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RESUMEN

Se realizd este trabajo para montar y estandarizar un método con el cual
evaluar la lipoproteina de baja densidad oxidada (LDLox) contenida en los
inmunocomplejos, mediante la cuantificacién del colesterol total presente
en el precipitado de polietilenglicol denominado “colesterol inmune". Se
obtuvo una adecuada respuesta lineal, que se corroboré con los resultados
del andlisis de regresién, donde se pudo computar la recta de mejor ajuste
paralos puntos. Se hall6 un rango de concentracion de la curvade 5 a 40 pg/mL,
el Iimite de deteccién del método fue de 0,5 pg/mL, la repetibilidad y la
reproducibilidad fueron de 3,7 y 4,5 % respectivamente. Al analizar la
recuperacion total del método esta fue del 96,3 %. Se obtuvo el 80 % de
sensibilidad y especificidad, asi como el 84 y 76 % de valor predictivo
positivo y negativo, respectivamente. Los resultados obtenidos avalan la
calidad analitica del método para ser utilizado en las investigaciones
relacionadas con la aterosclerosis coronaria, cerebral y periférica

Descriptores DeCS LIPOPROTEINAS LDL; AUTOANTICUERPOS;
ESTANDARES DE REFERENCIA; COLESTEROL.

El desarrollo actual de las investiga
cionesen el campo de laarterosclerosis ha
permitido acumular muchas evidencias
acerca de la importante funcién que
desempefialamodificacién oxidativadelas
lipoproteinas aterogénicas en la presencia

y progresion delamisma. Laconcentracion
elevadadelalipoproteinade bajadensidad
(LDL) constituye uno de los mayores
factores de riesgo para la arterosclerosis.
Estudios clinicos, epidemioldgicos y
genéticos, han demostrado convincente-
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mentequelaLDL promuevelaenfermedad,
aunque el mecanismo preciso por € cual
esta provoca el desarrollo de la aparicion
temprana de | as estrias de grasa no hasido
aun dilucidado.

LaLDL oxidadaentraalacédulapor un
mecanismo no regulado, mediado por un
receptor de membrana que se denomina
receptor scavenger y que se encuentra
fundamental mente en los macréfagosy las
células musculares lisas, aunque se han
detectado también en las célulasendotelia-
les.! La LDL oxidada tiene un elevado
potencial aterégeno, ya que al tener
blogueados residuos de lisina y arginina
presenta una densidad de carga positiva
menor que laLDL nativa, por o queyano
esreconacida por e receptor Apo B100/E,
mientras que si lo es por el receptor
scavenger de los macréfagosy las células
musculareslisasdelapared vascular. Al no
estar regulado, este receptor permite a las
células cargarse indefinidamente de
colesterol hasta transformarse en células
espumosas, que se depositan en € vaso y
desempefian una funcién esencial en la
génesis y el desarrollo de la lesion
ateromatosa, ademas de adquirir una serie
de propiedades citotdxicasy quimiotacticas
para € sistema monocito-macréfago que
contribuyen a su caracter aterégeno.t

Aparentemente, laL DL oxidadaesmas
inmunogénica que la LDL nativa, lo cual
sugiere que el nivel de autoanticuerpos
contraellasreflgjala extension envivo de
laoxidaciéndelaL DL nativa. Lamedicién
directadelaL DL oxidadaen suero o plasma
no es factible por la proteccién que sobre
ella tienen los agentes antioxidantes
presentes en la circulacion general, es por
eso que el descubrimiento de los
autoanticuerposcontralasL DL oxidadaen
suero humanoy laformacion del complegjo
inmune estimulan laacumul acién de éteres
de colesterol en macréfagoslo cua dalugar
alaformacion de las células espumosas.®*
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El objetivo de nuestro trabajo es €
montaje y estandarizacién de la
determinacion del inmunocomplejo circu-
lante (autoanticuerpo-LDL oxidada) en
suero humano, enfocado y desarrollado
como parte del esfuerzo dirigido a lograr
métodos de elevada calidad y factibles de
ser empleados por loslaboratorios clinicos
de nuestrared de salud en €l estudio de la
arterosclerosis.

METODOS
REACTIVOS

Polietilénglicol 6000 (PEG). Merck.

Kit enzimético colorimétrico para
determinar colesterol total delaBoehrin-
ger Mannhein.®

Calibrador comercial Preciset cholesterol
delaBoehringer Mannhein.

EQUIPOS

Bario circulatorio termostatado. HAAKE
DL

CentrifugaEppendorf.
Espectrofotometro Ultrospec 2 000
Pharmacia Biotech.

METODO ANALITICO

El complejo inmune circulante fue
precipitado del suero combinando
volumenes iguales de suero con
polietilénglicol de 6 000 (PEG) a 5 %. La
mezcla fue incubada en un bafio
termostatado a 18° durante 18 h. El
complejo fue sedimentado por centrifuga-
cion a 6 000 rpm, durante 30 min. El
precipitado fue lavado 3 veces con PEG al
2,5%. El colesterol contenido en el complgjo



inmune precipitado fue determinado
utilizando un kit enzimati co-col orimétrico
comercial para determinar colesterol total
de la Boehringer Mannheirn.5®

El precipitado fue resuspendido
directamente en 1 mL del reactivo de
colesterol eincubado 20 min atemperatura
ambiente, hasta el desarrollo del color, las
lecturas se realizaron a 500 nm en el
espectrofotémetro, en cubetas plasticas de
1,25 mL devolumen, de 1 cmdepaso deluz
dela Sarsted.

EVALUACION ANALITICA DEL METODO

Serediz6lavalidacion analiticaparael
método desarrollado mediantelosestudios
de calibracion, repetibilidad, reproducibi-
lidad, limite de deteccion, sensibilidad,
especificidad.®

La linealidad del método se obtuvo
después de promediar 12 curvas de
calibracion, de 6 puntosen unrangode5 a
40 pg/mL, con unincremento de 5pg/mL, y
por triplicado cadapunto delacurva. Para
el estudio de la repetibilidad y de la
reproducibilidad se analizaron 3 nuestras
de sueros frescos, que abarcaban la zona
baja, la media y la alta de la curva de
calibracion, para la repetibilidad fueron
procesadas 12 veces en unamismacorrida
y paralareproducibilidad se procesaron
3 réplicas de cada muestra por corridaalo
largo de 6 corridas analiticas. El limite de
deteccion fue calculado del estudio de
reproducibilidad y se consideré valor
promedio correspondiente a la media de
densidad Optica méas 2 desviaciones
estandar (2DE) del valor de absorbancia
obtenido para el calibrante cero en 6 co-
rridas.

Larecuperacion del método sereaizd
con 3 muestras de concentracion conocidas
de colesterol inmune, las que fueron
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suplementadas con concentraciones
exdgenas conocidas del analito.

Para estimar el valor diagnéstico del
"colesterol inmune" en la enfermedad
arterial coronaria se determiné la sensibi-
lidad, la especificidad, € valor predictivo
positivo y el negativo a partir del
procesamiento de 50 muestras de suero
tomadas de banco de sangre a azar "casos
normales’, y 65 muestras de pacientes
escogidos consecutivamente a azar entre
los asistentes ala Consulta de Cardiopatia
Isquémica en el Instituto Nacional de
Cardiologia y Cirugia Cardiovascular
"casos patol 6gicos'. Se utiliz6 como valor
decortede "colesterol inmune" denormales
y patolégicos (= 15 p/gmL), valor este
reportado en la literatura como criterio de
riesgo de aterosclerosis coronaria.®

Lasférmulas utilizadasfueron:

# de individuos enfermos con
resultado patol6gico

Sensibilidad = x 100
# totd de individuos enfermos
# de individuos sanos
con resultado normal
Especificidad = x 100

# total de individuos sanos

# de individuos enfermos

con resultado patolégico
Valor predictivo =
positivo (VPP)

x 100

# total de individuos con
resultados patol 6gicos

# de individuo sanos
con resultado normal

Valor predictivo = x 100

# total de individuos
con resultados normales

ANALISIS ESTADISTICO

Se obtuvo lamedia, desviacion estan-
dar, mediana, méximoy minimodelavariadle



estudiada, la sensibilidad, especificidad, y
valores predictivos del colesterol inmune
seobtuvieron con respecto alaclasificacion
a priori de normales y patol6gicos citada
anteriormente, todos los andlisis estadis-
ticos se hicieron empleando el paquete
estadistico SPSSPC versiéon 3.1.

RESULTADOS

La figura 1 muestra la curva dosis-
respuestade ladeterminacién del colesterol
en el precipitado inmune con PEC, lacurva
obtenida es el resultado de promediar
12 corridas, se obtuvo una adecuada
respues-talineal, que se corrobora con los
resultados del andlisis de la regresion,
donde se pudo computar la recta de mejor
ajuste para los puntos. Se observé un
desplazamiento proporcional deladensidad
Optica a las diferentes concentraciones de
colesterol del precipitado del inmuno-
complejo autoanticuerpo-LDL ox. El rango
de concentracion de la curva patron fue de
5a40ug/mL.

DO (500nm)
0,80

Sensibilidad
estadistica = 0,50 pg / mL

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Concentracion de colesterol (g / mL)

FIG. 1. Gréfico del comportamiento de la curva patrén
(n=12).

El limite de deteccién del método fue
de 0,5 pg/mL, concentracién que no hemos

177

encontrado en las nuestras de suero
utilizadas en el estudio de montaje y
estandarizacién del método.

En la realizacion del estudio de
precision, los resultados fueron satisfacto-
rios, como se muestra en latabla 1. La
repetibilidad del método evaluada através
de 3 muestrasde suero rindié un coeficiente
de variacion promedio de 3,7 %, € cud
consideramos adecuado para este tipo de
determinacién, de forma similar los
resultados obtenidos en el estudio de
reproducibilidad aport6 un coeficiente de
variacion promedio de 4,5 %, superior alos
del estudio de repetibilidad como era de
esperar. Se calculé el coeficiente de
variaciontotal paracadamuestraloscuaes
fueron7,14; 5,13y 4,38 %.

Los resultados del estudio de
recuperacion se muestran en latabla 2, el
porcentaje de recuperacion promedio delas
3 muestras estudiadas fue del 96,3 %.
Cuando ploteamos los datos esperados
(tedricos) en el e de las abscisas vs. los
datos observados (real es) delas 3 muestras
suplementadas (fig. 2) en 3 zonas diferentes
de la curva patrén obtuvimos unarecta de
regresion de pendiente 0,94 e intercepto
0,37,y r=1,000.

Tomando en consideracion losresulta
dos obtenidos respecto a la clasificacién
apriori denormaesy patol ogicosenlatabla3,
se arrojaron los siguientes resultados:

Paraunvalor decortede 15pug/mL."#

Criterio: riesgo si el colesterol inmune es

=>15ug/mL

» 80 % sensibilidad, lo que significa que
hay un 20 % de individuos enfermos
gue no son detectados, o sea de cada
100 muestras patoldgicas se reportan
como normales 20 por el colesterol
inmune.



TABLA 1. Estudio de precisién del método

Repetibilidad Reproducibilidad
Punto alto Punto medio Puntobajo Puntoalto Punto medio Punto bajo

Media
(ug/mL) 15,20 8,41 14,98 7,39 5,49
DE 0,47 0,26 0,48 0,30 0,29
CV% 3,00 3,15 3,20 4,05 5,20
TABLA 2. Estudio de recuperacién del método
Muestras Esperada Observada Porcentaje de

(colesterol inmune)  (colesterol inmune) recuperacion
M1 12,13 11,85 97,70
Zona baja
M2 19,80 18,90 95,45
Zonamedia
M3
Zona alta 35,60 33,90 95,50
Total 96,3

1]

Y= 0445 + 0,27
r-1

Conconiracién o eolesteml abservada  (pg 7/ mL)

fe1d 19.40 30,£0

Carzerligein de seleslarol ssperads fpg Dl

FIG. 2. Relacién entre los valores de concentracion
observados y esperados del estudio de recuperacion.

TABLA 3. Estudio de especificidad, sensibilidad y valores
predictivos, positivos y negativos

Colesterolinmune

\' Criterio Normal Patoldgico Total
E
R Normal 40 10 50
D
A Patolégico 13 52 65
D
Total 53 62 115

80 % sensibilidad; 76 % especificidad;84 % VPP y 76 %
VPN.

» 80% especificidad, lo cual significaque
hay un 20 % de individuos sanos que no
se determinan como tal, o sea, de cada
100 muestras normal es, sereportan como
patoldgicos por el colesterol inmune
20 que verdaderamente no |o son.

» 84 % como valor predictivo positivo
(VPP), o sea, de cada 100 casos
clasificados como patolégicos por el
colesterol inmune, 16 de ellosreal mente
no lo son.

* 76 % como valor predictivo negativo
(VPN), estoimplicaque de cada100casos
reportados como normales por el
colesterol inmune, 24 de ellos son
real mente patol gicos.

DISCUSION

Resulta notable el incremento
experimentado en |os afios recientes en el
numero deinvestigacionesbasicas, clinicas
y epidemioldgicas en el campo de las
lipoproteinas, particularmente en relacion
conlaLDL. LaoxidaciondelaLDL ocurre
en las paredes arteriales, las moléculas
oxidadas son secuestradas por diferentes
antioxidantes. Las paredes de las arterias



aterosclerdticas contienen nivelesdeiones
metalicosredox activos, por loquelasLDL
de los pacientes con enfermedades
cardiovasculares, a consecuencia de la
arterosclerosis, son mas susceptibles a la
oxidacion, posiblemente como resultado de
la reduccion de antioxidantes enddgenos
como lavitaminaE.*°

La peroxidacion de los lipidos de las
LDL y la subsecuente generacion de
aldehidos reactivos, producen cambios en
laapo B 100, que modifican marcadamente
las propiedades de las LDL. Este proceso
estimula la formacion de autoanticuerpo
(1gG, IgM), los que reconocen a estas apo
B100 modificadas.

Como se comentd en laintroduccion,
lamedicién directade laLDL oxidada en
suero o plasma no es factible por la
proteccion que sobre ellatienen los agentes
antioxidantes presentes en la circulacién
general, espor ello queladeterminacion de
los autoanticuerpos contra las LDL
oxidadas en suero humano ha despertado
gran interés en |los Ultimos afios.

Los resultados que presentamos
avalan la calidad analitica del método
desarrollado para cuantificar € colesterol
presente en el inmunocomplejo autoanti-
cuerpo-LDLox.

En lacurva patrén se observo que hay
un desplazamiento proporcional de la
densidad 6ptica a las diferentes concen-
tracionesy e limitede deteccidn concuerda
perfectamente con los encontrados por
Alexander N Orekhov y otros en 1995.8

Los coeficientes de variacion de la
repetibilidad y la reproducibilidad son
menores del 10 %, para la 3 muestras
analizadas en el estudio, por tanto conside-
ramos que nuestros resultados son
adecuados segun las caracteristicas del

método desarrollado. Estos resultados nos
permiten afirmar que una primera
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evaluacion de las muestras con
concentraciones desconocidas garantizé
una buena precision para concentraciones
decolesterol entre5y 40 pg/mL. Esterango
incluye el valor de concentracion de
significacion clinicaquees 15 pg/mL., pues
se ha visto que valores de "colesterol
inmune" de esta magnitud o superiores
estén asociados generalmente con un alto
riesgo de padecer trastornos ateroscleré-
ticos.

La recuperacion del método estuvo
dentro de los valores permisibles paratipo
de sistema, considerado satisfactorio en
estetipo de método donde el valor aceptado
es de 90-100 %. Estosresultados demues-
tran quelaexactitud del método en términos
de recuperacion es satisfactoria, 1o cual
garantizd que més del 95 % del colesterol
presente en € inmunocomplejo precipitd
conel PECy pudo ser cuantificado.

Para estimar el valor diagnéstico del
"colesterol inmune” en laaterosclerosis de
cualquier grado de estenosis se determiné
la sensibilidad, la especificidad, y los
valores predictivos positivos y negativos
del mismo. Pararedizar el andlisisdeestos
resultados es necesario tener en cuentaque
en el grupo de sujetos "supuestamente
normales’, sacados de banco de sangre,
como indica la palabra, no se sabe con
certeza cuantos son realmente sanos, pues
para ello seria necesario realizarles la
coronariografia, pruebainvasivay costosa,
gue no procede en este tipo de estudio en
sujetos sin signos ni sintomas de
enfermedad coronaria. Lasensibilidady la
especificidad diagnosticas del colesterol
inmune obtenidas en nuestro trabajo es
similar a la obtenida por Alexander N
Orekhov y otros® Ellos en su estudio
calcularon el valor de otros parametros
lipidicos parael diagndstico delaboratorio
y concluyeron queel colesterol inmuneera
el mejor marcador diagndstico entre los
parametros|lipidicos analizados.



Los resultados obtenidos en este aterosclerosis coronaria, cerebral y

trabajo son satisfactorios y, a nuestro periférica, donde €l "colesterol inmune"
juicio, el sistema analitico posee los puede ser evaluado como marcador de
atributos de calidad adecuados para su aterosclerosis en poblaciones con un

utilizacion, en las investigaciones de la estadio temprano delamisma.

SUMMARY

This paper was made to mount and standardize a method to evaluate the
oxidized low density lipoprotein (LDLox) contained in the
immunocomplexes by the quantification of total cholesterol present in the
precipitate of polyethylene glycol denominated “immune cholesterol”. It
was obtained an adequate lineal response that was corroborated with the
results of the regression analysis, where it was possible to compute the
straight line of best adjustment for the points. A range of concentration of
the curve from 5 to 40 pg/mL was found. The limit of detection of the
method was 0.5 pg/mL. The repeatability and reproducibility were 3.7 and
4.5 %, respectively. On analyzing the total recovery of the method, it was
96.3 %. 80 % of sensitivity and specificity and 84 and 76 % of positive and
negative predictive value, respectively, were obtained. The results showed
the analytical quality of the method to be used in the investigations related
to coronary, cerebral and peripheral atherosclerosis.

Subject headings: LDL LIPOPROTEINS; AUTOANTIBODIES;
REFERENCE STANDARDS; CHOLESTEROL.
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