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RESUMEN

Introduccién:

El estudio de los lipidos y las lipoproteinas tiene interés clinico en la valoracién de las
dislipemias y de la enfermedad cardiovascular (ECV). Las lipoproteinas cumplen un
papel clave en la formacion de la placa de ateroma responsable, en buena parte, de la
aparicién de ECV. Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) aportan, principalmente,
los lipidos necesarios para la formacién de la placa mientras que las lipoproteinas de
densidad alta (HDL) tienen un efecto protector. La ateroesclerosis es un proceso
progresivo, de modo que la intervencién temprana tiene un efecto positivo, hecho que
sitda al LDL como un elemento central en la prevencion de ECV. Existen distintas
terapias para la reduccién de los lipidos y las lipoproteinas si bien, en general, las
estatinas son la primera linea de tratamiento. Estos fAirmacos inhiben la sintesis de

colesterol endégeno, contribuyendo por tanto a la reduccién de los niveles de LDL.

En el afio 2001, el “National Cholesterol Education Program” (NCEP) public6 las
recomendaciones para la prevencion, deteccion y tratamiento de las personas con
niveles elevados de colesterol en las que se reconoce el papel crucial del LDL
colesterol (LDL-C) como elemento de prevencién primaria. Posteriormente, en el afio
2013, el "American College of Cardiology" y la "American Heart Association" publicaron
unas nuevas guias donde el elemento central de la prevencién de ECV pasa a ser el
tratamiento con estatinas. Cada afio distintas sociedades publican sus
recomendaciones para el manejo de la ECV y la dislipemia, sin que exista un consenso

entre ellas.

En la determinacion de las pruebas del perfil lipidico existen discrepancias entre los
meétodos de referencia fijados para cada parametro, que implican técnicas laboriosas y
el uso de equipamiento muy especifico y personal entrenado, y los métodos
disponibles en los laboratorios de rutina. En el caso del LDL-C, el método de referencia
es la betacuantificacion, que implica procesos de ultracentrifugacion, mientras que en

el laboratorio se emplean métodos directos o de estimacién, principalmente, la
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Féormula de Friedewald (FF), en la que se estima el LDL-C en base a los resultados de
colesterol total. HDL-C y triglicéridos. La FF tiene varias limitaciones en su aplicacion
y, con el paso de los afios, se han ido describiendo nuevas restricciones en su uso
(como por ejemplo, en determinadas situaciones patolégicas como la diabetes
mellitus), lo que ha favorecido la apariciéon de nuevas propuestas para la estimacion

del LDL-C.

Objetivos:

El LDL-C juega un papel central en la prevencion de ECV y manejo de la dislipemia, si
bien existen discrepancias en su determinacién, dada la imposibilidad de acceder al
método de referencia en los laboratorios del ambito clinico y las limitaciones descritas
en el uso de la FF. En este punto, los métodos directos para la medicién del LDL-C

aparecen como la opciéon mas factible en la rutina de los laboratorios clinicos.

Este proyecto se inicia a partir de una publicaciéon en el afio 2011 en el que se
encontraron discrepancias en muestras con valores extremos de HDL-C entre el LDL-C
estimado con la FF, asi como con otras férmulas propuestas, en comparacién con un

método directo certificado.

Se establecen tres objetivos principales en el trabajo. En primer lugar, se pretende
valorar el efecto de valores extremos de HDL-C sobre la FF y los métodos directos
para la determinacién del LDL-C. En segundo lugar, se persigue averiguar el efecto de
la diabetes mellitus en el rendimiento, nuevamente, de diferentes métodos directos y
de la FF. Y finalmente, se desea valorar la utilidad de las principales férmulas

alternativas propuestas para la estimacion del LDL-C.

Material y Métodos:

Para realizar el estudio, se emplearon los equipos y reactivos para la determinacion de

colesterol total, triglicéridos, HDL-C y LDL-C de cuatro fabricantes diferentes (Roche
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Diagnostics, Siemens Healthcare, Abbott y Beckman-Coulter). Para la estimacién del
LDL-C se emplearon, ademas de la FF, algunas de las ecuaciones mas relevantes
(formulas de Delong et al., Hattori et al., Anandaraja et al., Chen et al.,, Vujovic et al. y

Martin et al.).

Se desarrollaron dos procesos de seleccién de muestras. En el primero, con el fin de
evaluar el efecto de los valores de HDL-C extremos, se seleccionaron muestras de
pacientes con valores de HDL-C <20 mg/dL o 2100 mg/dL, excluyendo todas aquellas
muestras con una marcada dislipemia (n=105 en cada grupo). En el segundo, se
seleccionaron muestras de pacientes sanos y diabéticos con mal y buen control
metabodlico (HbAlc >7% y HbAlc <7% respectivamente), excluyendo aquellos
pacientes con hepatopatia, insuficiencia renal, dislipemia marcada o cualquier otra
patologia de base (n=35 para cada grupo de pacientes diabéticos y n=30 para los

pacientes sanos).

Con respecto al analisis estadistico se emple6 la prueba de normalidad de Shapiro-
Wilk mientras que el contraste de hipdtesis para muestras apareadas e
independientes se llevd a cabo con test paramétricos y no paramétricos. Para la
comparacién de métodos se emplearon la regresién de Passing-Bablok (PB) y el
método de Bland-Altman (BA). Los pacientes fueron clasificados en cuatro grupos de
riesgo definidos por la NCEP segtin los valores de LDL-C y se incluy6 en el analisis un
grupo con valores inferiores a 70 mg/dL, dado que en las guias mas recientes se
definen valores objetivo por debajo de este punto de corte. Para valorar las
discrepancias entre los diferentes métodos y formulas en la clasificacion en grupos de

riesgo, se empleo el indice Kappa (K) de Cohen ponderado.

Resultados:

En el estudio de valores extremos de HDL-C, las pruebas de Friedman y ANOVA para
muestras apareadas indican diferencias significativas entre los diferentes

analizadores en ambos grupo de HDL-C, salvo para el colesterol total entre el Cobas
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c711 (Roche), Architect ci8200 (Abbott) y el AU2700 (Beckman-Coulter). Las pruebas
de comparacidon de métodos muestran que solo se cumplen los criterios definidos para
la regresion de P-B y el método de BA en el colesterol total en el grupo de HDL-C 2100
mg/dL entre el AU2700 y el Advia 2400 (Siemens). En relacion con la capacidad de
clasificacion, en general, la concordancia entre los distintos analizadores es pobre
salvo entre el Cobas c711 y el Architect ci8200. Con respecto a la FF, existen
diferencias significativas entre los resultados de LDL-C medido con el método directo
con la FF en cada uno de los analizadores en ambos grupos en estudio. Los indices K
entre el LDL-C estimado por la FF entre los diferentes analizadores muestran una
concordancia entre moderada y buena en el grupo de HDL-C <20 mg/dL, mientras que
entre el LDL-C medido directamente y el calculado con la FF en los distintos
analizadores la concordancia es entre pobre y moderada. Ademas, en general, no se
cumplen los criterios de PB y BA entre el LDL-C calculado mediante la FF entre los
diferentes laboratorios ni con respecto a los métodos directos. Y en relacién con las
formulas alternativas, existen diferencias significativas entre los resultados ofrecidos
con respecto a la FF y a los métodos directos y no se cumplen los criterios definidos

para la comparacién de métodos.

En el estudio del efecto de la diabetes mellitus, los resultados obtenidos muestran que,
con los datos disponibles, no hay diferencias significativas en el perfil lipidico de los
grupos estudiados. Por tanto, los datos se emplearon en conjunto como un grupo
control. En la comparacion de métodos, unicamente se cumplen los criterios de PB y
BA para el HDL-C entre el Cobas c711 y el Advia 1800 (Siemens) y los triglicéridos
entre el Architect 16000 (Abbott) y el Advia 1800. En relacién con la clasificacion de
riesgo con el LDL-C medido directamente, los mejores indices K se obtienen entre el
Advia 1800 y el AU2700, siendo el resto de concordancias pobres. Con respecto a la
FF, la mejor concordancia se obtiene entre el Cobas c711 y el Architect c16000, siendo
el resto pobres, y en la comparaciéon entre la FF y el método directo los mejores
resultados se obtienen en el Cobas c711. En relacién con la comparacién de métodos,

no se cumplen los criterios definidos para PB y BA ni entre la FF de cada laboratorio ni
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con respecto a los métodos directos. Finalmente, con respecto a las foérmulas

alternativas no se cumplen los criterios de las pruebas de comparacién.

Discusion:

El LDL-C ha demostrado ser un elemento central en la prevenciéon de ECV y las
terapias de tratamiento mas actuales buscan una mayor reduccidon de sus valores,
dado el elevado impacto de la ECV en las sociedades desarrolladas. En este sentido, las
diferentes guias no ofrecen consenso en determinados aspectos como las condiciones
del paciente, los criterios de calidad y el método a emplear para la determinacion de
LDL-C. La imposibilidad de acceder a los métodos de referencia hace que los métodos
directos deban ser la alternativa en la rutina de los laboratorios. Sin embargo, las
guias ofrecen valores “universales”, donde no se tiene en cuenta el método empleado,

por lo que la transferibilidad de resultados deberia ser un elemento crucial.

En este trabajo, se ha intentado valorar el efecto de los valores extremos de HDL-C y

de la diabetes mellitus en los resultados obtenidos para el LDL-C.

Con respecto a los valores extremos de HDL-C en la determinacion del LDL-C, se
puede concluir que, con los equipos y reactivos empleados en este trabajo, existen
discrepancias entre los valores de LDL-C ofrecidos por los métodos directos y la FF,
obteniéndose unas concordancias entre débiles y moderadas. Esta falta de
transferibilidad de resultados supondria una clasificaciéon inadecuada de pacientes
segln el centro donde acudiera, con los posibles cambios que ello supondria en cuanto
al inicio de tratamiento farmacoldgico o a la monitorizacién de la respuesta. Ademas,
esta falta de intercambiabilidad de resultados no se limita exclusivamente al LDL-C,
sino que es aplicable al resto de parametros del perfil lipidico. Estas diferencias se
pueden deber a los distintos principios de reaccién empleados por cada fabricante y a

la propia heterogeneidad de las lipoproteinas.

En relacion con el efecto de la diabetes mellitus, con los datos disponibles, se

evidencia que no existen diferencias en los resultados del perfil lipidico entre los
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pacientes diabéticos y los pacientes sanos. Esto podria explicarse por el bajo nimero
de muestras en cada grupo, asi como el hecho que las dislipemias mas acusadas
pueden presentarse con valores de HbAlc mas elevados (>9%). Esta ausencia de
diferencias nos lleva a tratar todos los datos en conjunto para llevar a cabo una
evaluacion de los métodos sobre un grupo “control”, evidenciandose que se

mantienen las discrepancias observadas en el estudio de valores extremos de HDL-C.

Con respecto a la FF, a pesar de que sigue siendo reconocida como una herramienta
coste-efectiva y es mencionada en las diferentes guias, existen evidencias de que su
uso es limitado en determinados estados patoldgicos y que hay més limitaciones en su
aplicacion de las descritas inicialmente en su publicacién. Con los datos obtenidos, se
comprueba que existe un bajo grado de concordancia entre los valores de FF entre los

distintos analizadores y con respecto a los métodos directos.

Finalmente, con respecto a las férmulas alternativas, se observa que ofrecen

resultados dispares entre ellas y con respecto a la FF y los métodos directos.

Conclusiones:

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que los valores extremos de
HDL-C suponen una limitacién en el intercambio de resultados entre la FF y los
métodos directos, pero estas discrepancias se extienden a los pacientes con un perfil
lipidico normal. Ademas, las ecuaciones alternativas no mejoran la intercambiabilidad
de resultados con respecto a la FF o los métodos directos. Por tanto, dependiendo del
método empleado se puede clasificar a los pacientes en grupos de riesgo diferentes,
con importantes consecuencias sobre la decisién de pautar un tratamiento anti-
hiperlipemiante. Ademas, estas discrepancias se mantienen cuando se incluye una
categoria de LDL-C <70 mg/dL. Por tanto, es necesaria una armonizaciéon de los
métodos directos, siendo recomendable que los pacientes con perfiles lipidicos

alterados o en tratamiento sean monitorizados con la misma técnica.
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ABSTRACT

Introduction:

The study of lipids and lipoproteins has clinic interest in the assessment of
dyslipidemia and cardiovascular disease (CVD). Lipoproteins play a key role in the
atherosclerotic plaque formation, mostly responsible for the onset of CVD. Low
density lipoproteins (LDL) mainly contribute with the lipids needed for the formation
of the plaque, whereas high density lipoproteins (HDL) have a protective effect.
Atherosclerosis is a progressive process in which early intervention has a positive
effect, so LDL becomes a central factor in CVD prevention. There are several therapies
for lipids and lipoproteins reduction but statins are generally the first line of
treatment. These drugs inhibit the synthesis of endogenous cholesterol, thus

contributing to the reduction of LDL levels.

In 2001, the National Cholesterol Education Program (NCEP) published their
guidelines for prevention, detection and treatment of hipercholesterolemic patients,
in which LDL-cholesterol (LDL-C) is recognized as a main element in primary
prevention. Later, in 2013, the American College of Cardiology and the American
Heart Association published a new guideline, where treatment with statins became
the axis in CVD prevention. Since then, different societies have published their own
guidelines for the management of CVD and dyslipidemia, without consensus among

them.

In the determination of the lipid profile tests there are discrepancies between the
reference methods set for each parameter, involving laborious techniques and the use
of specific equipment and trained personal, and the available methods in the routine
laboratories. For the LDL-C, the reference method is the betaquantification, which
implies ultracentrifugation, whereas in routine laboratories they use direct methods
or estimation methods, mainly the Friedewald Formula (FF), in which LDL-C is
estimated based on total cholesterol, HDL-C and triglycerides. FF has several

limitations in its application and new restrictions have been described over the past
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years (for example in certain pathological states such as diabetes mellitus), so new

equations for LDL-C estimation have been proposed.

Objectives:

LDL-C plays a key role in CVD prevention and management of dyslipidemia, although
there are discrepancies in its determination, given the impossibility of accessing the
reference method in the routine laboratories and the limitations described in the use
of the FF. At this point, LDL-C direct methods appear as the most feasible option in the

clinical laboratories.

This project starts from a publication in 2011 in which discrepancies were found in
samples with extreme values of HDL-C between the estimated LDL-C with the FF, as

well as with other proposed formulas, compared to a certified direct method.

Three main objectives are fixed in this work. First of all, the aim is to evaluate the
effect of extreme values of HDL-C on FF and direct methods for the determination of
LDL-C. Secondly, the goal is to find out the effect of diabetes mellitus on the
performance of different direct methods and the FF again. Finally, the objective is to
assess the usefulness of the most relevant alternative formulas proposed for the

estimation of LDL-C.

Methods:

To carry out the study, equipment and reagents were used to determine total
cholesterol, triglycerides, HDL-C and LDL-C from four different manufacturers (Roche
Diagnostics, Siemens Healthcare, Abbott and Beckman-Coulter). For the estimation of
LDL-C, in addition to the FF, some of the most relevant equations were used (Delong

et al., Hattori et al.,, Anandaraja et al., Chen et al., Vujovic et al., And Martin. et al.).
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Two sample selection processes were developed. In the first one, to evaluate the effect
of extreme HDL-C values, samples with HDL-C <20 mg/dL or 2100 mg/dL were
selected, excluding those with marked dyslipidemia (n=105 in each group), In the
second one, samples from healthy and diabetics patients with poor or good metabolic
control were selected (HbAlc >7% and HbAlc <7%, respectively) excluding those with
liver disease, renal failure, marked dyslipidemia or any other underlying pathology

(n=35 for each group of diabetic patients and n=30 for healthy patients).

Regarding the statistical analysis, the Shapiro-Wilk normality test was used, while the
contrast of hypotheses for paired and independent samples was carried out using

parametric and nonparametric tests.

The Passing-Bablok regression (PB) and the Bland-Altman plot (BA) were used for the
method comparison. Patients were classified into four risk groups defined by the
NCEP according to the values of LDL-C and a group with values below 70 mg/dL was
included in the analysis, given that target values below this cutoff point are defined in
the most recent guidelines. To assess the discrepancies between the different methods
and formulas in the risk classification, the weighted Cohen’s Kappa (K) index was

used.

Results:

In the study of extreme concentrations of HDL-C, Friedman and ANOVA paired tests
indicate significant differences between the different analyzers in both groups of HDL-
C, except for the total cholesterol among Cobas c711 (Roche), Architect ci8200
(Abbott) and AU2700 (Beckman-Coulter). Method comparison tests show that only in
total cholesterol in the HDL-C group 2100 mg/dL between the AU2700 and the Advia
2400 (Siemens) the criteria defined for PB regression and BA plot method are met. In
relation to the classification capability, in general, the agreement between the
different analyzers is poor except between the Cobas c711 and the Architect ci8200.
Regarding the FF, there are significant differences between LDL-C direct
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measurement and the FF in each analyzers in both groups under study. The K
indexes between the LDL-C estimated by the FF between the different analyzers show
a moderate to good agreement in the group of HDL-C <20 mg/dL, while between the
LDL-C measured directly and that calculated with the FF the agreement is poor to
moderate. Furthermore, the PB and BA criteria are not met between the LDL-C
calculated by the FF between the different laboratories or between FF and the direct
methods. in relation to the alternative formulas, there are significant differences
between the results offered with respect to the FF and the direct methods and the

criteria defined for the comparison of methods are not met.

In the study of the effect of diabetes mellitus, the results obtained show that, with the
available data, there are no significant differences in the lipid profile of the groups
studied. Therefore, the data were used together as a control group. In the methods
comparison, only the PB and BA criteria for HDL-C between Cobas c711 and Advia
1800 (Siemens) and triglycerides between Architect 16000 (Abbott) and Advia 1800
are met. In relation to the risk classification with the LDL-C measured directly, the
best K indexes are obtained between the Advia 1800 and the AU2700, while the other
concordances are poor. Regarding to FF, the best match is obtained between the
Cobas c711 and the Architect c16000, while the other concordances are poor, and in
the comparison between the FF and the direct method the best results are obtained in
the Cobas c711. In relation to the method comparison, the criteria defined for PB and
BA are not met between FF in each laboratory nor with respect to direct methods.

Finally, the alternative formulas do not met the criteria of the comparison tests.

Discussion:

LDL-C has been shown to be a central element in the prevention of CVD and the
current treatment therapies seek a greater reduction of their values, given the high
impact of CVD in developed societies. In this sense, the different guidelines do not
offer consensus on certain aspects such as patient conditions, quality criteria and the

method to be used for the determination of LDL-C. The impossibility of accessing
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reference methods means that direct methods must be the alternative in the routine
of laboratories. However, the guides offer "universal" values, where the method used

is not taken into account, so the transferability of results should be a crucial element.

In this work, we have tried to assess the effect of extreme values of HDL-C and

diabetes mellitus on the results of LDL-C.

With respect to the extreme concentration of HDL-C in the determination of LDL-C, it
can be concluded that, with the equipment and reagents used in this work, there are
discrepancies between the values of LDL-C offered by the direct methods and the FF,
obtaining weak-to-moderate concordances. This lack of transferability would imply an
inadequate classification of patients according to the center selected, with the changes
that this would imply in terms of starting pharmacological treatment or monitoring
the response. What’s more, this lack of interchangeability is applicable to the rest of
the parameters of the lipid profile. These differences may be due to the different

reaction principles used by each manufacturer and the heterogeneity of lipoproteins.

With regard to the effect of diabetes mellitus, with the available data, there are no
differences in the lipid profile between diabetic and healthy patients. This could be
explained by the low number of samples in each group, as well as the fact that the
most pronounced dyslipidemia can occur with higher HbAlc values (> 9%). This
absence of differences leads us to treat all the data together to carry out an evaluation
of the methods on a "control" group, evidencing that the discrepancies observed in the

study of extreme concentrations of HDL-C remained.

With respect to FF, although it is still recognized as a cost-effective tool and is
mentioned in the different guidelines, its use is limited in certain pathological states
and there are more limitations in its application than those initially described in its
publication. With the obtained data, it is verified that there is a poor concordance
among the FF values in the different analyzers and between FF and the direct

methods.
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Finally, with respect to the alternative formulas, it is observed that they offer

disparate results among them and with respect to the FF and the direct methods.

Conclusions:

Based on the results obtained, it can be concluded that extreme concentrations of
HDL-C suppose a limitation in the exchange of results between the FF and the direct
methods and these limitations extend to patients with a normal lipid profile. In
addition, alternative equations do not improve the interchangeability of results with
respect to the FF or the direct methods. Therefore, depending on the method used,
patients can be classified into different risk groups, with important consequences on
the decision to schedule anti-hyperlipidemia treatment. In addition, these
discrepancies persist when a category of LDL-C <70 mg/dL is included. Hence, an
harmonization of direct methods assays is necessary and it is recommended that
patients with altered or treated lipid profiles should be monitored with the same

technique.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- LIPIDOS Y LIPOPROTEINAS

Los lipidos son una serie de compuestos organicos formados, en su base quimica, por
enlaces apolares carbono-hidrégeno a los cuales se pueden unir, en menor medida,
otros elementos quimicos (oxigeno, azufre, nitrégeno, fosforo, etc.). Son solubles en
disolventes organicos apolares e insolubles, o poco solubles, en agua, si bien la
inclusion de estos otros elementos quimicos puede permitir la presencia de grupos
polares (fosforilo, amino, hidroxilo, etc.) que confieren un caracter anfipatico a la
molécula (1-3). La incorporaciéon de proteinas a su estructura da lugar a las

lipoproteinas.

1.1.1.- LIPIDOS

Los lipidos desempefian un papel muy importante en numerosos aspectos de la vida

como (4):

e Componentes estructurales de la membrana celular: se trata de una bicapa
lipidica que separa el contenido celular del medio y en la cual se alojan otros
elementos (como proteinas), que van a conferir distintas funciones y
propiedades a la membrana.

e Fuente de energia: el metabolismo lipidico produce una gran cantidad de
energia y, ademas, los lipidos pueden actuar como reservorio energético a
largo plazo.

e Hormonas y mediadores celulares: los lipidos pueden regular el metabolismo,

como en el caso de las hormonas esteroideas o las suprarrenales, actuar como
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receptores celulares y mediadores locales o pueden ser componentes
imprescindibles para la vida, como las vitaminas.

e Transportadores: facilitan la digestion, absorcion y transporte de otros lipidos.

En conjunto, los lipidos se pueden clasificar en 6 grandes grupos en base a su

estructura quimica (1-3):

1. Colesterol: se trata de un alcohol esteroideo insaturado de 27 atomos de
carbono, derivado del esterano, con caracteristicas anfipaticas. Desempefia un
papel estructural fundamental ya que regula la fluidez y estabilidad de la
membrana plasmatica y, ademas, es precursor de otros compuestos como la
vitamina D, hormonas sexuales (androgenos y estrogenos), corticoesteroides
(glucocorticoides y mineralcorticoides) asi como de acidos biliares.

2. Acidos grasos: moléculas anfipaticas formadas por una cadena hidrocarbonada
lineal que termina con un grupo carboxilo. Son muy importantes como fuente
de energia. Se pueden clasificar en base a la longitud de la cadena y segtn el
grado de saturacion.

3. Acilgliceroles: se forman por la esterificaciéon de 1, 2 o 3 moléculas de acidos
grasos con una molécula de glicerina dando lugar a mono, di o triglicéridos. Los
triglicéridos constituyen aproximadamente el 95% de la grasa almacenada en
el tejido adiposo, siendo la principal reserva energética en el ser humano, y son
la forma predominante de ésteres de glicerol en el plasma.

4. Esfingolipidos: se trata de alcoholes dihidricos de 18 carbonos que derivan de
la esfingosina, a los que se les une un acido graso de cadena larga mediante un
enlace amida, dando lugar a la ceramida. La ceramida es la unidad estructural
en la formacion de los demas esfingolipidos (esfingomielinas, ganglidsidos y
cerebrosidos) que actiian como antigenos del grupo sanguineo, antigenos
tumorales o componentes de la membrana celular, implicados en sefializacion
celular.

5. Prostaglandinas: compuestos derivados de un acido graso insaturado de 20 C
que contiene un anillo de ciclopentano. Tienen un mecanismo de accién similar

a las hormonas, aunque se sintetizan en el mismo lugar de acciéon (mediadores
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locales). Participan, por ejemplo, en procesos de coagulacidn, fiebre o en la
secrecion gastrica.

6. Terpenos: moléculas lineales o ciclicas cuyo componente basico es el isopreno
(hidrocarburo de 5 C), que incluyen esencias y pigmentos vegetales, vitaminas

como la A, E y Ky dolicoles, importantes en glicosilacion de proteinas.

1.1.2.- LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas son macromoléculas formadas por la unién de lipidos y proteinas
(denominadas en este caso apolipoproteinas). Se sintetizan, mayoritariamente, en el
higado y se encargan de transportar los lipidos por todo el organismo. Tienen forma
esférica, con un nucleo hidrofébico, donde se localizan los lipidos, y una superficie
hidrofilica, donde se hallan apolipoproteinas, colesterol libre y fosfolipidos. La unién
entre el nucleo y la superficie se realiza mediante enlaces débiles (puentes de
hidrégeno, interacciones de Van der Waals), lo que va a permitir que la composicion

de las lipoproteinas sea dinamica (1-3).

Cada lipoproteina tiene una composicidon de lipidos y apolipoproteinas cualitativa y
cuantitativamente diferente (5). Las apolipoproteinas se van a encargar de modular la
actividad de las enzimas que actiian sobre las lipoproteinas asi como de mantener la
integridad del complejo lipoproteico y permitir su absorcion, al actuar como ligandos

de receptores celulares especificos.

Las lipoproteinas se pueden separar mediante técnicas de ultracentrifugacion y

electroforesis y se clasifican atendiendo a su densidad (Tabla 1) (1-3):

[.  Quilomicrones: particulas de gran tamafio que se encargan de transportar los
lipidos de la dieta. Se forman en el intestino tras la ingesta de grasas y viajan
hasta el torrente sanguineo. Son muy ricos en triglicéridos. Presentan de forma

exclusiva la apolipoproteina B-48.
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[I. Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, del inglés "very low density
lipoprotein"): estan constituidas, mayoritariamente, por triglicéridos y en
menor medida colesterol. Tienen una composicion de apolipoproteinas similar
a los quilomicrones, aunque en este caso no contienen Apo B-48 sino Apo B-
100 (normalmente denominado Apo B). Se forman en el higado empleando
acidos grasos endogenos.

[II.  Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, del inglés "intermediate density
lipoprotein"): se forman a partir del metabolismo de las VLDL, como
lipoproteinas residuales. Mantienen la molécula de Apo B-100 ademas de otras
apolipoproteinas (6).

IV.  Lipoproteinas de baja densidad (LDL, del inglés "low density lipoprotein"): se
encargan del transporte del colesterol por todo el organismo y se forman a
partir de las VLDL. Mantienen una inica molécula de Apo B-100.

V. Lipoproteina (a) [Lp(a)]: se trata de unas particulas similares al LDL, que
presentan de manera especifica la apolipoproteina (a) unida a la Apo B-100
mediante un puente disulfuro (7).

VI.  Lipoproteinas de alta densidad (HDL, del inglés "high density lipoprotein"): se
encargan de movilizar el colesterol desde los tejidos al higado, incluyendo
aquel depositado sobre las paredes arteriales. Las HDL son particulas muy
heterogéneas en cuanto a su densidad y a su composicién lipidica y de

apolipoproteinas.

Densidad (g/mL) Diametro (nm) Elel\:ltlrg;:::g:ica Apolipoproteinas
Quilomicrones <0,95 >70 - A-1, A-2, B-48, C-1,C-2,C-3, E
VLDL 0,95 - 1,006 30-80 Pre-B B-100, C-1,C-2,C-3,E
IDL 1,006 - 1,019 22-35 Entre By Pre-B B-100, C-3, E
LDL 1,019- 1,063 18-28 B B-100
Lp(a) 1,040 - 1,130 26-30 Pre-B (a), B-100
HDL 1,063 - 1,210 4-12 a A-1,A-2,C-1,C-2,C-3,D, E

TABLA 1.- CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LAS DIFERENTES LIPOPROTEINAS EN BASE A SU
DENSIDAD, TAMANO DE LA PARTICULA, MIGRACION ELECTROFORETICA Y COMPOSICION DE
APOLIPOPROTEINAS
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1.2.- METABOLISMO DE LOS LiPIDOS

En el abordaje del metabolismo lipidico cabe destacar la importancia, por un lado, de

las lipoproteinas y, por otro, del colesterol.

1.2.1.- METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS

El metabolismo lipoproteico puede dividirse en las siguientes vias (1-3):

- Via exégena :

Es la via por la que se absorben los lipidos procedentes de la dieta para,
posteriormente, transportarlos hasta el higado y demas tejidos. Tras la ingesta, en las
células del intestino, los acidos grasos y el glicerol se combinan para formar los
triglicéridos, mientras que el colesterol es esterificado gracias a la enzima acil
colesterol acil transferasa (ACAT). Se forman entonces los quilomicrones, constituidos
por un 90% de triglicéridos y Apo B-48, A-1, A-2 y A-4, que van a pasar a la circulacion
linfatica y de ahi al torrente sanguineo. A medida que van interaccionando con las
HDL, se incorporan a su estructura otras apolipoproteinas como Apo C-2 y Apo E,
perdiendo progresivamente las Apo A. Apo C-2 es un activador de la enzima
lipoprotein lipasa (LPL), situada en la superficie de las células endoteliales de los
capilares, que va a provocar la hidrélisis de los triglicéridos, liberandose asi los acidos
grasos, que seran captados por las células musculares, para emplearlos como fuente

de energia, o por los adipocitos, que los almacenaran como triglicéridos.

Los quilomicrones remanentes, aun ricos en triglicéridos y colesterol, dejan de ser
hidrolizados por LPL al perder Apo C-2 y son rapidamente captados por el higado
gracias a que conservan aun Apo B-48 y Apo E, que interaccionan con receptores

especificos. Una vez alli, los triglicéridos se empleardn como fuente de energia, se

29



almacenaran o bien se combinaran con Apo B-100 para formar VLDL y se secretaran

al torrente sanguineo.

- Via endédgena:

Es la via por la que se derivan los lipidos, fundamentalmente triglicéridos, del higado
al resto de tejidos. En un proceso similar al sufrido por los quilomicrones en la via
exogena, se forman en los hepatocitos las VLDL iniciales, que contienen
aproximadamente un 55-60% de triglicéridos y la molécula de Apo B-100. Una vez en
el torrente sanguineo, van a interactuar con las HDL, sufriendo cambios en la
composicion de apolipoproteinas. Se produce la incorporaciéon de Apo E y de Apo C,
entre ellas Apo C-2, que va a permitir la acciéon de LPL. A medida que va actuando la
enzima, las VLDL van perdiendo triglicéridos y ésteres de colesterol, quedando éstos a

disposicion de los tejidos, y se da lugar a las IDL, con mayor densidad y menor tamafio.

Aproximadamente, el 50% de las IDL seran procesadas por el higado, que es capaz de
captarlas gracias a un receptor de LDL que reconoce Apo B-100/Apo E. Las IDL
restantes, continuaran en el torrente sanguineo y, gracias a la accion de la lipasa

hepatica, perderan las apolipoproteinas (salvo Apo B-100) y daran lugar a las LDL.

Las particulas LDL formadas seran captadas por los tejidos gracias a los receptores
Apo B/E, lo que va a permitir emplear el colesterol, segun el destino y las necesidades
del organismo, en la sintesis de vitamina D, hormonas sexuales, corticoesteroides,

acidos biliares, formacion de membranas celulares, almacenamiento, etc.

1.2.2.- METABOLISMO DEL COLESTEROL

El colesterol es un elemento central en el metabolismo lipidico. Entre el 30-60% del
colesterol ingerido en la dieta es absorbido via quilomicrones, pero la produccion
endogena resulta también de gran importancia (Figura 1) (1-3). La sintesis de

colesterol, mayoritariamente llevada a cabo por parte del intestino y el higado, esta
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regulada por la enzima hidroxi metil glutaril CoA reductasa (HMGCoA reductasa), que
cataliza la formacion de mevalonato a partir del HMGCoA. Finalmente, el colesterol
sintetizado formara parte de nuevas particulas LDL y pasara al torrente sanguineo. En
situacion de ayuno, la mayor parte del colesterol circulante se encuentra en las VLDL,
LDL y HDL. El colesterol asociado a las LDL (LDL-C) representa el 60-70% del
colesterol total, el asociado a las HDL (HDL-C) supone el 20-30%, mientras que las

VLDL contienen un 10-15%.

Sintesis de colesterol
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FIGURA 1.- ESQUEMA DE LA RUTA DE SINTESIS ENDOGENA DE COLESTEROL

La captacion de LDL por parte de las células esta regulada por la expresion del
receptor de LDL (1-3). Cuando una célula necesita colesterol, se formaran nuevos
receptores que viajaran hasta la membrana. Una vez captadas, las particulas de LDL

seran degradadas junto con el receptor, liberandose asi el colesterol que inhibira la
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actividad de la HMGCoA reductasa y la expresion del gen del receptor de LDL. La
mayor parte de los receptores de LDL se expresan en los hepatocitos, lo que permite
que el higado capte en gran medida el colesterol y sea, por tanto, el principal érgano
encargado de su equilibrio. Solamente los macro6fagos, que expresan unos receptores
que reconocen particulas de LDL oxidadas o modificadas (receptores scavenger),
pueden captar LDL por otra via. Ademas, esta ruta no tiene una regulacion negativa, lo
que lleva a estos macroéfagos a acumular colesterol intracelular y acaban formando lo
que se conocen como células espumosas, que desarrollan un papel importante en la

formacion de la placa de ateroma (6,8,9).

Para eliminar el exceso de colesterol, se liberan al torrente sanguineo, desde el higado
e intestino, unas particulas lipidicas pobres en Apo A-1, formadas por la interaccién de
esta apolipoproteina con la proteina ABCA1 (ATP-binding cassette protein 1) (1-3).
Estas particulas se van a unir al receptor ABCA1 de otras células, que es capaz de
bombear colesterol intracelular retirandolo por tanto de la célula, formando lo que se
conoce como HDL naciente. La enzima lecitin colesterol aciltransferasa (LCAT)
cataliza entonces la esterificacion del colesterol de las HDL nacientes, lo que provoca
que este colesterol pase a estar secuestrado en el nucleo de la particula al ser ahora
mas hidrofébico, de modo que so6lo podra ser retirado en el higado. Se constituyen asi
las particulas HDL, que son capaces también de captar mas colesterol (10). El higado
va a retirar el colesterol esterificado de las particulas HDL formadas, de modo que
estas particulas "descargadas” podran regresar al torrente sanguineo y captar nuevas

moléculas de colesterol.

1.3.- IMPORTANCIA CLINICA DE LOS LIPIDOS

El estudio de lipidos, dada su gran importancia biolégica, va a ser relevante para el

cribado de desdrdenes lipidicos (11), el manejo y deteccion de pacientes con
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enfermedad cardiovascular ateroesclerotica (12) y la evaluacion de la eficacia y

adherencia a los tratamientos destinados a su reduccion.

1.3.1.- DESORDENES LIPIDICOS

Las lipidosis son enfermedades relacionadas con el metabolismo de los lipidos, si bien
es cierto que este nombre suele emplearse para englobar las enfermedades
metabdlicas hereditarias, fruto de defectos en el funcionamiento de las enzimas
lisosomales o peroxisomales, en la oxidacién de los acidos grasos o en el metabolismo

mitocondrial (13).

Las hiperlipemias o dislipemias, por su parte, engloban aquellas enfermedades
primarias o secundarias que conllevan una alteracién en las fracciones lipidicas
circulantes, ya sea colesterol total, triglicéridos y/o lipoproteinas (quilomicrones,
VLDL, IDL, LDL, Lp(a), HDL). Se suele considera hiperlipemia cuando los valores de
colesterol total y/o triglicéridos estan por encima de 200 mg/dL. Su prevalencia es
mayor en poblacién obesa, con dietas ricas en grasas, en pacientes con enfermedad

cardiovascular temprana y también existe un componente familiar (genético).

Las hiperlipemias primarias se han catalogado tradicionalmente empleando la
clasificacion fenotipica de Fredrickson (14), que se basa en el patron de lipoproteinas,

aunque también se pueden agrupar en base a la alteracion genética de base (Tabla 2).

También existen trastornos que cursan con niveles bajos de HDL de manera aislada,
las hipoalfalipoproteinemias, con valores <40 mg/dL en hombres o <50 mg/dL en
mujeres. Se producen como consecuencia de defectos en los genes implicados en la
formacién de las HDL, lo que provoca un descenso en la formacién de las mismas (y no
de manera secundaria como ocurre en las hiperlipemias). Un ejemplo es la
enfermedad de Tangier, un trastorno autosémico recesivo raro, originado por una

mutacién en el transportador ABCA1. Sin embargo, a pesar de que el HDL se incluye
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como factor protector de eventos cardiovasculares, estos pacientes no tienen un

riesgo aumentado de enfermedad cardiovascular (ECV) (15). Otras enfermedades que

cursan con niveles bajos de HDL-C pueden ser la deficiencia de LCAT o de lipoproteina

A-1 (16). En cualquier caso se trata de enfermedades muy raras (menos de 1 caso por

cada millén de habitantes).

Tipo

lla

b

Nomenclatura

Hiperquilomicronemia
familiar
Hipercolesterolemia familiar
Hipercolesterolemia familiar
combinada
Disbetalipoproteinemia
familiar
Hiperlipemia familiar
Hipertrigliceridemia
enddgena

Fraccion alterada

Quilomicrones
LDL

LDL, VLDL

IDL
VLDL

VLDL, Quilomicrones

N/
/P

TG

5> 5> 5> > oz >

LDL-C

N2

« €« >

HDL-C

N
N/

Defecto
genético

LPL; Apo C-2
Receptor LDL

Desconocido
Apo E
Desconocido

Desconocido

TABLA 2.-ESQUEMA DE LA CLASIFICACION FENOTIPICA Y GENETICA DE LAS HIPERLIPEMIAS
PRIMARIAS Y CARACTERISTICAS EN CUANTO A LOS VALORES DE COLESTEROL TOTAL (CT),
TRIGLICERIDOS (TG), LDL-C Y HDL-C

Las hiperlipemias secundarias cursan con alteraciones en el perfil lipidico sin que

exista un trastorno primario de su metabolismo. Algunas de las causas secundarias de

hiperlipemia son:

» Diabetes mellitus (DM): se caracteriza por una desregulacién hormonal, que

afecta al metabolismo de los lipidos y provoca un aumento de los triglicéridos y

del LDL en diabéticos no tratados o mal controlados metabdlicamente (de

manera mas acusada en la DM tipo 2) (11).

» Obesidad: se asocia con cambios en el metabolismo lipidico, que conllevan un

aumento de colesterol total, triglicéridos y LDL-C, asi como un descenso del

HDL-C, a lo que contribuye las dietas ricas en grasas (sobre todo acidos grasos

saturados y colesterol) que comporta un aumento de las VLDL.
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» Hipotiroidismo: el déficit de tiroxina causa un descenso en los niveles de
receptores de LDL y de su actividad, disminuyendo por tanto el catabolismo de
las particulas de baja densidad.

» Consumo de alcohol excesivo: induce un aumento de los triglicéridos y del
glicerol y los acidos grasos libres en plasma.

» Habito tabaquico: produce un descenso de las particulas HDL.

» Enfermedad hepatica: el dafio hepatico puede producir alteraciones en el perfil
lipidico al ser el 6rgano encargado de su equilibrio.

» Farmacos: betabloqueantes, diuréticos, anticonceptivos orales, anti-psicéticos,
asi como algunos inmunosupresores, se asocian con hiperlipemia.

» Sindrome nefrético: se produce un aumento de la sintesis de lipoproteinas por
parte del higado.

» Fracaso renal crénico: la principal alteraciéon es la hipertrigliceridemia,
asociada a un descenso en el aclaramiento y en la actividad de la LPL y de la

lipasa hepatica. También es frecuente el aumento del LDL-C (17).

1.3.2.- ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La ECV define un conjunto de trastornos que afectan al corazén y/o sus arterias, entre
los cuales podemos encontrar el sindrome coronario agudo, valvulopatias,
insuficiencia cardiaca, etc. Las ECV son la principal causa de muerte en todo el mundo
y el mecanismo causante de su aparicién es, mayoritariamente, la ateroesclerosis.
Existen diversos factores de riesgo asociado con ECV, tanto modificables como no

modificables (Tabla 3).

Cabe destacar que los pacientes con DM tienen 2-3 veces mdas probabilidades de
desarrollar ECV, siendo este aumento mayor en las mujeres (18,19). La resistencia a la
insulina parece estar detras de este aumento del riesgo. El sindrome metabdlico es un
conjunto de factores de riesgo asociados a una mayor incidencia de ECV y DM tipo 2

(20). Se caracteriza por la presencia de obesidad abdominal, glucemia elevada,
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hipertrigliceridemia, descenso de HDL, aumento de LDL e hipertension y se debe a

una combinacién de factores ambientales y genéticos.

No modificables:

Antecedentes familiares de ECV

Edad: el riesgo aumenta con la edad
Sexo: mayor riesgo en hombres que en mujeres pre-menopadusicas

Raza: las personas de origen africano o asiatico tienen mayor riesgo
Otros factores: estrés, depresion, ansiedad o pobreza

Modificables:
Sedentarismo
Consumo de tabaco
Dieta inadecuada
Obesidad

Dislipemia

DM

Hipertension

TABLA 3.-FACTORES DE RIESGO QUE AUMENTAN LA PROBABILIDAD DE ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR, TANTO MODIFICABLES COMO NO MODIFICABLES

La informacion clinica recogida a lo largo de los afios ha puesto de manifiesto la
importancia de la prevenciéon en la ECV. Por este motivo, se han desarrollado
diferentes herramientas para la valoracion del riesgo de ECV, que pretenden ayudar
en la discriminacion sobre el riesgo futuro de cada paciente, con el objetivo de tomar
las decisiones clinicas mas acertadas sopesando diferentes factores de riesgo en

conjunto.

Uno de los mas importantes y empleados es la puntuaciéon de Framingham (21,22),
que se ha ido actualizando con el paso de los afios y que, ademas, tiene versiones
especificas para determinadas regiones y poblaciones. Su uso esta desarrollado para

edades comprendidas entre los 30-75 afios y valora el riesgo a 10 afios de enfermedad
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de las arterias coronarias. Para el calculo de riesgo emplea: edad, sexo, colesterol total,

HDL-C, presidn sistdlica, diabetes, habito tabaquico y tratamiento anti-hipertensivo.

Otra herramienta es el SCORE ("Systematic Coronary Risk Evaluation") (23) que basa
su valoracion en la edad, sexo, colesterol total, HDL-C, presién sistolica y habito
tabaquico y tiene 2 versiones para el uso en paises de alto y de bajo riesgo de ECV. El
ambito de aplicacion estaria entre los 40 y 65 afios y pondera el riesgo a 10 afios de

mortalidad por ECV.

El algoritmo QRISK fue desarrollado sobre poblaciéon de Reino Unido y tiene dos
versiones (QRISK 1y 2) (24,25). Es aplicable entre 35-75 afios y mide el riesgo a 10
afios de eventos por ECV. Estd basado en: edad, sexo, ratio colesterol total/HDL-C,
presion sistdlica, diabetes, habito tabaquico, historia familiar, indice de masa corporal,

raza, enfermedades crénicas e indice de privacidn segtn areas.

También en Reino Unido se desarroll6 el UKPDS ("UK Prospective Diabetes Study"),
especificamente validado para pacientes con DM tipo 2 (26). Incluye en el calculo
elementos como edad, duracién de la DM, sexo, raza, habito tabaquico, presion
sistélica y valores de colesterol total, HDL-C y hemoglobina glicada (HbAlc),
ofreciendo un riesgo a 10 afios de enfermedad coronaria fatal y no fatal y de ataque al

corazon fatal y no fatal.

El “Pooled Cohort Studies Equation” fue desarrollado por el "American College of
Cardiology" (ACC) y la "American Heart Association" (AHA), empleando datos de varios
estudios prospectivos (27). Evalua el riesgo de desarrollo del primer evento
ateroesclerotico cardiovascular para lo cual emplea edad, sexo, raza, colesterol total,
HDL-C, presion sistolica, tratamiento anti-hipertensivo, diabetes y habito tabaquico y

es aplicable entre 20 -79 afios.

Sin embargo, cada uno de estos modelos se ha desarrollado sobre poblaciones
diferentes, lo que hace que sus resultados no sean siempre comparables ni
transferibles a otras poblaciones, y sus objetivos finales son distintos (28). Ademas,

algunos de ellos, no tienen en cuenta algunos factores muy importantes en la
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valoracion de la ECV (DM, antecedentes familiares, etc.) lo que puede infraestimar el

riesgo.

1.3.3.- ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis (5) es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada por el
depdsito de placas lipidicas en las arterias asociado al dafio del endotelio vascular, que
provoca una reduccion de la luz del vaso e isquemia. Es una patologia progresiva, ya
que el proceso de formacion de la placa aterogénica es gradual, y multifactorial,
puesto que depende de factores genéticos y ambientales. Su prevalencia es mayor en
hombres y en raza caucasica. Dependiendo de los vasos afectados podran aparecer
diferentes manifestaciones clinicas como puede ser infarto de miocardio, intestinal,
cerebral o hipertension, entre otras. Algunos factores de riesgo asociados a

aterosclerosis son:

* Hiperlipemia

= DM

» Hipertension

» Habito tabaquico

* Enfermedades inflamatorias

= Edad

El proceso de formacion de la placa se inicia con el dafio de las arterias, que va a
provocar la reduccidon de la capa intima del vaso y que en sus células se vayan
acumulando lipidos. Asimismo, se va a producir la infiltracién de monocitos, que van a
transformarse en macréfagos. Estos macréfagos van a acumular lipidos,

transformandose en células espumosas.

La acumulaciéon de lipidos continda, de modo que pueden aparecer formaciones
extracelulares (estrias grasas), asi como la infiltracién por macrofagos y también por

células de musculo liso, que van a producir colageno. La muerte de las células
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espumosas va a liberar sustancias tdxicas produciendo aun mas dafio en el endotelio,
aumentando la respuesta inflamatoria local, que estimulara la llegada de linfocitos. La
placa formada puede ser dura, cuando se produce la calcificacién de la misma, o

blanda, mas peligrosas ya que pueden romperse y provocar trombos.

Las lipoproteinas plasmaticas, en mayor medida las LDL, son las encargadas de
suministrar los lipidos que constituyen parte del ateroma y, por tanto, juegan un papel
crucial en el desarrollo de la placa. El HDL dada su capacidad para retirar colesterol,
incluso de la placa, es reconocido por su papel anti-aterogénico. Por contra, el LDL se
ha mostrado como un agente pro-aterogénico, sobre todo a concentraciones elevadas.
Los macrofagos son capaces de captar LDL oxidado gracias a los receptores scavenger.
Existen varios mecanismos tanto "in vivo" como "in vitro" que pueden inducir la
oxidacion de las LDL (29), si bien el proceso concreto implicado en la formacion de la
placa de ateroma no es conocido. En cualquier caso, resulta evidente que en este
proceso se produce un desequilibrio entre los agentes oxidantes y anti-oxidantes, de
manera que se favorece la oxidacién de las LDL. Ademas de por ser captadas por los
macroéfagos, las LDL-oxidadas favorecen la formacion del ateroma ya que facilitan el

reclutado de macrofagos y propician el dafio endotelial y la agregacion plaquetaria.

Otras lipoproteinas, en particular aquellas ricas en triglicéridos como son las IDL y
VLDL, también tienen una notable capacidad aterogénica (30). Las IDL pueden ser
captadas por los macréfagos y contribuir a la formacién de las células espumosas. Por
su parte, las VLDL pueden también penetrar la pared del vaso sanguineo y tienen
efecto pro-inflamatorio, promoviendo la infiltracién de macréfagos. Asi mismo, la
combinaciéon de hipertrigliceridemia con niveles reducidos de HDL promueve la
formacién de particulas LDL de pequefio tamafio que tienen una capacidad

aterogénica mayor, ya que pueden penetrar la barrera endotelial mas facilmente.
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1.3.4.- TRATAMIENTO DE LA HIPERLIPEMIA

Existen diferentes tipos de farmacos destinados a reducir los niveles de lipidos. Se
pueden emplear de manera aislada o en terapia combinada, segln las caracteristicas
del paciente y los objetivos del tratamiento. Dependiendo del mecanismo de accién, el
principio activo y el componente lipidico sobre el que actian de manera primaria

podemos hablar de (31):

Inhibidores de la HMGCoA reductasa

En este grupo encontramos las estatinas como lovastatina, simvastatina, rosuvastatina
o pravastatina, entre otras (31). Afectan directamente a la sintesis de colesterol
incidiendo, principalmente, en la reduccién de los niveles de LDL-C (18-55%) y, en
menor medida, aumentando el HDL-C (2-15%) y disminuyendo los triglicéridos (6-
30%). Antes de su administracién, requieren una evaluaciéon bioquimica de la funcién
hepatica y su monitorizacién durante el tratamiento. Asi mismo, pueden producir
mialgias y debilidad muscular y en algunos casos rabdomiolisis, por lo que es
necesario el seguimiento de la creatin-quinasa (CK) durante el tratamiento. Ademas,

Su uso se asocia a un mayor riesgo de desarrollo de DM.

Inhibidores de la absorcion de colesterol

La ezetimiba (31) actiia a nivel intestinal reduciendo la absorcién del colesterol,
produciendo un descenso moderado del LDL-C (13-20%) y de Apo B (11-16%). Se

asocia con miopatias/rabdiomiolisis, sobre todo en combinacién con otros farmacos.

Derivados del acido fibrico

Los fibratos (gemfibrozilo, fenofibrato y acido fenofibrico) aumentan la eliminacién de

particulas LDL, la sintesis de HDL, la actividad lipasa y la captacién de acidos grasos
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por el higado (6), por lo que producen un descenso de los triglicéridos (20-50%) y un
incremento del HDL-C (6-20%). Pueden producir molestias gastrointestinales,
miopatia/rabdomiolisis (sobre todo en combinaciéon con estatinas) y aumentar los

niveles séricos de creatinina.

Niacina

El 4acido nicotinico inhibe, a nivel hepatico, la sintesis de triglicéridos y reduce el
catabolismo de las particulas HDL (32). Se reduce la formacién de LDL y VLDL, con el
consiguiente descenso de LDL-C (5-25%) y triglicéridos (20-50%), asi como el
aumento del HDL-C (10-35%). Puede producir, como efectos adversos, aumento de

acido urico, molestias gastrointestinales, prurito o enrojecimiento de la piel.

Secuestradores de acidos biliares

Medicamentos como colestipol o colestiramina impiden la reabsorcién de acidos
biliares a nivel intestinal, con el consiguiente descenso del colesterol disponible (31).
El LDL-C disminuye un 15-30%. Puede afectar a la absorcion intestinal, disminuyendo
la captacion de acido félico, vitamina D, A y K asi como la de algunos farmacos, y

aumentar los niveles de triglicéridos.

Inhibidores de la proteina microsomal de transferencia de triglicéridos (MTP)

El lomipatide impide la incorporacion de la Apo B-100 con los triglicéridos para
formar las VLDL al inhibir la MTP (29,32,33), produciendo asi un descenso del LDL-C
(hasta un 40%), colesterol total (36%), Apo B (39%) y triglicéridos (45%). Se emplea
sobre todo en pacientes con hipercolesterolemia familiar. Puede producir lesién
hepatica y esteatosis, por lo que requiere valoracion previa y monitorizacion durante

el tratamiento.
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Inhibidores de PCSK9

Se han desarrollado farmacos biol6gicos que actdan inhibiendo la enzima PCSK9
(como alirocumab y evolocumab), responsable de la eliminacién de receptores de
LDL. Una vez son internalizados los receptores, al inhibirse dicha enzima, se bloquea
la destruccién de los mismos y se favorece el reciclado, aumentando su ciclo de vida
util. Producen importantes descensos del LDL-C (48-71%), colesterol total (36-42%) y
Apo B-48 (55%). Algunos de los efectos adversos reconocidos son nasofaringitis o

infecciones del tracto respiratorio (34,35).

Inhibidores de sintesis de Apo B

El mipomersen contiene un oligonucleétido antisentido que bloquea la sintesis de Apo
B-100, al competir con el RNA mensajero que lo codifica, lo que lleva a una menor
formaciéon de particulas VLDL y LDL (29,36,37). Como efectos secundarios suele
producir reaccién en el lugar de inyeccién (eritema, hematoma, prurito, hinchazdén,
dolor) y cuadros gripales, ademas de requerir evaluacién y monitorizacién de la
funcion hepatica. Se emplea principalmente en pacientes con hipercolesterolemia

familiar. Produce un descenso de LDL-C (21%), colesterol total (19%) y Apo B (24%).

Acidos grasos omega 3

Se emplean fundamentalmente en el tratamiento de pacientes con
hipertrigliceridemia (31), ya que reduce la formacion de particulas VLDL y aumentan
la secrecion y el aclaramiento de los triglicéridos. Los efectos adversos suelen incluir
artralgia, gases, dispepsia y alteraciones del gusto. Pueden producir un aumento del
LDL-C y requieren monitorizacion de la funcién hepatica en pacientes con enfermedad

hepatica de base.
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1.3.5.- PREVENCION DE ECV

En el ano 2001, fueron publicadas las recomendaciones del "National Cholesterol
Education Program" (NCEP), entidad dependiente del Instituto Nacional de Salud
americano, para la prevencion, deteccion y tratamiento de las personas con niveles
elevados de colesterol. El objetivo de esta guia es reducir el riesgo de desarrollar ECV
mediante la prevencidn primaria y secundaria (38). La evidencia cientifica recogida
hasta ese momento se tradujo en el "Adult Treatment Panel III" (ATPIII), que venia a
actualizar el contenido de las anteriores ediciones (ATPI, 1988 y ATPII, 1993). En este
documento, se destaca el papel del LDL-C como objetivo primario en las terapias para

reducir el colesterol y el riesgo de ECV, debido a su reconocido papel aterogénico.

En el ATPI (39) ya se establecian unas estrategias de prevencién primaria de la ECV
basadas en los valores de LDL-C altos o moderadamente altos (>160 mg/dLy 130-159
mg/dL, respectivamente), mientras que en el ATPII (40), ademas, se fijaba como
objetivo la reduccién del LDL-C (<100 mg/dL) en aquellos pacientes con ECV previa.
Sin embargo, la evidencia de la importante capacidad aterogénica del LDL-C, incluso
en valores considerados hasta entonces adecuados (100-129 mg/dL), y el impacto del
uso de estatinas en cuanto a reduccién de incidencia y mortalidad de la ECV, llevé a

fijar unos objetivos mas ambiciosos en cuanto a su reduccion (Tabla 4).

Asi mismo, se establece la elevacion de los niveles de HDL-C y la reducciéon del
colesterol no-HDL (Colesterol total - HDL-C) como objetivos secundarios en la
prevencion de ECV, al ser el primero un componente anti-aterogénico y el segundo

representar las particulas con potencial aterogénico.

El ATPIII indica como primera medida de prevencién el cambio de habitos de vida. Las
pautas de tratamiento con estatinas y el objetivo de LDL-C se basan en el calculo de
riesgo a 10 anos para ECV, para lo que se sirven de las tablas de Framingham
modificadas. Sin embargo, también se hace hincapié en la valoracion de otros datos

(Tabla 5), que no se tienen en cuenta en esta ecuacion y que van a aumentar el riesgo
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cardiovascular, como son la presencia de multiples factores de riesgo, antecedentes
familiares u otras patologias con riesgo cardiovascular (denominados equivalentes de
riesgo para ECV). En este sentido, la DM, sobre todo tipo 2, tiene una consideracion
destacada dado que la acumulacion de factores de riesgo asociados es notable
(hipertrigliceridemia, descenso de HDL-C, aumento de LDL-C, resistencia a la insulina)

y se pueden beneficiar de la prevencion de ECV a largo plazo.

<40 Bajo <200 Deseable
>60 Elevado 200 - 239 Limite
2240 Alto

Objetivo de LDL-C (mg/dL)

100-129 Casi 6ptimo <150 Normal

130- 159 Limite 150-199 Limite

160 - 189 Elevado 200 - 499 Alto
2190 Muy elevado 2500 Muy alto

TABLA 4.- OBJETIVOS DEFINIDOS POR EL ATPIII PARA COLESTEROL TOTAL, HDL-C, TRIGLICERIDOS
(TG) Y LDL-C

El ATPIIl propone la realizacion de un escrutinio en ayunas del perfil lipidico
completo (colesterol total, HDL-C, LDL-C y triglicéridos) a todos los adultos mayores
de 20 afos cada 5 afios, a menos que los datos del paciente requieran un seguimiento
mas exhaustivo. Ademas, recomienda la realizaciéon del mismo perfil a los pacientes
ingresados por sindrome coronario agudo u otro evento cardiovascular isquémico en
las 24 horas posteriores al evento. Estas recomendaciones, junto con los habitos de
vida y alimentacién propios de nuestros dias, hacen que la demanda de estas pruebas

a los laboratorios clinicos de los diferentes hospitales sea cada vez mayor (41).

El ATPIII supuso un cambio muy importante en la valoracion y prevencion del riesgo
de ECV, asi como en las recomendaciones sobre la determinacion de los lipidos y los

objetivos de calidad analiticos, muchas de las cuales siguen vigentes actualmente.
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LDL-C
Nivel de riesgo

(mg/dL)
ECV y equivalentes de ECV <100
Multiples factores de riesgo (2+) <130
+ Riesgo 10 afios ECV >20% <100
0-1 Factores de riesgo <160

Hipertension
Consumo de tabaco
HDL-C <40 mg/dL
Historia familiar de ECV prematura
Edad: Hombres 245; Mujeres 255

Factores de riesgo principales

TABLA 5.-OBJETIVO DE LDL-C SEGUN EL NIVEL DE RIESGO Y FACTORES DE RIESGO MAYORES PARA
EVALUACION DE ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Mas recientemente, en 2013, la ACC/AHA han publicado unas guias para el
seguimiento del riesgo de enfermedad ateroesclerética cardiovascular en adultos
(42). En estas guias, se hace especial hincapié en la reduccién de los valores de LDL-C
como objetivo de tratamiento y en el establecimiento de 3 tipos de terapia con
estatinas segun los valores de LDL-C iniciales. Existe una terapia de baja intensidad,
con objetivo de reduccion del LDL-C <30%, una moderada, que pretende una
reduccion del 30-50%, y una intensa, con un objetivo de reducciéon 250%. No se
definen valores objetivo de LDL-C ya que, segin esta guia, esto podria llevar a
sobretratamiento (inclusion de otros farmacos no-estatinas sin que haya evidencia del
beneficio sobre ECV) o infratratamiento (empleo de terapias inferiores a las

recomendables).

Se definen 4 grupos claros en los que el beneficio del uso de estatinas en régimen

moderado-intenso supera con creces el riesgo asociado al tratamiento:

1. Antecedentes de enfermedad ateroesclerotica previa.

2. Elevacion primaria de LDL-C 2190 mg/dL.
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3. DM con edad entre 40 y 75 afios, sin antecedentes de enfermedad
ateroesclerotica y LDL-C entre 70-189 mg/dL.
4. Ausencia de enfermedad ateroescleroética previa ni DM, con LDL-C entre 70-

189 mg/dL y un riesgo a 10 afios de enfermedad ateroesclerética 27,5%.

Para el calculo de riesgo a 10 afios se emplea la “Pooled Cohort Equations”, que es
adecuada para hombres y mujeres de raza caucasica o negra. Se recomienda el andlisis

de riesgo en adultos 221 afios.

En el afio 2014 (43,44), se publicaron las recomendaciones de la “National Lipid
Association” para el manejo de pacientes con dislipemia. En las mismas, se recomienda
la valoraciéon en adultos (220 afios) del perfil lipidico ya sea en ayunas o no
(determinaciéon de al menos HDL-C y colesterol total) cada 5 afios y se fijan unos
objetivos de LDL-C similares a los del ATPIIL. La clasificacién de los pacientes se
realiza en funcién de factores de riesgo mayores y se reserva el empleo de algoritmos
de célculo de riesgo para mejorar el manejo (se recomienda el uso de Framingham y
“Pooled Cohort Equations”). Los pacientes con DM se clasifican directamente en los
grupos de riesgo alto o muy alto. Las estatinas son los farmacos de elecciéon primaria
en el tratamiento. En el afio 2016 (45), se ha publicado una nueva actualizaciéon en la
que se fijan objetivos de tratamiento para LDL-C, colesterol no-HDL y Apo B segun la

clasificacion de riesgo (Tabla 6).

LDL-C Colesterol Apo B
no-HDL
Bajo <100 <130 <90
Moderado <100 <130 <90
Alto <100 <130 <90
Muy alto <70 <100 <80

TABLA 6.- NUEVOS OBJETIVOS DE LA “NATIONAL LIPID ASSOCIATION” PARA 2016 EN RELACION CON
LDL-C, COLESTEROL NO-HDL Y APO B

En el afio 2016, fue publicada la actualizaciéon de las "Guias Europeas para la

prevencién de la enfermedad cardiovascular en la practica clinica" (46). En ellas, se
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recomienda la evaluacion sistematica del riesgo cardiovascular, empleando la
herramienta SCORE, en pacientes con riesgo de ECV asi como la evaluacion cada 5
afios de aquellos pacientes con riesgo cercano a los umbrales de tratamiento. El
estudio sistematico de pacientes de bajo riesgo debe considerarse en hombres >40
afios y en mujeres >50 afios (o post-menopausicas). Los pacientes de riesgo alto o muy
alto, entre los cuales se encuentran aquellos con DM, requieren actuacién inmediata
sobre los factores de riesgo. El LDL-C se identifica nuevamente como el objetivo
prioritario en el tratamiento, dando importancia también al colesterol-no HDL, ya que

engloba a todas las particulas pro-aterogénicas (Tabla 7).

Objetivo Primario

Muy alto <70 mg/dL o reduccién de al menos el 50%
riesgo si la base esta entre 70-135 mg/dL
<100 mg/dL o reducciéon de al menos el 50%

LDL- Al i
¢ toriesgo si la base esta entre 100-200 mg/dL
Riesgo bajo-
<
moderado 115 me/dL
Colesterol no-HDL Valores objetivo 30 mg/dL por encima del LDL-C fijado
Recomendaciones

HDL-C >40 mg/dL en hombres y >45 mg/dL en

mujeres se asocian con un riesgo menor
. <150 mg/dL indican riesgo menor y valores superiores

requieren revision de otros factores de riesgo

TABLA 7.- OBJETIVOS Y RECOMENDACIONES SOBRE LIPIDOS DE LAS GUIAS EUROPEAS PARA LA
PREVENCION DE LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR EN LA PRACTICA CLINICA

Finalmente, en el afio 2017 (31) se ha publicado la guia de manejo de dislipemia y
prevencion de ECV de la “American Association of Clinical Endocrinologists” (AACE) y
el “American College of Endocrinology” (ACE) en la que se incluyen nuevos factores de
riesgo (Tabla 8). Se fijan 5 categorias de riesgo: bajo, moderado, alto, muy alto y
extremo. Los pacientes con DM tipo 2 se incluyen en las categorias de riesgo alto, muy
alto y extremo, mientras que aquellos con DM tipo 1 con mds de 15 afnos de duracidn,
con dos o mas factores de riesgo principales, con mal control metabdlico o con

sindrome metabdlico se consideran con un riesgo equivalente a los pacientes de DM
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tipo 2. Ademas, se recomienda el cribado anual para dislipemia. En cuanto a la
poblacién sin riesgo, se debe valorar la conveniencia del cribado, aunque se
recomienda la evaluacién cada 1-2 afios en varones entre 45-65 afios y en mujeres

entre 55-65 afios y anual en mayores de 65 afios.

Factores principales Factores adicionales Factores no tradicionales
Edad avanzada Obesidad, obesidad abdominal Aumento de Lp(a)
Aumento de colesterol Antecedentes de hiperlipemia .,
total on la familia Factores de coagulacion
Aumento de colesterol no- Aumento de particulas Marcadores de inflamacién
HDL LDL de baja densidad
Aumento de LDL-C Aumento de Apo B Niveles de homocisteina
HDL-C reducido Hipertrigliceridemia Isoforma de Apo E-4

Sindrome de f
DM . L. Aumento de acido urico
ovario poliquistico

Aumento de remanentes ricos

Hipertension en TG

Enfermedad renal crénica
Tabaco

TABLA 8.- FACTORES DE RIESGO PROPUESTOS POR LA AACE/ACE ASOCIADOS CON ENFERMEDAD
ATEROESCLEROTICA CARDIOVASCULAR

El perfil lipidico debe realizarse en ayunas e incluir colesterol total, HDL-C,
triglicéridos, LDL-C y colesterol no-HDL. Se recomienda un objetivo de triglicéridos
<150 mg/dL y de colesterol total <200 mg/dL, mientras que para el LDL-C, colesterol
no-HDL y Apo B se fijan objetivos distintos segln el grado de riesgo (Tabla 9). Las
estatinas se establecen como la linea primaria de tratamiento, mientras que el resto
de farmacos se reservan para determinadas situaciones o para uso combinado con
estatinas (hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia familiar, incapacidad de alcanzar

objetivos en monoterapia, etc.).

Para el calculo de riesgo a 10 afios se propone el uso de diferentes herramientas entre

ellas los algoritmos de Framingham y UKPDS.
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Categoria de riesgo y objetivos

LDL-C Colesterol no-HDL (mg/dL) Apo B
(mg/dL) (mg/dL)
Extremo <55 <80 <70
Muy alto <70 <100 <80
Alto <100 <130 <90
Moderado <100 <130 <90
Bajo <130 <160 -

TABLA 9.- OBJETIVOS DE LDL-C, COLESTEROL NO-HDL Y APO B SEGUN LAS CATEGORIAS DE RIESGO
DE LA AACE/ACE

1.4.- MEDICION DE LIPIDOS Y LIPOPROTEINAS

Las determinaciones de lipidos y lipoproteinas, como cualquier otra magnitud

biolédgica, estan sujetas a diversas fuentes de variabilidad como son:

e Variabilidad preanalitica: debida al estado del paciente (variabilidad biolégica
intraindividual, variabilidad debida a factores fisiologicos), al proceso de
extraccidn, al espécimen elegido para el andlisis (suero, plasma, etc.), asi como
al manejo de la muestra.

e Variabilidad analitica: debido al método empleado para la determinacidn, el

equipamiento, el estado de reactivos, controles y calibraciones.

Todos estos factores van a influir en los resultados obtenidos. Para cualquier
parametro a analizar, se busca establecer un método de referencia que garantice la
calidad de los resultados obtenidos y que sean reproducibles pero, en muchas
ocasiones, estos métodos requieren equipos y personal muy especializados. Esto hace
que en la practica clinica sean necesarios métodos mas sencillos, cuyos resultados

puedan ser trazables al método de referencia.

Para disminuir al maximo posible las discrepancias entre los distintos proveedores,

que se encargan de facilitar los reactivos y equipos, existe un programa internacional
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de estandarizacion de lipidos desarrollado por el "Centers for Disease Control and
Prevention" (CDC) denominado "Lipid Standardization Program", que realiza un
seguimiento de la precision y exactitud de las medidas de lipidos en el laboratorio
clinico. Asimismo, el CDC da soporte a un programa de certificacion tanto de
laboratorios como de fabricantes, el "Cholesterol Reference Method Laboratory

Network".

La NCEP, entre las recomendaciones que incluye en sus guias, fija unos objetivos de
calidad analitica especificos para el colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C,
definiendo unos valores maximos para error total (ET) y coeficiente de variacién (CV)

(Tabla 10).

El perfil lipidico mas extendido en el &mbito de los andlisis clinicos es el que incluye
las determinaciones de colesterol total, triglicéridos, HDL-C y LDL-C (47). Otros
parametros como pueden ser la Lp(a), Apo B o Apo A-1 no estan suficientemente
estandarizados o implantados en nuestro entorno (48). Por ejemplo, en el Programa
de Garantia de la Calidad para Laboratorios Clinicos, desarrollado anualmente por la
Sociedad Espafiola de Medicina de Laboratorio (SEQC), se recibieron en 2016
resultados de mas de 600 equipos para evaluacion de colesterol total, HDL-C y
triglicéridos, mientras que fueron 72 y 58 para Apo B y Apo A-1, respectivamente
(49). La Lp(a), por su parte, no se encuentra incluida en este programa. Actualmente,
para la determinacion de este perfil lipidico, se recomienda la extraccién por

venopuncion y tras ayuno de 10-12 horas de una muestra de suero.

Objetivo NCEP

ET (%) cv

HDL-C <13 <5
Triglicéridos <15 <6
LDL-C <12 <4

TABLA 10.- OBJETIVOS DE CALIDAD PARA ERROR TOTAL (ET) Y COEFICIENTE DE VARIACION (CV)
FIJADOS POR LA NCEP PARA COLESTEROL TOTAL, HDL-C, TRIGLICERIDOS Y LDL-C
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Colesterol total

Para la determinacién del colesterol total existen dos procedimientos de referencia
(50). El primero de ellos es la espectrometria de masas con dilucién isotépica (IDMS),
desarrollado por el "National Institute of Standards and Technology" (NIST) pero que,
dadas sus caracteristicas, no es practico en el entorno clinico. El segundo, elaborado
por el CDC, consiste en una modificacién del procedimiento de Abell-Kendall, en el que
el colesterol en forma de éster es liberado mediante saponificacion al afiadir solucion
alcohdlica de hidréxido potasico y, posteriormente, se realiza una extraccién con
hexano y evaporacion de la muestra y se forma un croméforo a 620 nm con el reactivo

de Liebermann-Burchard.

Sin embargo, en el laboratorio clinico la técnica mas empleada es la reaccion
enzimatica mediante colesterol esterasa (CE), colesterol oxidasa (CHOD) y peroxidasa
(POD), abreviado normalmente CHOD/PAP, en la que se va a liberar peréxido de

hidrégeno, que va a permitir la cuantificacion del colesterol (Figura 2).

Colesterol esterasa

Colesterol oxidasa

en-3-ona

FIGURA 2.-ESQUEMA DEL METODO ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION DE COLESTEROL TOTAL

Ester de

Colesterol

HDL-C

Debido a la heterogénea composicion de apolipoproteinas, el contenido variable de

colesterol de la particula y las distintas caracteristicas en cuanto a tamafio, densidad y
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migracion electroforética, es complicado establecer un protocolo de referencia para la
determinacion de las HDL (26). El método aceptado actualmente ha sido desarrollado
por el CDC e implica un proceso de ultracentrifugaciéon y precipitacion, para el
posterior analisis de colesterol (50). Las VLDL y los quilomicrones se descartan tras
ultracentrifugacion durante 18,5 horas y las particulas HDL se separan de las LDL, IDL
y Lp(a) por precipitacion. Posteriormente, se mide el colesterol presente mediante el

método de Abell-Kendall modificado por el CDC.

Sin embargo, dada la complejidad de estos procedimientos, en el laboratorio clinico la
determinacion de HDL-C se realiz6 durante mucho tiempo mediante métodos de
precipitacion, que también resultaban laboriosos y requerian de procesos manuales.
Posteriormente, surgieron en el mercado métodos directos, completamente
automatizados, que respondian mejor a la creciente demanda de pruebas, de modo
que se han asentado en los distintos laboratorios. Dentro de estos métodos directos
podemos encontrar diferentes estrategias como son el empleo de anticuerpos anti
apolipoproteina B (inmunoldgico), la precipitacién de particulas no-HDL o el uso de

enzimas modificadas con polietilenglicol (PEG) y dextran sulfato.

Triglicéridos

El método primario de referencia fue desarrollado por el NIST empleando IDMS (50).
Ademas de la complejidad de estas técnicas, ya mencionada previamente, este método

mide todos los acilgliceroles (mono, di y triglicéridos asi como el glicerol libre).

El CDC por su parte implementé un método para la medida de triglicéridos en el que
se combinaba una extraccién con cloruro de metileno con el tratamiento con acido
silicico y, posteriormente, desarrollo de color gracias al acido cromotrépico. Pero al no
ser comparable con el método del NIST y tampoco completamente especifico para
triglicéridos, se ha desarrollado un nuevo método basado en IDMS acoplado a

cromatografia de gases (51).
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En el ambito del laboratorio, al igual que con los otros parametros, los métodos
enzimaticos son los empleados en la practica diaria. El mas frecuente es el método
colorimétrico que emplea la lipasa, para liberal el glicerol y los acidos grasos de los
triglicéridos, y la gliceroquinasa (GK), que cataliza la fosforilacion del glicerol. El

glicerol fosforilado se empleard, posteriormente, para la cuantificacién de la reaccion.

LDL-C

El método de referencia recomendado por la NCEP para la determinacién del LDL-C se
denomina betacuantificacién (BQ) (50). Inicialmente, se siguen los pasos del andlisis
del HDL-C, retirando mediante ultracentrifugacion los quilomicrones y las VLDL.
Entonces, se analiza el colesterol en la fraccidn beta obtenida en la ultracentrifugaciéon
y se lleva a cabo la precipitacién de las particulas HDL, determinando asi el HDL-C. Por

tanto, el LDL-C sera:
LDL-C = colesterol de la fraccién beta - HDL-C

Al igual que ocurria con las particulas HDL, la heterogeneidad de las particulas LDL
hace que sea complicado establecer un método de referencia especifico de las LDL.
Como se habia indicado previamente, en situacidén de ayuno el colesterol se encuentra
mayoritariamente en las particulas VLDL, LDL y HDL, pero una pequeia parte se
encuentra también en las IDL y en la Lp(a). Mediante la BQ se obtienen resultados de
colesterol asociado a LDL, pero también a IDL y Lp(a), principales particulas con
capacidad aterogénica. Por este motivo, en muchas publicaciones y en los estudios
asociados a ECV se trata el LDL-C como el colesterol asociado a particulas

aterogénicas, incluyendo por tanto las tres particulas.

Mas recientemente, se han introducido reactivos comerciales para la determinacion
de LDL-C de manera directa, que pueden emplearse en los equipos de rutina y con un
rendimiento y velocidad de resultados similar al de otras pruebas rutinarias. Para ello,
emplean diferentes tipos de surfactantes, polimeros idnicos y otros reactivos que

permiten la medida selectiva del LDL-C.
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LDL-C calculado

El proceso de la BQ resulta lento, laborioso y con necesidad de equipamiento muy
especifico, de modo que resulta inviable para la rutina de trabajo. Por este motivo, el
método mas implantado para la determinacién del LDL-C es la férmula de Friedewald
(FF), desarrollado en 1972 y en la que se estima el LDL-C segun la siguiente férmula

(52):
LDL-C = Colesterol total - [HDL-C + (Triglicéridos/5)]

En esta ecuacion, se asume que el colesterol asociado a las VLDL tiene una relacién
constante con la concentracién de triglicéridos (1/5), salvo en pacientes con
hiperlipoproteinemia tipo IIl y en presencia de quilomicrones en la muestra, por lo
que el uso de la FF no esta indicado en estos caso asi como si la concentracion de
triglicéridos es superior a 400 mg/dL. Con este procedimiento, el LDL-C calculado
también incluiria el colesterol de las particulas LDL, IDL y Lp(a) como en el protocolo

del CDC.

Fue desarrollado a partir de muestras de 488 individuos normales o con
hiperlipoproteinemia primaria tipo II o IV, sin tratamiento farmacolégico relacionado

con hiperlipemia ni dieta.

La determinacion de colesterol total y triglicéridos se realizo por métodos
enzimaticos, mientras que el LDL-C y el HDL-C se determinaron en una combinacion

de procesos de ultracentrifugacion y precipitacion.

La sencillez del método y la posibilidad de su aplicacién en los laboratorios facilitaron
su implantaciéon como método de determinacidon del LDL-C. Sin embargo, desde su
aparicion se han ido reportando limitaciones en su uso, mas alla de las identificadas
originalmente. Asi por ejemplo, su aplicacion es discutible en pacientes con
enfermedad hepatica, insuficiencia renal, sindrome nefrético, sindrome metabdlico o
DM tipo 2. También se ha referido que la FF resulta imprecisa en pacientes con LDL-C
bajo, triglicéridos elevados (>150 mg/dL) y que ofrece resultados distintos a los

métodos directos y discrepantes con la BQ (53,54). Por este motivo, han surgido
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diferentes propuestas para mejorar su fiabilidad y aplicabilidad, si bien no han

desplazado a la FF.

DeLong et al. (55) publicaron una primera propuesta, basada en resultados de mas de
10000 pacientes en los que se obtuvo el LDL-C mediante el método de referencia, en la

que se recomienda emplear un factor de 0,16 para los triglicéridos.

Hattori et al. (56) desarrollaron su propuesta a partir de resultados de 2179 pacientes
con hiperlipemia, diabetes, obesidad, hipertensién o ateroesclerosis (n=2161) y
pacientes sanos (n=18), entre 30 y 79 afos. El analisis de lipidos se realizé6 mediante
ultracentrifugacion, descartando aquellas muestras con quilomicrones. El analisis por

regresion de los datos arrojé la siguiente ecuacion:
LDL-C= (0,94 x Colesterol total) - (0,94 x HDL-C) - (0,19 x triglicéridos)
Al contrario que la FF no incluye en teoria el colesterol asociado a las IDL.

Anandaraja et al. (57) usaron los resultados de 2008 pacientes de una poblacién de la
India, en la que se determind el colesterol total y los triglicéridos mediante métodos
enzimaticos y el LDL-C y el HDL-C mediante métodos de precipitacion, para el

desarrollo y validacién de la siguiente ecuacion:
LDL-C= (0,9 x Colesterol total) - [0,9 x (Triglicéridos/5)] - 28

Chen et al. (58) elaboraron una alternativa a partir de los datos de 2180 pacientes
sanos mayores de 18 afios en poblacion China. La determinacion de lipidos, incluido el
LDL-C, se realiz6 empleando métodos directos automatizados. A partir de un analisis

de regresion linear multivariante se obtuvo la siguiente ecuacion:
LDL-C = (0,9 x Colesterol total) - (0,9 x HDL-C) - (0,1 x triglicéridos)

Con este método se podria realizar el calculo del LDL-C si los triglicéridos superan los

400 mg/dL.
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Vujovic et al. (59) disefiaron su propuesta a partir del andlisis de 1010 pacientes en
Serbia, que se realizaban chequeos anuales programados. Se basa en la medicion del

LDL-Cy el resto de parametros por métodos directos. La férmula propuesta es:
LDL-C = Colesterol total - HDL-C - (Triglicéridos/6,85)

De Cordova y de Cordova (60) desarrollaron su ecuacién a partir del analisis de una
base de datos correspondiente a 10664 pacientes en Brasil, entre 1-93 afios,
incluyendo aquellos con diversas patologias. El analisis del perfil lipidico se realizé de
manera automatizada empleando métodos directos. Mediante la regresion de

minimos cuadrados se obtuvo:
LDL-C= 0,75 x (Colesterol total - HDL-C)

En este caso, no seria necesario el ayuno en el analisis del perfil lipidico al no incluir

los triglicéridos.

Martin et al. (61) emplearon datos de 900605 muestras para el desarrollo de su
propuesta y 450303 para la validacién de la misma. Para la determinaciéon de
colesterol total, colesterol VLDL, HDL y LDL se emple6 un método de
ultracentrifugacion de gradiente de densidad de spin vertical para la separaciéon de
particulas mientras que para los triglicéridos se emple6 un método directo
enzimatico. Se propone una formula en la que el factor asociado a las VLDL varia en
funcién de los valores de triglicéridos y colesterol no-HDL, definiéndose un panel de
180 combinaciones diferentes y estableciendo un factor que oscila entre 3,1 y 11,9

(Tabla 11).

Chai Kheng et al. (62) proponen una féormula alternativa para pacientes con DM tipo 2,
desarrollada a partir de datos de 977 pacientes y validada sobre 981 pacientes, con
edades comprendidas entre 21-90 afios y pertenecientes a diferentes etnias (chinos,
malayos e indios, principalmente). Para la determinacion del perfil lipidico se

emplearon métodos directos. La formula propuesta es:

LDL-C = (0,990 x Colesterol total) - (0,855 x HDL-C) - (0,245 x triglicéridos) - 0,093
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Colesterol no-HDL (mg/dL)

Triglicéridos <100 100-129  130-159  160-189  190-219 220
(mg/dL)
7-49 3,5 3,4 3,3 3,3 3,2 3,1
50-56 4,0 3,9 3,7 3,6 3,6 3,4
57-61 43 4,1 4,0 3,9 3,8 3,6
62-66 4,5 43 4,1 4,0 3,9 3,9
67-71 4,7 44 43 4,2 41 3,9
72-75 48 46 4,4 4,2 4,2 41
76-79 4,9 46 4,5 43 43 4,2
80-83 5,0 48 4.8 44 4,3 4,2
84-87 5,1 48 4,6 45 4,4 43
88-92 5,2 4,9 4,7 46 4,4 43
93-96 5,3 5,0 4.8 4,7 45 4.4
97-100 5,4 5,1 4.8 4,7 4,5 43
101-105 5,5 5,2 5,0 4,7 46 45
106-110 5,6 5,3 5,0 48 4,6 45
111-115 5,7 5,4 5,1 4,9 4,7 45
116-120 5,8 5,5 5,2 5,0 4.8 46
121-126 6,0 5,5 5,3 5,0 4.8 4,6
127-132 6,1 5,7 5,3 5,1 4,9 4,7
133-138 6,2 5,8 5,4 5,2 5,0 4,7
139-146 6,3 5,9 5,6 5,3 5,0 48
147-154 6,5 6,0 5,7 5,4 5,1 48
155-163 6,7 6,2 5,8 5,4 5,2 4,9
164-173 6,8 6,3 5,9 5,5 5,3 5,0
174-185 7,0 6,5 6,0 5,7 5,4 5,1
186-201 7.3 6,7 6,2 5,8 5,5 5,2
202-220 7,6 6,9 6,4 6,0 5,6 5,3
221-247 8,0 7,2 6,6 6,2 5,9 5,4
248-292 8,5 7,6 7,0 6,5 6,1 5,6
293-399 9,5 8,3 7,5 7,0 6,5 5,9
400-13975 11,9 10,0 8,8 8,1 7,5 6,7

TABLA 11.- PROPUESTA DE FACTOR PARA ESTIMACION DEL VLDL PARA EL CALCULO DEL LDL-C
SEGUN LOS VALORES DE TRIGLICERIDOS Y COLESTEROL NO-HDL. ADAPTADO DE DE MARTIN ET AL.
2013

Dansethakul et al. (63) realizaron su féormula en base al analisis de 1786 pacientes en
Tailandia, empleando medicion directa del LDL-C y del resto del perfil lipidico. Segun

los valores de triglicéridos la ecuacién propuesta varia (Tabla 12).
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TG (mg/dL) Ecuacion Propuesta

<200 LDL-C=0,9629 x CT - 0,8796 x HDL-C - 0,1272 x TG - 0,1007
<300 LDL-C =0,9656 x CT - 0,8780 x HDL-C- 0,1278 x TG - 0,7181
<400 LDL-C=0,9652 x CT - 0,8757 x HDL-C - 0,1260 x TG - 0,9657
<500 LDL-C=0,9875 x CT - 0,9479 x HDL-C - 0,1801 x TG + 4,4636
<600 LDL-C=0,9910 x CT - 0,9681 x HDL-C - 0,1928 x TG + 6,3597
<1000 LDL-C =0,9955 x CT - 0,9853 x HDL-C - 0,1998 x TG + 7,1449

TABLA 12.- PROPUESTA DE DANSETHAKUL ET AL. PARA EL CALCULO DEL LDL-C A PARTIR DE LOS
DATOS DE COLESTEROL TOTAL (CT), HDL-C Y TRIGLICERIDOS (TG) SEGUN LOS VALORES DE
TRIGLICERIDOS DE LA MUESTRA

Otras apolipoproteinas

Lp(a): existe un polimorfismo genético que determina el tamafio de la apolipoproteina
(a), de manera que los métodos de medida pueden sobrestimar o infravalorar los
resultados de Lp(a), debido a la heterogeneidad del tamafio de la particula. Este hecho
dificulta la estandarizacion y el establecimiento de un método de referencia para su

determinacion.

Apo A-1y Apo B (64): la Apo A-1 es la principal apolipoproteina de las particulas HDL
mientras que Apo B lo es de las particulas aterogénicas. Se han realizado esfuerzos en
el desarrollo de materiales de referencia y el CDC incluye estos parametros en su

programa de estandarizacion, si bien sigue sin haber un método de referencia (50).
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2.- OBJETIVOS

El LDL-C es un marcador central en todas las guias de ECV y manejo de dislipemias
por su reconocido papel aterogénico. La definicion de valores idéneos en poblacion
sana, asi como de objetivos para los pacientes tratados, hacen que la correcta
valoracién del LDL-C cobre una especial importancia. Sin embargo, existe controversia
en cuanto a los métodos para su determinacién en lo que se refiere a la aplicacién de
la FF y sus limitaciones, el empleo de métodos directos, la correlacién entre ambos y la

aparicion de nuevas férmulas.

La imposibilidad de emplear en el laboratorio clinico el método de referencia para
determinar el LDL-C, debido a los requerimientos de tiempo y equipamiento que lleva
aparejados, hace que la FF sea la alternativa mas habitual para la estimacién del LDL-
C. Los métodos directos conllevan un mayor coste econdémico y no estan disponibles
en todos los laboratorios o no se emplean de manera sistemdtica. Ademas, los
fabricantes mas habituales en nuestro entorno varian en la estrategia empleada para
la medicion del LDL-C con sus métodos directos lo que puede llevar a discrepancias

entre los mismos.

Este proyecto de tesis se inicia a partir de los resultados de unas investigaciones
previas en las que se define una nueva limitacion en el empleo de la FF en aquellos
pacientes con valores de HDL-C extremos (<20 y 2100 mg/dL) con el empleo de un

método directo certificado por el CDC (65).

Por este motivo, se define un primer objetivo en el que se pretende evaluar si los
valores extremos de HDL-C pueden afectar al uso de la FF, en relacion con los métodos
directos empleados de manera habitual en el entorno del laboratorio clinico en
Espafia, ademéas de valorar la intercambiabilidad de resultados de las pruebas del

perfil lipidico de los distintos fabricantes en estas condiciones.

Asi mismo, la DM esta fuertemente asociada con riesgo de ECV y se requiere un

especial seguimiento del perfil lipidico en estos pacientes. Sin embargo, dadas las
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caracteristicas de la patologia de base, se puede producir una dislipemia secundaria
debido al desarreglo hormonal y la aparicién de resistencia a la insulina, lo que puede

dar lugar a la aparicién de particulas no convencionales.

Por esta razon, se define un segundo objetivo en el que se pretende evaluar tanto la FF
como diferentes métodos directos para la valoracién del LDL-C en pacientes con DM

con buen y mal control metabdlico.

Finalmente, dadas las limitaciones descritas para el empleo de la FF, el desarrollo e
implantacion de métodos directos en el laboratorio clinico y las discrepancias
encontradas entre ambos métodos de medida del LCL-C, han surgido con los afios
nuevas propuestas de calculo del LDL-C. Estas nuevas férmulas pretenden mejorar los
resultados ofrecidos por la FF de manera general o en determinados grupos de

pacientes.

Por ello, se define un tercer objetivo en el que se pretende evaluar las féormulas
propuestas mas relevantes, valorando su rendimiento en comparacién con la FF y los

métodos directos.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- EQUIPOS DE MEDIDA

Para la determinaciéon de los parametros estudiados se emplearon las siguientes

plataformas:

» Cobas c711. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania. Localizacion:
Complejo Hospitalario de Toledo.
Analizador de quimica clinica multicanal de acceso discreto aleatorio con
aplicaciones de fotometria, turbidimetria y potenciometria, con capacidad de
lectura a diferentes longitudes de onda. Rendimiento de 4000 test fotométricos

por hora.

> Architect ci8200. Abbott Laboratories, Illinois, Estados Unidos. Localizacién:
Hospital General Universitario de Guadalajara.
Analizador de quimica clinica multicanal de acceso discreto aleatorio con
aplicaciones de fotometria, turbidimetria y potenciometria, con capacidad de
lectura a diferentes longitudes de onda. Capacidad de realizacion de 1200 test

fotométricos por hora.

» Architect c16000. Abbott Laboratories, Illinois, Estados Unidos. Localizacién:
Hospital Santa Barbara de Puertollano.
Analizador de quimica clinica multicanal de acceso discreto aleatorio con
aplicaciones de fotometria, turbidimetria y potenciometria, con capacidad de
lectura a diferentes longitudes de onda. Capacidad de realizaciéon de 1800 test

fotométricos por hora.
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» Advia 2400. Siemens Healthcare, Munich, Alemania. Localizaciéon: Hospital
General Universitario de Ciudad Real.
Analizador de quimica clinica multicanal de acceso discreto aleatorio con
aplicaciones de fotometria, turbidimetria y potenciometria, con capacidad de
lectura a diferentes longitudes de onda. Capacidad de realizacion de 1200 test

fotométricos por hora.

» Advia 1800. Siemens Healthcare, Munich, Alemania. Localizacién: Hospital
Universitario Moncloa (Madrid).
Analizador de quimica clinica multicanal de acceso discreto aleatorio con
aplicaciones de fotometria, turbidimetria y potenciometria, con capacidad de
lectura a diferentes longitudes de onda. Capacidad de realizacién de 1400 test

fotométricos por hora.

» Olympus AU2700. Beckman-Coulter GmbH, Krefeld, Alemania. Localizacion:
Hospital Universitario de Fuenlabrada.
Analizador de quimica clinica multicanal de acceso discreto aleatorio con
aplicaciones de fotometria, turbidimetria y potenciometria, con capacidad de
lectura a diferentes longitudes de onda. Rendimiento de hasta 1600 test

fotométricos por hora.

» Capillarys 2 Flex Piercing. Sebia, Lisses, Francia. Localizacién: Hospital
Universitario Moncloa (Madrid).
Analizador de electroforesis capilar en zona con 8 capilares de silice, control de
temperatura durante la migracidon y carga automatizada continua, disefiado
para el estudio cuantitativo de proteinas e inmunotipado en suero y orina y
para el analisis de variantes de hemoglobina, transferrina deficiente en
carbohidratos y hemoglobina glicada. Esta tltima prueba tiene un rendimiento

de 38 muestras/h.

64



3.2.- TECNICAS

3.2.1.- COLESTEROL TOTAL

Para la determinacidn de colesterol total se emplearon los siguientes reactivos:

Roche Diagnostics — Chol2 - Colesterol segunda generacién (66)

Método enzimatico colorimétrico, estandarizado frente a IDMS y Abell-Kendall
modificado del CDC. Se realiza una medicién a un punto con lectura principal a 505

nm y secundaria a 700 nm, con calibracién lineal a 2 puntos.

Los ésteres de colesterol se desdoblan por la accion de la CE a colesterol libre y acidos
grasos. La CHOD cataliza entonces la oxidaciéon de colesterol a colest-4-en-3-ona y
peroxido de hidrégeno. En presencia de POD, el perdoxido de hidrégeno formado
produce una unién oxidativa de fenol y 4-aminofenazona (AAP) para formar un

colorante rojo de quinoneimina (Figura 3).

CE
ésteres de colesterol + H=0 —_— colesterol + RCOOH
CHOD
colesterol + Os —_— colest-4-en-3-ona + HaOo
POD - -
i .. tolorante de quinona-imina +
2 HaOo + 4-AAP + fenol = 40

FIGURA 3.- ESQUEMA DE LA REACCION DE MEDIDA DE COLESTEROL TOTAL CON EL REACTIVO DE
ROCHE DIAGNOSTICS DE SEGUNDA GENERACION

La intensidad cromadtica del colorante formado es directamente proporcional a la

concentracion de colesterol. Se determina midiendo el aumento de la absorbancia.

Para esta determinacién del colesterol total se emplea el reactivo que contiene:
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Tampédn piperacinil-N-N-bis(2-etanosulfénico) (PIPES): 225 mmol/L, pH 6,8

Mg2*: 10 mmol/L CE (Pseudomonas sp.): 21,5 U/mL
Colato sédico: 0,6 mmol/L CHOD (Escherichia coli): 20,45 U/mL
AAP: 20,45 mmol/L POD (rdbano picante): 20,75 U/mL
Fenol: 212,6 mmol/L Estabilizadores

Eter poliglicélico de alcohol graso: 3% Conservantes

Tiene una estabilidad de 28 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 3,86-800
mg/dL.

Las limitaciones e interferencias se determinan midiendo la capacidad de
recuperaciéon (+10%) de colesterol, a partir de una solucién con una concentracién de
200 mg/dL. No se encuentra interferencia con bilirrubina conjugada (hasta 16
mg/dL), bilirrubina no conjugada (14 mg/dL), hemdlisis (hemoglobina hasta 700
mg/dL), lipemia (triglicéridos hasta 2000 mg/dL) ni con fArmacos de uso comun. Se
han detectado interferencias en casos muy raros debidos a gammapatias,

particularmente con inmunoglobulina M (macroglobulinemia de Waldenstroem).

Siemens Healthcare - Chol (67)

Se trata de un método enzimatico colorimétrico a punto final, con calibracién lineal a 2
puntos, estandarizado frente al método de Abell-Kendall del CDC. La lectura principal

serealiza a 505 nm y la secundaria a 694 nm.

El procedimiento es similar al método anteriormente descrito. En este caso, en vez de
emplear AAP para la formacion del colorante rojo de quinoneimina se emplea 4-

aminoantipirina.
Para la determinacion se emplea el reactivo que contiene:

4-aminoantipirina: 0,25 mmol/L Fenol: 6,00 mmol/L
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POD (rabano silvestre): 20,50 U/mL CHOD (Nocardia): 20,10 U/mL
CE (Pseudomonas): 20,20 U/mL Azida soddica: 0,09%

Tiene una estabilidad de 60 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 0-675
mg/dL.

Las limitaciones e interferencias se determinan midiendo la capacidad de
recuperaciéon (x10%) de colesterol, a partir de una solucién con una concentracién de
200 mg/dL. No se encuentra interferencia con bilirrubina no conjugada (hasta 25
mg/dL) ni hemolisis (hemoglobina hasta 500 mg/dL). En muestras lipémicas
(empleando concentraciones 2280 mg/dL de trioleina), se detecta un aumento de los

valores de colesterol total.

Abbott - Colesterol (68)

Se trata de un método enzimatico colorimétrico a punto final, con calibracién lineal a 2
puntos, trazable frente al método de Abell-Kendall del CDC. La lectura principal se

realiza a 500 nm y la secundaria a 660 nm.

El procedimiento es similar al método anteriormente descrito. En este caso, se emplea
4-aminoantipirina y acido hidroxibenzoico (HBA), en lugar de fenol, para la formacion

del colorante rojo de quinoneimina.
Para la determinacion se emplea el reactivo que contiene:

4-aminoantipirina: <0, 5 mmol/L CE: >500 U/L
HBA: 10,0 mmol/L CHOD: >200 U/L
POD (rabano picante): >300 U/L

Tiene una estabilidad de 30 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 6,2-705
mg/dL.
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No se encontraron interferencias con bilirrubina (hasta 7,5 mg/dL), hemoglobina
(750 mg/dL), acido ascorbico (hasta 3 mg/dL) ni por hiperlipemia (empleando una
solucion Intralipid de 2000 mg/dL).

Beckman-Coulter - Colesterol (69)

Método enzimatico colorimétrico, estandarizado frente a IDMS y Abell-Kendall
modificado del CDC. Se realiza una medicién a un punto con lectura principal a 540

nm y secundaria a 600 nm, con calibracién lineal a 2 puntos.
En esta reaccion se emplea 4-aminoantipirina y fenol para la formacién del colorante.

Para la determinacidn se emplea el reactivo que contiene:

Tampén fosfato: 103 mmol/L, pH 6,5 CHOD: 2200 U/L
4-aminoantipirina: 0,31 mmol/L POD: 210000 U/L
Fenol: 5,2 mmol/L Conservantes

CE: 2200 U/L

Tiene una estabilidad de 90 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 20-700
mg/dL.

No se encontraron interferencias con bilirrubina (hasta 8 mg/dL), hemoglobina (500
mg/dL), acido ascdrbico (3 mg/dL) ni por hiperlipemia (empleando una solucion

Intralipid de 1000 mg/dL).

3.2.2.- HDL-C

Para la determinacion de HDL-C se emplearon los siguientes reactivos:

Roche Diagnostics - HDLC3 - HDL-C tercera generaci6n (70)
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Test colorimétrico enzimatico homogéneo, estandarizado frente al método de
referencia establecido por el CDC. Se realiza una medicién a dos puntos con lectura

principal a 600 nm y secundaria a 700 nm, con calibracién lineal a 2 puntos.

Este método automatizado destinado a la determinacién directa de HDL-C en suero y
plasma utiliza enzimas modificadas por PEG y sulfato de dextrano. Cuando las enzimas
CE y CHOD son modificadas por PEG, se manifiesta una actividad catalitica selectiva en
direcciéon de las fracciones lipoproteicas, con una reactividad progresiva segin el
esquema: LDL < VLDL = quilomicrones < HDL. En presencia de iones de magnesio, el
sulfato de dextrano forma complejos hidrosolubles, selectivamente con LDL, VLDL y
quilomicrones, resistentes contra las enzimas modificadas con PEG. La concentracion
del HDL-C se determina enzimaticamente mediante la CE y CHOD acopladas con PEG a
los grupos aminicos. La CE provoca el desdoblamiento de los ésteres de colesterol a

colesterol libre y 4cidos grasos.

En presencia de oxigeno, el colesterol es oxidado por la CHOD a A4-colestenona y
peréxido de hidrégeno. Bajo la accion catalitica de la POD, el peréxido de hidrégeno
formado reacciona con 4-aminoantipirina y N-(2-hidroxi-3-sulfopropilo)-3,5-
dimetoxianilina sédica (HSDA) para formar un colorante purpureo azul. La intensidad
del colorante es directamente proporcional a la concentracién de colesterol que se

mide fotométricamente (Figura 4).
Para la determinacion se emplean los reactivos que contiene:

Reactivo 1:

Tampo6n  4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil-etano-sulfénico (HEPES) y acido 2-
(ciclohexilamino) etanosulfénico (CHES): 10,07 mmol/L; 96,95 mmol/L; pH 7,4

Sulfato de dextrano: 1,5 g/L Ascorbato oxidasa (Eupenicillium sp.,

recombinado): >50 pkat/L
Nitrato de magnesio hexahidratado:

>11,7 mmol/L POD (rdbano picante): >16,7 pkat/L
HSDA: 0,96 mmol/L Conservantes
Reactivo 2.-

Tampén HEPES: 10,07 mmol/L; pH 7,0
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PEG-CE (Pseudomonas sp.): >3,33 POD (rdbano picante): >333 pkat/L
pkat/L

4-aminoantipirina: 2,46 mmol/L
PEG-CHOD (Streptomyces sp.,
recombinado): >127 pkat/L Conservantes

PEG-colesterol esterasa
e

Esteres de colesterol HDL + H,O -
colesterol HDL + RCOOH

PEG-colesterol oxidasa
colesterol HOL + Os — M*-colestenona + HoOs

peroxidasa

2 Ho0s + 4-aminoantipirina + HSDA™ + HT + HpO
pigmento azul-purpureo + 5 Hz0

FIGURA 4.- ESQUEMA DE LA REACCION DE MEDIDA DE HDL-C CON EL REACTIVO DE ROCHE
DIAGNOSTICS DE TERCERA GENERACION

Tiene una estabilidad de 28 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 3-120
mg/dL.

Las limitaciones e interferencias se determinan midiendo la capacidad de
recuperaciéon (¥10%) de HDL-C, a partir de una solucién con una concentraciéon de
38,7 mg/dL. No se encuentra interferencia con bilirrubina conjugada (hasta 30
mg/dL), bilirrubina no conjugada (60 mg/dL), hemdlisis (hemoglobina hasta 1200
mg/dL), acido ascorbico (50 mg/dL) ni con farmacos de uso comun. Se han detectado
interferencias en casos muy raros debidos a gammapatias, particularmente con
inmunoglobulina M (macroglobulinemia de Waldenstroem). Las concentraciones
elevadas de acidos grasos libres y de proteinas desnaturalizadas pueden causar
valores falsamente elevados de HDL-C. Una funciéon hepdatica anormal afecta el

metabolismo de lipidos por lo que, en estos casos, el valor diagnostico de los
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resultados de HDL-C es limitado y pueden diferir considerablemente respecto de los

obtenidos por el método de comparaciéon designado.

Siemens Healthcare - D-HDL (71)

Test colorimétrico enzimatico directo por eliminacién de particulas, estandarizado
frente al método de referencia establecido por el CDC. Se realiza una medicién a dos
puntos con lectura principal a 596 nm y secundaria a 694 nm, con calibracién lineal a

2 puntos.

El método directo mide el HDL-C en suero y plasma sin separaciéon previa. El
colesterol de las particulas que no son de HDL se libera y elimina en el primer paso de
la reaccion. El colesterol de las particulas HDL se libera en el segundo paso por la

accion del detergente y el HDL-C se mide mediante una reaccién de Trinder.
El método consta de 2 etapas de reaccion diferentes:

- Eliminacién de quilomicrones, colesterol VLDL y LDL-C mediante las enzimas CE y

CHOD. El peréxido producido por la oxidasa se elimina por la accion de la catalasa.

- Medicion especifica del HDL-C tras su liberacion por la accién del surfactante. La
catalasa de la etapa 1 se inhibe por la accién de la azida sédica. La intensidad del
colorante quinoneimina producido en la reaccion de Trinder es directamente

proporcional a la concentracién de colesterol determinada a 596 nm.

Para la determinacion se emplean los reactivos que contiene:

Reactivo 1.-
Tampo6n de Goods: 100 mmol/L; pH 6,6 CE (Pseudomonas): 2800 U/L
N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5- CHOD (Streptomyces): 2500 U/L

dimetoxianilina: 0,7 mmol/L
Catalasa (higado bovino): 2300 KU/L

Reactivo 2.-
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Tampo6n de Goods: 100 mmol/L; pH 7,0 POD (rdbano silvestre): 24 KU/L

4-aminoantipirina: 4 mmol/L Azida sédica: 0,05%

Tiene una estabilidad de 60 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 5-115
mg/dL.

Las limitaciones e interferencias se determinan midiendo la capacidad de
recuperaciéon (+10%) de HDL-C, a partir de una solucién con una concentracién de 42
mg/dL. No se encuentra interferencia con bilirrubina conjugada y no conjugada (hasta
30 mg/dL), hemdlisis (hemoglobina hasta 500 mg/dL) ni lipemia (empleando

concentraciones de 1000 mg/dL de trioleina).

Abbott - Ultra HDL(72)

Test colorimétrico enzimatico homogéneo con empleo de un detergente acelerador
especifico, estandarizado frente al método de referencia establecido por el CDC. Se
realiza una medicién a dos puntos con lectura principal a 604 nm y secundaria a 700

nm, con calibracién lineal a 2 puntos.

Este método se basa en la aceleracion de la reaccion de CHOD con colesterol sin
esterificar no perteneciente a las HDL y colesterol de las HDL disuelto de forma
selectiva con un detergente especifico. En el primer paso, el colesterol sin esterificar
no perteneciente a las HDL se somete a una reaccién enzimatica y el peréxido
generado se consume por accion de la POD con N, N-bis (4-sulfobutil)-m-toluidina-
disodio (DSBmT), dando un producto incoloro. El en el segundo paso, se emplea un
detergente (capaz de solubilizar el colesterol de las HDL), la CE y un copulante
cromogeno que desarrolla color para la determinacién cuantitativa del colesterol de

las HDL.
Para la determinacidn se emplean los reactivos que contiene:
Reactivo 1.-
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Acelerador: <1 mmol/L DSBmT: <1 mmol/L
CHOD (E. coli): <1000 U/L Acido ascérbico oxidasa (Curcubita

sp.): <3000 U/L
POD (rabano picante): <1300 U/L

Reactivo 2.-
CE (Pseudomonas sp.): <1500 U/L Detergente: <2%

4-aminoantipirina: <0,1%

Tiene una estabilidad de 28 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 5-180
mg/dL.

No se encontraron interferencias con bilirrubina conjugada y no conjugada (hasta 32
mg/dL), hemoglobina (2000 mg/dL), acido ascorbico (hasta 3,9 mg/dL) ni por
hiperlipemia (empleando una solucién Intralipid de 1000 mg/dL).

Beckman-Coulter - HDL-C (73)

Test colorimétrico enzimatico homogéneo con empleo de anticuerpos anti
lipoproteina B humana, estandarizado frente al método de referencia establecido por
el CDC. Se realiza una medicion a dos puntos con lectura principal a 600 nm y

secundaria a 700 nm, con calibracién lineal a 2 puntos.

Los anticuerpos se unen a las lipoproteinas no-HDL, formando un complejo que
bloquea la accion de CE y CHOD. Por tanto, estas enzimas actuaran inicamente sobre
el HDL-C formandose colest-4-en-3-ona y peréxido de hidrégeno. La POD cataliza la
formacién de un colorante azul a partir de peréxido de hidrégeno, 4-aminoantipirina y

N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxi-4 fluoroanilina (F-DAOS).
Para la determinacidn se emplean los reactivos que contiene:

Anticuerpos anti lipoproteina B Tampo6n de Goods: 30 mmol/L; pH 7
humana
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CE: 0,8 UI/mL F-DAOS: 0,20 mmol/L

CHOD: 4,4 Ul/mL 4-aminoantipirina: 0,67 mmol/L
POD: 1,7 Ul/mL Detergente
Ascorbato oxidasa: 2 Ul/mL Conservante

Tiene una estabilidad de 30 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 2-180
mg/dL.

No se encontraron interferencias con bilirrubina (hasta 40 mg/dL), hemoglobina (500
mg/dL), acido ascorbico (20 mg/dL) ni por hiperlipemia (empleando una solucién

Intralipid de 900 mg/dL).

3.2.3.- TRIGLICERIDOS

Para la determinacion de triglicéridos se emplearon los siguientes reactivos:

Roche Diagnostics — TRIGL - Triglicéridos(74)

Test enzimatico colorimétrico, estandarizado frente al IDMS. Se realiza una medicién a
un punto y con lectura principal a 505 nm y secundaria a 700 nm, con calibracién

lineal a 2 puntos.

El presente método se basa en el trabajo de Wahlefeld empleando una LPL obtenida
de microorganismos para hidrolizar completa y rapidamente triglicéridos a glicerol,
con la oxidacion subsiguiente a dihidroxiacetonafosfato y perdéxido de hidrogeno,
gracias a la GKy a la glicerol fosfato oxidasa (GPO). El peroxido de hidrogeno formado
reacciona bajo la accion catalitica de la POD con la AAP y 4-clorofenol para formar un

colorante rojo en una reaccién de punto final segiin Trinder. La intensidad cromatica
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del colorante rojo formado es directamente proporcional a la concentracion de

triglicéridos y puede medirse fotométricamente (Figura 5).

triglicendos + 3 HoO L‘; ghcerol + 3 RCOOH
glcerol + ATP G; = glicerol-3-fosfato + ADP
Mg
. GPO L
glcerol-3-fosfato + O» ——= fosfato de dihidroxiacetona + HaO»

peroxidasa

HoO9 + 4-aminofenazona + 4-clorofenol
4-(p-benzoquinona monoimino)-fenazona + 2 HyO + HC

FIGURA 5.- ESQUEMA DE LA REACCION DE MEDIDA DE TRIGLICERIDOS CON EL REACTIVO DE ROCHE
DIAGNOSTICS

Para la determinacién se emplean los reactivos que contiene:

Tampoén PIPES: 50 mmol/L; pH 6,8 LPL (Pseudomonas sp.): 283 pkat/L

Mg2+: 40 mmol/L GK (Bacillus stearothermophilus): 23

ukat/L
Colato sédico: 0,20 mmol/L

GPO (E. coli): 241 pkat/L
Adenosin trifosfato (ATP): 21,4
mmol/L) POD (rdbano picante): 21,6 pkat/L
AAP: 20,13 mmol/L Conservante

4-clorofenol: 4,7 mmol/L

Tiene una estabilidad de 28 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 8,85-885
mg/dL.

Las limitaciones e interferencias se determinan midiendo la capacidad de
recuperaciéon (£10%) de triglicéridos, a partir de una solucién con una concentracion

de 203 mg/dL. No se encuentra interferencia con bilirrubina conjugada (hasta 10
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mg/dL), bilirrubina no conjugada (35 mg/dL) ni hemolisis (hemoglobina hasta 700
mg/dL). Las muestras extremadamente lipémicas (>3000 mg/dL de triglicéridos)
pueden producir resultados normales. La presencia de glicerol enddgeno sin
esterificar puede provocar resultados falsamente elevados de triglicéridos séricos. No
se han registrado interferencias con paneles de farmacos de uso comun en
concentraciones terapéuticas, salvo con el acido ascérbico y el dobesilato de calcio,
que causan valores de triglicéridos falsamente bajos. Se han detectado interferencias
en casos muy raros debidos a gammapatias, particularmente con inmunoglobulina M

(macroglobulinemia de Waldenstroem).

Siemens Healthcare - Trig (75)

Test enzimatico colorimétrico, estandarizado frente al IDMS desarrollado por el NIST.
Se realiza una medicién a un punto y con lectura principal a 505 nm y secundaria a
694 nm, con calibracién lineal a 2 puntos. Se sigue el mismo principio de reaccién que

en el método descrito previamente.

Para la determinacion se emplean los reactivos que contiene:

Reactivo 1.-

4-clorofenol: 5,4 mmol/L GPO: 21,5 U/mL
POD: 20,5 U/mL Azida sddica: 0,05%
GK: 20,4 U/mL

Reactivo 2.-

AAP: 0,4 mmol/L Azida sédica: 0,05%

Lipasas: 150 U/mL

Tiene una estabilidad de 45 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 0-550
mg/dL.
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Las limitaciones e interferencias se determinan midiendo la capacidad de
recuperacion (£10%) de triglicéridos, a partir de una solucién con una concentracion
de 89 mg/dL. Se encuentra interferencia con bilirrubina no conjugada (16 mg/dL) y

hemdlisis (hemoglobina hasta 525 mg/dL).

Abbott — Triglicéridos (76)

Test enzimatico colorimétrico. Se realiza una mediciéon a un punto y con lectura
principal a 500 nm y secundaria a 660 nm, con calibracién lineal a 2 puntos. Se sigue
el mismo principio de reaccion que en los anteriores métodos descritos para

triglicéridos aunque se emplea 4-aminoantipirina en vez de AAP.

Para la determinacion se emplean los reactivos que contiene:

ATP: 2,5 mmol/L POD (rdbano picante): >2000 U/L
Mg2+: 2,5 mmol/L GK:>600 U/L

4-aminoantipirina: 0,4 mmol/L GPO: >6000 U/L

4-clorofenol: 2 mmol/L LPL: >3000 U/L

Tiene una estabilidad de 42 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 5-1420
mg/dL.

No se encontraron interferencias con bilirrubina (hasta 7,5 mg/dL), hemoglobina

(750 mg/dL) ni acido ascorbico (3 mg/dL).

Beckman-Coulter— Triglicéridos (77)

Test enzimatico colorimétrico. Se realiza una medicién a un punto y con lectura
principal a 660 nm y secundaria a 800 nm, con calibracion lineal a 2 puntos. Se sigue

el mismo principio de reaccidon que en los anteriores métodos, empleando en este caso

77



en la reacciéon final AAP y sal disodica de N,N-bis (4-sulfobutil)-3,5-dimetilanilina

(MADB).

Para la determinacion se emplean los reactivos que contiene:

Tampon PIPES: 50 mmol/L; pH 7,5 GK: 500 U/L

ATP: 1,4 mmol/L GPO: 1480 U/L

Mg2*: 4,6 mmol/L LPL: 1,5U/L
4-aminoantipirina: 0,5 mmol/L Ascorbato oxidasa: 1480 U/L
MADB: 0,25 mmol/L Conservantes

POD: 980 U/L

Tiene una estabilidad de 30 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 10-1000
mg/dL.

No se encontraron interferencias con bilirrubina (hasta 40 mg/dL), hemoglobina (500

mg/dL) ni acido ascérbico (20 mg/dL).

3.2.4.- LDL-C

Para la determinaciéon de LDL-C de manera directa se emplearon los siguientes

reactivos:

Roche Diagnostics - LDLC2 - LDL-C segunda generacion (78)

Test colorimétrico enzimatico homogéneo, estandarizado frente al método de
referencia de BQ establecido por el CDC. Se realiza una medicién a dos puntos con

lectura principal a 600 nm y secundaria a 700 nm, con calibracién lineal a 2 puntos.
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Este método para la determinacion directa del LDL-C emplea la solubilizacion micelar
selectiva del LDL-C por un detergente no ionico y la interaccién de un compuesto de
azucar con las VLDL y los quilomicrones. Al afadir un detergente en el método
enzimatico de determinacion del colesterol (reaccion de acoplamiento de CE y CHOD),
la actividad relativa del colesterol en las fracciones de lipoproteinas aumentan en el
siguiente orden: HDL < quilomicrones < VLDL < LDL. En presencia de Mg?2*, el
compuesto de azucar reduce pronunciadamente la reacciéon enzimatica de medicion

del colesterol en VLDL y quilomicrones.

La CE provoca el desdoblamiento de los ésteres de colesterol a colesterol libre y
acidos grasos. En presencia de oxigeno, el colesterol es oxidado por la CHOD a A4-
colestenona y perodxido de hidrogeno. En presencia de la POD, el peroxido de
hidrégeno formado reacciona con 4-aminoantipirina y HSDA para formar un colorante
purpureo azul. La intensidad del colorante es directamente proporcional a la

concentracion de colesterol que se mide fotométricamente (Figura 6).
Para la determinacidn se emplean los reactivos que contiene:

Reactivo 1.-
Tampén de acido 3-morfolino-propanosulfénico (MOPS): 20,1 mmol/L; pH 6,5
HSDA: 0,96 mmol/L POD (rdbano picante): 2167 pkat/L

Ascorbato oxidasa (Eupenicillium sp., Conservantes
recombinado): =50 pkat/L

Reactivo 2.-

Tampo6n de MOPS: 20,1 mmol/L; pH 6,8 CHOD (Brevibacterium sp.,

recombinado): 233,3 pkat/L
MgS04:7H20: 8,11 mmol/L

POD (rabano picante): 2334 pkat/L
4-aminoantipirina: 2,46 mmol/L

Detergente
CE (Pseudomonas sp.): 250 pkat/L

Conservantes
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detergente _
Esteres de colesterol LDL —  colesterol + acidos

+ Ho0O grasos libres
colesterolesterasa e s .
(solubilizacion micelar
selectiva)
colesteroloxidasa
Colesterol LDL + O5 —  A*-colestenona + HyO5
peroxidasa
2 HoO9 + 4-aminoantipirina + — pigmento azul
HSDA* + HoO + H* purptreo + 5 Ho0

(Abs. max = 585 nm)

FIGURA 6.- ESQUEMA DE LA REACCION DE MEDIDA DE LDL-C CON EL REACTIVO DE ROCHE
DIAGNOSTICS DE SEGUNDA GENERACION

Tiene una estabilidad de 28 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 3,86-548
mg/dL.

Las limitaciones e interferencias se determinan midiendo la capacidad de
recuperacion (+10%) de LDL-C, a partir de una solucidn con una concentracion de 154
mg/dL. No se encuentra interferencia con bilirrubina conjugada y no conjugada (hasta
60 mg/dL) ni hemdlisis (hemoglobina hasta 1000 mg/dL). No se registran
interferencias significativas por HDL <75 mg/dL, VLDL <140 mg/dL ni por
quilomicrones (triglicéridos <2000 mg/dL). Tampoco con paneles de farmacos de uso
comun en concentraciones terapéuticas. El acido ascorbico (hasta 50 mg/dL) no
produce interferencias. En algunos pacientes con trastornos de la funcion hepatica, los
valores obtenidos de LDL-C presentan una desviacion negativa considerable respecto
de los obtenidos por BQ. Se han detectado interferencias en casos muy raros debidos a
gammapatias, particularmente con inmunoglobulina M (macroglobulinemia de

Waldenstroem).
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Roche Diagnostics - LDLC3 - LDL-C tercera generacién (79)

Test colorimétrico enzimatico homogéneo, estandarizado frente al método de
referencia de BQ establecido por el CDC. Se realiza una medicién a dos puntos con

lectura principal a 600 nm y secundaria a 700 nm, con calibracién lineal a 2 puntos.

A diferencia del reactivo de segunda generacién, este reactivo emplea
N-etil-N-(3-metilfenill)-N-succiniletilendiamina (EMSE) en lugar de HDSA para formar

un colorante rojo purpureo (Figura 7).

detergente _
Esteres de colesterol LDL —  colesterol + acidos

+ Hs0 grasos libres
(solubilizacion micelar
selectiva)

colesterolesterasa

colesteroloxidasa

Colesterol LDL + Oy

A*-colestenona + HoOs

peroddasa
2 H;0» + 4-aminoantipiina + EMSE¥ + H:0 + ¥ ~————=

pigmento rojo-purpureo + 5 H,O

FIGURA 7.- ESQUEMA DE LA REACCION DE MEDIDA DE LDL-C CON EL REACTIVO DE ROCHE
DIAGNOSTICS DE TERCERA GENERACION

Para la determinacién se emplean los reactivos que contiene:

Reactivo 1.-
Tampon bis(2-hidroxietil)-amino-tris-(hidroximetil) metano: 20,1 mmol/L; pH 7,0

4-aminoantipirina: 0,98 mmol/L Soluciéon de albumina sérica bovina
(BSA): 4,0 g/L

Ascorbato oxidasa (Acremonium sp.):

>66,7 pkat/L POD (Basidiomycetes sp. recombinado):

>166,7 pkat/L
Conservantes

81



Reactivo 2.-

Tampo6n MOPS: 20,1 mmol/L; pH 7,0 POD (Basidiomycetes sp. recombinado):

>333,3 pkat/L
EMSE: 2,16 mmol/L

BSA: 4,0 g/L
CE (Pseudomonas sp.): 233,3 pkat/L

Detergentes
CHOD (E. coli recombinado): =231,7
pkat/L Conservante

Tiene una estabilidad de 28 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 3,87-549
mg/dL.

Las limitaciones e interferencias se determinan midiendo la capacidad de
recuperaciéon (¥10%) de LDL-C, a partir de muestras con una concentracién mayor de
154,6 mg/dL o una recuperacion de £15,5 mg/dL en muestras con una concentracion
<154,6 mg/dL. No se encuentra interferencia con bilirrubina conjugada y no
conjugada (hasta 60 mg/dL) ni hemolisis (hemoglobina hasta 1000 mg/dL). No se
registran interferencias significativas por HDL< 117 mg/dL, VLDL< 140 mg/dL ni por
quilomicrones (triglicéridos <2000 mg/dL). No se han registrado interferencias con
paneles de farmacos de uso comun en concentraciones terapéuticas, entre ellos
niacina, simvastatina y clofibrato. El acido ascérbico hasta 500 mg/dL no produce
interferencias. Las intoxicaciones por paracetamol suelen tratarse con
N-acetilcisteina. Tanto la N-acetilcisteina, usada en concentraciones terapéuticas
como antidoto, como el metabolito de paracetamol y la N-acetil-p-benzoquinona
imina, pueden causar valores falsamente bajos de LDL-C. La venopunciéon debe
efectuarse antes de administrar metamizol, ya que si se realiza inmediatamente
después o durante la administracién, pueden obtenerse resultados falsamente bajos.
En algunos pacientes con trastornos de la funcion hepatica, los valores obtenidos de
LDL-C presentan una desviaciéon negativa considerable respecto de los obtenidos por
BQ. En plasma tratado con EDTA, los valores pueden ser disminuidos en comparacion
con los valores séricos. Se han detectado interferencias en casos muy raros debidos a
gammapatias, particularmente con inmunoglobulina M (macroglobulinemia de

Waldenstroem).
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Siemens Healthcare - D-LDL (80)

Test colorimétrico enzimatico directo por eliminacién de particulas, estandarizado
frente al método de referencia establecido por el CDC. Se realiza una medicién a un
punto con lectura principal a 596 nm y secundaria a 694 nm, con calibracién lineal a 2

puntos.

Un agente tensioactivo selectivo solubiliza el colesterol de las particulas no LDL. Los
ésteres de colesterol son hidrolizados por la CE y la CHOD y la enzima catalasa elimina
el perdxido de hidrogeno generado. El segundo agente tensioactivo solubiliza el
colesterol de las LDL de la muestra y la azida sddica inhibe la catalasa. El peréxido de
hidrégeno generado por la accion de la CE y la CHOD se cuantifica por una reaccion de
punto final de Trinder. En la etapa final se emplea N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-
3-metilanilina (TOOS) en vez de HSDA o EMSE, como ocurria en los reactivos descritos

previamente.

Para la determinacidn se emplean los reactivos que contiene:

Reactivo 1.-
Tampoén PIPES: 50 mmol/L; pH 7,0 CHOD: (Nocardia): 2500 U/L
TOOS: 2,0 mmol/L Catalasa (higado bovino): 2600 kU /L

CE (Pseudomonas): 2600 U/L

Reactivo 2.-
Tampo6n de Goods: 50 mmol/L; pH 7,0 POD (rabano silvestre): 24 kU/L
4-aminoantipirina: 4 mmol/L Azida sédica: 0,09%

Tiene una estabilidad de 14 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 0-1000
mg/dL.

Las limitaciones e interferencias se determinan midiendo la capacidad de

recuperaciéon (+10%) de LDL-C, a partir de una solucién con una concentraciéon de 98
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mg/dL. No se encuentra interferencia con bilirrubina no conjugada (hasta 20 mg/dL),
bilirrubina conjugada (32 mg/dL), hemdlisis (hemoglobina hasta 810 mg/dL) ni acido
ascorbico (50 mg/dL). En muestras lipémicas (empleando concentraciones de 436
mg/dL de trioleina), se detecta un aumento de los valores de LDL-C, pero no asi por

concentrados de triglicéridos (hasta 1009 mg/dL).

Abbott - Direct LDL (81)

Test colorimétrico enzimatico directo por eliminacién de particulas. Se realiza una
mediciéon a un punto con lectura principal a 548 nm y secundaria a 660 nm, con

calibracion lineal a 2 puntos.

La reaccion tiene dos etapas. En la primera, un detergente solubiliza exclusivamente
las particulas no-LDL. La CE y la CHOD consumen el colesterol liberado en una
reaccion incolora. En la segunda, otro detergente solubiliza las particulas de LDL
restantes y un acoplador cromogénico permite la formacién de color. La reaccion
enzimatica con las LDL en presencia del acoplador conduce a la formacién de color,

que es proporcional a la cantidad de LDL-C presente en la muestra.
Para la determinacidn se emplean los reactivos que contiene:

Reactivo 1.-

Tampén 4acido 2-morfolino etano POD (rdbano): <1300 U/L
sulfénico (MES): pH 6,3
4-aminoantipirina: <0,01%

Detergente 1: <1% . ,
Acido ascorbico oxidasa (Cucurbita

CE (Pseudomonas sp.): <1500 U/L sp.): <3000 U/L
CHOD (Cellulomonas sp.): <1500 U/L Conservantes
Reactivo 2.-

Tampén MES: pH 6,3 DSBmT: <1,0 mmol/L
Detergente 2: <1% Conservante
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Tiene una estabilidad de 28 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 1-800
mg/dL.

No se han encontrado interferencias por bilirrubina conjugada y no conjugada (hasta
20 mg/dL), hemoglobina (500 mg/dL), &cido ascérbico (50 mg/dL) vy
gammaglobulinas (5000 mg/dL). Con concentraciones de triglicéridos >1293 mg/dL

no debe emplearse este reactivo.

Beckman-Coulter— LDL-Colesterol (82)

Test colorimétrico enzimatico directo con proteccion enzimatica. Realiza una
mediciéon a un punto con lectura principal a 600 nm y secundaria a 700 nm, con

calibracién lineal a 2 puntos.

Un agente protector impide la accién de la CE y CHOD sobre las particulas LDL, de
modo que actiian sobre el resto de lipoproteinas y el peréxido de hidrégeno liberado
es eliminado por la catalasa. Posteriormente, la azida sédico inactiva la catalasa y se
elimina el agente protector, permitiendo la accion de las enzimas sobre el LDL-C. La
reaccion colorimétrica se da mediante el uso de 4-aminoantipirina y N-(2-hidroxi-3-

sulfopropil)-3,5-dimetoxi-4 fluoroanilina (HDAOS), que formaran un colorante azul.

Para la determinacion se emplean los reactivos que contiene:

Azida sodica: 0,1% Tampén de Goods: 25 mmol/L; pH 6,8
CE: 3,7 Ul/mL Catalasa: 743 Ul/mL

CHOD: 3,7 Ul/mL HDAOS: 0,47 mmol/L

POD: 4,9 Ul/mL Detergente

4-aminoantipirina: 0,8 mmol/L

Tiene una estabilidad de 30 dias a bordo del equipo y el limite de medida es 10-400
mg/dL.
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No se encontraron interferencias con bilirrubina (hasta 40 mg/dL), hemoglobina (500
mg/dL), lipemia (concentracion de triglicéridos hasta 1000 mg/dL) ni acido ascérbico
(20 mg/dL). Se han detectado interferencias en casos muy raros debidos a
gammapatias, particularmente con inmunoglobulina M (macroglobulinemia de

Waldenstroem).

3.2.5.- LDL-C CALCULADO

Para la estimacion del LDL-C se emplearon las siguientes ecuaciones (Figura 8):

l Friedewald ' 'CT— HDL-C-TG x 0,2 |

kT— HDL-C — TG x 0,16'

,94 x CT — 0,94 x HDL-
-TGx 0,19

(i,9xCT—TGxO,18—2

,9x CT-0,9 x HDL-C
TGx0,1

O
©
KL

>
=

©

O
O
—
a

=R

'CT — HDL-C—TG/6,85

| Martin ' 'CT—HDL-C—TG/A*'

FIGURA 8.- ECUACIONES EMPLEADAS PARA LA ESTIMACION DEL LDL-C. *PARA CONSULTAR LOS
VALORES DE A EN LA FORMULA DE MARTIN ET AL. CONSULTAR TABLA 11
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3.2.6.- HEMOGLOBINA GLICADA

Para la medicién de la HbA1lc se emple6 el siguiente reactivo:

Sebia - Capillarys HbA1c (83)

La técnica estd basada en el principio de la electroforesis capilar en solucién libre y
permite la separacion y cuantificacion de la fraccion glicada Alc de la hemoglobina de
la sangre humana. Las fracciones de la hemoglobina son separadas en capilares de
silice fundido, en funcién de su movilidad electroforética y flujo electroendosmotico a
voltaje elevado en un tampén alcalino (pH 9,4). El analisis se realiza en el hemolizado
de glébulos rojos recogidos en sangre total con EDTA-K2Z o EDTA-K3 como
anticoagulante, que es inyectado en el anodo por aspiracion. Para ello, se emplea una
solucion hemolizante. La separacion se realiza a continuaciéon aplicando una
diferencia de potencial de varios miles de voltios en los extremos de cada capilar. La
deteccion directa de las hemoglobinas se efectia por espectrofotometria en el lado
catédico a 415 nm, que es la longitud de onda de absorcidén especifica de las

hemoglobinas.

La solucion hemolizante, el tampdén de electroforesis y la solucién de lavado
(empleada para limpiar los capilares entre muestra y muestra) son estables a

temperatura ambiente una vez instalados en el equipo durante al menos 20 dias.

Con esta técnica no se encuentran interferencias por triglicéridos (hasta 1120 mg/dL),
bilirrubina (25,6 mg/dL), acido ascérbico (60 mg/dL), urea (291 mg/dL), factor
reumatoide (2178 IU/mL) ni glibenclamida (3 mg/dL). Ademas, la presencia de
hemoglobina carbamilada (hasta un 8,1%), de hemoglobina fetal (15%), hemoglobina
acetilada (9%) y de HbA1c labil (10,5%) no interfiere en la cuantificaciéon de la HbAlc.
La presencia de las principales variantes de hemoglobina (hemoglobina S, C, D y E) no
afectan tampoco al calculo de la HbAlc, si bien no se pueden cuantificar las formas

glicadas de dichas variantes. No se recomienda el estudio de HbAlc en pacientes que
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hayan sufrido una hemorragia reciente, recibido transfusiones o en aquellos en los
que la vida media de los hematies esté reducida (anemia hemolitica, por ejemplo) ya

que pueden obtenerse resultados inadecuados.

La linealidad se mantiene en concentraciones de HbAlc entre 4-14,7% y con una

concentracion de hemoglobina entre 1,4-31 g/dL.

3.3.- DISENO DEL ESTUDIO

El estudio consta de dos procesos de selecciéon de muestras. En el primero de ellos,
siguiendo los resultados del trabajo previo, se pretende valorar el efecto de valores
extremos de HDL-C en el calculo del LDL-C mediante diferentes formulas, asi como la
comparacién entre diferentes técnicas y equipos para la determinacién de LDL-C de
manera directa y del resto de pruebas del perfil lipidico. En el segundo, el objetivo es
valorar el efecto de la diabetes, tanto bien como mal controlada, sobre el rendimiento
del LDL-C medido de manera directa y calculado, empleando diferentes férmulas, asi
como el rendimiento de las pruebas del perfil lipidico entre diferentes reactivos y

plataformas.

3.3.1.- VALORES EXTREMOS DE HDL-C

Seleccidn y criterios de inclusion/exclusion

Se seleccionaron muestras de pacientes que acudieron a control analitico rutinario en
el Complejo Hospitalario de Toledo entre Mayo y Junio de 2012. La obtencién de
sangre se realizo en ayunas por venopuncion. Las determinaciones del perfil lipidico

en muestras de suero se realizaron en un Cobas c711 empleando los reactivos de
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colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C (segunda generacion) de Roche

Diagnostics. Los criterios de inclusion fueron:

v" HDL-C 2100 mg/dL
v" HDL-C <20 mg/dL

Los criterios de exclusion, fijados en base al trabajo de Miller et al. 2010, fueron:

% Colesterol total 2300 mg/dL
x  Triglicéridos 2300 mg/dL
% Colesterol total 2250 mg/dL y triglicéridos 2200 mg/dL

Se seleccionaron 105 muestras con HDL-C 2100 mg/dL (grupo HDL-C alto) y 105
muestras con HDL-C <20 mg/dL (grupo HDL-C bajo). Dichas muestras fueron
separadas en 4 alicuotas en las siguientes 8 horas tras la obtencién de la muestra y

congeladas a -802C para el andlisis posterior.

Las alicuotas fueron transportadas en hielo seco a los centros participantes en este
estudio para el posterior andlisis del perfil lipidico para evitar sesgos en la

comparacién debido al proceso de congelacién de la muestra:

o Complejo Hospitalario de Toledo - Cobas c711 - Reactivos de Roche Diagnostics
para colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C (segunda generacién)

o Hospital General Universitario de Guadalajara - Architect ci8200 - Reactivos de
Abbott para colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C

o Hospital General Universitario de Ciudad Real - Advia 2400 - Reactivos de
Siemens Healthcare para colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C

o Hospital Universitario de Fuenlabrada - Olympus AU2700 - Reactivos de
Beckman-Coulter para colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C

Analisis estadistico

Se empleo el test de Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad de la distribucion de

resultados en ambos grupos de estudio. En funcién de los resultados, se empleo6 la
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prueba de Friedman con analisis post-hoc usando el test de Dunn para muestras
apareadas o el anadlisis de la varianza (ANOVA) de una via para muestras apareadas
con analisis post-hoc empleando la prueba de Tukey o la de Dunnett, con el fin de
establecer si las diferencias entre los diferentes métodos eran significativas. Asi
mismo, se emplean las pruebas de t test y de Wilcoxon para muestras apareadas. Los

resultados con un p-valor <0,05 fueron considerados como significativos.

La comparaciéon de métodos para la intercambiabilidad de resultados se llevé a cabo
empleando la regresion de Passing-Bablok y el método de Bland-Altman (85,86). Para
considerar que los métodos son intercambiables en el método de Passing-Bablok se
requiere que el intervalo de confianza de la pendiente incluya el 1 y el del punto de
corte el 0, mientras que en el caso de Bland-Altman el intervalo de confianza de la
diferencia debe incluir el 0. Los intervalos de confianza considerados utilizan un nivel

de confianza del 95%.

Se clasificaron los pacientes en funcién del riesgo de ECV siguiendo los rangos

definidos por la NCEP en el ATPIII:

1. <100 mg/dL
2. 100-129 mg/dL
3. 130-159 mg/dL
4. 2160 mg/dL

Ademas, para valorar el rendimiento en valores de LDL-C bajos, se incluy6 también en

el andlisis un grupo de riesgo de <70 mg/dL.

Para valorar las discrepancias en la clasificacién de riesgo se empled el indice kappa
de Cohen (K), con pesos ponderados (Figura 9), asi como el porcentaje de errores de
clasificacion, definido como el n? de muestras con discrepancias de clasificacién entre
dos métodos/n® de muestras totales, y los errores con 2 o mas categorias de
diferencia sobre el total de errores. Ademas, se emple6 el indice K para mas de 3

observadores con 3 o mas categorias de clasificacidn, para valorar la concordancia
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conjunta de la clasificacion de riesgo.

siguiendo el esquema de la Figura 10.

El indice K se interpreta de manera general

Ponderacidn con 5 categorias

Ponderacidn con 4 categorias

C1 Cc2 c3 C4 C5

C1 C2 C3 Ca

C1

1,00 | 0,65 | 0,75 | 0,85 | 0,95

¢ci1| 100 075 | 085 | 0,95

C2

0,65 | 1,00 | 0,65 | 0,75 | 0,85

c2| 075 | 1,00 | 0,75 | 0,85

C3

0,75 | 0,65 | 1,00 | 0,65 | 0,75

¢c3 |08 | 075 | 1,00 | 0,75

c4

085 | 0,75 | 0,65 | 1,00 | 0,65

c4|09 |08 | 0,75 | 1,00

C5

09 | 085 | 0,75 | 0,65 | 1,00

FIGURA 9.- COEFICIENTES EMPLEADOS PARA LA DETERMINACION DEL INDICE KAPPA (K) DE COHEN
PONDERADO SEGUN LAS CATEGORIAS (C) EMPLEADAS EN LA CLASIFICACION DE INDIVIDUOS

m Grado de concordancia

<0,20
0,21-0,40
0,41-0,60
0,61-0,80
0,81-1,00

Pobre
Débil
Moderada
Buena

Muy buena

FIGURA 10.- INTERPRETACION DEL GRADO DE CONCORDANCIA SEGUN EL RESULTADO DEL INDICE
KAPPA (K) DE COHEN

Para el analisis estadistico se emplearon los programas MedCalc v7.3, SPSS Statistics

v19.0, GraphPad Prism v7, Epidat v4.2 y la pagina web http://www.vassarstats.net.

3.3.2.- EFECTO DE LA DIABETES

Seleccidn v criterios de inclusion/exclusion
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Se seleccionaron muestras de pacientes diabéticos y sanos que acudieron a control
analitico rutinario en el Hospital Universitario Moncloa. La obtenciéon de sangre se
realiz6 en ayunas por venopuncion. Las determinaciones del perfil lipidico en
muestras de suero se realizaron en un Advia 1800 empleando los reactivos de
colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C de Siemens Healthcare. La determinacion
de HbA1c en muestras de sangre total EDTA se realiz6 en un Capillarys 2 Flex Piercing

empleando los reactivos de Sebia correspondientes.
Los criterios de inclusién fueron:

v' Pacientes diabéticos tipo [ o II
- Bueno control metabdlico (HbAlc <7%)
- Mal control metabélico (HbAlc >7%)

v" Pacientes sanos
Los criterios de exclusion fueron:

x  Hepatopatia

x Insuficiencia renal

x Marcada dislipemia (colesterol total 2300 mg/dL, triglicéridos 2300 mg/dL o
colesterol total 2250 mg/dL y triglicéridos 2200 mg/dL), fijados en base al
trabajo de Miller et al. 2010

% Otra patologia de base

Se seleccionaron muestras de 35 pacientes para el grupo de diabéticos mal
controlado, 35 para el grupo de diabéticos bien controlados y 30 para el grupo
control. Las muestras fueron separadas en 4 alicuotas y congeladas a -252C para el

analisis posterior.

Las alicuotas fueron transportadas congeladas a los centros participantes en este
estudio para el posterior analisis del perfil lipidico, con el fin de evitar sesgos en la

comparacién debido al proceso de congelacion de la muestra:
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o Complejo Hospitalario de Toledo - Cobas c711 - Reactivos de Roche Diagnostics
para colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C (tercera generacion)

o Hospital Santa Barbara (Puertollano) - Architect c16000 - Reactivos de Abbott
para colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C

o Hospital Universitario Moncloa - Advia 1800 - Reactivos de Siemens Healthcare
para colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C

o Hospital Universitario de Fuenlabrada - Olympus AU2700 - Reactivos de
Beckman-Coulter para colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C

Analisis estadistico

Se empled el test de Shapiro-Wilk para valorar la normalidad de los pardmetros
analizados. Se realizé un test ANOVA de un factor (analisis post-hoc con la prueba de
Tukey) o prueba de Kruskal-Wallis (andlisis post-hoc con test de Dunn) para valorar la
existencia de diferencias en el perfil lipidico de los 3 grupos de pacientes. Para el
analisis del perfil lipidico entre los diferentes equipos, se realizé un test de ANOVA
para un factor con muestras apareadas (analisis post-hoc con prueba de Tukey) o la
prueba de Friedman (andlisis post-hoc con el test de Dunn). Asi mismo, se emplearon
las pruebas de t test y de Wilcoxon para muestras apareadas. Los resultados con un p-

valor <0,05 fueron considerados como significativos.

Se clasificaron los pacientes en funcion del riesgo de ECV siguiendo los rangos

definidos por la NCEP en el ATPIII:

1. <100 mg/dL
2. 100-129 mg/dL
3. 130-159 mg/dL
4. 2160 mg/dL

Ademas, para valorar el rendimiento en valores de LDL-C bajos, se incluy6 también en

el andlisis un grupo de riesgo de <70 mg/dL.
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Para valorar las discrepancias en la clasificacidon de riesgo se emple6 el indice K de
Cohen, con pesos ponderados (Figura 9), y el indice K para mas de 3 observadores con
3 o mas categorias de clasificacién, para valorar la concordancia conjunta de la
clasificacion de riesgo. El indice K se interpreta de manera general siguiendo el

esquema de la Figura 10.

La comparacion de métodos para la intercambiabilidad de resultados se llevé a cabo
empleando la regresiéon de Passing-Bablok y el método de Bland-Altman. Para
considerar que los métodos son intercambiables en el método de Passing-Bablok se
requiere que el intervalo de confianza de la pendiente incluya el 1 y el del punto de
corte el 0, mientras que en el caso de Bland-Altman el intervalo de confianza de la
diferencia debe incluir el 0. Los intervalos de confianza considerados utilizan un nivel

de confianza del 95%.

Para el andlisis estadistico se emplearon los programas MedCalc v7.3, SPSS Statistics

v19.0, GraphPad Prism v7, Epidat v4.2 y la pagina web http://www.vassarstats.net.
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Resultados
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4.- RESULTADOS

4.1.- VALORES EXTREMOS DE HDL-C

4.1.1.- ANALISIS DE COLESTEROL TOTAL, TRIGLICERIDOS, HDL-C Y LDL-C

A. Estadistica basica

Los resultados del perfil lipidico asi como del test de normalidad de Shapiro-Wilk,
tanto para el grupo de HDL-C <20 mg/dL como para el de 2100 mg/dL en los 4
analizadores, se pueden ver en la Tabla 13. En el grupo de HDL-C bajo, ningln
pardmetro sigue una distribucién normal. En el grupo de HDL-C alto, tanto los
resultados de colesterol total como los de LDL-C siguen una distribucién normal en los

4 equipos.

En el grupo de HDL-C <20 mg/dL, la prueba de Friedman indica que existen
diferencias significativas (p<0,001) en todos los parametros del perfil lipidico entre
los diferentes laboratorios. El test post-hoc de Dunn revela que no existen diferencias
entre el colesterol total de Cobas c711, Architect ci8200 y AU2700 ni entre los
triglicéridos del par Cobas c711-Advia 2400 (Tabla 14).

En el grupo de HDL-C 2100 mg/dL, los test de ANOVA y de Friedman indican
diferencias significativas (p<0,001) entre todos los parametros del perfil lipidico en
los 4 analizadores. El andlisis post-hoc refleja que no existen diferencias significativas
entre los triglicéridos del par Architect ci8200-AU2700 ni entre el LDL-C medido de la
pareja Architect ci8200-Advia 2400 (Tabla 14).
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Grupo HDL-C €20 mg/dL

Grupo HDL-C 2100 mg/dL

Media 68,2 Media 54,7
Edad DS 16,3 Edad DS 17,3
@ Minimo 21,0 @ Minimo 21,0
Maximo 95,0 Maximo 86,0
Grupo HDL-C <20 mg/dL
Colesterol total HDL-C Triglicéridos LDL-C
Media DS Intervalo SW Media DS Intervalo >W Media DS Intervalo >W Media DS Intervalo >SW
(p-valor) (p-valor) (p-valor) (p-valor)
Cobasc711 | 116,6 47,1 40-276 <0,001 13,3 5,2 3-20 <0,001 143,7 66,1 34-313 0,001 51,4 30,7 1-138 <0,001
ci8200 115,1 44,0 43-251 <0,001 15,4 6,6 5-41 <0,001 149,0 67,5 44 - 327 <0,001 64,0 31,2 11-154 0,001
Advia 2400 112,7 43,0 45-256 <0,001 21,2 7,9 2-52 <0,001 140,8 63,1 47 - 306 <0,001 72,1 35,2 12 -185 0,001
AU2700 113,9 46,6 39-265 <0,001 18,2 6,2 5-48 <0,001 154,4 71,4 51-343 <0,001 82,5 37,8 19 - 205 <0,001
Grupo HDL-C 2100 mg/dL
Colesterol total HDL-C Triglicéridos LDL-C
Media DS Intervalo >SW Media DS Intervalo >W Media DS Intervalo >W Media DS Intervalo >SW
(p-valor) (p-valor) (p-valor) (p-valor)
Cobasc711 | 245,4 27,8 182-307 0,363 104,7 7,6 93-130 <0,001 83,5 32,1 39-243 <0,001 112,6 25,6 53-167 0,349
ci8200 237,1 26,1 177-295 0,594 98,0 8,5 85-132 <0,001 86,8 32,2 40 - 244 <0,001 114,5 26,6 58 -174 0,303
Advia 2400 | 228,2 27,3 168-287 0,492 112,2 10,0 95-155 <0,001 76,6 30,4 31-222 <0,001 115,1 25,4 60-177 0,755
AU2700 232,2 30,2 169-304 0,360 93,7 7,3 83-123 <0,001 86,5 33,2 41 - 249 <0,001 136,8 23,5 81-192 0,665

TABLA 13.- DATOS DE EDAD MEDIA, DESVIACION TiPICA (DS), MINIMO Y MAXIMO Y RESULTADOS DEL PERFIL LIPIDICO CON MEDIA, DESVIACION
TIPICA (DS), INTERVALO Y P-VALOR DE LA PRUEBA DE SHAPIRO-WILK (S-W) EN CADA UNO DE LOS EQUIPOS Y EN LOS 2 GRUPOS DE HDL-C
ESTUDIADOS. SE MARCAN EN VERDE LOS RESULTADOS NO SIGNIFICATIVOS
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CT HDL-C TG LDL-C
HDL-C HDL-C HDL-C HDL-C HDL-C HDL-C HDL-C HDL-C
<20 mg/dL | 2100 mg/dL | <20 mg/dL | 2100 mg/dL | <20 mg/dL | 2100 mg/dL | <20 mg/dL | 2100 mg/dL
c°z:;;;11 >0,999 <0,001 0,025 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,049
Cobas c711
Advia 2400 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,238 <0,001 <0,001 0,004
Cobas c711
AU2700 0,053 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
ci8200 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,840
Advia 2400 ! ! ! ! ! ! ! !
ci8200 0,288 0,006 <0,001 <0,001 <0,001 0,940 <0,001 <0,001
AU2700 7 ? ’ 7 ’ ’ 7’ 7
Advia 2400
AU2700 0,033 0,032 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

TABLA 14.- RESULTADOS DE P-VALOR EN LAS PRUEBAS POST-HOC DE TUKEY (COLESTEROL TOTAL Y
LDL-C EN EL GRUPO DE HDL-C 2100 MG/DL) Y DUNN PARA COLESTEROL TOTAL (CT), HDL-C,
TRIGLICERIDOS (TG) Y LDL-C EN AMBOS GRUPOS DE ESTUDIO Y ENTRE TODOS LOS ANALIZADORES.
SE MARCAN EN VERDE LOS RESULTADOS NO SIGNIFICATIVOS

B. Comparacion de métodos

El estudio de comparacién de métodos (Tabla 15) muestra que sélo en el colesterol
total entre Advia 2400 y AU2700, en el grupo de HDL-C elevado, se cumplen los
criterios definidos para la regresion de Passing-Bablok y la prueba de Bland-Altman.
En los triglicéridos, se observan las mayores discrepancias entre los 4 equipos. Para el
LDL-C, en el grupo de HDL-C 2100 mg/dL se observa una mejor correlacién entre los

diferentes laboratorios, a excepcion de con el AU2700.

C. Clasificacién de riesgo

Para valorar si las diferencias entre los métodos directos para el LDL-C pueden afectar
a la clasificacion de riesgo de los pacientes se calculé el indice K ponderado, asi como
el porcentaje de errores de clasificacion y los errores con 2 o mas categorias de
diferencia entre los diferentes laboratorios (Tabla 16A). Como es de esperar, cuando

el n? de discrepancias es menor los indices K obtenidos son mas elevados. Los mejores
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grados de concordancia se obtienen entre Cobas c711 y Architect ci8200 y Architect

ci8200 y Advia 2400.

El resultado del indice K, para el LDL-C medido entre todos los laboratorios, con 4

categorias de clasificacién es 0,49 en el grupo de HDL-C bajo y 0,37 en el de HDL-C

elevado.
HDL-C <20 mg/dL HDL-C 2100 mg/dL
P'B PB punto de ' BA ' P'B PB punto de BA diferencia
pendiente corte diferencia pendiente corte
Cobasc711l | 191,098 | 23259 | 26204 | 0912096 | 04a143 9,42-7,2
ci8200
Cobas c711
Advia 2400 | 902094 33a76 -5,2a-2,7 | 0,92a1,04 27,7a1,6 -19,2 a-15,3
Cobas c711
o AU2700 097a1,03 | -41a23 | -39a-1,6 | 097a1,14 | -396a18 16,7 a-9,7
cig200 0,94a20,98 | -1,1a3,3 3,6a-1,2 | 1,00a1,10 | -32,5a-10,0 | -10,8a-7,2
Advia 2400 ! ! ’ ’ ’ ’ , ’ ’ ) ) ,
ci8200
AUs700 | 1032107 | 75237 | -22a-01 | 103a123 | -522a-17 | -87a-L1
Advia 2400
AU2700 1,05a1,12 | -10,4a-3,2 | -0,3a2,7 | 0,97a1,28 | -55,0a16,0 01282
Cobasc711 | 1 55,103 | 04250 42a64 | 1,00a1,02 1,523,0 2,92a3,38
ci8200
Cobas c711
Advia 2400 | 0932096 1,3a5,6 -4,4a-1,4 | 0,94a0,98 -5,7a-2,6 -7,6a-6,1
Cobas c711
. AU2700 1,05a1,10 | -42a1,8 9,1a12,5 | 1,02a1,07 2,6a1,3 2,2a3,9
cig200 0,91a0,94 | -0,8a4,5 9,8a-6,6 | 0,93a0,97 -7,8a-4,8 -10,9a-9,5
Advia 2400 ’ ’ eat , ) ) ) , ) ) ,
€i8200
AU2700 1,02a1,07 | -46a0,6 4,0a6,9 1,00 a 1,06 -5,3a-1,0 1,2a0,6
Advia 2400
AU2700 1,12a1,15 -7,5a-3,3 11,8 a 15,6 1,06a1,12 1,4a5,9 8,8a11,0

TABLA 15.- RESULTADOS DE REGRESION DE PASSING-BABLOK (PB) PARA PENDIENTE Y PUNTO DE
CORTE Y DE DIFERENCIA PARA PRUEBA DE BLAND-ALTMAN (BA) PARA LAS PRUEBAS DEL PERFIL
LIPIDICO EN AMBOS GRUPOS DE HDL-C. SE MARCAN CON FONDO NARANJA AQUELLOS RESULTADOS

QUE CUMPLEN LOS CRITERIOS DEFINIDOS PARA PASSING-BABLOK, BLAND-ALTMAN O AMBOS
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HDL-C <20 mg/dL

HDL-C 2100 mg/dL

PB PB punto de BA PB PB punto de BA
pendiente corte diferencia pendiente corte diferencia
Cobasc71l |y 552933 | 27220 | 14228 | 1,00a130 | 3862-70 | -7.62-59
ci8200
Cobas c711
o ya00 | 11423188 | -43a53 6,7a9,2 | 1,20a1,50 |-450a-136| 6,5a85
Cobas c711
nopron | 088118 | 19a56 40a58 | 087a1,00 | -11,0a2,2 |-11,8a-10,2
HDL-C _
ci8200 1,00a1,29 | 0,7a5,0 50a66 | 1,05a1,25 | -10,5a9,0 | 13,4a15,1
Advia 2400 ’ 7 7 7’ 7 ’ ’ 7 7 7 7 7
€i8200
As7oo | 0802100 | 30256 23a33 | 0,77a1,00 | -40a191 | -52a-3,3
Advia 2400
Aryoo | 0712089 | -03a36 | -38a-23 | 0672080 | 442193 |-195a-175
Cobasc711 | ) gr 2106 | 762128 | 1042149 | 1002106 | -54a10 | 10228
ci8200
Cobas c711
e saoo | 1022119 | 792159 | 1752239 | 0932103 | -11a108 | 12238
Cobas c711 | 95 2120 | 16,6a264 | 2682353 | 0882095 | 2072381 | 2272259
AU2700
LDL-C _
ci8200 1,08a1,15 | -1,9229 | 67a95 | 092a1,00 | 1,0a104 | -0,4a1,6
Advia 2400 ? ’ ’ ? ’ ? ? ’ 7’ 7 ’ ’
cig200 1,00a1,19 | 42a13,0 | 155a21,3 | 0,85a0,93 | 29,9a39,8 | 20,6 a 24,2
AU2700 7’ 7 ’ 7 ’ 7 ’ 7 7 7 7 7
Advia 2400
Ueaoo | 0923107 | 382125 | 792128 | 0872100 | 21,0a360 | 1992237

TABLA 15 (CONTINUACION).- RESULTADOS DE REGRESION DE PASSING-BABLOK (PB) PARA
PENDIENTE Y PUNTO DE CORTE Y DE DIFERENCIA PARA PRUEBA DE BLAND-ALTMAN (BA) PARA LAS
PRUEBAS DEL PERFIL LIPIDICO EN AMBOS GRUPOS DE HDL-C. SE MARCAN CON FONDO NARANJA
AQUELLOS RESULTADOS QUE CUMPLEN LOS CRITERIOS DEFINIDOS PARA PASSING-BABLOK, BLAND-
ALTMAN O AMBOS

Con el fin de valorar el efecto en la clasificacion de riesgo de la inclusién de un grupo

con LDL-C <70 mg/dL, se repitio el analisis incluyendo dicha categoria (Tabla 16B),

observandose, en general, un aumento del porcentaje de discrepancia y de los errores

de 2 o mas categorias. Los resultados, en este caso, del indice K para 4 observadores

con 5 categorias de clasificacién fueron 0,50 para el grupo de HDL-C bajo y 0,36 para

el de HDL-C elevado.
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HDL-C <20 mg/dL HDL-C 2100 mg/dL
% Discrepancias Errz;tizsr?;?és K | % Discrepancias Errccngtcieggrci)agnés K
Cocbigsz(c)gll 5,7 1/6 0,72 15,2 0/16 0,74
i‘;ﬁ’”a: ;Zéé 16,2 3/17 0,34 25,7 0/27 0,56
C‘ij;;g 011 22,9 6/24 0,23 73,3 3/77 0,22
A dcvii?ggoo 12,4 1/13 0,51 16,2 0/17 0,72
/;::Jszz;):o 20,0 4/21 0,33 68,6 3/72 -013
Ai‘ﬂ;?gg 0 14,3 2/15 0,55 61,9 3/65 0,59
HDL-C <20 mg/dL HDL-C 2100 mg/dL
% Discrepancias Errz;tcl(;jrzgnés K | % Discrepancias Errz;tizsrzgnés K
Cocbigszggll 17,1 2/18 0,61 15,2 0/16 0,75
i‘;&’/ﬁ: zcz(l)(l) 29,5 6/31 0,36 26,7 0/28 0,57
COAszS;g 011 44,8 12/47 0,19 76,2 4/80 0,21
A dcviizggoo 17,1 1/18 0,65 17,1 0/18 0,72
:[18227050 37,1 5/39 0,31 71,4 4/75 -0,13
Aiﬂifgg 0 26,7 3/28 0,51 64,8 3/68 -0,02

TABLA 16.- A) COMPARACION DE LOS METODOS DIRECTOS DE MEDIDA DEL LDL-C MEDIANTE EL
PORCENTAJE DE DISCREPANCIAS EN LAS CATEGORIAS DE RIESGO SEGUN LA NCEP, NUMERO DE
ERRORES DE 2 0 MAS CATEGORIAS DE DIFERENCIA/NUMERO TOTAL DE DISCREPANCIAS E INDICE
KAPPA (K) DE COHEN PONDERADO EN AMBOS GRUPOS DE HDL-C EN ESTUDIO. B) MISMO ANALISIS
INCLUYENDO GRUPO DE LDL-C <70 MG/DL
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4.1.2.- ANALISIS LDL-C FORMULA DE FRIEDEWALD

A) Estadistica basica

Con respecto al LDL-C calculado mediante la FF, en el grupo de HDL-C <20 mg/dL, se
obtiene que los resultados no siguen una distribucién normal (p<0,001) en los 4
analizadores (Tabla 17). El test de Friedman con el analisis post-hoc mediante la
prueba de Dunn revela diferencias significativas (p<0,001) entre el LDL-C calculado
por la FF (LDL-FF) salvo en el par Advia 2400-AU2700 (Tabla 18A), mientras que la
prueba de Wilcoxon para muestras apareadas indica diferencias entre el LDL-FF y el

LDL-C medido con el método directo (p<0,001) para cada laboratorio (Tabla 18B).

En el grupo de 2100 mg/dL, los resultados siguen unas distribucién normal en los 4
laboratorios (Tabla 17) y el test de ANOVA con analisis post-hoc de Tukey indica
diferencias significativas (p<0,001) entre el LDL-FF del Advia 2400 con el resto de
autoanalizadores (Tabla 18A). Asi mismo, el t test indica que existen diferencias
significativas (p<0,001) entre el LDL-C medido y el LDL-FF de los 4 laboratorios
(Tabla 18B).

HDL-C <20 mg/dL Media DS Intervalo (p-Sv-z\all\i)r)
LDL-FF Cobas c711 74,6 40,7 6-234 <0,001
LDL-FF ¢ci8200 69,9 36,4 15-203 <0,001
LDL-FF Advia 2400 63,3 34,6 14 -195 <0,001
LDL-FF AU2700 64,8 38,7 10 - 205 <0,001
HDL-C 2100 mg/dL
LDL-FF Cobas c711 124,0 27,2 62 - 185 0,261
LDL-FF ci8200 121,8 25,7 63-179 0,234
LDL-FF Advia 2400 100,6 26,2 34 - 156 0,407
LDL-FF AU2700 121,3 29,7 59-194 0,503

TABLA 17.- RESULTADOS DEL LDL-C CALCULADO CON LA FORMULA DE FRIEDEWALD CON MEDIA,
DESVIACION TiPICA (DS), INTERVALO Y P-VALOR DE LA PRUEBA DE SHAPIRO-WILK (S-W) EN CADA
UNO DE LOS ANALIZADORES Y EN LOS 2 GRUPOS DE HDL-C ESTUDIADOS. SE MARCAN EN VERDE LOS
RESULTADOS NO SIGNIFICATIVOS
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A) p-valor
LDL-FF LDL-FF LDL-FF LDL-FF LDL-FF LDL-FF
Cobas c711 | Cobasc711 | Cobas c711 ci8200 ci8200 Advia 2400
ci8200 Advia 2400 AU2700 Advia 2400 AU2700 AU2700
C<
HDL-C <20 0,002 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,253
mg/dL
-C2
HDL-C 2100 0,437 <0,001 0,248 <0,001 0,985 <0,001
mg/dL
B) p-valor
Cobas c711 ci8200 Advia 2400 AU2700
HDL-C <20 mg/dL <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
HDL-C 2100 mg/dL <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

TABLA 18.- A) RESULTADOS DE P-VALOR EN LA PRUEBA POST-HOC DE DUNN (GRUPO DE HDL-C <20
MG/DL) Y TUKEY (GRUPO DE HDL-C 2100 MG/DL) PARA LDL-C CALCULADO MEDIANTE LA FORMULA
DE FRIEDEWALD EN AMBOS GRUPOS DE HDL-C. B) RESULTADOS DE P-VALOR EN LA PRUEBA POST-
HOC DE WILCOXON (GRUPO DE HDL-C <20 MG/DL) Y T TEST PARA MUESTRAS APAREADAS (GRUPO
DE HDL-C 2100 MG/DL) PARA LDL-C CALCULADO MEDIANTE LA FORMULA DE FRIEDEWALD Y EL
MEDIDO EN LOS 4 LABORATORIOS Y EN AMBOS GRUPOS DE HDL-C. SE MARCAN EN VERDE LOS
RESULTADOS NO SIGNIFICATIVOS

B) Clasificacién de Riesgo

Para valorar si las diferencias entre los resultados del LDL-FF pueden afectar a la
clasificacion de riesgo de los pacientes se calcul6 el indice K ponderado, asi como el
porcentaje de errores de clasificacion y los errores con 2 o mas categorias de
diferencia, segun los grupos definidos por la NCEP e incluyendo en la clasificacion de
riesgo una categoria de LDL-C <70 mg/dL, tanto en el grupo de HDL-C <20 mg/dL
como en el de HDL-C 2100 mg/dL (Tabla 19A). Igualmente, se realiz6 el mismo
analisis comparando los resultados de LDL-FF con los del método directo con cada
uno de los analizadores y en ambas categorias de HDL-C (Tabla 19B). La concordancia
de resultados de LDL-FF en el grupo de HDL-C bajo es mas alta, aunque disminuye de
manera importante al comparase con los métodos directos. En el grupo de HDL-C
elevado, la concordancia entre el LDL-FF de los diferentes laboratorios es muy baja, a

excepcion del par Cobas c711-Architect ci8200 en el grupo de HDL-C elevado,
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mientras que en la comparacion con los métodos directos se observan porcentajes de

error muy elevados e indices K muy bajos.

A) HDL-C <20 mg/dL HDL-C 2100 mg/dL
% Error c,Ie 20 % Errorde 2o
. . mas K . . , , K
Discrepancias , Discrepancias | mas categorias
categorias
Cobas ¢711 NCEP 4,8 0/5 0,75 20,0 0/21 0,66
ci8200 NCEP + 70 mg/dL 9,5 0/10 0,80 21,0 0/22 0,66
Cobas c711 NCEP 8,6 0/9 0,58 67,6 6/71 0,12
Advia 2400 | NCEP + 70 mg/dL 21,0 0/22 0,53 75,2 7/79 -0,17
Cobas c711 NCEP 4,8 0/5 0,75 41,9 4/44 0,31
AU2700 NCEP + 70 mg/dL 19,0 0/20 0,57 47,6 4/50 0,25
¢i8200 NCEP 5,7 0/6 0,67 58,1 3/61 0,05
Advia 2400 NCEP + 70mg/dL 15,2 0/16 0,65 65,7 3/69 -0,02
ci8200 NCEP 0,0 0/0 1,00 41,9 3/44 0,31
AU2700 NCEP + 70 mg/dL 9,5 0/10 0,78 48,6 3/51 0,23
Advia 2400 NCEP 5,7 0/6 0,67 59,1 12/62 0,05
AU2700 NCEP + 70 mg/dL 13,3 0/14 0,66 69,5 14/73 -0,05
B) HDL-C <20 mg/dL HDL-C 2100 mg/dL
% Errorde 2o K % Errorde 2o K
Discrepancias | mas categorias Discrepancias | mas categorias
NCEP 13,3 4/14 0,43 39,0 0/41 0,34
Cobas c711
NCEP + 70 mg/dL 26,7 8/28 0,46 41,0 0/43 0,35
NCEP 11,4 2/12 0,43 32,4 0/34 0,45
ci8200
NCEP + 70 mg/dL 16,2 2/17 0,66 33,3 0/35 0,46
_ NCEP 17,1 2/18 0,29 44,8 2/47 0,24
Advia 2400
NCEP + 70 mg/dL 26,7 4/28 0,42 51,4 3/54 0,18
NCEP 16,2 17 46,7 4/4 24
AU2700 ¢ 6, 0/ 0,36 6, /49 0,
NCEP + 70 mg/dL 36,2 3/38 0,29 46,7 8/49 0,29

TABLA 19.- A) COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE LDL-C CALCULADO MEDIANTE LA FORMULA
DE FRIEDEWALD MEDIANTE EL PORCENTAJE DE DISCREPANCIAS EN LAS CATEGORIAS DE RIESGO
SEGUN LA NCEP E INCLUYENDO UN GRUPO DE RIESGO DE LDL-C <70 MG/DL, NUMERO DE ERRORES
DE 2 0 MAS CATEGORIAS DE DIFERENCIA/NUMERO TOTAL DE DISCREPANCIAS E INDICE KAPPA (K)
DE COHEN PONDERADO EN AMBOS GRUPOS DE HDL-C EN ESTUDIO. B) MISMO ANALISIS
COMPARANDO EL LDL-C CALCULADO MEDIANTE LA FORMULA DE FRIEDEWALD Y MEDIANTE EL
METODO DIRECTO
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Asi mismo, la concordancia entre el LDL-FF, entre todos los laboratorios, muestra un
indice K para 4 observadores con 4 o mas categorias de clasificacion de 0,81 (0,73 al
incluir la categoria de LDL-C <70 mg/dL) para el grupo de HDL-C bajo y de 0,32 para

el de HDL-C elevado (0,25 con la inclusién de dicha categoria).

C) Comparacion de métodos

En la comparacion de métodos, se analizaron los resultados de LDL-FF entre los
diferentes laboratorios asi como del LDL-FF frente al LDL-C medido con el método
directo de cada centro (Tabla 20 y Tabla 21) obteniéndose que Unicamente se
cumplen los tres criterios definidos al comparar el LDL-FF de Toledo y Fuenlabrada en

el grupo de HDL-C > 100 mg/dL.

PB PB punto de . .
pendiente IZorte BA diferencia
Cobas c711 HDL-C <20 mg/dL 0,88 a 0,95 0,7a4,9 -6,3a-3,2
ci8200 HDL-C 100 mg/dL | 0,90a 0,97 2,2a10,1 -3,4a-1,1
Cobas c711 | HDL-C<20mg/dL | 0,80a 0,89 -1,6a4,6 -13,4a-9,3
Advia 2400 | HDL-C 2100 mg/dL | 0,87 a 1,00 -23,0a-6,3 -25,6a-21,4
Cobas c711 | HDL-C<20mg/dL | 0,90a 1,00 -9,0a-3,2 -11,5a-8,1
AU2700 HDL-C 100 mg/dL | 1,00a 1,17 -16,5a 6,0 -6,3a0,8
ci8200 HDL-C <20 mg/dL | 0,90a 0,98 -5,0a-0,4 -7,8s5,4
Advia 2400 | HDL-C 2100 mg/dL | 0,95a1,06 | -27,7a-15,4 | -23,0a-19,4
€i8200 HDL-C <20 mg/dL | 1,03 a 1,08 -9,8a-6,0 -6,1a-3,9
AU2700 HDL-C 2100 mg/dL | 1,02 a1,25 -24,1a5,0 -4,2a3,2
Advia 2400 | HDL-C<20mg/dL | 1,07a1,17 -6,9a-1,4 -0,1a3,2
AU2700 HDL-C 2100 mg/dL | 1,00a 1,33 -6,7 a 25,0 16,4 a 24,9

TABLA 20.- RESULTADOS DE REGRESION DE PASSING-BABLOK (PB) PARA PENDIENTE Y PUNTO DE
CORTE Y DE DIFERENCIA PARA PRUEBA DE BLAND-ALTMAN (BA) PARA EL LDL-C CALCULADO
MEDIANTE LA FORMULA DE FRIEDEWALD EN AMBOS GRUPOS DE ESTUDIO Y ENTRE TODOS LOS
ANALIZADORES. SE MARCAN CON FONDO NARANJA AQUELLOS RESULTADOS QUE CUMPLEN LOS
CRITERIOS DEFINIDOS PARA PASSING-BABLOK, BLAND-ALTMAN O AMBOS
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P.B PB punto de BA diferencia
pendiente corte
HDL-C €20 mg/dL 1,00a 1,25 6,3a17,0 18,4 a 28,0
Cobas c711
HDL-C 2100 mg/dL | 1,00a 1,10 -0,4a11,0 10,3a 12,7
8200 HDL-C €20 mg/dL 0,93a1,11 -2,9a5,3 2,8a8,9
ci
HDL-C 2100 mg/dL | 0,91a 1,03 4,5a17,2 58a8,8
HDL-C <20 mg/dL 0,79 a 0,95 -6,1a4,4 -12,0a-5,7
Advia 2400
HDL-C 2100 mg/dL | 0,94a1,12 -27,3a-7,1 -16,8a-12,2
HDL-C <20 mg/dL 0,94a1,06 |-20,2a-11,0| -19,8a-15,5
AU2700
HDL-C 2100 mg/dL | 1,14a1,38 |-62,7a-27,3 | -18,7a-12,5

TABLA 21.- RESULTADOS DE REGRESION DE PASSING-BABLOK (PB) PARA PENDIENTE Y PUNTO DE
CORTE Y DE DIFERENCIA PARA PRUEBA DE BLAND-ALTMAN (BA) PARA EL LDL-C CALCULADO
MEDIANTE LA FORMULA DE FRIEDEWALD Y EL LDL-C MEDIDO POR EL METODO DIRECTO EN AMBOS
GRUPOS DE ESTUDIO Y EN CADA ANALIZADOR. SE MARCAN CON FONDO NARANJA AQUELLOS
RESULTADOS QUE CUMPLEN LOS CRITERIOS DEFINIDOS PARA PASSING-BABLOK, BLAND-ALTMAN O
AMBOS
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4.1.3.- FORMULAS LDL-C ALTERNATIVAS

A) Estadistica basica

En la valoracidén de las diferentes férmulas para el calculo de LDL-C, se llevo a cabo la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, obteniéndose que los resultados del LDL-C
calculado no siguen una distribucién normal en el grupo de HDL-C <20 mg/dL
(p<0,001) mientras que si lo hacen en el grupo de HDL-C 2100 mg/dL (Anexo 1y
Anexo 2). En el grupo de HDL-C bajo, la prueba de Friedman con analisis post-hoc de
Dunn para muestras apareadas indica diferencias significativas entre los resultados de
LDL-C medido y los calculados con las diferentes formulas en los 4 analizadores
(p<0,046) salvo para los pares del LDL-C medido con el calculado por las formulas de
Anandaraja en Cobas c711 (p=0,618), de Hattori y Friedewald en Architect ci8200
(p=0,104 y p=0,375) y de Vujovic y Chen en Advia 2400 (p=0,158 y p=0,054). En el
grupo de HDL-C elevado, el ANOVA de un factor para muestras apareadas con andlisis
post-hoc de Dunnett indica diferencias significativas entre el LDL-C medido y el
calculado por las distintas formulas (p<0,001), salvo con la férmula de Hattori

(p>0,999) en Architect ci8200.

B) Comparacion de métodos

Los resultados de la regresion de Passing-Bablok y del test de Bland-Altman para el
LDL-FF y el calculado por las diferentes féormulas se muestran en la Tabla 22,
observandose que s6lo se cumplen los criterios de la regresién de Passing-Bablok

entre la FF y la de Martin en el grupo de HDL-C bajo.

C) Clasificacién de riesgo

107



Finalmente, se calculé el indice K para 8 observadores con 4 o mas categorias,

incluyendo los resultados de la clasificacion de riesgo segun los grupos de la NCEP y

afiadiendo el grupo de LDL-C <70 mg/dL, empleando tanto el método directo como las

diferentes formulas (Tabla 23). Se obtuvo una correlacién entre moderada y buena en

el grupo de HDL-C bajo y moderada en el de HDL-C elevado.

HDL-C €20 mg/dL

HDL-C 2100 mg/dL

PB Pendiente PB punto de BA diferencia | PB Pendiente PB punto de BA diferencia
corte corte
Cobas c711 1,00a 1,04 2,1a5,0 4,5a5,3 1,00 a 1,00 3,0a3,0 3,1a3,6
€i8200 1,00a1,04 2,3a5,0 4,7a5,6 0,99 21,00 3,0a4,9 3,2a3,7
Delong Advia 2400 1,00a 1,03 2,5a4,0 4,43a5,2 0,98 21,00 3,0a4,5 2,8a3,3
AU2700 1,00a 1,04 2,6a5,0 4,8a5,7 0,99 21,00 3,0a4,3 3,1a3,7
Cobas c711 0,9420,94 -0,4a-0,1 -5,2a-4,2 0,9420,94 -0,78a0,1 -8,0a-7,3
Hattori €i8200 0,9420,94 -0,3a0,0 -4,9a-4,0 0,94a0,95 -1,1a-0,4 -7,8a-7,1
Advia 2400 0,94 20,94 -0,5a-0,2 -4,5a-3,6 0,942a0,94 -0,6a0,2 -6,5a-5,8
AU2700 0,9420,94 -0,4a-0,1 -4,6a-3,7 0,9420,94 -0,8a-0,2 -7,9a-7,2
Cobas c711 0,89 a 0,95 -18,1a-14,0 -24,6a-22,2 0,88 a 0,98 55,12 66,6 52,4 a55,2
] €i8200 0,92 21,00 -21,0a-15,1 -22,3a-19,8 0,87 a1,00 47,02 62,2 46,52 49,6
Anandaraja Advia 2400 0,96 a 1,05 -17,8 a-12,4 -16,5a-13,8 0,89a 1,02 59,5a71,8 61,1a 64,7
AU2700 0,9320,99 -17,6 a-13,8 -19,3a-17,0 0,892 0,98 45,9 a 56,9 42,8 45,6
Cobas c711 0,9321,00 3,0a8,3 3,0a5,2 0,86 20,90 6,1a9,3 -6,5a-4,9
€i8200 0,94 21,00 50a8,4 4,0a6,1 0,87a0,90 6,5a 10,5 -6,6 a-4,4
Chen Advia 2400 0,93 21,00 50a38,7 4,0a6,0 0,87a0,90 6,0a9,3 -4,6a-3,0
AU2700 0,94 21,00 50a9,2 48a7,1 0,882 0,90 6,229,4 -6,0a-4,3
Cobas c711 1,02 21,06 2,6a5,6 70284 0,98 21,00 4,0a6,1 4,2a4,9
Vujovic €i8200 1,02 21,06 3,5a6,2 7,3a28,8 0,982 1,00 4,0a6,5 4,4a5,0
Advia 2400 1,01a1,06 3,7a6,5 7,0a8,3 0,98 a 1,00 4,0a6,3 3,8a4,5
AU2700 1,02 21,06 39a6,5 7,629, 0,982 1,00 4,0a6,4 4,3a5,1
Cobas c711 1,00 a 1,06 -1,1a3,0 3,7a6,0 0,96 a 0,99 -0,5a3,0 -1,9a-0,9
) €i8200 1,00 a 1,08 -0,5a5,0 4,4a6,7 0,952 0,98 0,8a4,4 -1,5a-0,5
Martin Advia 2400 1,00 a 1,08 -0,9a4,0 4,0a6,4 0,952 0,98 0,7a3,9 -1,6a-0,6
AU2700 1,00 a 1,08 0,2a5,0 50a7,6 0,96 a 0,98 0,4a3,8 -1,6a-0,5

TABLA 22.- RESULTADOS DE REGRESION DE PASSING-BABLOK (PB) PARA PENDIENTE Y PUNTO DE
CORTE Y DE DIFERENCIA PARA PRUEBA DE BLAND-ALTMAN (BA) PARA EL LDL-C CALCULADO
MEDIANTE LA FORMULA DE FRIEDEWALD Y MEDIANTE EL RESTO DE FORMULAS EN CADA UNO DE
LOS ANALIZADORES Y EN AMBOS GRUPOS DE HDL-C EN ESTUDIO. SE MARCAN CON FONDO NARAN]JA
AQUELLOS RESULTADOS QUE CUMPLEN LOS CRITERIOS DEFINIDOS PARA PASSING-BABLOK, BLAND-
ALTMAN O AMBOS
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indice K
HDL-C €20 mg/dL | HDL-C 2100 mg/dL
NCEP 0,63 0,44
Cobas c711
NCEP + 70 0,56 0,43
mg/dL
NCEP 0,69 0,42
ci8200 NCEP + 70
me/dL 0,61 0,41
NCEP 0,66 0,39
Advia 2400
NCEP + 70 0,63 0,39
mg/dL
NCEP 0,70 0,46
AU2700
NCEP + 70 0,62 0,46
mg/dL

TABLA 23.- RESULTADOS DE INDICE KAPPA (K) DE COHEN ENTRE TODAS LAS DETERMINACIONES DE
LDL-C (METODO DIRECTO Y FORMULAS) EN LOS 4 ANALIZADORES EN ESTUDIO, EN AMBAS
CATEGORIAS DE HDL-C Y SIGUIENDO LOS GRUPOS DEFINIDOS POR LA NCEP Y ANADIENDO EL GRUPO
DE LDL-C <70 MG/DL
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4.2.- EFECTO DE LA DIABETES

4.2.1.- ANALISIS DE COLESTEROL TOTAL, TRIGLICERIDOS, HDL-C Y LDL-C

A) Estadistica basica

Los resultados del perfil lipidico asi como del test de normalidad de Shapiro-Wilk,
tanto en el grupo control como en los dos grupos de diabéticos, se muestran en la
Tabla 24. Todos los parametros siguen una distribucién normal en los tres grupos de
pacientes (y en conjunto), salvo los triglicéridos en todos los laboratorios en el grupo
de pacientes sanos y en el Cobas c711 y el Advia 1800 en el grupo de pacientes
diabéticos mal controlados. Los resultados del test ANOVA de un factor (andlisis post-
hoc con la prueba de Tukey) indican que no existen diferencias significativas entre los
resultados de colesterol total, HDL-C y LDL-C entre los 3 grupos estudiados en todos
los equipos (Tabla 25). La prueba de Kruskal-Wallis con analisis post-hoc con el test de
Dunn (Tabla 25) indica que existen diferencias entre los triglicéridos del grupo de

pacientes sanos y del grupo de mal control metabdlico en el Cobas c711 (p=0,046).

A continuacién, analizamos los resultados de las pruebas del perfil lipidico entre los
diferentes equipos. Al no haber diferencias significativas entre los 3 grupos de
pacientes en estudio (salvo una comparacion de triglicéridos en el Cobas c711) el
factor diabetes no resulta relevante, por lo que se emplearon todos los resultados en

conjunto para valorar el rendimiento de los diferentes laboratorios.

El ANOVA de un factor para muestras apareadas con analisis post-hoc con el test de
Tukey indica que existen diferencias significativas (p<0,01) entre colesterol total,
HDL-C y LDL-C, salvo para el colesterol total del par Cobas c711-c16000 (p=0,373) y el
HDL-C entre Cobas ¢711-c16000-Advia 1800 (p=0,539, 0,972 y 0,804,
respectivamente). La prueba de Friedman para muestras apareadas con analisis post-
hoc con el test de Dunn refleja diferencias significativas (p<0,001) en los resultados de
triglicéridos entre todos los laboratorios, salvo para el par c16000-Advia 1800

(p>0,999).
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Colesterol total HDL-C TG LDL-C
Media | DS |Intervalo| S-W | Media | DS | Intervalo | S-W | Media | DS | Intervalo | S-W Media | DS | Intervalo | S-W
Mal control | 177,7 | 36,3 | 106-253 | 0,860 | 50,9 | 13,0 30-80 0,369 | 125,5 | 31,6 | 82-182 0,031 99,9 | 33,4 | 28-167 | 0,524
Cobas c711 | Buen control | 182,1 | 29,2 | 132-243 | 0,521 52,3 15,2 24-86 0,781 | 122,1 | 37,4 60-208 0,368 103,1 | 26,3 62-159 0,261
Sano 194,9 | 33,9 | 98-250 | 0,114 56,7 18,8 27-100 | 0,361 | 112,5 | 53,0 45-268 <0,001 | 1145 | 27,4 57-167 0,865
Mal control 177,8 | 36,6 | 109-254 | 0,664 51,9 11,6 32-74 0,134 | 112,4 | 29,0 71-172 0,082 82,6 26,4 27-136 0,223
C16000 Buen control | 183,3 | 29,7 | 131-240 | 0,296 53,0 12,1 29-84 0,854 | 109,5 | 34,0 52-184 0,311 84,3 22,0 50-133 0,366
Sano 195,8 | 34,4 | 97-250 | 0,081 56,4 15,0 30-88 0,654 | 102,0 | 50,7 39-252 <0,001 96,8 25,8 36-139 0,657
Mal control 164,8 | 34,2 | 99-229 | 0,510 51,0 12,8 29-73 0,122 | 113,0 | 28,9 72-167 0,043 119,3 | 351 38-198 0,788
Advia 1800 | Buen control | 169,0 | 27,2 | 124-222 | 0,397 52,0 13,9 26-88 0,677 | 109,4 | 33,9 53-188 0,362 122,4 | 311 76-186 0,224
Sano 180,9 | 31,2 | 90-235 | 0,124 57,5 17,7 24-99 0,758 | 102,9 | 49,3 36-247 <0,001 | 131,2 | 33,2 68-196 0,729
Mal control 188,9 | 38,3 | 117-264 | 0,762 47,2 11,6 28-74 0,284 | 121,2 | 33,4 74-186 0,060 114,1 33,0 41-190 0,936
AU2700 Buen control | 194,6 | 30,6 | 141-257 | 0,652 48,0 12,0 25-78 0,753 | 117,3 | 35,8 60-200 0,210 120,0 | 30,5 75-179 0,167
Sano 206,6 | 36,4 | 103-267 | 0,104 51,7 14,6 25-85 0,783 | 108,1 | 53,5 38-263 <0,001 | 128,9 | 32,2 64-190 0,916
Edad (afios) Sexo (%)
Media DS |Intervalo| Mujer | Hombre

Mal control 67,6 12,7 26-83 31,4 68,6

cz::rll 702 | 135 | 2391 | 51,4 | 486

Sano 67,2 11,7 28-85 40,0 60,0

TABLA 24.- RESULTADOS DEL PERFIL LIPIDICO PARA COLESTEROL TOTAL, HDL-C, TRIGLICERIDOS (TG) Y LDL-C QUE INCLUYEN MEDIA, DESVIACION
TIPICA (DS), INTERVALO Y P-VALOR EN LA PRUEBA DE SHAPIRO-WILKS (S-W) PARA NORMALIDAD EN LOS 3 GRUPOS EN ESTUDIO Y EN LOS 4
LABORATORIOS, ASI COMO RESULTADOS DE EDAD Y SEX0O PARA LOS 3 GRUPOS DE PACIENTES EN ESTUDIO
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Anova 1 factor (post-hoc Tukey) Kruskal-Wallis (post-hoc Dunn)

Colesterol total HDL-C | LDL-C Triglicéridos
Cobas c711 0,095 0,283 | 0,109 Cobas c711 0,042
C16000 0,080 0,321 | 0,055 C16000 0,061
Advia 1800 0,095 0,185 | 0,315 Advia 1800 0,061
AU2700 0,106 0,314 | 0,147 AU2700 0,048

TABLA 25.- RESULTADOS DE LOS TEST DE ANOVA DE UN FACTOR CON ANALISIS POST-HOC CON
PRUEBA DE TUKEY Y KRUSKAL-WALLIS CON ANALISIS POST-HOC CON PRUEBA U DE MANN WHITNEY
ENTRE LOS GRUPOS DE DIABETICOS BIEN Y MAL CONTROLADOS Y EL GRUPO DE PACIENTES SANOS
EN LOS 4 EQUIPOS ESTUDIADOS

B) Comparacion de métodos

El estudio de comparacion de métodos (Tabla 26) muestra que Unicamente se
cumplen los tres criterios definidos en la comparacién del HDL-C entre Cobas c711y
Advia 1800 y de los triglicéridos entre c16000 y Advia 1800. Los mejores resultados

se obtienen en el HDL-C entre todos los laboratorios, a excepcién del AU2700.

C) Clasificacién de riesgo

Para valorar el efecto sobre la clasificacion de riesgo en los métodos directos para el
LDL-C se calcul6 el indice K ponderado, asi como el porcentaje de errores de
clasificacion y los errores con 2 o mas categorias de diferencia entre los diferentes
laboratorios, valorandose, ademas, la inclusién de la categoria de <70 mg/dL (Tabla
27). Los indices K obtenidos son muy bajos salvo entre Advia 1800 y AU2700. Los
resultados del indice K entre todos los laboratorios fueron de 0,31, segun las

categorias de la NCEP, y 0,19, incluyendo la categoria de LDL-C mas baja.
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penz:?:ente ';i F::g?':: BA diferencia penZiBente Fc)iz ertt; BA diferencia
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CO:’;’GSO%M 0,80a0,87 | 7,9a11,2| -03a1,3 Cocblagog)ll 0,7920,92 || -8,524,0 || -20,1a-15,8
i(;?/?as f;;é 0,92a1,00 | 0,0a45 | -0,7a1,0 235?: lcgéé 1,05a1,17 | 1,3a13,8 | 16,5a20,6
HDL-C Czbggngl e 415133;O o LDL-C Cz?gg;ggl T _gila —
advia 1800 | 1202120 | T 11,1204 i 1800 | 1213139 | 083163 3392391
;Lﬁg%% 0,9521,00 |[-50a-23| -52a-44 ;llg;%% 1,19a1,34 | 2,1a14,5 | 31,0a353
Aiﬂ‘;;ggo 0,81a0,87 | 25a52 | -53a-3,7 Ai‘l’j;;ggo 0,95a1,00 | 40220 -52a-15

TABLA 26.- RESULTADOS DE REGRESION DE PASSING-BABLOK (PB) PARA PENDIENTE Y PUNTO DE
CORTE Y DE DIFERENCIA PARA PRUEBA DE BLAND-ALTMAN (BA) PARA COLESTEROL TOTAL (CT),
HDL-C, TRIGLICERIDOS (TG) Y LDL-C ENTRE LOS 4 LABORATORIOS. SE MARCAN CON FONDO
NARANJA AQUELLOS RESULTADOS QUE CUMPLEN LOS CRITERIOS DEFINIDOS PARA PASSING-
BABLOK, BLAND-ALTMAN O AMBOS

LDL-C Directo Categorias NCEP NCEP + 70 mg/dL
5 p p
Discre/;ancia Err:ar::girc;a:]as K % Discrepancia Err:arte:gir?aTas K

Cobas c711 - 16000 41,0 1/41 0,21 59,0 1/59 0,06
Cobas c711 - Advia 1800 50,0 2/50 0,13 58,0 2/58 0,07
Cobas c711 - AU2700 37,0 1/37 0,35 43,0 1/43 0,31
€16000 - Advia 1800 73,0 20/73 -0,19 96,0 23/96 -0,42
¢16000 - AU2700 69,0 11/69 -0,20 92,0 12/92 -0,44
Advia 1800 - AU2700 15,0 1/15 0,75 17,0 1/17 0,73

TABLA 27.- COMPARACION DE LOS METODOS DIRECTOS DE MEDIDA DEL LDL-C MEDIANTE EL
PORCENTAJE DE DISCREPANCIAS EN LAS CATEGORIAS DE RIESGO SEGUN LA NCEP E INCLUYENDO LA

CATEGORIA DE

<70 MG/DL,

NUMERO DE ERRORES

DE 2

0 MAS

CATEGORIAS

DIFERENCIA/NUMERO TOTAL DE DISCREPANCIAS E INDICE KAPPA (K) DE COHEN PONDERADO
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4.2.3.- ANALISIS LDL-C FORMULA DE FRIEDEWALD

A) Estadistica basica

En el estudio del LDL-FF, se obtiene que los resultados siguen una distribucién normal
en los 4 analizadores (Tabla 28), tanto en conjunto como en los 3 grupos de pacientes.
El ANOVA de un factor indica que no existen diferencias entre los resultados del LDL-
FF entre los 3 grupos de pacientes en ninguno de los laboratorios. Por su parte,
analizados los datos en conjunto, el ANOVA de un factor para muestras apareadas
refleja diferencias significativas (p<0,001) entre el LDL-FF de todos los equipos. La
prueba del t test para resultados apareados indica que existen diferencias

significativas (p<0,01) entre el LDL-FF y el método directo de cada analizador.

LDL-FF
Media DS Intervalo S-w
Cobas c711 107,2 30,2 32-171 0,559
€16000 109,8 29,8 37-174 0,714
Advia 1800 96,1 26,8 30-154 0,287
AU2700 124,2 31,6 44-187 0,563

TABLA 28.- RESULTADOS DEL LDL-C CALCULADO CON LA FORMULA DE FRIEDEWALD QUE INCLUYEN
MEDIA, DESVIACION TiPICA (DS), INTERVALO Y P-VALOR EN LA PRUEBA DE SHAPIRO-WILKS (S-W)
PARA NORMALIDAD EN LOS 4 EQUIPOS. SE MARCAN EN VERDE LOS RESULTADOS NO
SIGNIFICATIVOS

B) Clasificacién de riesgo

En relacion con la capacidad de clasificaciéon, nuevamente se calculé el indice K
ponderado, asi como el porcentaje de errores de clasificacion y los errores con 2 o mas
categorias de diferencia entre los diferentes laboratorios tanto entre el LDL-FF en los
diferentes equipos como con los métodos directos de cada laboratorio (Tabla 29). Los

mejores resultados se obtienen entre el LDL-FF de Cobas c711 y c16000 y entre el
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LDL-FF y el método directo en el Cobas c711, siendo la correlacién buena o muy

buena, mientras que en el resto de casos es bastante pobre.

Los resultados del indice K entre todos los laboratorios para el LDL-FF fueron de 0,43,

segun las categorias de la NCEP, y 0,35, incluyendo la categoria de LDL-C mas baja.

A) | pLFF Categorias NCEP NCEP + 70 mg/dL
% Discrepancia Errores 2 cz mas K % Discrepancia Errores 2 c3 mas K
categorias categorias
Cobas c711
16000 8,0 0/8 0,86 13,0 0/13 0,79
Cobas c711
Advia 1800 30,0 0/30 0,46 38,0 0/38 0,39
Cobas c711
AU2700 46,0 0/46 0,21 55,0 0/55 0,12
¢c16000
Advia 1800 34,0 0/34 0,39 45,0 0/45 0,28
¢c16000
AU2700 42,0 0/42 0,28 48,0 0/48 0,23
Advia 1800
AU2700 72,0 4/72 -0,23 88,0 5/88 -0,39
B)
LDL-FF - LDL-
. ¢ Categorias NCEP NCEP + 70 mg/dL
directo
- 5 -
% Discrepancia Errores 2 o, mas K . % . Errores 2 o, mas K
categorias Discrepancia categorias
Cobas c711 10,0 0/10 0,82 12,0 0/12 0,81
c16000 48,0 4/48 0,15 67,0 4/67 -0,05
Advia 1800 70,0 4/70 -0,21 88,0 4/88 -0,40
AU2700 24,0 0/24 0,60 25,0 0/25 0,58

TABLA 29.- COMPARACION DEL LDL-C CALCULADO MEDIANTE LA FORMULA DE FRIEDEWALD (LDL-
FF) MEDIANTE EL PORCENTAJE DE DISCREPANCIAS EN LAS CATEGORIAS DE RIESGO SEGUN LA NCEP
E INCLUYENDO LA CATEGORIA DE <70 MG/DL, NUMERO DE ERRORES DE 2 O MAS CATEGORIAS DE
DIFERENCIA/NUMERO TOTAL DE DISCREPANCIAS E INDICE KAPPA (K) DE COHEN PONDERADO
ENTRE LOS DIFERENTES EQUIPOS (A) Y CON RESPECTO AL METODO DIRECTO EN CADA
LABORATORIO (B)

C) Comparacion de métodos

En la comparacion de métodos, se analizaron los resultados de LDL-FF entre los

diferentes equipos asi como del LDL-FF frente al LDL-C medido con el método directo
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de cada centro (Tabla 30 y Tabla 31). Los mejores resultados se obtienen entre los

métodos directos y el LDL-FF en Cobas c711 y AU2700.

LDL-FF PB pendiente | PB punto de corte | BA diferencia
50:’1""650;211 0,96 a 1,00 2,0a7,0 17a36
C‘;\kﬁ‘;;goll 1,00a 1,08 7,7a17,0 1582 18,1
Achia 1800 08520592 et e

Acaic;%% 1,032 1,09 4,9310,1 13,52 15,2
A%az 71(?80 1,1521,24 5,5a13,4 2632298

TABLA 30.- RESULTADOS DE LA COMPARACION DE METODOS MEDIANTE LA REGRESION DE
PASSING-BABLOK (PB) Y EL METODO DE BLAND-ALTMAN (BA) ENTRE EL LDL-C MEDIDO CON LA
FORMULA DE FRIEDEWALD (LDL-FF) ENTRE LOS DISTINTOS EQUIPOS

LDL-FF -
3 ) PB pendiente | PB punto de corte | BA diferencia
LDL-C método directo
Cobas c711 0,98 a 1,06 -49a3,6 0,3a3,5
c16000 1,08a1,32 -6,1a 14,2 16,8 2 25,5
Advia 1800 0,77a0,85 -9,5a0,0 -31,0a-25,0
AU2700 0,93 a 1,04 -1,0a 10,9 0,8a5,9

TABLA 31.- RESULTADOS DE LA COMPARACION DE METODOS MEDIANTE LA REGRESION DE
PASSING-BABLOK (PB) Y EL METODO DE BLAND-ALTMAN (BA) ENTRE EL LDL-C CALCULADO CON LA
FORMULA DE FRIEDEWALD (LDL-FF) Y EL MEDIDO CON LOS METODOS DIRECTOS DE CADA
ANALIZADOR. SE MARCAN CON FONDO NARANJA AQUELLOS RESULTADOS QUE CUMPLEN LOS
CRITERIOS DEFINIDOS PARA PASSING-BABLOK, BLAND-ALTMAN O AMBOS
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4.2.3.- FORMULAS LDL-C ALTERNATIVAS

A) Estadistica basica

Los resultados de LDL-C calculados con las formulas alternativas siguen una
distribucién normal, tanto analizados en los 3 grupos de pacientes como en conjunto
(Tabla 32). EI ANOVA de un factor muestra que no existen diferencias entre el LDL-C
calculado entre los pacientes sanos y los diabéticos bien y mal controlados con las
diferentes formulas empleadas. Por su parte, el ANOVA de un factor para muestras
apareadas con andlisis post-hoc con el test de Dunnett muestra diferencias
significativas (p<0,001) entre las férmulas para el calculo del LDL-C y el método
directo de cada laboratorio, con excepcién de la FF (p=0,151) en el Cobas c711 y la de
Chen con el Cobas c711y AU2700 (p=0,907 y p=0,983).

B) Comparacion de métodos

Los resultados de la regresion de Passing-Bablok y del test de Bland-Altman para el
LDL-FF y el calculado por las diferentes féormulas, asi como con respecto al LDL-C
medido por los métodos directos se muestran en la Tabla 33. Ningun analisis cumple
los tres criterios definidos, pero varias comparaciones cumplen los de la regresién de
Passing-Bablok, en especial la férmula de Anandaraja en comparacion con la FF y, en

el caso del Cobas c711 y AU2700, también con el método directo.

C) Clasificacién de riesgo

Por ultimo, se calcul6 el indice K con 4 o mas categorias, incluyendo los resultados de
la clasificacion de riesgo segun los grupos de la NCEP y afiadiendo el grupo de LDL-C
<70 mg/dL. Se evalué la concordancia entre el LDL-C empleando las 7 férmulas, entre

las féormulas alternativas y el LDL-C medido y en el conjunto de todos los datos de
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LDL-C (Tabla 34). Los resultados muestran que la concordancia es entre moderada y

buena.

Delong ‘ Hattori ‘ Anandaraja ‘ Chen ‘ Vujovic ‘ Martin
Cobas c711
Media 112 101 116 106 114 109
DS 30,4 28,4 31,2 27,6 30,4 29,4
Minimo 39 30 35 43 42 42
Maximo 177 160 181 166 179 172
p-valor 0,632 0,514 0,719 0,673 0,647 0,657
¢16000
Media 114 103 119 108 116 111
DS 29,7 27,9 31,5 26,9 29,8 28,7
Minimo 43 34 40 46 46 46
Maximo 179 163 182 167 181 175
p-valor 0,667 0,711 0,590 0,658 0,657 0,684
Advia 1800
Media 100 90,1 106 95,2 102 97,7
DS 26,7 25,1 29,1 24,2 26,8 25,7
Minimo 37 28 32 40 39 40
Maximo 158 144 166 148 160 153
p-valor 0,279 0,301 0,673 0,304 0,288 0,268
AU2700

Media 129 117 128 121 130 126
DS 31,6 29,7 32,9 28,5 31,6 30,4

Minimo 51 41 44 54 54 55
Maximo 193 176 199 181 195 189
p-valor 0,604 0,585 0,721 0,655 0,599 0,569

TABLA 32.- RESULTADOS CONJUNTOS EN LAS 3 CATEGORIAS DE PACIENTES DEL LDL-C CALCULADO
CON LAS DIFERENTES FORMULAS QUE INCLUYEN MEDIA, DESVIACION TiPICA (DS), MINIMO Y
MAXIMO Y P-VALOR EN LA PRUEBA DE SHAPIRO-WILKS PARA NORMALIDAD EN LOS 4
ANALIZADORES. SE MARCAN EN VERDE LOS RESULTADOS NO SIGNIFICATIVOS
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Férmulas — FF

Férmulas — Directo

PB PB punto de BA PB PB punto de BA
Pendiente corte diferencia | Pendiente corte diferencia
Cobasc711 | 1,00a1,01 3,0a4,0 4,4a51 |0,98a1,08 -2,1a8,3 52a79
c16000 1,00 a 1,00 4,024,0 4,0a4,7 |1,08a1,31 -1,5217,8 24,2a29,2
Delong Advia 1800 | 1,00a 1,00 4,0a4,0 40a46 | 0,77a0,85 -5,5a4,0 -25,5a-21,7
AU2700 1,00 a 1,00 4,0a4,0 43a50 |094a1,04 3,7a15,1 6,4210,0
Cobasc711 | 0,94 a 0,94 -0,7a-0,1 -7,1a-6,3 | 0,92a 1,00 -5,0a3,2 -6,0a-3,7
) c16000 0,94 20,94 -0,3a0,3 -7,1a-6,4 | 1,002 1,23 -4,8214,0 13,2a18,0
Hattor Advia 1800 | 0,942 0,94 -0,4a0,1 -6,4a-57 | 0,7220,79 -9,4a-0,1 -36,02-31,7
AU2700 0,94 20,94 -0,5a0,1 -8,0a,7,2 | 0,8820,98 -1,2a10,8 -5,9a-2,2
Cobasc711 | 0,93a1,13 -5,4a15,0 6,3212,0 [ 0,97a1,14 -5,3a12,9 8,5a13,3
Anandaraja c16000 0,98a1,14 -6,0a 10,8 7,0a11,5 | 1,12a1,45 -8,5a22,5 28,2a35,1
Advia 1800 | 1,00a 1,20 -9,3a38,0 7,7a12,9 | 0,782a0,96 -149a8,5 -20,8 2 -14,2
AU2700 0,97 a1,11 -10,4a5,9 1,3a58 |092a1,14 -12,4213,8 3,6a10,7
Cobas c711 | 0,89a0,93 51a9,7 -1,9a-0,2 | 0,882 0,99 0,6a124 -09a24
c16000 0,88a0,92 5,6a10,1 -3,1a-1,4 | 0,97a1,17 4,4a319,6 17,8a22,4
Chen Advia 1800 | 0,882 0,93 55a9,7 -1,8a-0,1 | 0,702 0,77 -1,0a7,3 -31,0a-26,5
AU2700 0,88 a 0,92 5,6 a 10,6 -4,0a-2,2 1 0,8520,94 7,5a 18,5 -1,3a2,3
Cobas c711 | 1,00a 1,02 3,926,0 6,0a6,9 | 0,98a1,08 -0,9a9,5 6,929,8
o c16000 1,00 a 1,00 55a5,5 54a6,3 | 1,08a1,30 0,5a18,7 25,7a30,7
Vujovie Advia 1800 | 1,00a 1,01 4,1a5,0 54a6,3 |[0,78a0,85 -3,9a4,7 -23,9a-20,1
AU2700 0,99 a1,00 6,0a71 58a6,8 |094a1,04 4,5a16,6 8,1a11,6
Cobas c711 | 0,96 a 1,00 1,0a5,4 1,0a2,4 | 0,942a1,05 -3,2a8,9 2,0a5,1
) c16000 0,95a 0,98 2,5a64 1,0a2,3 |1,04a1,26 0,82a18,5 21,6 26,4
Martin Advia 1800 | 0,95a 1,00 1,0a5,7 1,0a2,2 |0,7420,82 -3,9a4,6 -28,3a-24,2
AU2700 0,95a0,99 1,7a7,2 1,1a2,5 | 0,90a1,00 4,5a17,0 36270

TABLA 33.- RESULTADOS DE LA COMPARACION DE METODOS MEDIANTE LA REGRESION DE
PASSING-BABLOK (PB) Y EL METODO DE BLAND-ALTMAN (BA) ENTRE EL LDL-C CALCULADO
MEDIANTE DIFERENTES FORMULAS Y LA DE FRIEDEWALD Y ENTRE EL LDL-C MEDIDO DE MANERA
DIRECTA. SE MARCAN CON FONDO NARANJA AQUELLOS RESULTADOS QUE CUMPLEN LOS CRITERIOS

DEFINIDOS PARA PASSING-BABLOK, BLAND-ALTMAN O AMBOS
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LDL-C
LDL-C calculado Férmulas alternativas - Todos los LDL-C
Método directo
cee | NEPITO ey | NCEPRTO |y [ NCEPLTO

Cobas c711 | 0,69 0,66 0,68 0,64 0,70 0,67
€16000 0,70 0,67 0,54 0,48 0,58 0,52
Advia 1800 | 0,70 0,67 0,47 0,42 0,51 0,47
AU2700 0,66 0,64 0,61 0,60 0,64 0,63

TABLA 34.- RESULTADOS DE INDICE KAPPA DE COHEN ENTRE TODAS LAS DETERMINACIONES DE
LDL-C EMPLEANDO LAS DIFERENTES FORMULAS, ENTRE LAS FORMULAS ALTERNATIVAS Y EL
METODO DIRECTO Y ENTRE TODOS LOS METODOS DE DETERMINACION DEL LDL-C, EN LOS 4
EQUIPOS EN ESTUDIO Y SIGUIENDO LOS GRUPOS DEFINIDOS POR LA NCEP Y ANADIENDO EL GRUPO
DE LDL-C <70 MG/DL
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5.- DISCUSION

La hiperlipemia podria definirse como una epidemia en los paises desarrollados
(44,46,87,88). El LDL-C es un elemento central en el proceso de aterogénesis y, por
tanto, el control de sus niveles en sangre resulta crucial en la prevencién de ECV
(38,62,63,89,90). Con simples cambios en el habito de vida, como son la dieta, el
ejercicio regular o el abandono del tabaco, se obtienen ya importantes beneficios. Pero
la actuaciéon temprana sobre los valores de LDL-C también incide muy positivamente
en los eventos cardiovasculares futuros (91). En este sentido, todas las guias de
manejo de dislipemia y riesgo cardiovascular consideran la concentracién de LDL-C
como un elemento clave en la toma de decisiones sobre el inicio de tratamiento

farmacolégico o como objetivo de respuesta al mismo.

Entramos en un periodo en el que se buscan terapias mas agresivas en la reduccion
del LDL-C. Mediante el empleo de estatinas se puede conseguir una reducciéon de LDL-
C por debajo de los 70 mg/dL (42,89) e incluso, con la llegada de otros tratamientos
como los inhibidores de PCSK9 (92), se puede llegar a niveles de <30 mg/dL.

La guia de la ACC/AHA ha supuesto un cambio en el enfoque, no sin controversia, del
tratamiento farmacolégico en la prevencion de ECV. En ella, no se definen valores de
LDL-C objetivo, con el fin de evitar el sobretratamiento o el infratratamiento, si no que
se establece una terapia de estatinas (sin necesidad de incorporar otros farmacos)
basada en el calculo de riesgo de ECV a 10 afios. Sin embargo, con las
recomendaciones fijadas, la cantidad de personas recibiendo estatinas se
incrementaria notablemente (93,94). Por ejemplo, en Estados Unidos supondria que
casi 13 millones de personas mas, con respecto a las guias de la NCEP, serian
candidatas a tratamiento, con el correspondiente gasto farmacéutico asociado.
Ademas, el empleo de estos farmacos no esta libre de contraindicaciones, en forma de
mialgias, nefropatia o nuevos casos de DM (95-97), hecho que también deberian
tenerse en cuenta, puesto que no existen evidencias claras sobre el beneficio en la ECV

de reducir los lipidos a unos valores tan bajos (98).
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El uso de las diferentes herramientas para el calculo del riesgo cardiovascular a 10
afios también es cuestionado puesto que, al desarrollarse sobre poblaciones
diferentes y empleando distintos factores, los resultados no son siempre trasladables
y pueden dar lugar a sobreestimacion o infraestimacion del riesgo de ECV (99-104).
Por eso, la eleccion de la herramienta empleada debe ser cuidadosa y adaptada a la

poblacion en estudio, con el fin de garantizar el resultado mas adecuado (105).

Las terapias con estatinas pueden reducir el riesgo de ECV hasta un 50%, si bien
incluso aquellos pacientes con bajo riesgo también sufren eventos cardiovasculares,
por lo que todavia existen componentes del riesgo de ECV muy relevantes mas alla del

LDL-C (106).

Por ejemplo, el colesterol total presenta una asociacién clara con el riesgo
cardiovascular, de modo que una reduccién del 1% se asocia con un descenso del
riesgo de ECV del 2% (107-112). Sin embargo, la implantacién del resto de pruebas
del perfil lipidico, que representan los componentes que conforman el colesterol total,

ha disminuido el valor de éste como predictor independiente de ECV (87).

El HDL-C se ha asociado con un papel protector de enfermedad cardiovascular y de
reduccion de la mortalidad a partir de 60 mg/dL (12,113,114). La consecucion de
estos niveles ha sido un objetivo primario de algunas guias (87), pero el aumento de
los mismos mediante el empleo de farmacos no parece tener una repercusiéon en la
prevencién de ECV (18,115,116) e incluso algunas patologias que cursan con HDL-C
elevado tienen asociado un mayor riesgo cardiovascular (117-119). En algunas de las
herramientas para el calculo de riesgo de ECV, la obtencién de valores elevados de
HDL-C permite descontar un factor de riesgo de los establecidos para el paciente (21).
Sin embargo, existen evidencias de que valores extremadamente altos estan asociados
con tasas mas elevadas de mortalidad (120) por lo que deberia valorarse este dato,

tanto en el uso de las herramientas de calculo de riesgo como en las guias clinicas.

Los niveles elevados de triglicéridos, por su parte, también estan asociados con un
mayor riesgo de ECV (121-123), si bien no estd claro su papel en el proceso

aterogénico. La hipertrigliceridemia lleva asociada un aumento del contenido de
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triglicéridos de las particulas VLDL, HDL y LDL, lo que podria afectar a su
funcionalidad, favorecer la formacion de particulas LDL de pequefio tamafio y los

procesos oxidativos, aumentando asi el riesgo de ECV (124-128).

El hecho de que las particulas LDL, asi como de otras particulas aterogénicas,
dispongan de una inica molécula de Apo B deberia suponer un hecho importante en la
utilidad de esta prueba como marcador de ECV. Bien es cierto que en el proceso de
formaciéon de la placa de ateroma influye tanto el nimero de particulas como su
potencial aterogénico (particulas LDL de pequeiio tamafio, oxidadas, VLDL, IDL, Lp(a),
etc.). El grado de estandarizacion y de disponibilidad en los laboratorios hace que, de
momento, la Apo B se recoja en las guias como una opcién secundaria de tratamiento,
aunque su utilidad en prediccion de ECV es similar al LDL-C, con la ventaja de que no
se veria afectado por el ayuno (129). Sin embargo, mas investigaciones serian
necesarias para valorar el rendimiento de los diferentes métodos disponibles, asi

como su utilidad en pacientes con dislipemia y con otros tipos de patologia (130).

El colesterol no-HDL es otra herramienta a tener en cuenta. Resulta menos costoso, no
requiere ayuno, aporta informaciéon de las particulas aterogénicas y tiene un
importante valor en la prediccion de ECV, incluso mayor que el LDL-C (131), ademas
de correlacionarse bien con los valores de Apo B (132,133). Asi mismo, en pacientes
en tratamiento para reduccién de lipidos, también supera al LDL-C como predictor de
ECV (130,132,134). En algunas guias, se contempla como un marcador secundario
pero otras, como la de la “National Lipid Association” o la guia europea, lo incluyen
como un objetivo primario de tratamiento (44,46). Sin embargo, de igual modo que
ocurre con el LDL-C estimado por la FF, sus resultados se verian afectados por la

imprecision del colesterol total y del HDL-C.

Existen también otros biomarcadores, algunos relacionados con el perfil lipidico,
como las particulas LDL de baja densidad o el nimero de particulas LDL, y otros no,
como la proteina C reactiva ultrasensible, la troponina cardiaca o los péptidos

natridreticos, que pueden aportar informacion adicional para la valoracién del riesgo
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de ECV y que puede que en un futuro préximo tengan una relevancia mayor en las

guias clinicas (106,135-138).

Un elemento que podria ayudar al desarrollo de futuras guias es la variabilidad
biologica intra e interindividual. En este sentido, el CV intraindividual y el CV
interindividual (139) indican que las pruebas del perfil lipidico tienen un fuerte
componente individual, lo que nos sugiere que el uso del valor de referencia del
cambio en vez de valores de referencia tradicionales es mas adecuado (140-142). La
inclusion de esta informaciéon podria ayudar en el establecimiento de objetivos mas
individualizados y en la valoraciéon del éxito de las terapias anti-hiperlipémicas,

incluso en pacientes con dislipemia u otras patologias de base (143).

A pesar de que es ampliamente aceptada la importancia de las pruebas del perfil
lipidico en la valoracién del riesgo de ECV, en las guias clinicas de ECV no hay un
consenso claro sobre como debe realizarse el estudio del perfil lipidico con respecto a

las condiciones del paciente, los criterios de calidad y los métodos a emplear.

5.1.- CONDICIONES DEL PACIENTE, CRITERIOS DE CALIDAD Y METODOS
DE DETERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO

Condiciones del paciente

Recientemente, la “European Atherosclerosis Society” y la “European Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine” han publicado un documento (144) en el
que se indica que no es necesario el ayuno de manera rutinaria para la determinacion
del perfil lipidico. En este sentido, los datos recogidos sugieren que, tanto en ayunas
como sin ayuno, los datos del perfil lipidico se modifican de manera similar a lo largo
del tiempo y son comparables en la prevencion de ECV, utilidad principal de estas
pruebas. Por este motivo, los protocolos que impliquen ayuno y los que no, pueden ser

complementarios. Algunas de las guias disponibles para la valoraciéon de ECV, como la
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de la “National Lipid Association”, la ACC/AHA o la guia europea recogen ya esta
opcion (42,44,46), sobre todo para la determinacion del colesterol total, HDL-C y
colesterol no-HDL. Sin embargo, esta asuncion, aunque viable para el perfil lipidico,
puede afectar de manera secundaria a otras pruebas o técnicas de laboratorio (145),
por lo que seria necesario valorar la idoneidad de su aplicacién. En el caso de los
estudios realizados en este trabajo, se ha optado por la valoracién del perfil lipidico en
ayunas puesto que los analisis se encuadraban dentro de estudios rutinarios, con lo
que no se interferia con otras pruebas y, ademas, la mayoria de guias recomiendan, de

momento, el estudio en ayunas.

Criterios de calidad

Con respecto a los criterios de calidad, las recomendaciones vigentes siguen siendo las
propuestas por el NCEP, ya que las guias posteriores no entran en este apartado. Para
asegurar la fiabilidad de los datos en este trabajo, todos los parametros se analizaron
en una sola tanda, asegurdndose que las curvas de calibracién y los controles de
calidad cumplian los criterios definidos por la NCEP: ET <8.9, 13,15y 12% y CV <3, 5,
6 y 4%, respectivamente, para colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C.

Métodos a emplear

En relaciéon con el LDL-C, las guias de ECV reconocen el empleo de los métodos
directos y la FF, mientras que no hacen referencia a que técnicas deben usarse para la
determinacion del colesterol total, HDL-C o triglicéridos. Como ya se ha comentado,
existen varias técnicas disponibles para la cuantificacion de todos estos parametros, si
bien los métodos de referencia, dada su complejidad y el equipamiento necesario,
quedan alejados de los laboratorios rutinarios (50). Por tanto, se debe sobreentender

que los métodos enzimaticos y directos empleados habitualmente son aceptables.
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No obstante, no todos los reactivos estan aprobados por el CDC o bien no lo estan para
todas las plataformas en las que se emplean (146-148), lo que podria llevar a
resultados dispares. Asi por ejemplo, los reactivos empleados en este trabajo para el
colesterol total estan certificados por el CDC (en las plataformas en las que se ha
hecho el analisis) salvo el reactivo de Abbott, aunque se supone trazable con el
método de referencia, y el de Beckman Coulter, que no esta certificado para el
AU2700. En el caso del HDL-C, todos estan certificados, salvo el reactivo de Beckman
Coulter sobre el AU2700. En relacién con los triglicéridos, no hay una publicacién por
parte del CDC de fabricantes certificados. En el caso del LDL-C medido de manera
directa, el problema de la falta de certificacién es todavia mayor, dado que el reactivo
de Beckman Coulter no esta certificado en el AU2700, el de Siemens no lo esta sobre

los Advia y el de Abbott no esta certificado.

Los métodos directos para la determinacién del LDL-C deberian constituir la
referencia en los laboratorios de analisis clinicos, pero las diferencias en cuanto a la
composicion de reactivo y la certificacién podria afectar a su rendimiento y a la
transferencia de resultados entre laboratorios, ademas de a la comparacién de
resultados con la FF. Asi mismo, la FF también ha demostrado presentar diversas
limitaciones en su uso, motivo por el cual han ido apareciendo con los afios diferentes

alternativas, si bien no estan avaladas por ninguna guia hasta el momento.

Todos estos hechos resultan de gran importancia, ya que los valores que se ofrecen en
las diferentes guias son “universales”, no dependen del método empleado para su
determinacion y, por tanto, la transferencia de resultados entre métodos deberia ser
un factor relevante. La discrepancia entre ellos podria conducir a elecciones
inadecuadas en el manejo de los pacientes seglin el entorno donde se desarrolle o a la
obtencion de resultados que no representen fielmente la realidad de un paciente y,

por tanto, pueden modificar la eleccién de terapia (149).

Por todo ello, en este trabajo se busca analizar el efecto de la DM y de los valores
extremadamente altos y bajos de HDL-C, sobre los métodos directos y sobre distintas

férmulas para la determinacion del LDL-C.
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5.2.- EFECTO DEL HDL-C EXTREMO

Uno de los objetivos principales de este trabajo era corroborar que los niveles de
HDL-C extremos podian suponer una limitacién a la hora de emplear la FF para la
estimacion del LDL-C en comparaciéon con un método directo (65). En este sentido, los
resultados confirman que, con los equipos y reactivos empleados, los valores de LDL-C
obtenidos mediante la FF y los métodos directos no son intercambiables. De 24
analisis realizados, mediante la regresion de Passing-Bablok o el método de Bland-
Altman, Unicamente 4 satisfacen los requisitos fijados (Tabla 21). Ademas, esta falta
de transferibilidad de resultados, se traduce en una clasificacion inadecuada de
pacientes, segin los grupos definidos por la NCEP, con porcentajes de errores de
clasificacion entre 5,7-22,9% con el HDL-C <20 mg/dL y entre 15,2-73,3% con el HDL-
C 2100 mg/dL. Ademas, los indices K indican, en general, una correlacién entre débil y
moderada (Tabla 16). Ademas, la discrepancia se acentua si se incluye el grupo de

LDL-C <70 mg/dL.

Estos resultados vendrian a confirmar que los valores extremos de HDL-C suponen
una limitacion en el empleo de la FF. Posteriormente, Choi et al. (150) corroboraron
que valores de HDL-C <40 mg/dL resultaban claves en las discrepancias entre la

medida directa y la FF.

Pero, esta falta de concordancia, no se limita a la comparacidon entre la FF y los
meétodos directos, sino que se extiende a todos los parametros del perfil lipidico. De 96
comparaciones, mediante la regresion de Passing-Bablok o el método de Bland-
Altman, entre el colesterol total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C (medido de manera
directa) en cada uno de los analizadores, solamente 13 de ellas cumplen los criterios
definidos (Tabla 15). Ademas, la concordancia en la clasificacién de riesgo entre los
diferentes ensayos de LDL-C directo en los distintos laboratorios muestra unos indices

K moderados (0,49 en el grupo de HDL-C bajo y 0,37 en el de HDL-C elevado).

Estas discrepancias podrian explicarse porque se estan analizando muestras de
pacientes con alteraciones en el perfil lipidico y que pueden tener ademas otras
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patologias de base. En otros estudios, se muestran reactividades diferentes en
pacientes con valores extremadamente altos o bajos de lipoproteinas o en pacientes
con lipoproteinas anormales (como ocurre en determinadas patologias), sobre todo
en pacientes enfermos, con dislipemia o en tratamientos de reduccion de

lipoproteinas (84,151-153).

Una de las explicaciones a este hecho podrian ser los diferentes principios de reaccion
empleados por cada fabricante, asi como la distinta reactividad a las lipoproteinas
(subfracciones de LDL, particulas IDL, LDL anormales, etc.) y los diferentes
calibradores empleados (84,134,149,152,154-159) ya que, como se ha comentado, no

todos los reactivos estan certificados.

En el trabajo de Miller et al. (84), se encontr6 que en los pacientes “enfermos”, los
resultados del LDL-C y HDL-C, obtenidos con métodos directos, no eran comparables
con los métodos de referencia, mientras que en pacientes sanos los resultados si eran
adecuados. En un trabajo reciente en Japén (160), se han evaluado los métodos
directos para la determinacién del LDL-C y HDL-C disponibles en este pais, después de
que, en basa a datos de otros trabajos previos (84,134,152,158), se retiraran del
mercado aquellos reactivos que no cumplian las exigencias de calidad. Los reactivos
disponibles en este momento, muestran el cumplimiento de los criterios de la NCEP,
en cuanto a error total y CV, y ser comparables con los métodos de referencia, en

pacientes sanos y enfermos tanto si se esta en ayunas como si no.

La determinacion del LDL-C, incluso por el método de referencia, resulta a la postre un
calculo. El proceso de la BQ permite la separacion de las diferentes fracciones y el
LDL-C es el resultado de sustraer al colesterol de la fracciéon beta el HDL-C (50). Por
tanto, no incluye exclusivamente el LDL-C, sino que hay que afadir las IDL y Lp(a)
(161). Todas ellas son particulas potencialmente aterogénicas, pero este hecho podria
explicar las discrepancias entre los métodos directos e incluso entre féormulas
desarrolladas en base a BQ. Dada la imposibilidad de acceder al método de referencia
para la determinacion del LDL-C, y siendo ademas inaplicable en los estudios

rutinarios, los métodos directos deberian ser la referencia en los laboratorios de
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analisis clinicos. Sin embargo, los resultados obtenidos reflejan que los principales
meétodos disponibles en nuestro entorno para el LDL-C no son comparables entre si, ni

tampoco el resto de pruebas del perfil lipidico.

En ocasiones, las diferencias detectadas a nivel del laboratorio entre los resultados
ofrecidos por dos equipos o dos técnicas diferentes son irrelevantes, si tenemos en
cuenta la significacion clinica del error. Sin embargo, dado el creciente impacto del
estilo de vida propio de las sociedades desarrolladas en el riesgo cardiovascular, las
discrepancias en el perfil lipidico podria devenir en importantes diferencias con
respecto al cuando, cudnto y como tratar, lo que deja muchas incertidumbres

(106,162).

Una de las limitaciones de la investigacion es la ausencia de un método de referencia
para la determinacion del LDL-C. En este sentido, la intencién del estudio no era
determinar cudl de los métodos tenia una mejor correlacién con el método de
referencia sino valorar el rendimiento de los métodos directos mas habituales en
nuestro entorno. Otra limitacion es el empleo de muestras congeladas y seleccionadas
en base a los resultados de un laboratorio participante. Este hecho era necesario
debido a la separacidn geografico de los laboratorios en cuestion y la imposibilidad de
realizar las determinaciones en tiempo real segin se seleccionaban las muestras. En
este sentido, se han publicado articulos en los que, empleando métodos de
ultracentrifugacion y precipitacion, se evidenciaban variaciones significativas en
muestras congeladas (163,164). Para minimizar este efecto, todos los resultados han
sido analizados a partir de las muestras congeladas, de manera que las posibles
alteraciones fueran idénticas y afectaran en el mismo sentido a todos los métodos. En
las muestras sin congelar, en relacién con las muestras congeladas, se observan
variaciones del colesterol total (-4,3 a +4,5%), triglicéridos (+7,5 a +10,1%) y HDL-C (-
3,6 a-1,9%).

130



5.3.- DM Y PERFIL LIPiDICO

La ECV es una de las principales causas de muerte relacionada con la DM, sobre todo
en el caso de la DM tipo 2, de ahi la importancia de la monitorizacidn del perfil lipidico
en estos pacientes (165-167). La dislipemia en la DM lleva asociadas alteraciones en

las particulas lipidicas que pueden afectar a su reactividad (165,168).

Los resultados mostraron que, con los pacientes seleccionados y los datos disponibles,
no existian diferencias significativas entre el grupo control y los pacientes diabéticos
bien y mal controlados (Tabla 25). Por este motivo, se analizaron en conjunto los
datos para llevar a cabo una comparacién de métodos en un grupo control con un

tamafio muestral mayor.

Esta ausencia de diferencias puede deberse a varios motivos. El nimero de pacientes
seleccionados es bajo debido a las limitaciones en el reclutamiento de pacientes. La
incidencia de LDL-C elevado en poblacion diabética es similar a la de la poblacién sana
(169,170) pero los pacientes diabéticos con mal control metabélico suelen presentar
valores de colesterol total, triglicéridos y LDL-C mas elevados y de HDL-C mas bajos
que la poblacion sana (171), mientras que en nuestros datos, aun sin diferencias
significativas, los valores de colesterol total y LDL-C son mas bajos en los pacientes
diabéticos. Otro hecho importante es la valoracidn del grado de control de la diabetes
mediante la HbAlc, ya que la dislipemia mas acusada suele asociarse con valores mas
elevados (>9,0%) (171). No obstante, estos niveles de HbAlc también se asocian a
mayores complicaciones (172-174) por lo que resulté dificultoso encontrar pacientes

con descontrol metabdlico severo sin otras patologias asociadas.

Sin embargo, y de manera sorprendente, los resultados no son mucho mejores al
analizar los datos en conjunto. Unicamente 8 de 48 comparaciones entre colesterol
total, HDL-C, triglicéridos y LDL-C de los equipos incluidos en el estudio cumplen los
criterios fijados (Tabla 26). Bien es cierto que, sobre todo valorando los resultados de

la prueba de Bland-Altman y excluyendo el LDL-C (donde las diferencias son
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mayores), los intervalos de confianza no tienen el 0 muy alejado y las diferencias que

se observan a nivel clinico pueden no tener mucha significacion.

5.4.- FORMULA DE FRIEDEWALD EN LA VALORACION DE ECV

Hay que reconocer la contribucién de la FF a la reduccién de ECV y a facilitar la
implantacion del LDL-C en los laboratorios, asi como su vigencia a lo largo de los afios
a pesar de las controversias. La FF sigue siendo reconocida por las diferentes guias
como una herramienta coste-efectiva y sencilla, si bien no existe un consenso en las
mismas sobre su uso. Por ejemplo, guias como la de ACC/AHA no indican ninguna
limitacién, mientras que la del NCEP y la “National Lipid Association” reconocen la
necesidad de ayuno y la imposibilidad de su uso con triglicéridos 2400 mg/dL. Incluso
otras van mas alla, como la guia europea, que incluye la limitacién cuando el LDL-C es
menor de 50 mg/dL, o la de la AACE/ACE, que refleja que es imprecisa con
triglicéridos a partir de 200 mg/dL, recomendando el uso de métodos directos en

estos casos y en pacientes con enfermedad cardiovascular previa o con DM.

Los resultados obtenidos, en los diferentes estudios de este trabajo, indican que la
concordancia de la FF con los métodos directos es baja. Mediante la regresion de
Passing-Bablok y el método de Bland-Altman solamente 4 de 24 analisis cumplen los
criterios definidos (Tabla 21 y Tabla 31). Y los indices K muestran una correlacion
entre pobre y moderada (Tabla 19B y Tabla 29 B). Ademas, el porcentaje de errores
aumenta con la inclusiéon del grupo de LDL-C <70 mg/dL. Los mejores resultados, con
indices K que superan el 0,80, se dan en el estudio de diabetes en el Cobas c711,
coincidiendo con el unico fabricante con todos sus reactivos certificados por el CDC.
Ademas, al comparar la capacidad de clasificacion de la FF entre los diferentes
laboratorios, se obtienen mejores concordancias, sobre todo con HDL-C <20 mg/dL,
que al comparar la FF con los métodos directos o los métodos directos entre si (Tabla

16, Tabla 19 y Tabla 29).
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Las discrepancias observadas pueden deberse a que la FF tiene varias limitaciones en

su aplicacion descritas en la bibliografia (175,176). Por ejemplo, su uso es

cuestionable en pacientes con DM, enfermedad renal o hepatica (62,161,177-183) a lo

que habria que afiadir, ademas, a los pacientes con LDL-C bajo y cuando los

triglicéridos se sitdan por encima de 150 mg/dL (175,184,185). Ademas, en diversos

estudios se ha referido que la FF tiende a infraestimar los resultados de la BQ

(53,61,186).

Todo ello puede deberse a las limitaciones existentes en el propio desarrollo de la

ecuacion (175):

1

2)

3)

4)

No es aplicable en presencia de quilomicrones, pero la deteccién de los mismos
es inviable en la practica rutinaria, ya que requiere mantener la muestra a 4°C
durante varias horas, lo que hard que pasen indetectables a menos que los

triglicéridos superen los 400 mg/dL.

No es valida en pacientes con hiperlipoproteinemia tipo III, aunque dado lo

infrecuente de esta patologia este hecho no deberia ser relevante.

Aunque es sabido que es variable, se acepta un ratio constante entre los
triglicéridos y las VLDL, asumiendo que dadas las concentraciones relativas de
LDL-C y triglicéridos, el error cometido es suficientemente pequefio como para

no ser relevante.

La estimacion del LDL-C se basa en la determinacion de tres parametros de
laboratorio, lo que arrastra errores de tantas fuentes, incluso aunque se
empleen métodos estandarizados para cada uno de ellos y se cumplan los

requerimientos técnicos (187,188).
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5.5.- UTILIDAD DE LAS FORMULAS ALTERNATIVAS PARA EL LDL-C EN
COMPARACION CON LA FF Y LOS METODOS DIRECTOS

Otro de los objetivo de este trabajo, fue valorar la aplicacién de las férmulas
alternativas que pretenden desplazar a la FF, sobreponiéndose a sus limitaciones o

mejorando los resultados con respecto a la BQ o en relacién a algin método directo.

Los resultados obtenidos, en cuanto a comparacién de las diferentes ecuaciones con
respecto a la FF, sugieren que la féormula de Anandaraja ofrece unos resultados
comparables, al cumplirse los criterios de Passing-Bablok con los 4 equipos
empleados (Tabla 33). En comparacion con los métodos directos, no se observan unos
resultados que permitan concluir qué formula se asemeja mas a cada fabricante. En
relacion con la capacidad de clasificacion, se puede ver que la concordancia con
respecto a la FF y a los métodos directos es entre moderada y buena, si bien, al
tratarse de grupos de riesgo de ECV y viendo que las discrepancias pueden conducir a
cambios en cuanto a la decisiéon de inicio de tratamiento farmacolégico o en cuanto a
la valoracion del éxito del mismo, seria conveniente una concordancia mayor (Tabla

23 y Tabla 34).

La ausencia de una buena concordancia entre las diferentes férmulas puede
responder a varios motivos. Una de las limitaciones del estudio es que, al carecer de
resultados del método de referencia para la determinacion del LDL-C, se compararon
los datos de LDL-C calculado con las diferentes férmulas frente a los de la FF (al ser el
empleado de manera rutinaria en el laboratorio) y frente al método directo de cada
laboratorio participante, pero sin que exista un valor “real”. Ademas, cada una de las
féormulas se ha desarrollado empleando distintas estrategias y con distintas
finalidades. Asi por ejemplo, como reflejan sus autores, la formula de Delong (55)
mejora la precision de la FF en el rango de normalidad de los triglicéridos. La férmula
de Hattori (56), por su parte, facilita la deteccion de desordenes de las lipoproteinas.
La formula de Anandaraja (57) reduce el coste del perfil lipidico, al emplear

unicamente los resultados de colesterol total y triglicéridos, disminuye el error
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asociado a los valores mas elevados de triglicéridos y seria valida para el sindrome
metabdlico (189). La férmula de Chen (58) puede emplearse con triglicéridos 2400
mg/dL, al igual que la de Martin (61), mientras que la de Vujovic (59) mejora los

resultados con respecto al método directo de Roche en un analizador Hitachi 911.

Un hecho relevante, y que no es mencionado en la bibliografia, es que en la
elaboracion de cada una de las formulas alternativas se han empleado estrategias
diferentes, con seleccidén de pacientes y criterios de exclusion dispares y métodos de
laboratorio distintos, por ejemplo, comparandose el LDL-C calculado tanto con
métodos directos como con la BQ, asi como determinando el colesterol total, los
triglicéridos y el HDL-C con distintos métodos (enzimaticos, de precipitacion,
directos) y con técnicas de ultracentrifugaciéon. Y a pesar de esta diversidad, ni
siquiera aquellas férmulas en las que se han empleado tacticas similares ofrecen
resultados comparables. Este hecho puede deberse tanto a la heterogeneidad propia
de las lipoproteinas como a las discrepancias entre los diferentes métodos, lo que

demostraria que una mayor estandarizacién en este campo es necesaria.

Dentro de las diferentes férmulas propuestas, la ecuacion de Martin (61), desarrollada
en base a un método de ultracentrifugacion, ha ofrecido un rendimiento superior a la
FF en algunos estudios (61,190). Su desarrollo presenta un enfoque interesante, ya
que, al igual que se indica en la investigaciéon basica sobre lipoproteinas, la relacion
entre los triglicéridos y el colesterol asociado a las VLDL no es constante, si no que
disminuye progresivamente cuando aumentan los triglicéridos y desciende el
colesterol no-HDL. Sin embargo, podria plantearse un problema en su aplicacién ya
que la determinacion del perfil lipidico se realiza en base a un método de
ultracentrifugacion no basado en los métodos de referencia, mientras que los
triglicéridos se determinan mediante un método enzimatico. Este hecho podria
explicar las discrepancias observadas con respecto a los resultados de la BQ

(190,191).
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6.- CONCLUSIONES

En base a los datos obtenidos y analizados en esta tesis doctoral, centrada en el
estudio de los parametros del perfil lipidico y, particularmente, en el LDL-C en

relacion con el riesgo cardiovascular, se puede concluir que:

CONCLUSION 1: Los valores de HDL-C extremadamente altos y bajos suponen una
limitacion en la comparacion de los métodos directos y las distintas férmulas para la

determinacion del LDL-C.

CONCLUSION 2: La determinacién del LDL-C mediante métodos directos requiere de
una armonizaciéon de las técnicas disponibles y una mayor transferibilidad de

resultados entre las mismas.

CONCLUSION 3: Existen discrepancias relevantes, en la intercambiabilidad de
resultados y en la clasificaciéon de pacientes en categorias de riesgo, entre la FF y otras

férmulas para la estimaciéon del LDL-C.

CONCLUSION 4: La clasificacién de pacientes en grupos de riesgos segtin los valores
de LDL-C puede verse afectada, de modo relevante, por el método o férmula
empleados, con importantes consecuencias sobre la decisiéon de pautar un tratamiento

anti-hiperlipemiante.

CONCLUSION 5: Las diferentes férmulas y los métodos directos analizados para la

determinacion del LDL-C muestran un bajo grado de concordancia en niveles
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inferiores a 70 mg/dL, hecho que resulta muy relevante dada la tendencia a establecer

estrategias mas agresivas para reducir el LDL-C por debajo de este valor.

CONCLUSION 6: Dada la falta de transferibilidad seria recomendable que pacientes
con perfiles lipidicos alterados o en tratamiento sean monitorizados con el mismo
meétodo para la determinacion de LDL-C y que los resultados sean interpretados con

cautela si provienen de otro centro con un método diferente.

CONCLUSION 7: El cumplimiento de los criterios de calidad fijados por la NCEP no

garantiza el intercambio fiable de resultados entre las pruebas del perfil lipidico.
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ABREVIATURAS

AACE: American Association of Clinical
Endocrinologists

AAP: 4-aminofenazona
ABCA1: ATP-binding cassette protein 1

ACAT: enzima acil colesterol acil
transferasa

ACC: American College of Cardiology
ACE: American College of Endocrinology
AHA: American Heart Association
ANOVA: analisis de la varianza

Apo: apolipoproteina

ATP: adenosin trifosfato

ATPI, Il y I1I: Adult Treatment Panel I, 11
y 11

BSA: soluciéon de albuimina sérica
bovina

C: carbono

CDC: Centers for Disease Control and
Prevention

CE: colesterol esterasa

CHES: acido
etanosulfénico

2-(ciclohexilamino)

CHOD: colesterol oxidasa
CK: creatin-quinasa

CT: colesterol total

CV: coeficiente de variacién

DM: diabetes mellitus

DS: desviacidn tipica

DSBmT: N, N-bis (4-sulfobutil)-m-
toluidina-disodio

E. coli: Escherichia coli
ECV: enfermedad cardiovascular

EDTA-2K: acido
etilendiaminotetraacético dipotasico

EDTA-3K: acido
etilendiaminotetraacético tripotasico

EMSE:
N-etil-N-(3-metilfenill)-N-succiniletilen
diamina

ET: error total

F-DAOS: N-etil-N-(2-hidroxi-3-
sulfopropil)-3,5-dimetoxi-4
fluoroanilina

FF: formula de Friedewald
GK: gliceroquinasa

GPO: glicerol fosfato oxidasa
HBA: acido hidroxibenzoico
HbA1lc: hemoglobina glicada

HDAOS:  N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-
3,5-dimetoxi-4 fluoroanilina

HDL: lipoproteinas de alta densidad

HDL-C: colesterol asociado a particulas
HDL

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil-
etano-sulfonico

HMGCoA: hidroxi metil glutaril CoA



HSDA:  N-(2-hidroxi-3-sulfopropilo)-
3,5-dimetoxianilina sddica

IDL: lipoproteinas de densidad
intermedia

IDMS: espectrometria de masas con
dilucidn isotdpica

LCAT: lecitin colesterol aciltransferasa
LDL: lipoproteinas de baja densidad

LDL-C: colesterol asociado a particulas
LDL

LDL-FF: LDL-Colesterol  calculado
mediante la fé6rmula de Friedewald

Lp(a): lipoproteina (a)
LPL: enzima lipoprotein lipasa

MADB: N,N-bis
dimetilanilina

(4-sulfobutil)-3,5-

MES: Acido 2-morfolino etano sulfénico

MOPS: acido 3-morfolino-

propanosulfénico
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MTP:  proteina  microsomal de

transferencia de triglicéridos

NCEP: National Cholesterol Education
Program

NIST: National Institute of Standards
and Technology

PEG: polietilenglicol

PIPES:
etanosulfonico)

piperacinil-N-N-bis(2-

POD: peroxidasa

SEQL: Sociedad Espafiola de Medicina
de Laboratorio

TG: triglicéridos

TOOS: N-etil-N-(2-hidroxi-3-
sulfopropil)-3-metilanilina

UKPDS: UK Prospective Diabetes Study

VLDL: lipoproteinas
densidad

de muy baja

K: coeficiente kappa de Cohen
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ANEXOS

HDL-C <20 mg/dL

Delong Hattori Anandaraja Chen Vujovic Martin
Media 79,5 69,8 51,4 78,7 82,3 79,4
DS 41,5 38,3 37 38,6 42 41,1
Cobas c711 Minimo 9 6 0 12 10 6
Maximo 238 220 200 220 240 232
S-W <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Media 75 65,4 49 74,9 77,9 75,4
DS 37,2 34,2 34,1 34,8 37,7 37,1
€i8200 Minimo 17 14 0 19 18 13
Maximo 210 191 170 198 214 205
S-W <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Media 68,1 59,2 48,2 68,3 70,9 68,5
DS 35,2 32,6 34 32,9 35,7 35,2
Advia 2400 Minimo 17 13 0 18 18 13
Maximo 201 183 181 190 205 196
S-W <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Media 70,1 60,6 47,2 70,8 73,2 71,1
DS 39,4 36,3 36,2 36,8 39,9 39,3
AU2700 Minimo 13 9 0 17 15 11
Maximo 212 192 179 201 216 208
S-W <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

ANEXO 1.- RESULTADOS DE LDL-C CALCULADO CON DIFERENTES FORMULAS EN EL GRUPO DE HDL-C
<20 MG/DL: MEDIA, DESVIACION TiPICA (DS), MINIMO, MAXIMO Y P-VALOR DEL TEST DE

NORMALIDAD DE SHAPIRO-WILK (S-W)
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HDL-C 100 mg/dL

Delong Hattori Anandaraja Chen Vujovic Martin

Media 127,4 116,4 177,9 118,4 128,6 122,7

DS 26,9 25,5 25,3 24,1 26,9 26,3

Cobas c711 Minimo 65 58 124 61 66 61
Maximo 188 173 235 172 189 182
S-wW 0,361 0,244 0,530 0,499 0,382 0,441
Media 125,2 114,3 169,8 116,6 126,5 120,8

DS 25,4 24,3 24,1 22,6 25,4 24,6

€i8200 Minimo 66,0 59,0 119,0 62,0 67,0 62,0
Maximo 182 168 225 167 183 176
S-W 0,283 0,244 0,336 0,386 0,290 0,373
Media 103,7 94,42 163,5 96,74 104,8 99,47

DS 25,8 24,6 25,1 22,9 25,7 24,9

Advia 2400 Minimo 42,0 32,0 107,0 42,0 43,0 39,0
Mdximo 159 147 218 146 160 154
S-wW 0,398 0,470 0,370 0,404 0,426 0,414

Media 124,7 113,7 165,4 116,1 126 120,2

DS 29,5 28,0 27,7 26,4 29,4 28,6

AU2700 Minimo 62,0 55,0 110,0 60,0 64,0 59,0

Maximo 197 182 234 180 198 191

S-W 0,527 0,489 0,484 0,517 0,506 0,549
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ANEXO 2.- RESULTADOS DE LDL-C CALCULADO CON DIFERENTES FORMULAS EN EL GRUPO DE HDL-C
2100 MG/DL: MEDIA, DESVIACION TiPICA (DS), MINIMO, MAXIMO Y P-VALOR DEL TEST DE
NORMALIDAD DE SHAPIRO-WILK (S-W)
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ABSTRACT

Objectives: To investigate the effect of extreme levels of high density lipoprotein cholesterol (HDL-C) in the
calculation of low density lipoprotein cholesterol (LDL-C) using Friedewald's formula (FF) and other formulas
proposed recently.

Design and methods: Lipoprotein profile was performed in 2603 samples with HDL-C <20 mg/dL and 1953
samples with HDL-C= 100 mg/dL.

Results: Wilcoxon's and Student's t-tests showed significant differences (p<0.001) between calculated LDL-C
by different formulas and direct determination in the two groups of HDL-C values. Passing-Bablok regression
and Bland-Altman plot showed disagreement for the four formulas studied, except for Vujovic formula in the
HLD-C=100 mg/dL group.

Concl Our results suggested that none of the formulas under analysis should be used for estimating

Homogeneous method for LDL-C

LDL-C in samples with extreme HDL-C concentrations due to absence of statistical correlation with LDL-C direct

measurement.

© 2011 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Low density lipoprotein cholesterol (LDL-C) serum concentration
is a well-established risk factor for diagnosing and evaluating athero-
sclerosis and cardiovascular disease (CVD). The US National Educational
Cholesterol Program (NCEP) Adult Treatment Panel I1l (ATP I1I) suggests
different LDL cut-off points for therapy depending on patient's patholo-
gies and the presence of other risk factors [1].

Abbreviations: LDL-C, low density lipoprotein cholesterol; CVD, cardiovascular
disease; BQ, [3-quantification; NCEP, National Educational Cholesterol Program;
ATP III, Adult Treatment Panel III; TC, total cholesterol; HDL-C, high density lipoprotein
cholesterol; TG, triglycerides; FF, Friedewald formula; DM, direct homogeneous method;
CV, coefficient of variation; TE, total error; CLDL-C, calculated LDL-C; AF, Anandaraja formula;
VF, Vujovic formula; CF, Chen formula; DM-LDL-C, LDL-C determined by the direct method;
%ALDL-C, percentage difference.

¥ Conversion factors to SI units: To convert triglycerides from mg/dL to mmol/L
multiply by 0.01129. To convert cholesterol, LDL-C and HDL-C from mg/dL to mmol/L
multiply by 0.02586.
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The reference method for determining LDL-C is [3>-quantification
(BQ), which is a laborious and time-consuming technique that requires
an ultracentrifuge and trained staff. Thus, the most usual approach in
clinical routine work is to calculate LDL-C indirectly from concentra-
tions of total cholesterol (TC), high density lipoprotein cholesterol
(HDL-C) and triglycerides (TG) using the Friedewald formula (FF) [2].
However, different limitations of FF that lead to erroneous results
have been reported. These limitations, in which FF should not be used,
include samples containing chylomicrons, patients with type Il hyper-
lipidemia and serum TG>400 mg/dL. Contradictory results have also
been described in several pathologic states (diabetes, nephropathies
or hepatopathies) [3,4] and with TG between 200 and 400 mg/dL [5],
low concentrations of TC [6] or LDL-C [7]. Therefore, some authors
have published their own formulas in order to improve FF in diverse
populations [8-10]. In addition, homogeneous assays have been devel-
oped for direct measurement of LDL-C concentration, which have be-
come popular for determining LDL-C in samples with some of the FF
limitations. They have the advantages of being completely automated,
performing without any manipulation, showing better precision and
reproducibility than the older heterogeneous assays and meeting
the NCEP analytical goals [11,12].

HDL-C serum levels are inversely correlated with CVD risk and
consequently are used in many coronary risk algorithms. These levels
are influenced by sex, genetic background, lifestyle, metabolic disor-
ders and drug treatment, which may cause extreme HDL-C values.

0009-9120/$ - see front matter © 2011 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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