteico. Aunque existen
diferentes proteinas especificas para el transporte de ciertos lipidos como es el
caso de la transcortina, son las proteinas las micro emulsiones responsables
de la movilizacion de la inmensa mayoria de ellos a través del torrente

circulatorio (10, 12).

La movilizaciéon se realiza desde la absorcion en el intestino delgado de los
lipidos, hasta los érganos de depdsito (tejido adiposo, tejido muscular, corteza
suprarrenal, etc.) y desde el 6rgano de sintesis, el higado, hasta los 6rganos
periféricos donde seran utilizados (musculo cardiaco, musculo esquelético,

tejido adiposo, etc.) (12).

1. Metabolismo de los lipidos

Los lipidos son clasificados como enddgenos y exdgenos, los primeros son
aquellos que son producidos por el organismo y los exdgenos son aquellos que

se consumen con una dieta balanceada (12).

a) Lipidos exdégenos

Son los lipidos que son consumidos en la dieta. Estos son incorporados al
cuerpo en tres fases: digestion, absorcion y transporte. La fase de digestion se
lleva a cabo en el lumen del intestino, en él las sales biliares separan las
grandes masas de lipidos y las enzimas los hidrolizan hasta acidos grasos
libres. Durante la fase de absorcién, las particulas de lipidos digeridos

penetran en las células de la mucosa intestinal y posteriormente el sistema
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linfatico y circulatorio. En esta etapa, la naturaleza del mecanismo de
transporte de lipidos depende del tipo de molécula que se transporta. Los
acidos grasos de cadena corta e intermedia se unen a la albumina y se
transportan en la circulacion portal, mientras que los acidos grasos de cadena
larga se empacan en quilomicrones en las células de la mucosa y son liberados
al conducto toracico del sistema linfatico para después penetrar al sistema

circulatorio (12).

b) Lipidos endégenos

El organismo produce la mayor parte del colesterol en forma enddgena. Las
fuentes dietéticas aportan tan sélo de 150 a 300mg diarios mientras que el

higado sintetiza 1.5 gramos al dia (13).

El exceso de carbohidratos y proteinas de la dieta se utiliza para producir
moléculas de acetato, que posteriormente sirven para producir colesterol y
acidos grasos. Los lipidos enddgenos que genera el higado son transportados
posteriormente en forma de lipoproteinas para su uso en todo el cuerpo
(13,14).

2. Apolipoproteinas

Las apolipoproteinas (Apo) son componentes estructurales de las
lipoproteinas plasmaticas, que juegan un papel importante en la regulacion del
metabolismo. De las nueve apolipoproteinas que se conocen, todas difieren en
su contenido de aminoacidos y su peso molecular; su concentracion plasmatica

en individuos sanos se encuentra en el rango de 0.03 a 0.15 g/L (13).

Las apolipoproteinas poseen una conformacion molecular tipica conocida
como "alfa hélice anfipatica", en la que su porcion hidrofobica integra un alto
contenido de aminoacidos no polares y su porcion hidrofilica integra los
residuos polares de los aminoacidos que son abundantes. Cada estructura es

esencial para la integridad de la lipoproteina, para que sea capaz de
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interaccionar con los lipidos en la porcidon hidrofébica de las moléculas de

lipoproteinas e interaccionar simultaneamente con el ambiente acuoso (13).

En sintesis se trata de la fraccion que queda de los complejos lipoproteicos
tras eliminar los lipidos. Siguiendo la nomenclatura propuesta por Aulapovic et
al, se les designa por las letras A, B, C, etc. Subclasificadas a su vez en

diferentes subtipos (14).

Sus funciones principales incluyen:

a) Mantenimiento de la estructura de la lipoproteina
Con fijacion de los lipidos gracias a la interaccion que presentan con los
fosfolipidos, formando complejos estables que son capaces de solubilizar y

transportar a los triglicéridos y a los ésteres de colesterol (12).

Esta funcion la realizan principalmente las apoproteinas del grupo B (Apo
B1ooy Apo Ba4g). Ademas, al aumentar la densidad de la lipoproteina, disminuye
su flotabilidad (14,15).

b) Regulacion de la actividad de los enzimas claves
Que intervienen en el metabolismo de las proteinas dentro del torrente
circulatorio, asi la Apo A-l1 y la Apo C-l se requieren especificamente para

activar el enzima lipoproteinlipasa (14).

c) Reconocimiento de superficie
Que se une a las lipoproteinas con determinados receptores especificos de

la superficie celular (14).

Cabria afadir que su presencia aumenta la densidad de la estructura
micelar y con ello disminuye su indice de flotabilidad, haciendo que las
lipoproteinas presenten una densidad similar a la del suero, en el que se
desenvuelven y con ello, ni decanten ni floten. Excepto las apoproteinas del
grupo B que no pueden pasar de un tipo de lipoproteinas a otro, debido a su

alto peso molecular, el resto se encuentran en distintas proporciones en las
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diferentes lipoproteinas, contribuyendo a dirigir su metabolismo en el

organismo (14, 15).

d) Apolipoproteina del grupo B

Conforma el grupo de mayor peso molecular, que se encuentra constituido

por dos isoformas: La Apo B4sy Apo B1oo (16).

Se trata de un componente de proteina estructural imprescindible con gran
peso molecular, presente en los quilomicrones, lipoproteinas VLDL y LDL,

desempena un papel central en el transporte de los lipidos a través del cuerpo.

Ademas de sus funciones normales de transporte, las Apo B son el

marcador mas importante de aterosclerosis en seres humanos (16).

Los altos niveles séricos de Apo B es un factor causal establecido, para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Por lo tanto, es importante
entender completamente la relacion de la funcion y estructura de las

apolipoproteinas del grupo B (16).

La apolipoproteina B1oo contiene 4536 residuos de aminoacidos y esta
integrada por 3 partes anfipaticas alfa-helicoidales que se alternan con 2 partes
beta-helicoidales. Su peso molecular es de 549.000 daltons y corresponde al
98% de LDL; por lo que a medida que su nivel sérico aumenta, igualmente

aumenta el riesgo cardiovascular (14, 16).

Debido a una modificacién transcripcional del mMRNA de la Apo B1oo, existe
también en una forma truncada que contiene un NH2 terminal, llamada Apo
Bas. En los seres humanos la Apo Bas es convertida en el codon 2152 de CAA,
a un codon stop UAA, la cual es producida solamente por el intestino. Es decir
que la apolipoproteina Bss esta sintetizada a partir del mismo gen que la
apolipoproteina B1oo, pero editada del RNA mensajero con un codon de stop
(14).
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La Apo B1oo juega un papel importante como molécula ligando, para LDL y
su receptor. También participa en la regulacién de los niveles de colesterol a

nivel sanguineo. Su catabolismo es principalmente hepatico (16).

Las concentraciones plasmaticas de Apo B1oo se encuentran en el rango de
0.8 - 1.0 g/L en individuos normolipémicos. Su concentracion es directamente

correlacional con los valores de colesterol total y colesterol LDL.

Ademas tiene una afinidad por los receptores de LDL localizados en las
superficies de las células en los tejidos periféricos e interviene en la deposicidon

celular del colesterol (15, 17).

Unicamente hay una sola molécula de apolipoproteina B (sea B1oo 0 Bas) por
particula lipoproteica: rodea toda la particula, y su region hidrofébica “se
sumerge” en el corazon hidrofdbico, anclandola. Actua como un ligando de

receptor (14).

La Apo B1oo juega un papel importante en la determinaciéon de riesgo
cardiovascular debido a que la oxidacion de la misma por productos de la
peroxidacion lipidica hace que ésta sea reconocida por la LDL, y sea captada
por los macrofagos, lo que conduce a la formacion de placas ateroescleroéticas
(15).

Segun estudios realizados los niveles séricos de Apo Bi1oo aumenta en el
sexo masculino entre las edades de 18 a 59 afos, y tiende a decrecer en

grupos de mayor edad, es decir mayor de 59 afos (14,16).

En el caso del sexo femenino los niveles séricos de la Apo B1oo incrementan
continuamente con la edad. El sexo masculino presenta una concentracion
sérica de Apo B1oo mayor que las mujeres entre las edades de 20-49 afios,

situacidon que es inversa en grupos de mayor edad (16).

Los niveles séricos de Apo B1oo no se ven afectados por el peso corporal de

los pacientes. Esta ha sido positivamente asociada al consumo de carne y
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negativamente al consumo de pan, en hombres se asocia positivamente con el

habito del cigarrillo y la cerveza (14).

En la tabla 3 se presentan los valores deseables de Apo B1oo segun grupo

de edad y sexo.

Tabla 3. Valores absolutos deseables de Apo B1oo: segun edad y sexo:

Grupos de de edad  Sexo Femenino (mg/dL) Sexo Masculino (mg/dL)
20-29 afios 71 75
30-39 afios 76 88
40-49 anos 88 98
50-59 afios 101 100

Fuente: DURRINGTON PN.HUNT ISHOLA M. et. al: Serum apolipoproteins A 1 y B and lipoproteins in middle

aged men with and without previous myocardial infarction. Br Heart J 1999; 56:206 -212.

1. Generalidades y clasificacion de las lipoproteinas

La mayoria de las lipoproteinas tienen forma de micro esferas en las que
clasicamente se han definido dos zonas, la corteza formada por compuestos
de naturaleza anfipatica y un nucleo hidrofobo. En la corteza se encuentran
los fosfolipidos (con su cabeza hidrofila hacia el exterior y sus colas hidréfobas
hacia el interior), las moléculas de colesterol libre, sin esterificar y las
apoproteinas o apolipoproteinas (con sus porciones hidréfobas ancladas en el
nucleo y mostrando su porcion globular hacia el exterior de la micro particula).
En el ambiente hidrofébico del nucleo viajan las moléculas hidréfobas como

triglicéridos y colesterol esterificado (18).

Toda la estructura se mantiene gracias a las interacciones de naturaleza
hidrofdbica que se originan por el hecho de estar viajando todas ellas en un
medio acuoso como es el plasma. Las diferentes lipoproteinas se han
clasificado conforme a su disposicion en un medio de densidad creciente entre
1.210 y 1.006 KBr y tras ser sometidas a ultracentrifugacion de 144,000 veces

la gravedad durante 24 horas en (19):



22

e Quilomicrén (Qm): Con densidad inferior a 0.96 g/mL. Son las de
mayor tamafo y menor densidad. Transportan los lipidos de la dieta
(principalmente triglicéridos) desde el intestino al resto del organismo
(19).

e VLDL (Very Low Density Lipoprotein, Lipoproteinas de muy baja
densidad): Con densidades en el rango de 0.96-1.003 g/mL.
Lipoproteinas de muy baja densidad, compuestas en un 50 por ciento,
por triglicéridos. Transportan los lipidos sintetizados en el higado a

otras partes del cuerpo (19).

« LDL (Low Density Lipoprotein, Liporoteinas de baja densidad) :
Con densidades en el rango de 1.006-1.063 g/mL. Lipoproteinas de
baja densidad cuyo principal componente es el colesterol (50 por
ciento). Circulan por todo el organismo transportando colesterol,

triglicéridos y fosfolipidos y dejandolo disponible para las células (19).

« HDL (High Density Lipoprotein, Lipoproteinas de alta densidad):
Con densidades en el rango de 1.063-1.021 g/mL. Transportan el

colesterol desde las células al higado para ser eliminado (19).

Grafica 1: Composicion de las lipoproteinas
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FUENTE: Packard, C. LDL Sub fractions and atherogenicity: an hypothesis from the university of Glasgow.
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Ademas, existen algunas familias minoritarias, que se encuentran en
situaciones fisiologicas como la obesidad por lo que normalmente no son
detectables, y que pueden adquirir importancia en ciertas condiciones

patoldgicas, entre las que se encuentra la diabetes mellitus (19).

o IDL (Intermediate Density Lipoprotein, Lipoproteina de densidad

intermedia)

Con densidades en el rango 1.006-1.019 g/mL. Su deteccion esta asociada
con aterosclerosis precoz. Estas contienen cantidades iguales de colesterol,

triglicéridos, Apo B1ooy E (19).

o Lipoproteina A, Lp(a)

Con una densidad de 1,055-1,085 g/mL. Es un complejo macromolecular
que presenta en su estructura, elementos propios de las lipoproteinas con otros

pertenecientes al sistema de la coagulaciéon sanguinea.

Su composicibn es muy similar a la LDL, sus niveles plasmaticos

correlacionan con la enfermedad arterial coronaria y cerebro vascular (19).

2. Formacion de IDL y LDL a partir de VLDL

Las Apo C-Il activan LPL (lipoprotein lipasa) enzima que cataliza la hidrélisis
de los triglicéridos, con lo que las VLDL se transforman en primer lugar en IDL

y ocasionalmente en LDL sin llegar a quedar en el plasma (20).

Estas particulas poseen una menor cantidad de triglicéridos en su nucleo
pero mantienen los ésteres de colesterol y el colesterol no esterificado de su
superficie. Con ello se mantiene la Apo Bioo mientras que aumentan
‘relativamente” los ésteres de colesterol, el colesterol no esterificado y los
fosfolipidos hasta llegar a las proporciones propias de las particulas que

denominamos LDL .

La insulina facilita la hidrdlisis de los triglicéridos ya que activa la migracion
de la LPL desde los adipositos hasta los proteoglicanos del endotelio vascular
(19-21).
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« Catabolismo de las IDL y de las LDL

Una vez degradada parcialmente en la periferia la VLDL, no va a ser
captada tan eficientemente por el higado y solo sera procesada parcialmente
por la LPL del hepatocito que la transformara en LDL y regresara como tal al
plasma (19). Las particulas de LDL estan conformadas por una molécula de
Apo B1oo que ha cambiado de conformacion con respecto a la que se
encontraba presente en la VLDL, por fosfolipidos junto con colesterol no
esterificado en su superficie. Su core hidrofébico contiene basicamente ésteres
de colesterol. No olvidemos que la estructura tridimensional de la proteina esta
determinada por el medio en el que se encuentra inmersa y éste, al poseer un
volumen menor y una diferente composicion cualitativa se ha modificado
(19,21).

La finalidad de las LDL parece no ser otra que la de ser degradadas, puesto
que todas las células del organismo pueden sintetizar su propio colesterol y
tanto los quilomicrones como las VLDL o las HDL lo pueden intercambiar con
sus membranas, de hecho, en los nifios recién nacidos, cuando las
necesidades de produccion celular son las mas elevadas, solo circulan de 0.5 a
1.0 mmol/L de colesterol en forma de LDL mientras que las cifras que se
encuentran en adultos occidentales se mantienen en intervalos de 3 a 5 mmol/L
(22,23).

El interés por su estudio se debe al indudable papel que supone en la
patologia ateroscler6tica, cuando sus concentraciones plasmaticas estan

elevadas y no tanto al papel fisioldgico que pudiera representar (22).

Las particulas de LDL, como ocurre con las de IDL son captadas por
receptores proteicos especificos Apo B1oo y E o receptor de la LDL que se

encuentran en depresiones que presentan acumulaciones de clatrina.

Como dichas depresiones se encuentran continuamente formando
vesiculas, cualquier molécula de LDL unida a sus receptores sera internalizada
(21).
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Una vez formada la vesicula se acidifica su medio interno, con los que la
especificidad LDL- receptor disminuye y con ello, el receptor libera la particula
(21).

Este proceso se continua con la digestidén celular de las LDL, el reciclaje de
los receptores y la correspondiente obtencidn de los aminoacidos procedentes
de la Apo B1oo pero, sobre todo, da origen a importantes cantidades de

colesterol que estan a disposicion de la célula (21).

Cuando estas cantidades son excesivas para las necesidades particulares
de dicha célula, ésta responde deteniendo su sintesis endoégena tanto la de
colesterol como la de los receptores, con lo que se mantienen los niveles
homeostaticos de la célula pero a cambio, los niveles plasmaticos aumentaran
(22).

El principal érgano responsable, pero no el unico, de la degradacion de las
LDL es el higado y que procesa del 50 al 60% del colesterol que se encuentra

en el plasma en forma de LDL (22).

Lo emplea en la sintesis de sales biliares secretando su exceso, en

condiciones fisioldgicas, por la bilis, donde sufrira circulacién entero hepatica.

Le siguen las glandulas suprarrenales y las génadas que lo utilizan como

sustrato en la sintesis de las respectivas hormonas esteroideas (24,25).
E. Aterosclerosis

La asociacion entre anormalidades del metabolismo de lipidos y la
incidencia de enfermedades cardiovasculares es de todos bien conocida en
base a los numerosos estudios epidemioldgicos que se han documentado en
relacion del papel aterogénico que tiene LDL, asi como también la accién

protectora o anti-aterogénica del HDL (26).

La aterosclerosis es la lesion de la pared arterial debida a la formacion de

placas de ateroma en sus paredes, que se pueden revertir, no solo en su fase
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inicial, sino también, aunque mas lentamente, en ciertas formas avanzadas
(26).

En su progresion se producen tres procesos celulares fundamentales:

1. Una entrada de monocitos/macrofagos con proliferacion de macréfagos,
células de musculo liso y quizas de linfocitos.

2. La formacién de una matriz de tejido conjuntivo fibroso debido a la
acumulacion de las células de musculo liso.

3. Un almacenamiento de lipidos intra y extracelular, especialmente como
colesterol libre y esterificado en los macrofagos y en las células

musculares (27,42).

Para que el proceso comience, se exige el paso de la lipoproteina al espacio

sub-endotelial cruzando el endotelio vascular (27).

Estudios experimentales in vitro realizados en diversos paises de Europa
han demostrado que la LDL del plasma no es capaz de inducir la formacién de
la placa de ateroma. Se precisa de transformaciones quimicas como su
oxidacion y glucacién que originen un cambio en su conformacién que conlleve

a un diferente comportamiento metabdlico (27).

Las LDL asi transformadas pasan a ser internalizadas por los macrofagos
derivados de los monocitos, y por las células de la musculatura lisa dando

lugar, ambas estirpes celulares a las células espumosas (28, 29).

Este fendbmeno no se produce con la LDL normal que sigue la ruta del
receptor Apo B1oo porque cuando la concentracion en el exterior de las células
es muy alta, éstas se protegen inhibiendo la sintesis del receptor, con lo que no
penetran las particulas al citoplasma. Cuando se sobrepasa la capacidad de
utilizacion de colesterol por parte de estas células, el colesterol libre, al exceder
ciertas concentraciones se hace citotdxico y el macréfago se defiende de esta
situacién acumulandolo en vacuolas, lo que lo transforma en el tipo de células
que denominamos células espumosas debido al aspecto que adquieren al
presentar dicha vacuolizacién. Este mecanismo defensivo tiene su limite. Una

vez sobrepasado se produce su lisis con el correspondiente vertido del
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colesterol al exterior lo que se piensa que da origen de los centros necroticos

que se observan en las placas (30, 31).
1. Hiperlipemias, hiperlipoproteinemias y dislipemias

o La hiperlipemia (HLP) es la elevacion plasmatica de las concentraciones
de colesterol y triglicéridos 0 ambos.

e Las hiperlipoproteinemias son trastornos del transporte de los lipidos
que se producen debido a una anormalidad en la sintesis o0 en la
degradacion de las lipoproteinas plasmaticas.

« Como dislipemia se denomina a aquellas alteraciones de los lipidos
plasmaticos que suponen una elevacion del colesterol total y del
transportado por las lipoproteinas de baja densidad (c-LDL), con
aumento de la trigliceridemia y el descenso del colesterol ligado a las
lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) (30).

Uno de los problemas que surgen cuando se plantea el tratamiento de esta
patologia es la determinacion de las concentraciones que se deben considerar

fisiologicas (28).

El criterio estadistico tiene escasa importancia en la busqueda de la
prevencion de las enfermedades de origen arterioscleroético puesto que, el valor
mas frecuente, no es sinénimo de saludable y los objetivos no seran los
mismos en un sujeto con antecedentes de patologia aterosclerética que si
estos no existen o si coexisten otros factores de riesgo, que cuando éstos

estan ausentes (30).

Con el objetivo terapéutico se establece una concentracion de colesterol
LDL menor de 130 mg/dL para la prevencién primaria de los pacientes de alto

riesgo (32).

En la prevencion secundaria, el objetivo terapéutico sera a una

concentracion de LDL menor que 100 mg/dL (32).
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2. Programa Nacional de Educacién sobre el Colesterol (NCEP)

En 1,985 nace en los Estados Unidos el Programa Nacional de Educacion
sobre el Colesterol, al aumentar el indice de mortalidad por infarto agudo al
miocardio. El fin de dicho programa es incrementar el conocimiento de la
poblacion de la relacion entre altos niveles de colesterol en sangre y el riesgo

de desarrollar enfermedades coronarias (33).

El programa esta conformado por profesionales de la salud en los que se
incluyen: Expertos en la deteccion, evaluacion y tratamiento de niveles
elevados de colesterol en sangre tanto en adultos como en nifios, laboratorios
estandarizados para la medicién y reporte de las evaluaciones de medicién del
colesterol y un grupo de investigadores que trabajan en la medicion de las
lipoproteinas elaborando las recomendaciones y guias para mejorar la
deteccion del LDL y HDL (33).

Actualmente este programa contiene la informacion mas reciente sobre lo
relacionado al colesterol en sangre, por lo que la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) sugiere que todas las recomendaciones y guias que el NCEP
propone deben ser tomadas como estrategias en los distintos programas de
salud a nivel mundial, a continuacion se presentan los niveles deseables de
colesterol en la sangre. La tabla 4 presenta los valores deseables de

colesterol en sangre segun las guias del NCEP. (33).

Tabla 4. Niveles deseables de colesterol en la sangre
Variable Nivel
Colesterol total < 200 mg/dL
Triglicéridos < 200 mg/dL
Colesterol-LDL <150 mg/dL
Colesterol-HDL > 35 mg/dL

FUENTE: MedicinaTV.com: Factores de riesgo asociados a la enfermedad cardiovascular, 1,999,

Disponible en http//salud.medicinatv.com/webcast/muestra.asp?id_wc=725 - 24k — Consultado en Mayo del 2,005

En el anexo 3 se presentan algunas recomendaciones para hipertensos con

niveles séricos de colesterol total elevado (11).



29

F. Métodos de determinacion

La determinacién de la masa de las lipoproteinas, a la que contribuyen tanto
las proteinas como los lipidos que la componen, requieren de técnicas
sofisticadas como la ultracentrifugacién, que se basa en la separacién de las
particulas con respecto a su diferencia de densidad, la que puede realizarse
en suero o plasma. La primera fraccion que flota son los triglicéridos,
quilomicrones y VLDL y la segunda es el LDL, HDL y IDL. La adicion de sales
como KBr y la ultracentrifugacion hace que floten las LDL. Debido a que esta
técnica es tediosa ya que se realiza en varios pasos y demanda mucho tiempo

es casi imposible de emplear en las determinaciones analiticas de rutina (34).

Actualmente, se requiere cada vez mas las determinaciones de Apo B1oo
como complemento para identificar mejor a los sujetos que tienen elevado el

riesgo a padecer una patologia cardiovascular (35,36).

Algunos autores recomiendan que en sujetos con predisposicion a
patologias asociadas al metabolismo de lipidos, que pueden llegar a presentar
variaciones fisiolégicas en la concentracion del colesterol hasta de un 6.5%, se
realicen diferentes determinaciones tomadas a lo largo de varias semanas, con
el fin de encontrar la concentracién habitual en el sujeto que es objeto de
estudio y no una unica determinacion que puede dar valores normales en este

tipo de pacientes (37).

1. Colesterol total

El método mas empleado para su determinacién es el colorimétrico
enzimatico. Se emplea una serie de reacciones acopladas que partiendo del
éster del colesterol del suero, lo transforman en colesterol libre (si se suprime
este paso se obtienen los valores de colesterol no esterificado) y éste junto con
el no esterificado presente en la muestra, por accion de la enzima colesterol
oxidasa y en presencia de oxigeno de la atmdsfera, da lugar a un derivado del

colesterol (Colest-4-en-3-ona) y una molécula de H202 (38).
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Esta molécula de H202 junto con el fenol y 4-aminoantipirina y en presencia
de una peroxidasa forma un compuesto coloreado quinoneimina que absorbe la

luz a 540 nm.

La concentracion de la quinoneimina es proporcional a la que existe de
colesterol lo que hace que la intensidad del color sea proporcional a su
concentracion (38).

La presencia en la muestra de concentraciones significativas de compuestos
reductores como la bilirrubina o el acido ascoérbico consumen H202, lo que
interfiere en las determinaciones. Ademas, la bilirrubina (>5 mg/dL) absorbe
luz a 500 nm, lo que puede interpretarse como un falso aumento en la

concentracion de colesterol.

Este método es bastante preciso, con un coeficiente de variacién que oscila
entre 1y 2% (38).

Esteres de colesterol Colesterol estearasa  Colesterol + acidos grasos
9
Colesterol oxidasa
Colesterol + O2 > Colesten-4-3-cetona + H202
H202 + 4-aminofenazona + fenol > H20 + O-quinonaimina colorante
Peroxidasa

2. Triglicéridos

Los métodos empleados actualmente de modo habitual son de tipo
colorimétrico con empleo de enzimas especificas. EI método es similar al
anterior con la diferencia que, la ultima reaccion acoplada produce NAD+, que

absorbe luz en el rango de 500-600 nm (39).

Dependiendo del fabricante que provea de los reactivos y empleando las
indicaciones que le facilitan se han obtenido un coeficiente de variacion que
varian desde 3% hasta 10% (39).
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Glicerol + ATP -  G-3-P (Glicerol 3 fosfato) + ADP (Adenosin-5-difosfato)
Glicerol kinasa
G-3-P + 02 > DAP (deshidroxiacetona fosfato) + H202
GPO
2H202 + 4-aminopirina > quinoneimina + HCI + 4H20
POD

3. Colesterol HDL

Los quilomicrones, VLDL y LDL son precipitados por adicion de acido
fosfotungstenico e iones magnesio. Luego de la centrifugacion, la fraccion HDL
esta contenida en el sobrenadante. La cuantificacion posterior se realiza

utilizando el reactivo para determinar colesterol (45).

Por el método de precipitacion de iones bivalentes para precipitar las
lipoproteinas mas grandes, menos densas; las HDL se determinan en el
sobrenadante como colesterol-HDL. Dentro de estos meétodos se encuentran la

determinacién por medio de heparina-cloruro (45).

4. Lipoproteinas

Los métodos que son actualmente utilizados para la separacién de las
lipoproteinas incluyen la ultracentrifugacién, adsorcion, filtracion en gel,
cromatografia, electroforesis, precipitacién, procedimientos inmunoquimicos y

varias combinaciones de los mismos (40).

Algunos de los métodos mencionados con anterioridad requieren equipo
especial, y en su mayoria no son de facil aplicacién para su uso habitual en el

laboratorio clinico (40).

« Ultracentrifugacion

El método de ultracentrifugacién en gradiente de densidades se basa en el
hecho de que todas las proteinas plasmaticas tienen una densidad aproximada
de 1,350 g/mL con excepcioén de las lipoproteinas que presentan densidades

menores.
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Si se las somete a una ultracentrifugacion de 100.000 g la fuerza centrifuga
actua como si se incrementara mucho la fuerza de la gravedad vy, todas las
proteinas presentes en el suero, excepto las lipoproteinas se depositaran en el
fondo del tubo, mientras que dichas lipoproteinas formaran una capa superficial

opalescente (37).
o Electroféresis

La electroforesis puede ser ampliamente utilizada en el laboratorio
clinico para la separacion de las lipoproteinas, el gel mas comunmente
utilizado es el de agarosa, debido a su alta sensibilidad y resolucién para la
separacion de las mismas, los quilomicrones, si estuvieran presentes, se
pueden observar en el origen, las demas lipoproteinas migran en el

siguiente orden HDL mayor que VLDL mayor que LDL (37, 41).
5. Apolipoproteinas

Existen ciertas evidencias que parecen demostrar como la determinacion de
Apo B1oo representa mejores discriminantes del riesgo para padecer una

enfermedad aterosclerodtica que cuando se analizan lipidos o lipoproteinas (43).

Hoy en dia los métodos inmunoquimicos se han ampliado y apreciado en el
laboratorio clinico por su sensibilidad, especificidad y calidad. Las principales
técnicas para valorar y cuantificar las apolipoproteinas Apo A-l y Apo B1oo

incluyen:

a) Radioinmunoensayo (RIA)

b) Inmunoenzimaticas (ELISA)
¢) Inmunodifusion radial (RID)

d) Electroinmunodifusion (EID)
e) Nefelometria (INA)

f) Inmunoturbidimetria (ITA) (43).

Estos métodos no estan libres de la critica. El problema principal es que las
apolipoproteinas no estan presentes en el suero en forma aislada, sino como

grandes particulas quimicamente heterogéneas. Esto provoca respuesta
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variable, a veces significativa, dependiendo de las caracteristicas de las
muestras (normolipemia o hiperlipemia) del anticuerpo empleado, asi como

también del material de calibracion (43).

Al emplear un anticuerpo en la identificacién de una proteina especifica se
permite una medicion mas exacta aunque se encuentre en un medio que
contenga otras proteinas sin la necesidad de una separacidn o purificacién

preliminar.

La especificidad del anticuerpo dirigido hacia la apolipoproteina depende
notablemente del inmundégeno empleado o de la apolipoproteina purificada
(43).

El rapido desarrollo de varios métodos de inmunoensayo ha generado un
gran numero de datos y de observaciones, aunque algunos discordantes por la

naturaleza y reactividad de los calibradores empleados (43).

Desafortunadamente en la actualidad, los laboratorios clinicos carecen de
un meétodo mas simple, no inmunoquimico, con el fin de establecer
adecuadamente la estabilidad de la concentracion plasmatica de
apolipoproteinas, con el cual puedan ser frecuentemente referidos los

resultados obtenidos (43).

En relacion a la precision analitica del inmunoensayo, es inferior respecto a
otras técnicas, el coeficiente de variaciéon (CV) generalmente esta arriba del 2%
para los resultados obtenidos en una misma corrida y se incrementa del 7-8%

en aquellos que son procesados en diferentes corridas (43).

La imprecision se debe no solo a los reactivos (anticuerpos policlonal), los
cuales muestran diferente avidez, especificidad y afinidad hacia el antigeno,
sino también a la predilecciéon de la muestra y al procedimiento analitico, en la
tabla se pueden observar los métodos para la valoracion de apolipoproteinas
(43).

La tabla 5 presenta los diferentes métodos para valoracion de

apolipoproteinas, presentando las ventajas de cada uno de ellos.
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Tabla 5. Métodos para la valoracion de Apolipoproteinas
. - Facil . . Procesamiento
Método Especifico manejo Equipo especial de Muestra
Pre-tratamiento
Radioinmunoensayo Si No Contador de centelleo y dilucién
deshecho
Inmunoenzimatico Si No Lavadores, lectores Pre-tre_ltamjento
y dilucion
Evitar congelar
y descongelar
repetidas veces
Difusion radial Si Si Placas agar por el tiempo de
vida util del
suero del
paciente
Electroinmunoensayo Si No Camara electroforesis | Pretratamiento
Nefelometria Si Si Nefelometro Dilucién
Inmunoturbidimetria Si Si Espectrofotometro Directo

FUENTE: Duerrschmidt, N, et al. Angiotensin Il Induces LOX-1, the Human Endothelial Receptor for Oxidized
Low Density Lipoprotein Circulation. 1999. No.100. pp. 899-902

a) Determinacion de Apolipoproteina B1oo por el método de inmunodifusién
radial de Diffuplate ® (Biocentifica SA.)

i. Principio de la prueba

La inmunodifusion radial se basa en la difusién de una muestra conteniendo
el antigeno a medir en una matriz semisélida de agarosa. Una cantidad
medida de muestra se introduce en los orificios cilindricos excavados en el agar
(40).

A medida que el antigeno difunde, los complejos antigeno-anticuerpo

forman precipitados visibles (40).

Una vez finalizada la difusion se mide el diametro de los precipitados que es

proporcional a la concentracion de antigeno (43).
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G. Significado clinico de la mediciéon de las apolipoproteinas

En el afio de 1979 P. Avogaro fue el primero en demostrar la utilidad de la
determinacién de las apolipoproteinas para identificar sujetos con elevado
riesgo cardiovascular. La concentracidn plasmatica de Apo A-l se encuentra
reducida un 15% y la concentracion de Apo B1oo, incrementada 43% en
pacientes con infarto al miocardio, cuando son comparadas con la

concentracion de individuos sanos control (42).

La relacion Apo A-1/B1oo (relacion entre apolipoproteinas anti-aterogénicas y
aterogénicas) fue reducida un 40% en pacientes con infarto al miocardio, estos
niveles y su relacion manifiestan un valor discriminante entre pacientes
normales y en riesgo cardiaco, con mayor evidencia y claridad que los
parametros clasicos lipidicos y lipoproteicos. En diversos estudios se ha
confirmado la disminucién, a veces moderada, de Apo A-l y el incremento
marcado y constante de los niveles de Apo B1oo, en pacientes con infarto al

miocardio y que generalmente manifiestan complicaciones vasculares (43).

Consecuentemente, la relacion Apo A-1/Bioo es considerada por muchos

autores como un indice poderoso de riesgo coronario (43).

La evaluacién de apolipoproteinas en pacientes sujetos a una angiografia
coronaria ha indicado la existencia de una fuerte correlacion de los valores Apo
A-l y Apo B1oo como el marcador coronario que refleja un deterioro del sistema
arterial (43).

La relacion Apo A-I/B1ioo debe usarse no unicamente para identificar a
sujetos con riesgo coronario, sino también como un indice importante de la

severidad y progreso de la enfermedad ateroesclerética (28,43).

Otras evaluaciones de apolipoproteinas que se han adicionado a las
clasicas determinaciones de Apo A-l y Apo B1oo durante afos, son los analisis
de Apo A-ll y Apo E, pero hasta el momento no existe una correlacion de

resultados para definir un riesgo cardiovascular (4, 43).
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Otras razones para evaluar las apolipoproteinas y que otorguen informacioén
de utilidad clinica, es que la apolipoproteina es el mejor indice para estimar el
numero de particulas en la circulacidn sanguinea, particularmente importante
en el caso de los pacientes con hipertrigliceridemia en el que las lipoproteinas
tales como LDL y HDL manifiestan alto contenido de triglicéridos, por lo que
exhiben menor cantidad de colesterol, en consecuencia, el resultado de HDL-

colesterol es erroneamente interpretado (43).

La determinacion de la concentracion de Apo A-l proporciona informacion
mas exacta para estimar el nivel de HDL en el paciente, y la determinacion de
Apo B1oo para el valor de las LDL del paciente (43).

La determinacion de Apo A-ll y la relacién A-I/A-Il es una valoracion
alternativa a la dificil metodologia de ultracentrifugacion recomendada para

estimar las fracciones de HDL (43).

La determinacién de apolipoproteinas es un marcador especifico para
distinguir las anormalidades del metabolismo de lipidos. En el caso de una
hiperapobetalipoproteinemia, que es un trastorno asociado al alto riesgo
coronario, la concentracion plasmatica de Apo B1oo esta elevada en presencia

de niveles normales de colesterol total y colesterol LDL (43).

H. Problemas practicos en el analisis de apolipoproteinas

La utilidad clinica de la determinacion de apolipoproteinas consiste
principalmente en la identificacion del riesgo cardiovascular y en determinar la
condicion del metabolismo individual, pero existen algunos aspectos técnicos
que son importantes de considerar, dependiendo de las caracteristicas de la

metodologia que se emplee para su evaluacion (40).

El primer punto a considerar es que algunas caracteristicas de las

lipoproteinas pueden afectar la determinacion de las apolipoproteinas (43).

Las lipoproteinas son wun sistema heterogéneo en el que las
apolipoproteinas estan distribuidas en forma variable en particulas de diferente

tamano y estructura (43).
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Por esta condicién, es importante que los métodos empleados para la
determinacién de los niveles de apolipoproteinas sean capaces de reconocer y
cuantificar las apolipoproteinas contenidas en las distintas particulas de

lipoproteinas (40,43).

Las lipoproteinas tienden a agregarse in vitro, condicion que puede
manifestarse como una desventaja para la conservacion de la muestra o la

adecuada preparacion de un estandar (43).

Finalmente, el verdadero problema consiste en establecer los valores
normales, asi como anormales para las diferentes apolipoproteinas. Los
métodos actuales de andlisis deberan estandarizarse y establecerse niveles
internacionales de referencia como requisitos para alcanzar esta meta clinica
(43).

l. Estudios realizados

En una publicaciéon de Brown et. al (1988), evalua diferentes procedimientos
para la obtenciéon de sangre y los posibles efectos en la determinacién de la
Apo A-l y Apo B1oo por el método de Radioinmunoensayo (RIA). Las variables

probadas fueron:

1. El tiempo que transcurre entre la obtencion del espécimen sanguineo
y la separacion del plasma (el cual puede ser de importancia en los
estudios epidemiologicos donde la muestra se obtiene lejos del
laboratorio) (43).

2. La presencia de los inhibidores de proteasas (necesarias para

mantener la integridad estructural de la Apo B1oo (43).

3. La conservacion de la muestra a -70°C por seis semanas (43).

4. La adicion de varios conservadores o aditivos al plasma tales como
antibidticos, bacteriostaticos y antimicéticos (los cuales pueden servir
para proteger la integridad de la Apo A-l durante su congelacion y su
descongelacion) (43). Los resultados de este estudio no mostraron

efectos notables por las diferentes variables; antes mencionadas; los
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autores senalan que esta conclusion es aplicable unicamente al método
de RIA (43).

El mismo estudio también fue realizado por Albers et. al. (1980) en donde se
discutié la conservacion de las muestras para la determinaciéon de Apo A-l y
Apo B1oo mediante el método de Inmunodifusiéon Radial (RID), las conclusiones
en este caso indicaron que la muestra puede ser conservada a 4°C por un mes
y medio, y en el caso de estar libre de contaminacién bacteriana es estable
durante 2-3 afos a 20°C (43).

De estudios realizados por diferentes autores y mencionado por S.
Marcovina y J. Albers (Viena, abril 1989) "Reporte de estandarizacién para la
determinacién de la apolipoproteina A-l y B1oo” (Viena, abril 1989), deriva: que
en los métodos de Nefelometria (INA) e Inmunodifusion Radial (RID) al emplear
un anticuerpo mono o policlonal no se afectan por la presencia del
anticoagulante (heparina o EDTA); sin embargo, la muestra sérica es la mas
recomendable porque el plasma presenta un decremento del 3 al 4% en los
resultados por la dilucion de la muestra (plasma) a consecuencia de la salida
del liquido intracelular, la cantidad de anticoagulante utilizada y el efecto de la
congelacion y la descongelacion en donde se activa la formaciéon de fibrina
(40,43).

La concentracion de ambas apolipoproteinas en las muestras no cambia
significativamente después de ser conservadas 18 dias a 4°C. Por el contrario,
cuando las muestras almacenadas por 6 meses a -20°C 6 -70°C y analizadas
por nefelometria muestran cambios significativos en la concentracién, mientras
que los resultados por inmunodifusién radial son constantes aun después de

ser conservadas un afo en las mismas condiciones (40).

Al emplear el método de Inmunoturbidimetria (ITA), la conservacion de las
muestras por dos meses a -20°C 6 -70°C no afectan la concentracion de Apo
A-l y Apo-B1oo (43).

Por los antecedentes y estudios mencionados se ha observado que la

conservacion de las muestras, pre-tratamiento y dilucion pueden ser un factor
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de interferencia en la determinacién de apolipoproteinas por algunos métodos

inmunoquimicos existentes (40).

Por otro lado, el método de Inmunoturbidimetria posee alta estabilidad de
reactivos, caracteristicas de operacion, facil instrumentacion y la posibilidad de
usar la misma curva de calibracion por varios dias sin que exista un error
significativo, permitiendo el rapido procesamiento de las muestras, evitando el

riesgo inherente a los procesos de conservacion (40,43).

Todos los factores deben ser considerados para asegurar la calidad de los
resultados y que éstos reflejen fielmente la condicidn clinica y fisiologica del
paciente, para cumplir con el principal objetivo y/o misién de todo laboratorio

clinico, que es velar por la salud del paciente (43).
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IV. JUSTIFICACION

La hipertension arterial y la hipercolesterolemia estan considerados entre los
mas importantes factores de riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares. Su importancia radica su efecto acelerador de la
aterosclerosis que se potencia de forma exponencial cuando se presentan en
un mismo sujeto. Es asi que el aumento en los niveles séricos de colesterol
incrementa de forma gradual y continda el riesgo vascular del hipertenso,

ademas de contribuir al desarrollo y mantenimiento de la hipertensién arterial.

La coincidencia de ambas enfermedades no es producto de la casualidad,
sino consecuencia de una serie de interrelaciones comunes entre ambos

procesos.

El riesgo de aparicion de complicaciones cardiovasculares es gradual y
directamente proporcional tanto a los niveles de presién arterial como a los de
colesterol total y/o colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad (LDL-
colesterol). Por el contrario esta relacion de riesgo es inversa al nivel de HDL-

colesterol.

La determinacién de Apo B-100 proporciona una herramienta clinica confiable
para identificar los pacientes con un riesgo aumentado de enfermedad
cardiovascular, los cuales no podrian ser identificados facilmente mediante las

determinaciones convencionales de niveles séricos de colesterol.

De acuerdo a las especificaciones del programa Americano de Educacion
del Colesterol (NCEP) la apolipoproteina B1oo es el mejor indice para estimar el
numero de particulas de colesterol en la circulacion sanguinea; es por esta
razon que se considera de importancia la medicién de la Apo B1oo al paciente
que cumple con los criterios de inclusion con el fin de profundizar en el

conocimiento y manejo del riesgo a enfermedad cardiovascular.

Finalmente se debe enfatizar las tendencias de los ultimos afios en la
investigaciéon epidemiologica de las enfermedades cardiovasculares, que
debera encaminarse hacia la deteccién y manejo de pacientes de alto riesgo,

valoracion de programa de deteccidn y proteccion de familias de pacientes de
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alto riesgo y el refinamiento de los procedimientos diagndsticos para mejorar el
valor predictivo, perspectivas que exigen una estrecha colaboracion entre
investigadores, clinicos y epidemibélogos. Para asi poder brindar un tratamiento
preventivo por parte del médico tratante a los pacientes que indiquen tener un

mayor riesgo a enfermedad cardiovascular.
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V. OBJETIVOS

A. General

Determinar los niveles séricos de apolipoproteina B1oo como marcador de

riesgo a enfermedades cardiovasculares en pacientes hipertensos.

B. Especificos

1. Determinar el perfil lipidico en pacientes adultos hipertensos.

2. Determinar los niveles séricos de apolipoproteina B1oo (Apo B1oo), por el
método de inmunodifusién radial en los pacientes que presentan niveles

séricos disminuidos de HDL-colesterol y elevados de LDL-colesterol.

3. Correlacionar los niveles séricos de apolipoproteina B1oo (Apo B1oo), con
los niveles séricos de LDL —colesterol, para determinar el riesgo a

enfermedades cardiovasculares.
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V1. HIPOTESIS

El presente estudio no lleva hipoétesis porque se trata de un estudio descriptivo.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo y Muestra

1. Universo de trabajo
Pacientes adultos, de sexo masculino.

2. Muestra

La muestra la constituyeron 100 pacientes que asistieron al Laboratorio
Clinico Diagndstico Profesional, distribuidos de la siguiente forma:
50 pacientes hipertensos con valores séricos de HDL disminuidos y LDL
aumentados y 50 personas sanas, definidas de la siguiente forma: Personas
que no presenten evidencia de enfermedad aparente, que sean normo tensos

con valores séricos de colesterol HDL y LDL normales.

B. Recursos

1. Humanos

e Tesista/investigadora: Ingrid Mariela Wug Rodriguez

e Asesora: Licda. Alba Marina Valdés de Garcia

2. Institucionales

e Laboratorio Clinico Diagnéstico Profesional.

e Biblioteca Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.

e Departamento de Bioquimica. Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia. Universidad de San Carlos de Guatemala
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. Fisicos

a. Equipo

Centrifuga
Congelador a -20°C.
Fotodmetro (Microlab 300)

Incubadora a 37°C

. Material de laboratorio

Jeringas

Algodén

Alcohol

Tubos de ensayo de 5 mL Vacutainer sin anticoagulante
Tubos eppendorf de 1.5 mL
Guantes desechables

Etanol al 70%

Palillos de madera

Pipetas automaticas de 5 uL a 10 uL
Tips plasticos blancos y amarillos
Rollos de papel mayordomo

Gradilla

. Reactivos

9 placas de inmunodifusion radial de 12 determinaciones c/u de
anti-Apo B1oo, DIFFU-PLATE (Biocientifica S.A.).

Triglicéridos FS®, Dyasis

Colesterol FS®, Dyasis

HDL Precipitante FS®, Dyasis

Control Trulab N®, Dyasis

Control Trulab P®, Dyasis

d. Calibradores

Calibradores Trucal U®, Dyasis
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C. Metodologia
1. Recoleccién de la muestra
Para la recoleccion de la muestra de los pacientes se tomaron en cuenta
los siguientes criterios de inclusion y exclusion. Se utilizé la boleta de

consentimiento y recoleccion de datos (anexo No. 1)

e Criterios de inclusion
a) Para el grupo de estudio
Ser adulto: edad 25- 65 afos
Sexo masculino
Presién arterial mayor de 90/140 mmHg.
Pacientes con ayuno de 12 a 14 horas.
Pacientes con niveles séricos de colesterol HDL menor de 40 mg/dL y
colesterol LDL mayor de 150 mg/dL.

b) Para el grupo control

Ser adulto: edad 25-65 afos

Sexo masculino

Presién arterial entre 60/100 — 85/130 mmHg.

Pacientes con ayuno de 12 a 14 horas.

Pacientes con niveles séricos de colesterol HDL entre 40-60 mg/dL y colesterol
LDL menores de 150 mg/dL

e Criterios de exclusion

Se excluyeron pacientes con Diabetes Mellitus tipo Il y con habito de fumar.

o Procedimiento

Se extrajo 5 mL de sangre al paciente y se coloco en tubos de ensayo sin
anticoagulante. Se separaron los sueros por centrifugacién a 2,500 rpm por 10
minutos. Los sueros se almacenaron en tubos eppendorf de 1.5 mL en
condiciones de congelacion a -20°C hasta su procesamiento. El dato de la

presion arterial, fue obtenido en el momento de la toma de muestra.
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2. Determinacién del perfil lipidico

La determinacion de los niveles séricos de colesterol total y colesterol HDL
se realizaron por método colorimétrico, utilizando control normal Trulab N®,
Dyasis y control patolégico Trulab P®, Dyasis ademas del calibrador Trucal U®,

Dyasis.

Procedimientos

a. Determinacién de Colesterol Total (45)

e Se atemperaron los reactivos al menos por 30 minutos, antes de la
evaluacion.

e Se identificaron los tubos blanco, control y muestra del paciente.

e Se agregd a un tubo limpio e identificado 10 yL de agua destilada con
1000puL de reactivo (muestra blanco).

e Se mezcldé 10uL de suero del paciente con 1000 pL de reactivo.

e Se mezcloé 10uL de control (Trulab N) con 1000 pL de reactivo.

e Se incubaron los tubos durante 10 minutos a 37°C.

e Se leyd la absorbancia del blanco, las muestras y el control a 500 nm.

e Seleyd a 500 nm la absorbancia de la muestra y se anoté el resultado.

Concentracién de la muestra = Absorbancia de la muestra * Concentracion del estandar

Absorbancia del estandar

b. Determinacion de Triglicéridos (45)

e Se atemperaron los reactivos al menos 30 minutos antes de la
evaluacion.

e Se identificaron los tubos blanco, control y muestra del paciente.

e Se agregaron a un tubo limpio identificado 10 uL de agua destilada con
1000 pL de reactivo (muestra blanco).

e Se mezcld 10 uL de suero del paciente con 1000 uL de reactivo.

e Se mezcld 10 pL del control (Trulab N) con 1000 uL de reactivo.
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e Se incubaron durante 10 minutos a 37°C.
e Se leyo la absorbancia del blanco, las muestras y el control a 550 nm.

e Se leyd a 550 nm la absorbancia de la muestra y anotar el resultado.

Concentracion de la muestra = Absorbancia de la muestra * Concentracion del estandar

Absorbancia del estandar

c. Determinacién del Colesterol HDL (47)

¢ En un tubo limpio identificado, se mezcld 200 pL del suero del paciente
con 500 uL del reactivo precipitante (almacenado a temperatura
ambiente).

e Se dejo reposar por 15 minutos a temperatura ambiente.

e Se centrifugd la muestra durante 20 minutos a 2,500 rpm.

e Se separo del sedimento el 0.1 mL del sobrenadante transparente.

e Se leyé la absorbancia del sobrenadante a 550 nm, dentro de las dos

horas posteriores.

Concentracion de la muestra = Absorbancia de la muestra * Concentracion del estandar

Absorbancia del estandar

d. Colesterol LDL

Para la determinacion de colesterol LDL se utilizo la formula de Friedewald
(colesterol LDL= colesterol total — colesterol HDL — [Triglicéridos (en mg/dL)/5),
cuando los niveles de triglicéridos sean menores de 400 mg/dL. En los casos
atipicos que presentaron niveles séricos de triglicéridos arriba de 400 mg/dL, se

realizaron diluciones para utilizar la férmula de Friedewald.
3. Control de calidad:

El control de calidad interno de este estudio se realizé de la siguiente manera:
Se procedié a utilizar los sueros control Trulab® N y P, Dyasis® para la prueba
de Colesterol, Triglicéridos y Colesterol HDL. Los datos obtenidos de las

muestras se consideran aceptados, si se encontraban dentro de mas menos
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dos desviaciones estandar y con un coeficiente de variacion del 1y el 2%, intra

ensayo.

4. Determinacion de Apolipoproteina B1o por el método de

inmunodifusién radial de Diffuplate ®

a) Muestra

Se utilizdé el suero de los pacientes con previa centrifugacion. Las
muestras se conservaron hasta 48 hrs. entre 2-8°C por periodos mas
prolongados a -20 °C. Se evitd congelar y descongelar en forma

repetida.

b) Procedimiento
i. Antes de iniciar la prueba, se atemperaron los reactivos a temperatura
ambiente. Se abrié la placa para que se evaporara el exceso de
humedad en los pocillos (si lo hubiere). El control de calidad lo realizé el

fabricante siendo especifico para cada lote de produccion.

ii. Se aplicdé 5 yL. de muestra en los pocillos designados a tal efecto.

iii. Se colocd en el centro de la placa un algodén o gasa humedecida para

mantener la humedad del agar.

iv. La muestra se difundié hacia el interior del agar. Se cerré firmemente la

placa y se coloco en el envase de aluminio original.

v. Se incubd en posicion invertida en camara humeda por un periodo de

tiempo entre 48 a 72 horas a temperatura ambiente.

Lectura de los resultados:

vi. Se midieron los diametros de los anillos de precipitacibn con una

precision de 0.1 mm, para ello se utilizé el lector de inmunodifusion.
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vii. Se establecié la concentracion de Apo B1oo comparando el diametro
del halo medido con la tabla de valores que acompana a cada placa. La
cual se presenta en el anexo 2.

viii. Interpretacién de resultados y evaluacion de riesgo a padecer

enfermedades cardiovasculares de los pacientes incluidos en el estudio.

Beneficios para el paciente:
viii Los resultados obtenidos fueron proporcionados al médico tratante,
para inicio de tratamiento en los pacientes, en los que es necesario, y que

muestran un alto riesgo a enfermedades cardiovasculares.

5. Aspectos éticos
a) Consentimiento informado para todos los pacientes que
participaron en el estudio.
b) Se explicé a los pacientes incluidos en el estudio que la
investigaciéon no puede modificar los factores de riesgo a los que
estdn expuestos y que la informacién es estrictamente

confidencial.

D. Diseio de la investigacion

1. Por temporalidad: Transversal

2. Tipo de muestreo: No probabilistico

3. Tamarno de muestra: Por cuota

4. Variables de interés:
a) Niveles de apolipoproteina B1oo
b) Niveles séricos de colesterol LDL (mg/dL)
c) Niveles séricos de colesterol HDL (mg/dL)

d) Presién arterial (mmHgQ)

Procesamiento y analisis de los datos
Se realizé un estudio de analisis de regresion logistica multiple para evaluar
la relacion entre HDL, LDL y Aproproteina B1oo el cual permitio obtener la

relacién entre el factor de riesgo , adicionalmente se calculd X2, su nivel de
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significancia, y el intervalo de confianza del POR, para ello se utilizé el

programa estadistico STATA version 7.0.
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VIIl. RESULTADOS

En el presente estudio se evalud los niveles de apolipoproteina B1oo (Apo
B1oo) como marcador de riesgo para enfermedades cardiovasculares en una

poblacion de 100 pacientes.

Del total de pacientes, 50 se incluyeron como casos (pacientes con criterios
de inclusion) y 50 como controles (criterios de exclusion). Las variables
tomadas en cuenta para la inclusion o exclusion de los pacientes fueron:

Presién arterial, niveles séricos de colesterol LDL y colesterol HDL.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos, en el estudio después

de ser analizados.

En la tabla 6, se presenta el analisis de factores de riesgo asociados a
enfermedad cardiovascular en la poblacion masculina evaluada en el estudio,
donde se observan las principales combinaciones de factores que predisponen

a una persona a desarrollar enfermedad cardiovascular.

Se encontro6 riesgo del 100% en variables combinadas en el grupo de casos,
entre los que se mencionan niveles séricos de colesterol HDL disminuidos
(menor de 40mg/dL), colesterol LDL aumentado (mayor de 150mg/dL),

hipertension arterial, asi como nivel sérico de Apo B1oo mayor de 138mg/dL.
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Tabla 6
Factores de riesgo asociados a enfermedad cardiovascular en la

poblacion masculina evaluada en el laboratorio Clinico Diagnéstico

Profesional.
Parametros Poblacion Control Poblacion Casos
(n=50) (n=50)
n % n %
B+C+D 1 2 18 36
B+C+E 0 0 42 84
A+B+C 0 0 50 100
A+B+D 1 2 18 36
A+B+E 0 0 46 92
A+C+D 0 0 18 36
C+D+E 0 0 18 36
A+B+D+E 2 4 42 84
A+B 2 4 46 92
A+C 0 0 46 92
A+D 1 2 18 36
A+E 0 0 46 92
B+C 0 0 50 100
B+D 1 2 50 100
B+E 0 0 50 100
C+D 0 0 18 36
C+E 0 0 50 100
E+D 0 0 19 38

Fuente: Datos experimentales

A: Nivel sérico de colesterol HDL disminuido (<40mg/dL)
B: Nivel sérico de colesterol LDL aumentado (>150mg/dL)
C: Hipertension arterial (>140/90 mm Hg)

D: Grupo etario entre 56 a 65 afos de edad

E: Niveles séricos de Apo B100 mayor del rango normal (58 -138mg/dL)

En la tabla 7 se presenta el analisis de la edad de los pacientes contra el
nivel sérico de Apo B1oo, de ambos grupos (control vrs. casos). El 38% (19/50)
de las personas incluidas en el grupo de casos pertenecen al grupo entre los
56-65 afos de edad, mientras que el 32% (16/50) del grupo control se encontrd
entre 36-45 afios. EI 60% (30/50) del grupo de casos presentd niveles de Apo
B1oo arriba de 138 mg/dL, contra el 4% (2/50) de casos atipicos del grupo

control.
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Tabla 7

Niveles séricos de Apo B100 segun grupo etario de las personas que
asistieron al Laboratorio Clinico Diagnéstico Profesional para la
determinacion de la Apo Bioo como marcador de riesgo a enfermedad

cardiovascular.

Parametros Poblacién Casos Poblacién Control
(n=50) (n=50)

Edad n Apo B100 normal Apo B1007 ApoB100] n Apo B100 normal Apo B1007 ApoB100|
(Afos) No. Casos No. Casos No. Casos No. Casos No. Casos No. Casos
25-35 0 0 0 0 1 1 0 1
36-45 16 0 2 14 20 16 0 4
46-55 12 0 3 14 6 2 6
56-65 22 0 19 3 15 0 9
TOTAL 50 0 30 20 50 28 2 20

Fuente: Datos experimentales
Donde
Valor normal de Apo B1oo= 58-138mg/dL

n= numero de pacientes

En la tabla 8, se presentan los resultados estadisticos (Regresién logistica
multiple) los cuales permitieron calcular los Odds ratio (factor de riesgo), la
probabilidad de error y el intervalo de confianza para las variables incluidas en

el estudio.
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Tabla 8

Datos estadisticos por regresion logistica multiple STATA version 7.0 de
las personas que asistieron al Laboratorio Clinico para la determinacion
del nivel sérico de Apo Bioo

Estimaciones logicas Numero de observaciones = 100
LRchi2(5) = 56.21
Prob>chi2 = 0.0000
Log likelihood = -40.488943 Pseudo R2 = 0.4097
Variable Odds Ratio Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
Edad 1.042199  .0325141 1.325 0.185 .9803817 1.107914
Colesterol LDL 1.034557  .0095551 3.678 0.000 1.015998 1.053455
Colesterol HDL  .9641293 .0297397 -1.184 0.236 9075676 1.024216
Triglicéridos 1.003945 .0017866 2.213 0.027 1.00045 1.007453
Colesterol total .9866148 .0085309 -1.558 0.119 9700355 1.003478
Presién arterial 1.920017 .0952384  1.9354 0.1922 98554569 1.91458
Apo B1oo 1.990789 .0852174 5.998 0.1985 1.099854124 1.1596417

Fuente: Datos experimentales
Odds ratio: Magnitud, mayor de 1 factor de riesgo

p>|z| : Probabilidad de error, significativo <0.05

Intervalo de confianza: Riego en la poblacion, mayor 1 significativo

Mediante el andlisis de las graficas de Tuckey se encontraron los

siguientes resultados:

En la grafica 2 se observé que la mediana para el colesterol total en ambos
grupos no muestra una diferencia significativa, ya que la mediana del grupo
control fue de 227 mg/dL, mientras que para el grupo de casos 234.8 mg/dL,
pero el nivel sérico de triglicéridos si (151 mg/dL para el grupo control y 366
mg/dL para el grupo de casos), ademas los triglicéridos presentaron un rango
intercuartilico mas amplio y casos atipicos (mayores de 400 mg/dL) tanto en el
grupo de casos como controles. En cuanto al nivel sérico de colesterol HDL, la
mediana del grupo casos esta por debajo de 40mg/dL (39.5 mg/dL), y el grupo
control arriba de 40 mg/dL (44.5 mg/dL). La mediana de los niveles séricos de
colesterol LDL del grupo de casos, esta arriba del grupo control sobrepasando
los 150 mg/dL (158.3 mg/dL), ademas se presentaron casos atipicos (fuera del
rango establecido 150-500 mg/dL).
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En cuanto a la distribucion de los valores séricos de Apo B1oo, es mayor en
el grupo control. Se observo que la mediana del grupo de casos es mayor a la

del grupo control (casos:147.9 mg/dL control: 57.5 mg/dL)

Grafica 2

Variables evaluadas en el estudio, grupo casos vrs. controles (n=50 c/grupo)
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Valor: Mediana, CT: Colesterol total, TRI: Triglicéridos, C-HDL: Colesterol HDL,
C-LDL: Colesterol LDL, mg/dL, Apo B100: Apolipoproteina B100
Apo B100: Apolipoproteina B100 Fuente: Datos experimentales
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En la grafica 3 se presentan los niveles séricos de colesterol LDL y colesterol
HDL, la mediana del colesterol LDL es mayor en el grupo de casos (158.3
mg/dL), mientras que la mediana del colesterol HDL es menor en el grupo de
casos (39.4 mg/dL).

Grafica 3
Niveles séricos de colesterol LDL y HDL de grupo casos vrs. controles
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Fuente: datos experimentales
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En la grafica 4 se comparan las medianas de los niveles séricos de Apo

B1oo, la mediana del grupo control es menor que la de casos (control: 57.5

mg/dL, casos: 147.9 mg/dL) siendo el comportamiento similar en los niveles

séricos de colesterol LDL.

Grafica 4

Niveles séricos de colesterol LDL y Apo B1oo grupo de casos Vrs controles
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Los valores en mg/dL corresponden a los valores de las medianas para cada variable.

Fuente: datos experimentales
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se determinaron las concentraciones séricas de
colesterol total, triglicéridos, colesterol HDL (cHDL) y colesterol LDL (cLDL)
mediante método colorimétrico, asi como los niveles séricos de apolipoproteina
B1oo (Apo B1oo) por inmunodifusion radial en 50 pacientes adultos, hipertensos,
con alteracién en el perfil lipidico (grupo casos) y en 50 pacientes con valores

normales del perfil lipidico y presion arterial (grupo controles).

Como se puede observar en las tablas 1 y 2 sobre los rangos presion
arterial diastodlica, los valores normales se encuentran entre 85-130 mmHg. El
grupo control fue constituido por personas que presentaron presion arterial
dentro de este rango, y el grupo de casos en el rango de 140 — 180 mmHg.
Tomando en cuenta que el término factor de riesgo no implica causalidad, sino
mas bien una serie de circunstancias biolégicas que identifican a las personas

con riesgo de padecer enfermedad cardiovascular.

Se establece en el andlisis de riesgos asociados a enfermedad
cardiovascular (tabla 6) que el 100% de pacientes con hipertension arterial
presentaron niveles séricos aumentados de Apo B1oo. Esto indica que al
presentarse dos factores de riesgo en un mismo individuo, este potencia el

riesgo a desarrollar enfermedad cardiovascular.

Se encontro en el estudio que el nivel sérico de colesterol total del grupo de
casos en comparacion con el grupo control, no muestra diferencia significativa,
como se puede observar en las medianas de ambos grupos (casos: 234.8
mg/dL, control: 227 mg/dL). Es importante mencionar que ambos grupos
presentaron niveles séricos de colesterol total arriba de lo establecido como
normal (menor de 200 mg/dL), de acuerdo con las especificaciones del
Programa Americano de Colesterol (NCEP), por lo que se consideraron como
variables de interés unicamente los niveles séricos de colesterol ligado a
lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) y colesterol ligado a lipoproteinas de
alta densidad (C-HDL) (33).
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Los niveles séricos de triglicéridos estan aumentados en el grupo de casos.
Al comparar los resultados entre el grupo control y grupo casos se observo un
comportamiento similar entre el nivel sérico de triglicéridos y cLDL, por lo que
se establece que la relacién entre la concentracion del colesterol LDL y los
triglicéridos es negativa; pero dicha tendencia es tan pequefia que no tuvo
significancia estadistica. Los datos que se encuentran fuera de la distribucion
intercuartilica en las cajas de Tuckey son datos extremos o errébneos que se

obtuvieron en el estudio.

En varios estudios se determind que los individuos con niveles seéricos
bajos de cHDL, son aparentemente mas susceptibles a sufrir enfermedad
cardiaca coronaria prematura. Los pacientes incluidos en el estudio que
presentaron nivel sérico de colesterol HDL disminuido (< de 40mg/dL)
mostraron un nivel sérico de Apo Bi1oo arriba de 138 mg/dL. Los datos
estadisticos por regresion logistica multiple, presentados en la tabla 8, indican
que no existe diferencia significativa, determinada por el intervalo de confianza
entre los niveles séricos de colesterol HDL del grupo de casos (mediana: 39.4

mg/dL) y el grupo control (mediana: 47.8 mg/dL) (3,10).

Se ha determinado en diferentes estudios epidemioldgicos que por cada
miligramo de aumento de colesterol HDL, se produce una disminucién de
riesgo cardiovascular en un porcentaje promedio de 2% en hombres y 3% en

mujeres (10).

En la grafica 4, se puede observar que la relacion entre el nivel sérico de
colesterol LDL y Apo B1oo es positiva, lo que significa que cuando un paciente
presenta niveles séricos de colesterol LDL arriba de 150mg/dL, el nivel sérico
de Apo Bioo tiende a aumentar arriba de 138mg/dL. En el presente estudio se
encontré una correlacién del 100% entre los niveles séricos de colesterol LDL
y Apo B1oo. Estos resultados confirman la utilidad de la prueba como marcador
de riesgo a desarrollar enfermedad cardiovascular.  En otros estudios se
encontré que niveles séricos de Apo B1oo incrementan en un 43% en los
pacientes que han sufrido infarto al miocardio, al ser comparado con la

concentracion de individuos sanos control (6,10).
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En la tabla 7 se realiz6 una comparacion entre los diferentes grupos de
edad y el nivel sérico de Apo B1oo en ambos grupos. De acuerdo a estudios
realizados los niveles séricos de Apo B1oo aumentan en el sexo masculino entre
las edades de 18 a 55 anos, y tienden a decrecer en grupos de mayor edad, es

decir mayor de 56 afos (14,16).

Esto no fue comprobado en el estudio, ya que las 19 personas del grupo
de casos (56-65 afios) presentaron niveles séricos de Apo B1oo mayores de
138 mg/dL (58 — 138 mg/dL).

En base al analisis estadistico (tabla 8) se encontré que de los factores
estadisticos evaluados, unicamente el colesterol LDL tiene relacion significativa
con el nivel sérico de Apo B1oo, que en magnitud (Odds Ratio) es de 1.03,
interpretandose como un riesgo del 3%. Es decir cada vez que se encuentre
un nivel sérico de colesterol LDL >150 mg/dL, existe un 3% de riesgo que el
nivel sérico de Apo B1oo este >138 mg/dL. Tomando en cuenta el intervalo de
confianza (utilizado como medio de inferencia o generalizacion a la poblacion)

este riesgo va del 1 al 5% a desarrollar enfermedad cardiovascular.
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X. CONCLUSIONES

Se determiné que el factor de riesgo para desarrollar enfermedad
cardiovascular en pacientes hipertensos con niveles séricos elevados de

Apo B1oo (>138mg/dL), es del 99% (Odds Ratio >1).

Todos los pacientes hipertensos, presentaron niveles séricos alterados
de Colesterol total (234.8 mg/dL), Colesterol HDL (39.50 mg/dL),
Colesterol LDL (158.30 mg/dL), y Triglicéridos (366.00 mg/dL), donde el

valor representa las medianas correspondientes.

Los niveles séricos de Apo B1oo (mediana= 147.9 mg/dL) en pacientes
hipertensos con niveles séricos de colesterol HDL disminuidos (mediana
= 39.4 mg/dL) y niveles de colesterol LDL elevados (mediana= 158.3

mg/dL).

En el grupo de pacientes hipertensos existe correlacion entre los niveles
séricos de Apo B1oo (mayor de 138 mg/dL) y de colesterol LDL (mayor
de 150mg/dL), y de acuerdo a la tasa de probabilidad calculada, el

factor de riesgo para desarrollar enfermedad cardiovascular.es del 3 %.
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Xl. RECOMENDACIONES

Ampliar el numero de pacientes para confirmar los resultados de
factores de riesgo asociados a desarrollar enfermedades

cardiovasculares de este estudio.

Evaluar diferentes marcadores de riesgo o protectores a padecer
enfermedades cardiovasculares como la determinacion de la
Apolipoproteina A-1, en pacientes que presenten los criterios de

inclusion del presente estudio.
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Anexo 1

Boleta de seleccion del paciente

“Niveles de apoproteina B1oo sérica como marcador de riesgo a

enfermedades cardiovasculares en pacientes hipertensos”

Yo estoy de acuerdo en participar en el estudio.

Se que no estaré expuesto(a) a ningun riesgo y que mi participacion es

completamente voluntaria y confidencial.

Fecha No. de muestra No. de encuesta
Paciente

Edad Sexo

Direccion

Favor marcar con una X lo que se le pregunta a continuacién

Realizé un ayuno estricto de 12 a 14 horas Si No

Se encuentra bajo tratamiento: Hipertension Hipercolesterolemia

Resultados del perfil lipidico y presion arterial

Colesterol total mg/dL Triglicéridos mg/dL
HDL mg/dL LDL mg/dL
Presién arterial mm Hg.

Criterios de inclusion

Para el grupo de estudio Para el grupo control
Ser adulto: edad 25- 65 afios Ser adulto: edad 25-65 afos
Ser hipertenso Ser normo tenso

Colesterol total mayor de 200 mg/dL y | Tener concentraciones séricas normales de

C-LDL mayor de 150 mg/dL colesterol total, C-LDL y C-HDL

C-HDL menor de 40 mg/dL

Criterio de exclusion

Se excluiran pacientes con Diabetes Mellitus tipo Il y con habito de fumar.
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Anexo 2

Tabla de lectura para la mediciéon de los halos con respecto a la

concentracion dependiendo del lote del Kit.

PLACA Apo B100

VALORES ESPERADOS (ADULTOS)

RANGO DE LA PLACA

LOTE 703 16.5 a

Ta De Incub. 23 °C MEDIA 98 ng/dL UL/mL 320.4

Tpo. DE INCUB. 48h | 95% DE RANGO 58 a 138  mg/dL

a UL/mL
No. | Muestra | D | mg/dL | Ul/mL D mg/dL D mg/dL
(mm) (mm)

3.6 2.7 6.4 130.0
3.7 6.0 6.5 135.9
3.8 9.4 6.6 141.9
3.9 12.9 6.7 147.9
4.0 16.5 6.8 154.0
4.1 20.2 6.9 160.3
4.2 24.0 7.0 166.6
43 27.8 7.1 173.0
4.4 31.8 7.2 1795
4.5 35.8 7.3 186.1
4.6 40.0 7.4 192.8
4.7 44.2 75 199.6
4.8 485 7.6 206.4
4.9 53.0 7.7 2134
5.0 57.5 7.8 220.4
5.1 62.0 7.9 2276
5.2 66.7 8.0 234.8
53 715 8.1 2421
5.4 76.4 8.2 2496
55 81.3 8.3 257.0
5.6 86.4 8.4 264.6
5.7 91.5 8.5 2723
5.8 96.7 8.6 280.1
5.9 102.1 8.7 288.0
6.0 107.5 8.8 295.9
6.1 113.0 8.9 304.0
6.2 118.6 9.0 312.1
6.3 124.3 9.1 320.4

Nota: la tabla de valores se confecciona sobre un gran nimero de placas de cada lote

utilizando un programa estadistico por computacion para trazar la mejor recta. Sélo es

valida para el numero de lote indicado. Variaciones en los parametros del ensayo,

como volumen de muestras, temperatura, tiempo de incubacion vy utilizacién de la

placa una vez abierta por un lapso superior a 1 mes pueden producir diametros no

concordantes con los especificados en la tabla.
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Anexo 3

RECOMENDACIONES GENERALES PARA EL HIPERTENSO CON EL
COLESTEROL ALTO

Recordar que independientemente de los niveles de tensidén arterial que
tenga y de si se esta en tratamiento para bajar sus cifras de presion o no, se

deben seguir las siguientes medidas higiénico - dietética:

o Controlar su peso en caso de obesidad o sobrepeso.

« Practicar regularmente ejercicio fisico (isotonico).

e Moderar el consumo de alcohol.

o Restringir moderadamente su ingesta de sal (5 gr/dia).

e Suprimir el tabaco (por su importante papel como factor de riesgo
cardiovascular).

« A demas de otras medidas: favorecer el consumo de alimentos ricos en
calcio, potasio y fibra.

« Practicar técnicas de relajacion.
En caso de tener colesterol elevado:

Todas estas medidas, con excepcion de la restriccién salina, coinciden con las
recomendaciones generales que se deben seguir por tener niveles de

colesterol por encima de los considerados como normales (11).
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