UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Tesis de Maestria en Ciencias del

Laboratorio Clinico

Colesterol HDL: Uso de material de referencia para la estandarizacion de
su determinacion en laboratorios clinicos y evaluacion de métodos

comerciales.

Raul H. Girardi

Directora:
Dra. Nilda E. Fink
Co-director:
Dr. Daniel Mazziotta®

Aro 2020


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a5/UNLP_Logo.jpg

Dedicatoria

A Jorgelina, Juan Ignacio. Camila. Joaquin y Mateo, mi familia, con quienes no

hay destino posible ni con sentido si no estuvieran a mi lado



Agradecimientos

A la Dra. Nilda. E. Fink directora de la tesis y al Dr. Daniel Mazziotta,
codirector sobre quien lamento no pudo ver este trabajo terminado. A
ambos por su denodada paciencia y empenfo.

A la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP por darme esta oportunidad
A la Fundacién Bioquimica Argentina por brindarme la infraestructura, los
fondos y el tiempo necesario para desarrollar esta tarea paralela a mis
obligaciones.

A BD. Pamela De Francesco, del SCAT de la Federacion Bioquimica de
la Provincia de Buenos Aires por su inestimable colaboracion en la
confeccion del listado bibliografico.

A los laboratorios participantes por su enorme voluntarismo.



Resumen

La necesidad de la evaluacidon médica de los niveles plasmaticos de colesterol
asociados a la lipoproteina High Density Lipoprotein (HDL-Col) radica en que
valores disminuidos aumentan el riesgo de Enfermedad Cardiovascular (ECV)
inversamente a lo que ocurre con el colesterol asociado a la lipoproteina Low
Density Lipoprotein (LDL-Col). Una disminucién en 1% de los niveles de HDL-
Col conllevan a un aumento del 2 al 3% en el riesgo de ECV. Es considerado un
factor de riesgo independiente después de la correccidn hecha sobre estudios

multivariados de otros factores de riesgo.

El 50% de la variabilidad en los niveles plasmaticos de HDL-Col de la
poblacién son atribuibles a factores genéticos y el otro 50% a causas como
obesidad y el sobrepeso que comunmente estan asociadas con la

hipertrigliceridemia, el sedentarismo y tabaquismo.

Las guias internacionales para el manejo del paciente dislipémico, con el
objeto de fijar los puntos de decision clinica, se hicieron sobre la base de trabajos
donde se obtuvieron datos estandarizados. Esto implica que la estandarizacién
de los laboratorios clinicos que hacen las medidas de lipidos con aquellos
mismos sistemas de referencia, aseguraria que el diagndstico, el seguimiento y,
en caso de corresponder, el tratamiento del paciente, sea consistente con las

recomendaciones internacionales.

Para que un proceso de estandarizacion sea exitoso debe cumplir con tres

requisitos previos.

1. El mensurando de interés deberia poder ser definido sin
ambigledades en términos de la homogeneidad de sus
propiedades fisicoquimicas. Las lipoproteinas, a diferencia del
colesterol total (CT) y los triglicéridos (TG), no pueden
caracterizarse homogéneamente ya que son colecciones
polidispersas de particulas con un rango de propiedades
fisicoquimicas muchas veces superpuestas. La estandarizacién de
la medida de HDL-Col no puede hacerse hasta el Sistema

Internacional de Unidades (SIU)



2. En segundo término, se necesita un sistema de referencia con
diferentes jerarquias analiticas y materiales de referencia
validados. La mas alta jerarquia analitica en quimica clinica son los
Reference Measurement Procedure (RMP) primarios o absolutos y
el SIU. Los RMP primarios son altamente exactos, precisos, con
baja incertidumbre y con caracteristicas de desempefio
perfectamente definidas. Los RMP secundarios como el
Designated  Comparison Method para  HDL-Col, son
razonablemente estables, confiables y. sobre todo, relativamente
faciles de transferir a otros laboratorios de referencia. Estan, la
mayoria de las veces, relacionados directamente a los primarios
mediante procedimientos de validacion, de modo de tener una
jerarquia de meétodos mas accesible, menos demandante de
trabajo y menos costosa. Para HDL-Col no es posible establecer
un método primario en cuyo caso se establece como método de
maxima jerarquia al secundario.

3. En tercer término, se necesita un medio para transferir la exactitud
de los métodos de jerarquia superior a los laboratorios clinicos, lo
que equivale a establecer una cadena de trazabilidad usando
materiales conmutables, es decir que tengan un comportamiento

analitico lo mas parecido a las muestras de pacientes.

Definimos a un sistema analitico como aquel sistema de medida

compuesto por:

1. Elinstrumento de medida
2. El método analitico:
a. reactivo (composicion, fundamento de la reaccion, principio
activo),
b. calibrador y sistema de calibracion (matriz, valor asignado,
trazabilidad metroldgica, conmutabilidad),
c. sistema de control interno y externo,
caracteristicas metrologicas (temperatura y longitud de onda

de medida, condiciones medioambientales, largo de corrida



analitica, interferencias, linealidad, limite del blando, de
deteccion y cuantificacion, etc.)

3. El operador

Los sistemas analiticos comerciales que dispone el laboratorio clinico suelen ser
abiertos o heterogéneos o bien cerrados u homogéneos segun este compuesto
de partes de diferentes proveedores o de uno mismo respectivamente. En los
primeros pueden ocurrir fendbmenos de falta de conmutabilidad de los
calibradores y controles, la validacion de los componentes no siempre es
aplicable al sistema en su conjunto. Los sistemas cerrados u homogéneos son
previamente validados por el fabricante en todos sus componentes, aunque no
necesariamente siempre se puede acceder a la informacion sobre la de
trazabilidad de los valores asignados al calibrador o la certificacion de los

métodos.

El trabajo tiene por objetivos la evaluacién y estandarizacién de los

métodos comerciales con material de referencia certificado.

Se estudiaron 32 sistemas analiticos de la region de La Plata, Berisso y

Ensenada de la Provincia de Buenos Aires.

Se los proveyd de 13 crioviales conteniendo 1.2 ml de suero humano
congelado cada uno con valor de referencia asignado para HDL-Col por el
DCM/HDL-Col en 4 niveles de concentracion producidos y evaluados en el

laboratorio de Referencia y Estandarizacion en Bioquimica Clinica (LARESBIC).

Los laboratorios procesaron los sueros durante 3 dias por triplicado
tomando un vial de cada uno de los niveles de concentracion. El vial numero 13
corresponde a un calibrador para HDL-Col con las mismas caracteristicas que el

resto de las muestras.

Con los datos informados se les pidié informacién de las caracteristicas

metrologicas del sistema analitico usado:

e Meétodo segun sea con separacion de sobrenadante o en una unica
fase:

o Precipitacién previa (PP) y precipitante de uso, o



o Homogéneo (H) en una unica fase.
e Calibrador:

o Matriz no proteica (NP).

o Matriz proteica (P).
e Equipamiento de medicion:

o Espectrofotometria manual (EM).

o Espectrofotometria con autoanalizador automatico (AA).

Se hallé diferencias analiticas de resultados en la medida entre los
métodos de PP y los H que se manifiestan en un marcado error de tipo mixto,
combinacion de error sistematico proporcional y contante. La causa probable de
estos en referencia a errores sistematicos es la deficiencia en la calibracion de
las mediciones, hecho que se ve fundamentalmente cuando los primeros se los
calibra con calibradores NP (falta de conmutabilidad, falta de trazabilidad al valor
asignado, valor asignado correcto, pero no aplicable). El error constante es
basicamente producto de las inespecificidades que pueden ser atribuibles a
problemas instrumentales o a la falta de conmutabilidad de los calibradores P de
los cuales es dificil obtener informacion de los fabricantes o a propias de los
principios activos de las reacciones. Cuando se enfrentan estos sistemas con
material de referencia como el suero humano congelado libre de interferentes es

cuando se hacen notorias estas diferencias.

El error mixto para todos los sistemas analiticos se presenté mas marcado
en los métodos con PP que en los H lo que influye en el ES % con valores

significativamente menores para H que para PP

Respecto al CV no hay diferencias significativas entre los diferentes

métodos.

Por diferentes razones la implementacion del calibrador para estandarizar
no pudo ser aplicable a los laboratorios. Por ese motivo, se analizaron los datos
de modo de evaluar distintas alternativas que mediante un reacomodamiento de
datos permitieran emplear una estrategia diferente para lograr el objetivo de

mejorar la estandarizacion. Dicha estandarizacion se llevé a cabo usando las

\



mismas muestras tomando como puntos de referencia para la recalibracion los

valores de corte de HDL-Col para el diagnostico de dislipémia, De ese modo se

establecid una relacion lineal para cada sistema analitico, se corrigieron los datos

y se evalué cambios en el error sistematico del procedimiento.

Se notd cambios significativos en la mayoria de los sistemas a los que se

les aplico la correccion mejorando parametros de inespecificidad, calibracion y

error sistematico

Prospectivamente se ve a nivel nacional que hay un lento proceso de

cambio de tecnologia en los laboratorios a favor del reemplazo de los métodos

de PP por los H de mejor y facil desempeno.

Se recomienda a los laboratorios clinicos:

1.

Ir a favor de la tendencia de cambiar los procedimientos analiticos
con separacion mediante precipitacion previa por los métodos
homogéneos que son totalmente automatizables, en una unica
fase.

Usar calibradores en base sérica con valor asignado trazable a la
mayor jerarquia analitica de la cadena de trazabilidad metrolégica
disponible.

Tener un sistema de evaluacion externa de la calidad y de un
control de calidad interno con caracteristicas adecuadas para el
laboratorio.

Validar o verificar los resultados emitidos de acuerdo con los
criterios de aceptabilidad consensuados internacionalmente

cuando los sistemas de control indiquen que se requiera hacerlo
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1. Introduccion



Los lipidos son un grupo heterogéneo de biomoléculas desde el punto de
vista de su composicion quimica como también de su funcién en el hombre,
teniendo como unica particularidad entre ellos la propiedad quimica de ser

pobremente solubles en medio acuoso.

Puede encontrarselos tanto en medios intra como extracelular lo que los
hace un grupo muy particular de estudio ya que ambos medios son
extremadamente acuosos. Es un desafio para la evolucion el manejo de este tipo
de compuesto bien sea para su metabolismo como para su trasporte intracelular,

extracelular y entre 6rganos de organismo tan complejos como en el hombre.

Las células usan los lipidos para el almacenamiento y obtencion de
energia, siendo particularmente importante para este fin los acidos grasos
oxidados en las mitocondrias. Su forma de almacenamiento y transporte son los
triglicéridos. Los acidos grasos son, ademas, precursores de los fosfolipidos que
junto al colesterol (otro lipido derivado del ciclopentanoperhidrofenantreno) son
parte fundamental en la constitucién de las membranas celulares. El colesterol
es precursor de hormonas esteroideas (estradiol, testosterona) de la vitamina D,
de los acidos biliares y las proteinas modificadas como las hedgehog. Los
precursores del colesterol son a la vez precursores de vitaminas liposolubles (A,
E, K), del grupo HEM de la hemoglobina, mioglobina, clorofila y citocromos,
también precursoras de los lipidos anclados a proteinas como los complejos Ras

membranares.

Salvo células especializadas, el mayor contenido de lipidos de las células
se encuentra en las membranas. En los organismos pluricelulares,
particularmente en mamiferos, los lipidos de la célula tienen dos origenes, la
sintesis en la misma célula o la toma de lipidos de otros érganos ya sean de
depdsito o provenientes de la dieta. En el primer caso, se requiere poner en
marcha la maquinaria metabdlica y un intrincado sistema de transporte para
mover lipidos en un medio acuoso como el citosol hacia la membrana o los sitios
donde seran usado metabdlicamente; estos procesos son, en general,
consumidores de energia. En el segundo caso, son tomados de la circulacion,
se requiere el movimiento de lipidos entre érganos, usando como via de

transporte un medio altamente hidrofilico como el plasma sanguineo. En este



proceso el consumo de energia es siempre menor que aquel que emplearia la

célula si tuviera que sintetizarlo.

Para facilitar la transferencia de lipidos entre células, los animales han
desarrollado un sistema eficiente de transportadores que consiste en
macromoléculas complejas formadas basicamente por lipidos (colesterol libre y
conjugado, triglicéridos, fosfolipidos), compuestos liposolubles como la vitamina
E o carotenos y una o varias proteinas denominadas apolipoproteina. El
complejo macromolecular de lipidos y proteinas se las denominada
lipoproteinas que permite moverlos entre 6rganos y células a través de un
medio fuertemente hidrofilico como el plasma sanguineo y el espacio
extracelular. Todas las lipoproteinas tienen estructura similar (Fig.1), constituida
por una coraza donde se encuentran las apolipoproteinas, el colesterol libre y los
fosfolipidos formando una monocapa hidrofilica y un centro o core donde se
agrupan los compuestos lipofilicos dandole a la macromolécula un aspecto

caracteristico de esfera.

Figura 1: Estructura general de las lipoproteinas

Fosfolipido

Colesterol
o]
esterificado

Colesterol
esterificado

[ Apolipoproteina B l

Modelo de Lipoproteina: En este caso s& muestra a modo de ejempio la LDL-Col,
todas las demas tienen la misma estructura general. Una coraza anfipatica dando una
superficie polar compuesta por una monocapa de fosfolipidos colesterol y proteinas y
un cove apolar compuesio en su mayoria por colesterol esterificado o triglicéridos o
ambos también puede haber camtidaes minimas de lipidos neutros (ej. vitaminas
liposolubkes). Este modelo de LDL-Col esta basado en microscopia electronica y otros
metodos biofisicos de baja resolucion. La Ldi-Col es ia inica lipoproteina que contiens
una unica copia de apoliproteina, en este caso apoB gue parece abrasar a la
Eporpoteina en su poarte exterior. Adaptado de M. Krieger, 1995, en E Haber, ed.
Molecuwiar Cardiovascular Medicine, Scientific American Medicine, pp. 31-47




Las lipoproteinas se pueden clasificar por su capacidad de ser separadas
entre si por diferencia de densidad de flotacion cuando se las somete a
ultracentrifugacion en gradiente salino debido a su contenido relativo entre
proteinas y lipidos en cuatro grupos o familias. Valiéndose de esta propiedad
tres de ellas se las conoce como high density lipoprotein (HDL), low density
lipoprotein (LDL) y very low density lipoprotein (VLDL) a medida que la
relacion proteina/masa de lipidos disminuye. El cuarto grupo corresponde a los
quilomicrones (Q@m) que es el menos denso. Cada lipoproteina tiene

apolipoproteinas, composicion de lipidos, tamafio y funcion distintivos (Tabla: 1)

En lineas generales, las VLDL y los quilomicrones transportan
fundamentalmente triglicéridos y son mucho mas grandes que las HDL y LDL
que transportan colesterol esterificado y de menor tamafo. Entre las VLDL y las
LDL puede describirse una familia de lipoproteinas conocida como IDL de

caracteristicas intermedias entre ambas.

Tabla: I. Principales lipoproteinas plasmaticas en humanos

Propiedad Quilomicréon | VLDL LDL HDL
Masa aprox. | 50-1000x 10% | 10-80 x 10° | 2.3x 103 0.175-0.360 x
(KDa) 103
Diametro (nm) 75-1200 30-80 18-25 5-12
TG (%de los |97 75 12 11
lipidos del core)

CE (%de los|3 25 88 89
lipidos del core)

Relacion: 1:100 9:100 25:100 90/100
Proteina/masa

de lipido

Apolipoproteinas | A,B-48, C,E | B-100,C, E B-100 A, C
principal.

TG: triglicéridos, CE: colesterol esterificado, KDa: Kilodaltons, nm: nanémetros

Las apolipoproteinas organizan la estructura de la particula lipoproteica y

determinan su interaccidn con una variedad de enzimas y receptores cuyo




resultado final es el transporte de los lipidos en el plasma y su transferencia hacia
o desde las células. La forma en que esto se produce se puede separar, con

fines practicos, en 2 procesos:

¢ Movimiento de lipidos exdgenos y enddgenos.

e Transporte reverso de colesterol.

Movimiento de lipidos: vias exdgena y end6gena

Ambos procesos (Fig.2) se desarrollan simultdneamente prevaleciendo
uno u otro de acuerdo al estado metabdlico, nutricional y los requerimientos del

individuo.

Con “movimiento de lipidos exdgenos” nos referimos a aquellos lipidos
provenientes de la dieta que son absorbidos en el intestino. La digestion
temprana desde la cavidad oral hasta el duodeno produce, en término de lipidos,
una emulsion cruda de colesterol libre (no esterificado), triglicéridos, acidos
grasos libres y fosfolipidos. En el intestino estd emulsion se mezcla con los
acidos biliares sintetizados en el higado y secretadas por la vesicula biliar para
dar micelas. Los triglicéridos y el colesterol esterificado son hidrolizados por la
Lipasa pancreatica (LP) 2 y la Carboxilester lipasa (CEL) respectivamente.
Modelos in vivo con ratones knockout confirman la necesidad de ambas enzimas

para la absorcion normal de colesterol y la posterior formacién de quilomicrones3.



Figura 2: Movimiento de lipidos: vias exégena y endégena

Lipidos de ladeta
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PL: Fosfolipidos, CEL: Colesterol Libre, MTP: microsomal triglyceride transfer protein,
LPL: Lipoproteinas lipasa, LRP: Lipoproteina relacionada. VLDLr: Receptor para VLDL.

LDLr: Receptor para LDL. Qmr: Quilomicron remanente.

El pasaje de colesterol en la luz intestinal desde el borde en cepillo del
yeyuno al enterocito es el mecanismo principal de la entrada de colesterol de la

dieta y de la bilis desde la luz intestinal al organismo.

El proceso de absorcién comprende tres pasos*,°. La primera es una fase
intraluminal que deriva en la formacién de micelas conteniendo esteroles y otros
lipidos y su contacto con el borde en cepillo del yeyuno. La segunda fase
comprende la participacion de la proteina Niemman-Pick C1-Like1 (NPC1L1)°
distribuida en el borde en cepillo del yeyuno siguiendo, en general, un patrén que
corre paralelo con el patron de absorcion maximo de colesterol’. La proteina
NPC1L1 es el blanco de accion de la droga ezetimibe que inhibe la absorcién de
esteroles sin afectar la absorcion de otras moléculas ni la sintesis de novo del
colesterol. Mutaciones espontaneas en el gen de la proteina NPC1L1 de
humanos llevan a una menor absorcion de colesterol intestinal y una reduccion

en los niveles de LDL circulantes é.



La proteina transportadora ATP binding cassette G5 a G8 (ABCG5/8) es
un regulador negativo en el transporte al interior del enterocito ATP-binding
cassette (ABC) G5 (ABCG5) y G8 (ABCG8) forman un heterodimero obligado
que limitan la absorcion intestinal y facilitan la secrecién biliar de colesterol y
fitoesteroles. De acuerdo a su funcion, ABCG5 y ABCGS8 se localizan en la
membrana apical del enterocito y hepatocito. El receptor hepatico X es el
regulador de expresién positiva mas importante de ABCG5 y ABCG8
Mutaciones en cualquiera de los dos genes derivan en sitosterolemia, una
condicion en la cual el colesterol y los esteroles de origen vegetal (campesterol,
estigmasterol, etc.) son absorbidos e incrementan sus niveles séricos con
aterosclerosis prematura®, '°. EI mecanismo propuesto es que el receptor
ABCG5/8 expulsa colesterol hacia el espacio luminal, caso contrario se
acumulan en circulaciéon llevando al ECV prematura. La sobreexpresion de
ABCG5 y ABCGS8 en ratones retarda la aterosclerosis inducida por dieta por
reduccion del colesterol circulante y hepatico devolviéndolo al lumen intestinal

junto con los fitoesteroles en personas normales’”.

El tercer paso en la absorcion es la fase intracelular que comprende
multiples eventos como la resterificacion y la incorporacién junto con otros lipidos
y las apoB48 para dar Qm nacientes'?,'3,4_ El colesterol es reesterificado en un
proceso catalizado por la Colesteril transferasa citoplasmatica '°, los triglicéridos
son formados por la esterificacion de los acidos grasos libres sobre los mono y
diglicéridos catalizado por la Mono y Diacilglicerol aciltransferasa 6. En el
reticulo endoplasmatico, el CE, los TG y los fosfolipidos (FL) son ensamblados
con la apolipoproteina apoB48 analogo de la apolipoproteina apoB100 hepatica
y constituyente fundamental de la VLDL. Durante la sintesis de quilomicrones en
el enterocito el RNAm de apoB es modificado enzimaticamente en el nucleétido
numero 6666 transformandolo en un codén de terminacion UAA dando una apoB
truncada que es el 48% de la apoB total que se puede encontrar en el higado

denominada apoB100'"".

El ensamble de la apoB48 el CE y los TG es mediado por la proteina
microsomal transferidora de triglicéridos (MTP: microsomal triglyceride transfer

protein)'®, los quilomicrones asi nacientes maduran en el Golgi donde se le



agregan TG y son transportados a la membrana mediante vesiculas para ser

expulsados por un sistema de clatrinas/coated pit'°.

Los Qm terminan de madurar en el pasaje desde el conducto toracico a la
circulacion cuando suman a su estructura las apoCll y apoE que les son cedidas
por las HDL en circulaciéon. Particularmente importante para la modificacion de
los Qm en circulacion, es la apoClI que es el principal activador de la Lipoprotein
lipasa (LPL) anclada al endotelio vascular de los capilares del tejido adiposo y
muscular donde se expresa diferencialmente de acuerdo al estado de ayuno del
individuo®. La LPL cataliza la hidrolisis de los TG liberando AGL al plasma para
ser tomados por los tejidos que los requieren. Los Qm de esta manera son
transformados hasta que la pérdida de su estructura hace ceder la apoCll y la
posibilidad de seguir catalizando la reaccion, a partir de este momento los Qm
pasan a ser quilomicrones remanentes (Qmr). La deficiencia familiar de LPL
provoca una acumulacién masiva de TG plasmaticos y un descenso de HDL y
LDL?!

Los Qmr estan enriquecidos en apoE principal ligando del receptor en el
higado para la internalizacion de los mismos en el hepatocito. La interaccion es
compleja e intervienen moléculas de heparan sulfato/proteoglicanos
relacionados a la enzima analoga de la LPL en el higado conocida como Lipasa
hepatica (LIPC). A esto le sigue la endocitosis mediada por el receptor para las
LDL (LDLr) mas una proteina-1-relacionada a lipoproteinas de baja densidad
(LRP1)?2, El contenido de colesterol de los Qmr influiria en la capacidad del
hepatocito de tomarlo de circulacion, cuanto menos colesterol tenga la
macromolécula menor seria la eficiencia de la toma hepatica, asumiéndose que
el colesterol es importante para mantener la conformacion estructural necesaria
para que la apoE interaccione. Los TG y el CE son hidrolizados en el citoplasma

del hepatocito para una eventual formacion de VLDL.

Con el término “movimiento enddégeno de lipidos” se entiende
basicamente al movimiento de los lipidos formados en el higado que son
ensamblados en el mismo en las lipoproteinas correspondientes para ser

distribuidos a los 6rganos que los necesitan o almacenan.



Las VLDL son ensambladas en el reticulo endoplasmatico rugoso del
hepatocito con la traslacion de las apoB100 desde los ribosomas al citoplasma,
donde la MTP le acopla pequefias cantidades de TG, FL y CE necesaria como
para formar un core hidrofébico que por enriquecimiento en TG lleva a la
formacion de la macromolécula precursora de las VLDL conocida como VLDL2
que termina su maduracién en el Golgi por el agregado sucesivo de mas lipidos,
fundamentalmente TG, momentaneamente almacenados como gotas en el
citoplasma del hepatocito. Se sugiere, que la cantidad de TG sea el limitante

para la velocidad de formacion de las VLDL.

Tal como ocurre con los Qm, las VLDL captan en circulacion las apoCll y
apoE cedidas por las HDL y comienzan el proceso de transformacion cediendo
AGL a los tejidos mediante la accion de la LPL activada por la apoCll. Cuando la
extraccion de TG es de suficiente magnitud como para desestabilizar la
macromolécula esta pierde apoCll y la capacidad de seguir siendo modificada.
En este punto pasa a formar parte de otra familia de lipoproteinas conocidas
como IDL estas tienen 2 vias de trasformacion, o son tomadas por el higado o
bien siguen siendo modificadas por lipasas hepaticas para dar LDL. La toma
hepatica de las IDL incluye una serie de receptores como LDLr, LRP1 y también
VLDLr (receptor para VLDL)?. El contenido de TG de las IDL define el curso que
siguen estas macromoléculas, de forma tal que las, mas enriquecidas serian
retomadas por el higado en tanto que las empobrecidas seguirian la via de

formacion de LDL?4

Ya se describio la funcién y el efecto de la apoCll en las diferentes
lipoproteinas. Respecto a apoE en humanos, tienen 2 SNPs muy comunes en
los aminoacidos de posicion 112 y 158 dando 3 genotipos apoE2, apoE3 y
apoE4. La composicidon genotipica del individuo determina cual es la relacién
entre la cantidad de VLDL, IDL, LDL y HDL. La apoE4 esta relacionada con una
disminucién en HDL y un aumento de LDL mientras que para la apoE2 es a la
inversa526- En el modelo de raton knockout para apoE, se llegan a tener valores
de colesterol plasmatico de hasta 500% mayores respecto al wild type?’. La
posible explicacion de esto es la pérdida total de la capacidad de los Qm vy las

LDL de ser depuradas del plasma al no poder interaccionar con los receptores?®.



Transporte reverso de colesterol (TRC):

A los fines del presente trabajo, esta fase del movimiento plasmatico de
lipidos tiene particular interés ya que comprende la participacion directa de las
HDL.

En lineas generales las HDL transportan el exceso de colesterol de los tejidos
(Fig.3) al higado donde es eliminado en forma de sales biliares. Por esta
capacidad se le ha atribuido a las HDL su caracter antiaterogénico. Otras
propiedades atribuibles a su composiciéon y/o funcién son las de ser
antioxidantes, antiinflamatorias, promotoras de actividad de Oxido nitrico y tener

la habilidad de transportar proteinas con actividad bioldgica intrinseca propia?®

El principal componente proteico de las HDL es la apoAl (Fig: 4),. La
estructura secundaria de apoAl posee 10 a-hélices anfipaticas. Se observo tres
péptidos apoAl envuelven a la particula formando una estructura tipo caja
tridimensional (trefoil) en sentido antiparalelo como un doble anillo (double-
belt)3% 3! Funcionalmente; la apoAl forma la estructura inicial de las HDL que se
conoce como HDL “discoidal” por su forma caracteristica, que difiere de la forma
esférica tipica de las HDL maduras y de las demas lipoproteinas. Es, ademas,
reconocida por varias enzimas que tienen su accion catalitica sobre los

componentes de las HDL, fundamentalmente la Lecitin colesterol acil transferasa
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(LCAT)*? . Es ligando de varios receptores como ATP binding cassette A1

Fiaura 3: Transporte reverso de colesterol
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LPL: Lipoprotein lipasa. LIPC: Lipasa hepatica. PLTP: Proteina transferidora de
fosfolipidos. CETP: Proteina transferidora de colesterol esterificado. LIPG: Lipasa
endotelial. LCAT: Lecitin colesterol acil transferasa. SR-B1: Receptor scavengger de tipo
B1. LDLR: Receptor para LDL. APOAT1: apolipoproteina tipo A1. ABCA1: ATP binding
cassette tipo A1. HDL: High density lipoprotein. LDL: Low density lipoprotein. VLDL: Very
low density lipoprotein. CE: colesterol esterificado. C: colesteral libre.

(ABCA1)33 | ATP binding cassette G1 (ABCG1)** y receptores scavenger
tipo B1 (SR-BI: del inglés, scavenger receptor Bl)3®. A diferencia de LDL donde
el componente proteico es una unica copia de apoB100, la apoAl no es la unica
apolipoproteina estructural ni tampoco la unica proteina de la macromolécula,
pero si es el ligando o sitio de reconocimiento de otras moléculas que
interaccionan en ella. En general en las HDL un 65% de las proteinas son apoAl
y entre un 12 a 15% lo constituyen la apolipoproteina All (apoAll), sin embargo
mediante estudios de protedmica se han descripto en las HDL hasta 50 proteinas
minoritarias algunas de ellas con funciones variadas como reguladoras de

complemento, inhibidoras de proteasas o inmunidad innata.
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Fiaura 4: apolinoproteina A1(apoa1). Estructura cuaternaria

Como al resto de las lipoproteinas, a las HDL no se la considera Unicas
desde el punto de vista de su estructura, debido a la gran variedad en la cantidad
de lipidos lo que genera su alto grado de heterogeneidad y polidispersidad. La
Tabla Il resume las principales HDLs plasmaticas en humanos y su nomenclatura

segun Rosenson RS & Col.
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Tabla Il: Composicion de las HDLs mas frecuentes en plasma humano
HDL-VS
HDL- | HDL-L | HDL-M | HDL-S | HDLsc | pre- | apoA
VL (HDL2a) | (HDL3a) | (HDL3b) * B- I
(HDL2b) * * * HD | libre
* L
Densidad, g/ml | 1063- 1090- 1120- 1150- | 1180- | x X
1090 1120 1150 1180 1210
Composicion %
TG 4 4 3 2 1 0 0
CL 4 3 2 1 0,1 0,1 0
CE 29 27 25 23 17 0 0
FL 30 33 29 24 16 16 0
Proteinas 33 34 41 50 66 84 | 100
Apolipoprotein
as
apoA1 mol/mol 3,6 4,1 4.4 3,7 3 1 1
HDL
apoAll mol/mol 0,8 1,1 1,4 1 0,4 0 0
HDL
Otras apoC, apoD,apoE apoC, apoD X | apoE
HDL-VL: very large HDL, HDL-L: large HDL, HDL-M: medium HDL, HDL-S:
small HDL, TG: triglicéridos, CL: colesterol libre, CE: colesterol esterificado,
FL: fosfolipidos

Una pequefia porcion de esfingosina 1- fosfato es transportada
particularmente en las HDL-S y guarda una relacion inversa respecto al
contenido de apoE lo que estaria relacionado con el eflujo de colesterol asociado
a la apoE. A medida que aumenta la relacién entre esfingomielina vy
fosfatidilcolina disminuye la capacidad de activacion de la LCAT demostrado en

HDL reconstituidas3: 38. 39.
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El TRC comprende 3 pasos:
¢ Eflujo de colesterol libre (CL) de las células.

e Maduracidon y remodelacion de las HDL.

e Toma hepatica y eliminacion de colesterol.
Eflujo de colesterol

Se conoce como eflujo de colesterol a la salida de CL desde las células
potencialmente aterogénicas de los tejidos periféricos hacia las HDL
discoideas®?, particularmente importante es cuando se extrae CL de los
macréfagos endoteliales evitando la formacion de células espumosas

precursoras de aterogénesis*'. Es el paso limitante en el TRC.

Se han descripto varias vias por la cual el exceso de colesterol es extraido

de la célula espumosa*?:

e Por difusién acuosa.
e Mediado por ABCA1.
e Mediado por ABCG1.
e Mediado por SR-BI.

e Produccion endoégena de apoE.

La contribucidn relativa de estos procesos al eflujo de colesterol de los
macrofagos esta determinada por el modelo usado. En el modelo de macréfagos
peritoneales de ratén normal, el proceso de difusion acuosa es el predominante
mientras que en el modelo de macréfagos humanos sobrecargados con

colesterol, el mecanismo predominate es el de los transportadores ABC*3

Por difusion acuosa

El CL es extraido directamente de la membrana plasmatica de la célula
para quedar, transitoriamente, en el medio acuoso circundante. El paso limitante
en este proceso es la desorcion del CL. La velocidad de este proceso depende
de la composicion de fosfolipidos circundante en la membrana; esta aumentada
cuantos mas FL insaturados tenga y esta disminuida cuanto mas esfingomielina
tenga**. La toma del CL en el medio acuoso por las HDL se produce por colision

directa de ambas moléculas. En los seres humanos cualquier clase de HDL
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(large, médium o small) es capaz de hacer este proceso ya que no es

dependiente del tamaiio*®.

Mediado por transportadores ABCA1:

En rigor de verdad el proceso no solo afecta al CL sino que incluye a los
FL también. El eflujo es catalizado por el transportador de membrana ABCAA1, la
velocidad del proceso depende del numero de transportadores que haya en la

membrana (Fig: 3).

El aceptor de FL y CL son las pre-$1-HDL, segun su movilidad
electroforética en geles bidimensionales o bien HDL-VS, son complejos de
apoA1 y FL*® 47 con muy poca cantidad de colesterol segtin su composicion. El
complejo formado es internalizado en una vesicula endocitica %8, la union de
ambas evita la degradacion en la vesicula e incrementa la cantidad de ABCA1
en la membrana. Aparentemente, una combinacién entre ABCA1 y la proteina
Niemman-Pick C1 provocan la transferencia de los lipidos del citoplasma a la
vesicula endocitica 4°. Una vez cargadas las HDL retornan a la membrana
plasmatica para ser expulsadas y disociadas de ABCA1. En plasma estas HDL

cargadas de FL y sobre todo CL y se las conoce como pre-f2-HDL.

La importancia de la relacion entre HDL y ABCA1 radica en que en el
hombre con mutaciones para el transportador deriva en la rara enfermedad de
Tangier, caracterizada por el aumento de tamafio de las amigdalas que toman
un color anaranjado por la acumulacion de esteres de colesterol. En general, la
acumulacién abarca varios tejidos y se manifiesta por neuropatia periférica y una
tendencia aumentada a generar enfermedad coronaria; la causa es la pérdida de
la capacidad de formar HDL®%% %' La enfermedad de Tangier no es la Unica
mutacion en ABCA1 que genera disminucién en la cantidad de HDL circulante,
ya que se ha encontrado que estas mutaciones son las responsables del 10%

de los casos de perdida de HDL en la poblacién general®2 53

En el apoA1 Milano Infusion Study®* se logré una regresion de 10 mm en
las placas ateromatosas de 36 pacientes a los que se les inyecto pre--HDLs, si
bien el numero de poblacién es muy reducido los resultados fueron confirmados
por el Effect of rHDL on Aterosclerosis-Safety Trial and Efficacy (ERASE)*> y el

Selective Delipidation Trial®®.
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Mediado por el transportador ABCG1:

El mecanismo de este transportador pasa por aumentar y reorganizar la
cantidad de CL en la membrana plasmatica para ser desorbido de forma mas
inmediata por las HDL al ser liberado al medio. Las HDL2 mas grandes (HDL-VL
y HDL-L) son tan efectivas como las HDL3 mas chicas (HDL-M, HDL-S y HDL-
VS) como aceptoras pero, a diferencia de ABCA1, no requiere la unién directa

de la HDL al transportador®’: 58 59

Mediado por el receptor Scavenger Receptor class B type I (SR-BI):

SR-BI es una proteina integral de membrana de 82 KDa que media el flujo
de CE, CL y fosfolipidos en forma bidireccional desde el interior hidrofébico de
las HDL hacia el interior de la célula sin internalizacion de la lipoproteina. La
internalizacién no es exclusiva para CE, vitaminas liposolubles como la E y
carotenoides también tienen un mecanismo bidireccional de eflujo facilitado por

el receptor®?, 61

Si bien la deficiencia del transportador en medula ésea, particularmente
en plaquetas, deriva en una rapida aterosclerosis es controversial su rol
fisiologico en macrofagos endoteliales e inclusive in vitro. En cuanto a la funcion
en higado, esta es indirecta respecto a la aterosclerosis ya que modula cambios

en la composicion y en la estructura de las HDL 62 63,64.65,66,67,68,69,70.

Las HDL cargadas de colesterol interaccionan con los SR-BI hepaticos a
través de las apoA1, la internalizacion del colesterol se produce por el
intercambio bidireccional a través de la membrana donde estan anclados los
transportadores, mecanismo que difiere de la endocitosis clasica, el producto

final genera HDL deplecionadas en colesterol que retornan a la circulacion (Fig.3)

Produccion endégena de apoE:

Las apoE son sintetizadas mayormente en macréfagos y en hepatocitos,
y son excretadas de la célula como complejos empobrecidos de lipido-apoE. El
eflujo de CL se hace por interaccién con ABCA1 o bien con ABCG1. La LCAT es
parte conformacional de las apoE-HDL ya que esterifica el CL para generar un
core de lipidos estabilizado por la estructura de las apoE. De esta forma la
macromolécula puede depositar el CE en higado por la interaccion de la apoE
con el LDLr o el SR-BI"". 72
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Maduracion y remodelacion de las HDL.

Es un proceso catalizado por una serie de enzimas donde intervienen la
enzima plasmaticas Lecitin colesterol aciltransferasa (LCAT), la proteina
transportadora de fosfolipidos (PLTP, de sus siglas en inglés: Phospholipid
transfer protein) y una proteina transportadora de colesterol esterificado (CETP

de sus siglas en inglés: cholesteryl ester transfer protein).

La LCAT se sintetiza en higado y cataliza en plasma un proceso en 2
pasos que consiste en clivar un acido graso de la posicidn 2 de un FL para ser
transferido al grupo 3-B-hidroxilo del anillo A del colesterol para formar CE
(Fig.5).

Fiqgura 5: Reaccion catalizada por la enzima Lecitin colesterol acil transferasa

LECITINA + COLESTEROL -—————» COLESTEROL ESTERIFICADO

El principal activador de la LCAT es la apoA1 y el principal sustrato son
las HDL-VS y HDL-S transformandolas en las HDL con movilidad o (aHDL)
esféricas y mas grandes (HDL-M, HDL-L y HDL-VL) derivando en HDL mas

maduras. Existe |la posibilidad que la transferencia puede hacerse a las LDL, la
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presencia de apoAl hace que el intercambio predomine en HDL’3. El CE es
hidrofébico y se acumula en el centro de la lipoproteina dandole el aspecto de
esfera caracteristico de este tipo de macromolécula. Se estima que el paso es
crucial para el eflujo de colesterol manteniendo un gradiente de colesterol para
que queden libres pre-B-HDL y puedan seguir extrayendo CL de las células (Fig.
3)

Para la remodelacién de las HDL intervienen la CETP y la PLTP. La CETP
es una glicoproteina plasmatica que cataliza la transferencia de CE de las HDL
a LDL y VLDL (Fig.3). Se sintetiza en higado, se secreta a plasma y ejerce su

accion unida a HDL74 75

La PLTP regula tanto el tamafo como la composicion de HDL, se sintetiza
en el hepatocito y en el adipocito y transfiere FL desde las apoBlipoproteinas a
las HDL. El efecto es doble asi mantiene un nivel aceptable de HDL maduras y
promueve el eflujo de CL a pre-B-HDL (Fig.3). También cataliza la fusion de 2
HDL3 para dar una HDL2 mas grande y enriquecida en lipidos que provienen de
deplecionar a las HDL2 que aumentan el pool circulante de pre--HDL principal

que es aceptor de CL"®

La Lipasa endotelial (LIPG) que pertenece a la familia de genes de la
Lipoprotein lipasa, "“es una fosfolipasa sintetizada principalmente por células del
endotelio vascular y, en menor grado, por macrofagos y células de musculo liso.
Hidroliza FL en las HDL en la posicion 1 en un proceso de remodelacion. En
humanos, el contenido en masa de LIPG esta inversamente correlacionado con
los niveles de HDL y directamente correlacionado con la probabilidad de

aterosclerosis y de sindrome metabdlico.

La Lipasa hepética o LIPC es sintetizada en higado donde se une a la
membrana de los sinusoides hepaticos por proteoglicanos. Tiene como efecto
principal la conversion de las VLDL a LDL (Fig.2 y 3) y la conversion de las HDL

de mayor tamarno (a-HDL) a menor tamafio inclusive a pre--HDL.

Toma hepatica y eliminacion de colesterol.
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La principal via de ingreso de colesterol al higado es por la entrada de
apoBlipoproteinas mediada por los receptores VLDLr y LDLr habiendo hecho
previamente una transformacién de contenido y forma con las HDL, catalizado
por la enzima CETP. La otra via de entrada es mediada por el intercambio dual

de los receptores SR-BI hepaticos.

Cualquiera sea el mecanismo de toma de lipidos su exceso es eliminado
mediante la formacidn de sales biliares proceso que se inicia con la formacion

de 7-a-hidroxicolesterol por la 7-a-hidroxilasa (CYP7A1) (Fig.6).

Figura 6: Sintesis de sales biliares
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Los pasos siguientes en la conversion de Colil-CoA y Quenodeoxicolil
CoA a sales biliares conjugadas como acido taurocdlico o glicocdlico incluyen 16
enzimas. Las sales biliares asi formadas pasan al ciclo enterohepatico circulando
varias veces al dia entre el higado, la vesicula biliar y el duodeno via la vena
porta cumpliendo su principal funcion en la digestion de lipidos. El paso regulador
del proceso es la enzima CYP7A1 a través del receptor farnesoide X (FXR) que

funciona como un sensor del nivel de acidos biliares suprimiendo la actividad
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enzimatica cuando los niveles son altos. De esta forma este paso se vuelve

critico en la homeostasis del colesterol.
Importancia de la medida de lipidos y lipoproteinas

Los estudios epidemioldgicos e innumerables casos clinicos publicados
demuestran la relacion directa existente entre los valores elevados de colesterol
total (CT) y/o la Lipoproteina de baja densidad (LDL-Col) como factores de
riesgo para la enfermedad cardiovascular (ECV)78, 79,8081 82 Desde la década
del 90 ha habido una fuerte intervencion terapéutica tendiente a reducir el LDL-
Col lo que ha llevado reducir el riesgo de ECV 83:84.85.86.,87.

Desde el punto de vista de este trabajo es de capital importancia la evidencia
epidemiologica que documenta la disminuciéon del colesterol plasmatico
transportado por las HDL (HDL-Col) como predictor de riesgo para EC\/88:89.°0.
Valores plasmaticos elevados de HDL-Col reducen el riesgo inversamente a lo
que ocurre con LDL-Col. Una disminucion en 1% de los niveles de HDL-Col
conllevan a un aumento del 2 al 3% en el riesgo de ECV?®'. Es considerado un
factor de riesgo independiente después de la correccién hecha sobre estudios
multivariables de otros factores de riesgo, de hecho se probd en estudios
prospectivos que es el factor de riesgo relacionado con lipidos que mejor
correlaciona con el riesgo de ECV®29: De acuerdo a los mecanismos explicados
previamente, el fundamento de esta reaccion se basa en varias teorias. A saber:
La participacion directa de las HDL en el proceso aterogénico, la estimulacion
del eflujo de colesterol de los macrofagos y su caracteristica antioxidante.
Paralelamente, la explicacion del efecto de la diminucion de las HDL vy el riesgo
no es simple ya que frecuentemente su disminucion se relaciona con la
existencia de algun otro factor aterogénico como la hipertrigliceridemia, el
aumento de lipoproteinas remanentes (Qmr, VLDVr) y la presencia de LDLs
modificadas (LDL pequefia y densa) producido por el metabolismo alterado,
sobre todo en individuos con Diabetes Mellitus tipo 1% 9 9. 97 y |g
insulinorresistensia en el Sindrome Metabdlico. Las principales causas de

disminucion plasmatica de HDL-Col se pueden resumir en la siguiente lista:

e Hipertrigliceridémia.

e Sobrepeso y obesidad.
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e Sedentarismo.
e Tabaquismo.
¢ Ingestas altas de hidratos de carbono (mas del 60% de las calorias totales
ingeridas).
e Dietas ricas en acidos grasos poliinsaturados.
e Diabetes Mellitus Tipo Il.
e Farmacos (B-bloqueantes, esteroides anabdlicos, agentes
progestagenos, probucol , fenitoina).
e Factores genéticos:
o Enfermedad de Tangier.
o Déficit congénito de LCAT.
o Déficit familiar de apoA1.

o Hipoalfalipoproteinemia familiar.

El 50% de la variabilidad en los niveles plasmaticos de HDL-Col de la
poblacion son atribuibles a factores genéticos y el otro 50% a las causas
anteriores listadas. En orden de importancia le siguen la obesidad y el sobrepeso

que comunmente estan asociadas con la hipertrigliceridemia.

Existen guias para el diagndstico y tratamiento de las dislipémias como
las tres escritas por el National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult
Tratment Panel (ATP) conocidas como ATP | del afio 1998, ATP Il del afio 1993
y la ATP IIl ®8 . En Europa existen guias similares como la emitida por The
European Atherosclerosis Society (EAS) de 1998%. La guia vigente de la
ACC/AHA/NHLBI del 2013'%, son la actualizacion en el manejo del riesgo
cardiovascular, en esta no se consideran metas especificas para el LDL-Col, no
se recomienda el uso de farmaco y se los deja para pocas excepciones y le da

importancia al cambio de estilo de vida

Los puntos de decisidn clinica descriptos en el ATP Il (Tabla Ill) estan
basados en la distribucion poblacional y el riesgo relacionado a través de los

estudios epidemiologicos.
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Tabla lll: Niveles séricos de colesterol y lipoproteinas después de 12 h de

ayuno
LDL-Col [mg/dl]

<100 Optimo

100-129 Cercano al optimo/debajo del optimo
129-159 Limitante al alto

160-189 Alto

>190 Muy alto

Colesterol Total [mg/dl]

<200 Deseable

200-239 Limitante al alto

HDL-Col [mg/dli]

<40 Bajo

>60 Alto

La relacién inversa entre el nivel plasmatico de HDL-Col y el riesgo es una
variable continua y no se ha podido establecer un umbral de concentracidn
propiamente dicho, por lo tanto los valores de corte son arbitrarios. En el ATP |l
fue definido como < 35,0 mg/dl valor establecido influenciado por el concepto

que valores bajos de HDL-Col son causa directa de aterosclerosis.

ElI ATP Il recategorizé este valor a <40,0 mg/dl tanto para hombres como
para mujeres asumiendo que tipicamente las mujeres tienen valores de HDL-Col
mas elevados que los hombres vy, llevando el valor de corte a este nivel, se

identificarian mas hombres que mujeres con déficit de HDL.

Segun el ATPIII, el metabolito blanco a tener en cuenta a la hora de tratar
una dislipemia es el LDL-Col, tomando como valores de corte 130 mg/dl y 100
mg/dl segun se trate de prevencién primaria o secundaria respectivamente; acto

seguido se deben tener en cuenta el nivel de HDL-Col.

La Guia ATPIV del afio 2012 estatifica los valores deseables de LDL-Col y la
terapia a seguir de acuerdo al riesgo de tener un evento cardiovascular en los

préximos 10 afos. Asi para riesgo entre 0 y 1 el valor plasmatico aceptable es

22




de < 160 mg/dl y se toman medidas precautorias apartir de este valor y
posibilidad de tratamiento farmacolégico a partir de los 190 mg/dl.
Consideraciones equivalentes de toman cuando el riesgo es mayor que 2
teniendo como valor critico plasmatico 130 mg/dl. Para pacientes con ECV se
toma valor de decisién clinica de 100 mg/dl y para riesgo equivalente > 20% a

10 afos el valor plasmatico de decisién clinica es de 70 mg/dl.

Hasta la guia ATPIIl no se contempla la diferenciacién de valores plasmaticos de
HDL-Col para hombre y mujeres considerando que la definicion de valores de
corte de HDL-Col diferente para las mujeres hubiera implicado descartar de un
posible tratamiento a aquellas mujeres que por definicion estarian en

condiciones de entrar en tratamiento para LDL-Col.

De igual manera, poner un valor de corte mas alto, por ejemplo, de 50
mg/dl seria un valor muy marginal que demandaria muchas y mas intensas

terapias como ejercicio, cambio de vida, dieta, etc.

Por otro lado, en contraposicion a la relacién entre los niveles bajos de
HDL-Col y la probabilidad de ECV, los valores elevados de HDL siempre fueron
considerados un factor de riesgo negativo ya desde el ATPIl. Numéricamente
era lo mismo que decir que en el calculo del riesgo cuando se usan las tablas de
Framingham, tener valores por encima de 60 mg/dl, quita un punto en el calculo
final del riesgo. Recientes estudios de randomizacién mendeliana publicados en
2012 ponen en duda esta hipotesis asi como también la mayoria de los trials
farmacoloégicos, que han fallado en reducir el riego de ECV aumentado el HDL-
Col, lo que cuestiona el concepto que el aumento de HDL-Col reducen el riesgo
de infarto de miocardio en una relacién uniforme. Estos hallazgos enfatizaron la
limitacion potencial del HDL-Col como medida sustituta para el riesgo de infarto

de miocardio en ensayos de intervencion.

Hoy en dia el potencial del dato de medida de HDL-Col radica en el calculo
de colesterol no HDL como marcador alternativo del riesgo relativo de ECV ya
que tiene buena correlacion con la medida de apoB e incluye los remanentes
lipoproteicos de demostrada capacidad aterogénica y de dificil medida. La Guia
ATPIV del afo 2012 recomienda valores plasmaticos 6ptimos mayores a 40,0

mg/dl y 50 mg/dl para hombre y mujer respectivamente e incluye el valor de
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colesterol noHDL con valores plasmaticos <130 mg/dL; 30 mg/dL por encima del

objetivo de tratamiento con LDL-C.

Ya desde el ATPII, las HDL-Col son blanco de la terapia, en principio
modificando los factores con tendencia a bajarlas como el sobrepeso y la
obesidad, la inactividad fisica y el habito de fumar. Mas aun se incluye el uso de
drogas modificadas como acido nicotinico, fibratos y, mas actualmente diferentes

tipos de estatinas.

Consideraciones analiticas:
El panel de expertos del NCEP establecié objetivos de desempeno

analitico (Tabla IV) para la medida de lipidos y lipoproteinas en los laboratorios
C||'nicos101,102,103,104.
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Tabla IV: Criterios de desempeio analitico para lipidos y lipoproteinas en

laboratorios clinicos segin NCEP

Mensurando Inexactitud Imprecision Error total (ET)°
Colesterol total | <3 %VR® CV’<3 % <8,9
(CT)
HDL-Col <5 %VR DE?<1,7a (<42 <13 %
mg/dl)
CV<d4%a (=42
mg/dl
LDL-Col <4 %VR CV<4% <12%
Triglicéridos <5 %VR CV<5% <15 %
(TG)

aVR: valor de referencia obtenido por métodos de referencia.
bCV: Coeficiente de variacion.
°Error Total (ET): Inexactitud+1,96 X imprecision (para el 95% de confianza).

dDE: Desviacion estandar.

Las recomendaciones de las guias con el objeto de fijar los puntos de
decision clinica se hicieron sobre la base de trabajos donde se obtuvieron datos
estandarizados. Esto implica que la estandarizacidén de los laboratorios clinicos
que hacen las medidas de lipidos con aquellos mismos sistemas de referencia,
aseguraria que el diagndstico, el seguimiento y, en caso de corresponder, el

tratamiento del paciente, sea consistente con las recomendaciones del NCEP.

Para que un proceso de estandarizacion sea exitoso debe cumplir con tres
requisitos previos'%. El primero es que el mensurando de interés deberia poder
ser definido sin ambigliedades en términos de la homogeneidad de sus
propiedades fisicoquimicas. En este punto hay que aclarar que las lipoproteinas,
a diferencia del CT y los TG, no pueden caracterizarse homogéneamente ya que
son colecciones polidispersas de particulas con un rango de propiedades

fisicoquimicas muchas veces superpuestas.
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En segundo término, se necesita un sistema de referencia con diferentes
jerarquias analiticas y materiales de referencia validados. La mas alta jerarquia
analitica en quimica clinica son los Reference Measurement Procedure (RMP)'06
primarios o absolutos, trazables al Sistema Internacional de Unidades (SIU),
altamente exactos, precisos, con baja incertidumbre metrolégica y con
caracteristicas de desempefo perfectamente definidas. Los RMP secundarios,
son razonablemente estables, confiables y. sobre todo, relativamente faciles de
transferir a otros laboratorios de referencia. Estan la mayoria de las veces
relacionados directamente a los primarios ya que son validados por estos, de
modo de tener una jerarquia de métodos mas accesible, menos demandante de
trabajo y menos costosa. Para algunos mensurandos de quimica clinica no es
posible establecer un método primario en cuyo caso se establece como método

de maxima jerarquia al secundario.

En tercer término se necesita un medio para transferir la exactitud de los
meétodos de jerarquia superior a los laboratorios clinicos, lo que equivale a
establecer una cadena de trazabilidad usando materiales conmutables, es decir
que tengan un comportamiento analitico lo mas parecido a las muestras de

pacientes.

En 1990, el Center for Desease Control and Prevention (CDC) establecio
el Cholesterol Reference Method Laboratory Network (CRMLN)'071%8 con el
objetivo de implementar los sistemas de trazabilidad para lipidos y lipoproteinas
dentro de una red de laboratorios interna en los Estados Unidos y posteriormente
la red se extendid a paises de Europa y Asia. En el afio 2000 y 2004, el
Laboratorio de Referencia y Estandarizacion en Bioquimica Clinica de la FBA es

parte de la red para CT y HDL-Col respectivamente.

Considerando puntualmente la estandarizaciéon de lipidos y lipoproteinas,
en el Vocabulario Internacional de Medidas (VIM) en la 3" edicion del 2012 en el
inciso,2.41 (6.10), se define a la trazabilidad como propiedad de un resultado de
medida por la cual el resultado puede relacionarse con una referencia mediante
una cadena ininterrumpida y documentada de calibraciones, cada una de las

cuales contribuye a la incertidumbre de medida
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La mas alta jerarquia analitica posible para un mensurando de quimica
clinica es el SIU (Fig. 7) Por debajo de este se ubican los Métodos definitivos y
los de referencia desarrollados en centros e institutos acreditados para tal fin.
Por ultimo, en la cadena se encuentran los laboratorios clinicos que aplican los
métodos de rutina. Los laboratorios que desarrollan métodos definitivos y de
referencia generan material de referencia primario y secundario
respectivamente. Los laboratorios clinicos generan los resultados de los

pacientes.

El colesterol y los triglicéridos son compuestos quimicos perfectamente
distinguibles por sus caracteristicas quimicas y fisicas cumplen con esta
condicion y tienen una cadena de trazabilidad completa. No ocurre lo mismo con
el LDL-Col y HDL-Col debido a la caracteristica polidispersidad de sus
macromoléculas. En el caso puntual del HDL-Col, la mas alta jerarquia posible
es el método de ultracentrifugacion que es practicamente intransferible a otros
laboratorios de referencia como el LARESBIC. En su reemplazo se establece el

DCM/HDL-Col como método de referencia'®®.

calibrators and control materials

Figura 7: Cadena de trazabilidad completa hasta la mas alta jerarquia analitica
segun ISO 17511:2003: In vitro diagnostic medical devices — Measurement of
quantities in biological samples — Metrological traceability of values assigned to
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La Tabla V resume los sistemas de trazabilidad para los lipidos y

lipoproteinas establecidos por el NCEP

Tabla V: Sistemas de referencia para lipidos y lipoproteinas segun el NCEP
Método de Material de Método de Material de
Referencia Referencia Primario Referencia Referencia
Primario Secundario Secundario
Colesterol DI/EM NIST SRM 911b Abell-Kendall Suero Humano
(CDC) Congelado de
CDC
NIST SRM 911b
NIST SRM 1951a
HDL-C No existe No existe UC/Heparina Mn | Suero Humano
*2 Congelado de
/Abell y Kendall o | PC
DCM/HDL- NIST SRM 1951a
Col/Abell y
Kendall
Recomendado
NCEP
Triglicéridos DI/EM NIST SRM 1595 Cloruro de Suero Humano
Tripalmitina Metileno Congelado de
Ac. Silicico-Ac. | CDC
Cromotrdfico NIST SRM 1951a
(CDC)
Recomendado
NCEP
LDL-C No existe No existe Cuantificacion Suero Humano
Beta Congelado de
(CDC) chC
Recomendado NIST SRM 1951a
NCEP
DI/EM: Dilucion isotépica/Espectrometria de masas. NIST: National Institute of Standard and
Technologies. SRM: Standard Reference Material. UC: ultracentrifugacion. DCM/HDL-Col:
Designated Comparison Method for HDL-Col
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Métodos de determinacion analitica de HDL:

Las caracteristicas unicas de las lipoproteinas se han usado como
fundamento para su separacion y posterior cuantificacion en la matriz compleja
de suero humano. La presencia de lipidos en diferentes proporciones y con
proteinas de diferente tamafio es la base de los métodos de ultracentrifugacion,
electroforesis o cromatografia. La reactividad diferencial frente a polielectrolitos
y cationes divalentes es el fundamento de la precipitacidn selectiva.
Ultimamente, siguiendo la necesidad de los laboratorios clinicos de procesar
mas muestras en menor tiempo, han venido ganando terreno los métodos

homogéneos.
Ultracentrifugacion:

El método se fundamenta en aprovechar las propiedades de equilibrio y
velocidad de desplazamiento en un gradiente salino, sometido a fuerzas
centrifugas para separar y cuantificar las fracciones de lipoproteinas. El
gradiente se forma con NaBr o KBr permitiendo que las lipoproteinas floten de
acuerdo a su densidad de hidratacién. Las HDL flotan en un gradiente de
densidad de 1.063 a 1.21 Kg/L. El colesterol medido en esta fraccién es
razonablemente atribuido a la fraccién HDL. Si bien en el mercado hay mucha
variedad de equipos y técnicas para implementarla lo hace un método de dificil
transferencia entre laboratorios por tener algunos inconvenientes. es tedioso,
lleva mucho tiempo y necesita mucho volumen de muestra. La alta concentracion
salina sumada a las altas fuerzas centrifugas puede, de algun modo, modificar a
la lipoproteina. La separacién de las fracciones es sumamente dependiente del
operador. El equipamiento es altamente costoso. No siempre la fraccion es

homogénea y es posible que arrastre Lipoproteina (a).

La ultracentrifugacion es el método que se ha venido usando
histéricamente para determinar la trazabilidad del mensurando. Si bien no
cumple con las condiciones de ser un método de referencia, toda la base
estadistica y epidemiolégica esta basada en comparaciones con este método vy,
como tal, es aceptado como referencia y solo se usa en laboratorios de

investigacion y en aquellos que dan servicio de certificacion.
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Una versién mas simplificada es la ultracentrifugacién a dos gradientes,
uno a 6 < 1.006 kg/l para separar las VLDL y los Qm. En la fraccion que queda
se precipitan las apoBlipoproteinas con una combinacion de heparina/Cl2Mn
quedando, de esta manera, solamente las HDL en suspension, que se miden

cuantitativamente por el método de referencia para colesterol de Abell y Kendall.
Método Designado de Comparacion para HDL-Col (DCM/HDL-Col):

El DCM/HDL-Col, como el nombre lo indica es el método designado por
comparacion con la ultracentrifugacién para aplicarse en los laboratorios de

referencia en una cadena de trazabilidad.

La impracticabilidad, el alto costo del instrumental, al gran volumen de muestra,
el tiempo de implementacion y sobre todo la falta de transferibilidad a otros
laboratorios de referencia de la ultracentrifugacion demanda la aplicacién de un

método que cumpla con estas condiciones.

ElI DCM/HDL-Col es un método de precipitacion previa con Dextran sulfato de 50
Kdal/Cl2Mg y separacion por centrifugacion a 4°C y velocidad controlada. El
sobrenadante contiene practicamente colesterol asociado a HDL. La medida de
este colesterol se hace por el método de referencia para colesterol total de Abell

y Kendall con trazabilidad al Sistema Internacional de Unidades (SI).

Las condiciones de reaccion, su simpleza y la buena correlacion con la
ultracentrifugacion lo hacen un método que cumple condiciones para

reemplazarlo
Electroforesis:

La separacién de lipoproteinas basandose en la relacion carga/masa ha
sido ampliamente usada. Con el tiempo, se han ido usado diferentes soportes
como papel, gel de agarosa, acetato de celulosa, y gel de poliacrilamida,
combinados con varios buffers de pH alcalino. Las lipoproteinas se colorean con
colorantes especificos para lipidos como Oil Red O, Fat Red 7B o Sudan Black.
Basicamente se obtienen 3 bandas: a(HDL), preB(VLDL) y B(LDL). Algunas

lipoproteinas atipicas, bajo ciertas condiciones, pueden verse como Lp(a), LpX
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o banda pflotante. Algunas lipoproteinas normales, en ciertas condiciones

fisiologicas, también pueden aparecer como Qm o IDL.

El método es considerado fundamentalmente cualitativo debido a que la
unién de los colorantes con los lipidos es inespecifica y no estequiometria. Una
coloracién alternativa es usar la combinacion de reacciones enzimaticamente
catalizadas por Colesterol deshidrogenasa/ Colesterol oxidasa sobre el
colesterol de cada una de las fracciones separadas y revelarlas usando el

colorante Cloruro de nitroblue tetrazolium.

Al igual que para la ultracentrifugacién, la electroforesis es un método
engorroso para la cuantificaciéon de lipidos en los laboratorio clinicos, pero debido
a su relativa simplicidad y a su equipamiento requerido poco sofisticado, se la
usa fundamentalmente para la deteccion cualitativa de lipoproteinas atipicas y

clasificacion de dislipemias.
Métodos de primera generacion: Precipitacion quimica:

Los métodos de precipitacion selectiva fueron descriptos por primera vez
en la década del 60 por Burstein y colaboradores y fueron sistematicamente
adoptados por los laboratorios clinicos como procedimiento preparativo por su
sencillez. Basicamente usan una combinacion de polianiones y cationes
divalentes de modo de agregar las apoBlipoproteinas y provocar su
sedimentacién luego de una suave centrifugacion. El colesterol medido por los
métodos enzimaticos de Esterasa/Colesterol oxidasa/Peroxidasa en el

sobrenadante se corresponde practicamente en su mayor parte a HDL.

Varias son las formulaciones comerciales que se pueden conseguir en el
mercado. La combinacion heparina/Cl2Mn es la mejor para precipitar pero las
propiedades de la heparina suelen ser inconsistentes entre lotes y el Mn*™* es
inhibidor de las enzimas de la reaccion de color. Esta combinacién es la que se

usa en los métodos de ultracentrifugacion.

Las dos formulaciones mas comunes usadas por los laboratorios clinicos,
incluso en nuestro pais, son la de Dextran Sulfato/Cl2Mg y Acido

fosfotungstico/Cl2Mg.
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Todos los métodos de precipitacion quimica tienen como interferente los
triglicéridos en altas concentraciones. Los altos niveles de TG generan
agregados livianos que impiden la sedimentacion de las formas insolubles,
generando sobrenadantes turbios conteniendo otras lipoproteinas diferentes a
las HDL.

Los métodos de precipitacion se han venido usando durante los ultimos
20-30 afos en la bioquimica clinica en general de forma manual, mediante
pipeteo de muestras y reactivos, el advenimiento de la automatizacién ha
facilitado el ultimo paso del procedimiento para la reaccion de color, medida y
obtencién del resultado. La determinacion de HDL-Col, junto al resto de lipidos y
lipoproteinas, en los ultimos afios se ha hecho muy frecuente en los laboratorios
generando cada vez mayor presion sobre los laboratorios en cuanto al numero
de muestras y al tiempo necesario para informar los resultados. Asi mismo la
necesidad de manejar menores volumenes de muestra sobre todo en pediatria,
la mayor tendencia a evitar el pipeteo y manipulaciones por cuestiones de
bioseguridad, la interferencia de los TG muy comun en la poblacion de los
pacientes dislipémicos, han venido marcando la tendencia a tratar de reemplazar
estos métodos por otros que sean menos tediosos mas rapidos y, sobre todo,

totalmente automatizables evitando la fase preparativa de precipitacion.
Métodos de segunda generacion:

Estos métodos se ocuparon de evitar el paso preparativo de precipitacion
y variaban desde métodos con Dextran sulfato unido a capsulas conteniendo
compuestos ferrosos que luego eran separado dentro de los mismos
autoanalizadores por poderosos imanes, o bien prototipos de “point of care”
usando compactos y sofisticados analizadores que trabajan con sangre entera
sobre tiras reactivas cassettes impregnadas de reactivos, unificando el proceso
de separacion y medida de HDL-Col. Ninguno de estos métodos tuvo mayor
aceptacion en nuestro medio por la impracticabilidad, la necesidad de

equipamiento extra y el costo.

Métodos de tercera generacion. Los ensayos homogéneos:
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Estos métodos tuvieron su primera aparicién comercial a mediados de la
década del 90 Permiten en una misma mezcla de reaccion, la medida del
colesterol unido a las HDL sin necesidad de separacion del resto de las

lipoproteinas.

Varias son las formulaciones, la mayoria usa como principio activo
detergentes o polietilenglicol (PEG) o anticuerpos o combinaciones de ellos de
modo de bloquear las apoBlipoproteinas dejando las HDL expuestas a la accion
de las enzimas Colesterol esterasa/ Colesterol oxidasa que van a dar una
reaccion que se puede medir espectrofotométricamente. Las formulaciones mas
modernas se valen de Dextran sulfato y las enzimas “pegiladas”. Esto ultimo
refiere a la union de PEG de diferente largo unido al Dextran de bajo peso
molecular (6000Da) y unido covalentemente a sitios estratégicos de las enzimas
de modo de generar un inconveniente estérico en las apoBlipoproteinas de
mayor tamano que las HDL, haciendo de esa forma, que no puedan ser

catalizadas en la reaccion.

Tabla VI Procedimientos analiticos homogéneos de tercera generacion
disponibles en Argentina para HDL-Col
Proveedor | Equipo Reactivo Principio activo
Wiener lab | Wiener lab series | Monofase AA | TOOS/ detergente
CB/CM/CMD/CT plus
Biosystems | Serie A/BA Colesterol HDL | Detergente
directo
GT Lab HDL Directo plus | Detergente
Siemens ADVIA 2400 DHDL Enzimas
selectivas/detergente
WAKO Wako HDL-CL-Type Inmunoinhibicion
Beckman SynchronLX20 Synchron HDL-D | Detergente/polianiones
Roche Cobas c711 HDL-C plus 3™ | DS/enzimas pegiladas
generacion
Siemens Dimension RXL AHDL-DF48A Detergente
Abbott Ultra HDL
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Bio HDL Colesterol

Técnica Directo

TOOS: n-etil-n(2-hidroxi-3-sul-fosfopropil-3-toluidina disédica. DS: Dextran

sulfato

Varias son las ventajas del uso de estos procedimientos analiticos. En
primer lugar, evitan los pasos preparativos de precipitacion previa haciéndolos
totalmente automatizables y disminuyendo la dispersion de resultados al eliminar
pasos con alta probabilidad de cometer errores y disminuyen el tiempo de
desarrollo. En los procedimientos escritos de los productos comerciales se
describe que son independientes de la concentracion de TG, por debajo de 1000
mg/dl aunque algunos proveedores publican que pueden ser usados hasta 2000
mg/dl. La hemoglobina no los afecta por debajo de 2,0 g/L aunque segun otros
autores, pueden usarse hasta los 10,0 g/L. Los valores de bilirrubina por debajo
de 100 mg/L no los afectan. Se pude usar suero o bien plasma heparinizado o
con EDTA.

Algunas discrepancias se encontraron cuando se procesan muestras con
lipoproteinas atipicas como en el caso de pacientes con dislipemias tipo Ill de
Fredrickson, que, si bien son casos muy aislados para un laboratorio clinico, no

lo serian para aquellos que estan dedicados al estudio de lipidos.

Si bien en principio la capacidad de ser totalmente automatizable es una
ventaja, no lo es para laboratorios de bajo volumen de muestras, por el
equipamiento extra necesario, sumado al hecho que el costo de estos reactivos
es mayor que el de los métodos con precipitacidn previa. Esta caracteristica es
esperable se modifique con el tiempo a medida que la implementacion de
métodos automatizables este mas diseminada entre los laboratorios clinicos y
los fabricantes optimicen los costos y precios de los reactivos para hacerlos mas

accesibles.

Efecto matriz y conmutabilidad de las muestras y materiales de referencia:
Segun la Guia CLSI: EP14-A2 Evaluation of matrixs effects Clinical and

Laboratory Standards Institute se define al efecto matriz como:
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La influencia de una propiedad de la muestra, diferente al analito, en

la medida y, de este modo, en el valor de la cantidad medible’"°

En cierto modo es/son elllos efecto/s fisicoquimico/s (por ejemplo
interferencias) de la matriz sobre la habilidad del procedimiento de medida para

medir un analito con exactitud.

El efecto matriz responde basicamente a 4 componentes no aislados sino

que estan interrelacionados, y estos son:

Disefio de los instrumentos.

e Formulacion de los reactivos.
e Principio de medida.
e Técnica de procesamiento y composicion de los materiales de control y/o

calibracion.

Particularmente importante es el ultimo punto porque introduce al concepto
de “conmutabilidad” o bien la habilidad que tiene un material de referencia
(control o calibrador) de tener propiedades comparables a las propiedades que
tiene la muestra de pacientes cuando son medidas por mas de un meétodo
analitico. Una definicion mas actual dice que es la equivalencia de las relaciones
matematicas entre los resultados de los diferentes procedimientos de medida

para los materiales de referencia y las muestras de pacientes.

La primera consecuencia de esto es que la conmutabilidad es un fenbmeno
método-especifico, es decir un material puede ser conmutable para un

determinado sistema analitico pero puede que no lo sea para otro.

Respecto a lipoproteinas, la falta de conmutabilidad suele ser impredecible y
altamente especifica de los métodos usados. En lineas generales, se han
descrito causas relacionadas con la manipulacion de las muestras para preparar
los materiales de referencia, como el tiempo de contacto del plasma y los
glébulos rojos o la formacién de coagulo en las muestras de sangre de donantes,
la reconstitucion de suero a partir de plasma, los procesos industriales de dialisis,

filtracion, liofilizacion, etc.'".
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La manera de disminuir la falta de conmutabilidad es usar procedimientos de
preparacion de los materiales de referencia de modo de minimizar los efectos de
matriz, es decir hacer a los materiales lo mas parecidos posibles a los sueros
humanos. La guia C37-A''2 del CLSI y su actualizacion del afio 2019 es un
protocolo robusto que describe la manera de obtener suero humano congelado
libre de interferencias, para ser usado en la estandarizacion de la medida de
colesterol. Cobbaert et al. lo evalué para ser usado en varias lipoproteinas y
apolipoproteinas''® | demostrando su buen desempeiio, mediante este trabajo
quedo, designado por convencion, el suero humano congelado como material de

referencia para lipidos y lipoproteinas.
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2. Objetivos
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Debido al alto nivel de informacién sobre la intervencion de las HDL en el
transporte de colesterol y transformacion de otras lipoproteinas, la importancia
relevante en el diagnostico, tratamiento y seguimiento de los pacientes con
dislipemiay su relacién con el riesgo de ECV, la existencia de guias clinicas para
la interpretacion de los resultados que requieren medidas estandarizadas
independientemente de los métodos de rutina que se usan para obtenerlos, en

el presente trabajo se pretende:

1. Conocer el estado del arte de la medicion y

2. Estandarizar la medida de HDL-Col en los laboratorios de la region
usando material y métodos de referencia, entendiéndose por
resultados estandarizados aquellos que coinciden dentro de limites

clinicamente aceptables independientemente del método usado.
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3. Materiales y Métodos
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Materiales:

Laboratorios participantes:

Se enviaron invitaciones para participar del proyecto a 150 laboratorios
inscriptos en el Programa de Evaluacion Externa de la Calidad (PEEC) de la
Fundacién Bioquimica Argentina (FBA) de la regiébn comprendida por los partidos
de La Plata, Berisso y Ensenada. La participacion fue voluntaria y la seleccion
de los sistemas analiticos se hizo de modo de abarcar la mayor variedad posible

entre equipos, métodos, calibradores y marcas comerciales.

Respondieron afirmativamente a la convocatoria 50 laboratorios a los que
se les entrego el material de referencia, planillas para resultados e instructivo de
manejo, conservacion y procesamiento de las muestras. Se dispuso de un plazo
de 60 dias para optimizar el procedimiento analitico del laboratorio participante,
estudiar el protocolo, obtener y evaluar la validez de los resultados para
finalmente informar. Se prorrogo el plazo de entrega de resultados 30 dias mas

de lo previamente establecido.

De los 50 laboratorios 32 entregaron resultados antes de los 90 dias
propuestos como plazo final a partir de la fecha de haber sido entregado el

material.

Material suministrado y protocolo de procesamiento:

A cada laboratorio se le entregé en mano, transportadas personalmente, en
recipientes para conservacion del frio y en hielo seco, un total de 13 viales
conteniendo suero humano congelado a -75°C libres de conservantes,
estabilizantes, expansores de matriz, etc. que puedan interferir en la
determinacion de HDL-Col. El laboratorio se comprometié a conservarlas a -18/-
21°C, hasta el momento de ser procesadas. El volumen minimo que contienen
es de 1.2 ml. Las muestras fueron obtenidas de sobrante de sueros de pacientes

ambulatorios procesadas acorde al protocolo CLSI: C37-A. Las muestras
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enviadas tienen valor de referencia (VR) para HDL-Col determinado en el
LARESBIC por Método Designado de Comparacion para HDL-Col (DCM/HDL-
Col). En el proceso de seleccion de muestras para formar la mezcla final se
seleccionaros muestras libre de hemolisis, ictericia y fundamentalmente libres de
turbidez para evitar la interferencia de los triglicéridos con los métodos de
medida.

Las concentraciones para los niveles 1, 2, 3, 4 y HC1Cal estan ubicadas dentro
del rango fisiopatolégico aconsejado por los protocolos de certificacidon para el
mensurando y son desconocidos para el laboratorio hasta el momento de analisis

de los resultados (Tabla. VII)

Tabla VII: Descripcion del material de referencia distribuido

Nivel Cantidad Volumen de Rango de VR
entregada muestra(ml) concentracion (mg/dl) | (mg/dl)
(viales)

1 3 1,2 < 40,0 36,8

2 3 1,2 e/40,0 y 60,0 50,0

3 3 1,2 ~ 60,0 61,2

4 3 1,2 > 60,0 72,3

CH1Cal |1 1,2 50,7

Método para asignacion del valor de Referencia (VR) en el Laboratorio
de Referencia y Estandarizacion en Bioquimica Clinica (LARESBIC),

Caracteristicas del DCM/HDL-Col:

EI DCM/HDL-Col es el método aprobado en el afio 1994 revisado en 1998
y 2000, para ser usado por los laboratorios del CRMLN, que esta aun hoy vigente
en reemplazo de la ultracentrifugacion en los laboratorios de referencia que no

pueden implementarla. Consiste en:

1. Precipitacion de las apoBlipoproteinas (VLDL, IDL, LDL, Lpx y
Lp(a)) con Dextran Sulfato 50KDal 10mg/mly Cl2Mg 0,35M. en una

relacién suero/precipitante 10:1 v/v.
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2. Centrifugacion controlada a 4°C durante 30 minutos a 2200 r.p.m.
3. Extraccion del sobrenadante
4. Medicion del HDL-Col usando el método de Abell y Kendall
modificado que es el método de referencia aprobado por el
CRMLN desde 1982 y revisado en 1994 que esta aun en vigencia.
Consiste en 4 pasos:
1. Hidrdlisis del colesterol esterificado con KOH/etanol 33% a
50°C, durante 1hora en bafo seco
2. Extraccion del colesterol libre con n-hexano certificado de punto
de ebullicion 68-70°C
3. Evaporacion del n-hexano y obtencion de residuo seco de
colesterol
4. Reaccion de color con reactivo Liebermann-Burchard (anhidrido
acético, acido sulfurico concentrado y acido acético glacial en
relacion 20:1:10 v/v).
5. Medida espectrofotométrica a 620 nm a los 30 minutos de

largada la reaccion

El procedimiento es calibrado mediante una recta de calibracién con 6
soluciones alcohdlicas de concentraciones crecientes de colesterol preparadas
a partir del Standard Reference Material 911b (SRM911b) del National Institute
of Standards and Technology (NIST) de 99,8 + 0,1 % de pureza, lo que completa
la cadena de trazabilidad hasta el Sistema Internacional de Unidades, la mas alta

jerarquia analitica posible para el mensurando.

Todos los reactivos tienen aprobacion de la American Chemical Society
(ACS). Cada lote del SRM 911b tiene los respectivos certificados de pureza. El
equipamiento volumétrico, de pesada y espectrofotométrico son controlados por
el LARESBIC de acuerdo a los protocolos establecidos en el manual de

procedimientos del CRMLN para el método.

El método es facilmente transferible, no requiere demasiado equipamiento
especial, es manual pero no implica demasiada habilidad técnica, tiene muy

buena trazabilidad con el método de ultracentrifugacion y su desempeno, en
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cuanto a precision y veracidad, pueden ser mantenidos en el tiempo. Asi mismo,

es fuertemente dependiente del peso molecular del Dextran sulfato.

Los parametros de desempefio analitico para la medida de HDL-Col en los

laboratorios de referencia del son:
Error sistematico: < 1,0 mg/dl respecto al valor de referencia.
Imprecision: Desviacion estandar (DE) < 1,0 mg/dl.

El LARESBIC participa anualmente en rondas de comparacion entre
laboratorios de referencia para la medida de CT y HDL-Col. La evaluacién
consiste en rondas 2 al afio mediante el procesamiento de 8 muestras de suero
humano congelado enviados por el CDC, en 4 niveles de concentracion durante
2 corridas, midiendo cada muestra por duplicado. Estas muestras tienen valor de
referencia asignado por ultracentrifugacion en el CDC y por consenso entre

laboratorios de la red.

También participa en rondas de comparacion entre laboratorios de
referencia para la medida de CT con el External quality control for Reference
Laboratories Reference Institute for Bioanalytics of the German Society for
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (RELA-RfB) usando suero humano

liofilizado.

El LARESBIC es miembro del CRMLN para la medida de Colesterol Total
desde el ano 2000 y para la medida del HDL-Col desde el 2002
(https://www.cdc.gov/labstandards/pdf/crmIin/CRMLN_Analytical _Services List-

508.pdf)

Protocolo de procesamiento para los laboratorios clinicos:

El analisis de HDL-Col se desarrolla en tres (3) dias consecutivos, cada
dia se realiza una (1) corrida, midiendo cada vial por duplicado. Asi se obtienen
ocho (8) valores por dia y un total de veinticuatro (24) valores en los 3 dias de
procesamiento para cada uno de los 4 niveles. El calibrador CH1Cal no se
procesa hasta que el analisis de los resultados recomiende procesar una nueva

tanda de sueros reenviados.
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Cada laboratorio participante procesé las muestras con el sistema
analitico que habitualmente usa en su laboratorio (Tabla VIII). Se considera un

sistema analitico, la combinacion entre 3 variables:

1. Método:
1.1. principio activo
1.2.caracteristicas metrolégicas (temperatura de incubacion y/o lectura,
longitud de onda de medida, tiempo de incubacidn, relacion de volumen
muestra reactivo, etc.)
2. Equipamiento: de lectura espectrofotométrica, volumétrico, de centrifugacion,
etc.
3. Operador: habilidad técnica, conocimiento del procedimiento analitico,
capacidad de evaluacién de resultados, etc. (variable excluida en la

evaluacion, no es objetivo de este trabajo)

Durante los tres dias de procesamiento se deben evitar las recalibraciones y el

reemplazo de los reactivos, salvo que sea estrictamente necesario.
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Tabla VIII: Descripcion de los Sistemas analiticos estudiados

Sistema analitico Método Precipitante Met/marca  Matriz calibrador Cal/marca

Eg/medida

1 PP DS Wienerlab NP Wiener lab
2 PP FT Roche NP no informa
3 PP FT Wienerlab NP Wiener lab
4 PP DS Wienerlab P no informa
5 H NA Wienerlab P Biosystems
6 PP FT Biosystems NP Biosystems
7 PP DS Wienerlab NP Wiener lab
8 PP FT Wienerlab NP no informa
9 H NA Siemens P Siemens

10 H NA Roche P Biosystems
11 H NA Roche P Biosystems
12 PP DS Wienerlab NP Wiener lab
13 H NA Biosystems P Biosystems
14 PP DS Wienerlab NP Wiener lab
15 H NA Roche P Roche

16 PP FT Biosystems NP Biosystems
17 PP FT Biosystems NP Biosystems
18 H NA Biosystems Biosystems
19 PP DS Wiener lab Biosystems
20 PP FT Biosystems NP Biosystems
21 H NA Siemens P Siemens
22 H NA Wienerlab P Wiener lab
23 H NA Wienerlab P Wiener lab
24 H NA Wienerlab P Wiener lab
25 H NA Roche P Roche

26 PP DS Wienerlab P Biosystems
27 H NA Wienerlab P Wiener lab
28 PP DS Wienerlab NP Wiener lab
29 H NA Biosystems P Biosystems
30 PP FT Biosystems NP Biosystems
31 PP DS Wienerlab NP Wiener lab
32 H NA Abbott P Abbott

PP: precipitacion previa. H: homogéneo. DS: dextran sulfato. FT: fosfotingstico. EM:

espectrofotometro manual. AA: autoanalizador automatico. NP: no proteico. PP: proteico.

NA: no aplica. Met/marca: método marca comercial. Cal/marca: calibrador marca comercial.

Eg/medida: equipamiento y proceso de medida

RIS IR E NN R AN NN N R EEIEE NN NI

EM
AA
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Las muestras se incluyen aleatoriamente en la corrida analitica junto con
las de los pacientes para el dia y con los controles de calidad internos. Los
resultados de las muestras se consideran aceptados o rechazados de acuerdo
a los criterios de validacion de la corrida segun el sistema de gestion de la calidad

del laboratorio en base a los resultados del control de calidad interno.

Calculos y método de analisis de resultados:

Para los calculos y analisis de resultados se usaron los programas
Microsoft Office Excel y SPSS

Se define al Error Sistematico Porcentual Absoluto como:

_ (VR-vO0)100

ES(%)= =

Donde VR es el valor de referencia y VO, el valor obtenido por el laboratorio.
Cuando el VR es 40,0 mg/dl o 60,0 mg/dl, se obtiene el Error Sistematico
Porcentual Absoluto a 40,0 y 60,0 mg/dl respectivamente que son los valores de

decision critica para evaluar el riesgo de ECV

El promedio del error Sistematico se define como:

ES(%) = z" ESi(%)

i=1 N
Donde i, es el i-esimo nivel de suero y n el numero de niveles

El promedio del valor absoluto del ES (%)

|ESi(%)|
n

ABSES(%)=X1,
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Donde i, es el i-esimo nivel de suero y n el numero de niveles

La Desviacion Estandar (DE) y la media X para cada nivel se define de la forma
habitual:

Zn Xl

Donde i, es el i-esimo valor del suero y n el numero total de replicados

DE=——Y", (Xi — X)?

Donde i, es el i-esimo valor del suero y n el numero total de replicados

De la combinacion de ambas definiciones se extrae el Coeficiente de Variacion
(CV) como

DE+100

CV= e

El Promedio del CV global (%) se define como:

Zn CVl

Donde i, es el i-esimo nivel del suero y n el numero de niveles.
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4. Resultados
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Se evaluaron 32 sistemas analiticos de los que obtuvieron un total de 124

pares de datos entre el valor obtenido (VO) y el valor de referencia (VR).

De acuerdo a la metodologia usada 15 (46.9%) laboratorios usan métodos
homogéneos y 17 (53.1%) usan métodos con separacidn previa con
polielectrolitos y cationes divalentes. Las combinaciones usadas fueron 9
(52.9%) Dextran Sulfato /Cl2Mg y 8 (26.9%) Fosfotungstico/ Cl2Mg.

De acuerdo a la tecnologia usada del total 26 (81.3%) midieron la reaccion
final en un autoanalizador discreto y 6 (18.7%) lo hicieron en un

espectrofotometro de forma manual.

Para evaluar el desempefio de los laboratorios se usaron los criterios de
aceptabilidad para el mensurando del NCEP y se agregaron criterios de
linealidad y desempeio en los 2 puntos criticos del rango de concentraciones,
40,0 y 60,0 mg/dl (Tabla. IX).

Tabla IX: Criterios de aceptabilidad para el mensurando HDL-Col segun
NCEP

Coeficiente de correlacion > 0,975

Error Sistematico Porcentual Absoluto (%) a 40,0 mg/dl | < + 5,0%

Error Sistematico Porcentual Absoluto (%) a 60,0 mg/dl | < + 5,0%

Promedio del ES (%) <+5.0
Promedio del valor absoluto del ES (%) <5.0
Promedio del CV global (%) <4.0

El coeficiente de correlacion (r?) de obtiene del analisis de regresion de la
curva obtenida entre la variable independiente que son los datos obtenidos con
el DCM/HDI-Col y la variable dependiente de los datos obtenidos por el

laboratorio con su sistema analitico.
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Del estudio de regresion de los datos obtenidos tomando como variable
independiente el valor de referencia (VR) y la variable dependiente al valor
obtenido (VO) para todos los métodos, se obtienen (Graf.1y 2)

Tabla. X: Coeficientes de regresion lineal para VO vs. VR (todos los

métodos)
Minimos Cuadrados |Estandar |Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto |7,79333 2,99617 2,6011 0,0105
Pendiente |0,853911 0,0544453 |15,6838 0,0000

Tabla. XI: Analisis de Varianza para VO vs. VR (todos los métodos)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F|Valor-P
Modelo 16264,3 1 [16264,3 245,98 [0,0000
Residuo 8000,46 121 (66,1195

Total (Corr.) [24264,7 122

Coeficiente de Correlacién = 0,818709
R-cuadrada = 67,0285 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 66,756 porciento
Error estandar del est. = 8,13139

Error absoluto medio = 6,70978

Estadistico Durbin-Watson = 1,3524 (P=0,0001)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,319595

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo lineal para describir

la relacion entre VO y VR. La ecuacion del modelo ajustado es

VO =7,79333 + 0,853911*VR

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una

relacion estadisticamente significativa entre VO y VR con un nivel de confianza
del 95,0%.
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Grafico 1: Regresion lineal VR [mg/dl]vs. VO [mg/dl] (todos los métodos)

VO =7,79333 + 0,853911*VR
105 [ ' ' ' ' "

Grafico 2: Residuos estudentizados para VO vs. VR (todos los métodos)

VO =7,79333 + 0,853911*VR
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Cuando se estudian por separado los dos principales métodos: VO _PP
(valor obtenido por métodos con precipitacion previa) y VO_H (valor obtenido por
métodos homogéneos) respecto al valor de referencia (VR) se obtienen las

siguientes relaciones (Gréficos 3, 4, 5 y 6):
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Variable dependiente: VO_PP
Variable independiente: VR_PP

Tabla XlI: Coeficientes de regresion lineal para VO_PP vs. VR_PP

Minimos Cuadrados |Estandar |Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto 12,3245 3,73991 3,29539 0,0016
Pendiente |0,70999 0,0706458 |10,05 0,0000

Tabla Xlll: Analisis de Varianza para VO_PP vs. VR_PP

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Modelo 6444,67 1 |6444,67 101,00 |0,0000
Residuo 4211,27 66 63,8071

Total (Corr.) {10655,9 67

Coeficiente de Correlacién = 0,777686

R-cuadrada = 60,4796 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 59,8808 porciento
Error estandar del est. = 7,98793

Error absoluto medio = 6,16014

Estadistico Durbin-Watson = 1,6758 (P=0,0715)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,15676

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo lineal para describir

la relacién entre VO_PP y VR_PP. La ecuacion del modelo ajustado es
VO_PP =12,3245 + 0,70999*VR_PP
Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una

relacion estadisticamente significativa entre VO_PP y VR_PP con un nivel de

confianza del 95,0%.
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Grafico 3: Regresion lineal para VO_PP [mg/dl] vs. VR_PP [mg/dlI]

VO_PP =12,3245 + 0,70999*VR_PP

85 |

VO_PP

VR_PP

Grafico 4: residuos estudentizados para VO_PP vs. VR_PP

VO_PP =12,3245 + 0,70999*VR_PP
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Variable dependiente: VO_H
Variable independiente: VR_H
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Tabla XIV: Coeficientes de regresién lineal para VO_H vs. VR_H

Minimos Cuadrados |Estandar |Estadistico

Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto |7,27764 3,88502 1,87326 0,0664
Pendiente |0,927065 0,0683624 |13,561 0,0000
Tabla XV: Analisis de Varianza para VO_H vs. VR_H

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén- |Valor-P

F

Modelo 8497,81 1 |8497,81 183,90 |0,0000
Residuo 2541,46 55 46,2085

Total (Corr.) |11039,3 56

Coeficiente de Correlacion = 0,877371

R-cuadrada =

76,978 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 76,5594 porciento
Error estandar del est. = 6,79768
Error absoluto medio = 5,60219

Estadistico Durbin-Watson = 1,92218 (P=0,3327)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,00107839

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo lineal para

describir la relacion entre VO_H y VR_H. La ecuacién del modelo ajustado es

VO_H =7,27764 + 0,927065*"VR_H

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una

relacion estadisticamente significativa entre VO_H y VR_H con un nivel de

confianza del 95,0%.
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Grafico 5: Regresion lineal para VO_H [mg/dl] vs. VR_H [mg/dI]

VO_H =7,27764 + 0,927065*VR_H

20
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Grafico 6: Residuos estudentizados para VO_H vs. VR_H

Grafico de Residuos
VO_H =7,27764 + 0,927065*VR_H
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Comparacion entre las curvas de regresion para los dos métodos mas

representativos, precipitaciéon previa (PP) y homogéneo (H):

Cuando se comparan las 2 curvas de regresion en un modelo de regresion

multiple ajustado se obtiene (Grafico. 7)

Numero de casos completos: 123

Numero de lineas de regresién: 2
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Tabla XVI: Analisis de Regresion Multiple para métodos PP y H

Error Estadistico
Parametro Estimado|Estandar |T Valor-P
CONSTANTE |10,5015 (3,52747 2,97707 0,0035
VR 0,740824(0,0662737 (11,1783 0,0000
Met=H -2,02494 |5,54539 -0,365157 |0,7156
VR*Met=H 0,167806|0,100022 |1,67769 0,0960

Tabla XVII: Coeficientes para comparacion de regresion multiple para

métodos PP y H

Met |Intercepto |Pendiente
PP |10,5015 |0,740824
H [8,47659 |0,90863

Tabla XVIII: Anadlisis de Varianza para comparacion de regresion multiple

para métodos PP y H

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Modelo 17876,2 3 |5958,74 110,99 |0,0000
Residuo 6388,53 119 (53,6851

Total (Corr.) (24264,7 122

R-Cuadrada = 73,6716 porciento

R-Cuadrada (ajustada por g.l.) = 73,0078 porciento
Error estandar del est. = 7,32701

Error medio absoluto = 5,74499

Estadistico Durbin-Watson = 1,58199 (P=0,0099)

Autocorrelacion residual de retardo 1 = 0,206148

Las ecuaciones del modelo ajustado son:

VO =10,5015 + 0,740824*VR (para método PP)
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Cuando se analiza solamente el método de Precipitacion previa (PP) y

cuando se analiza solamente el método homogéneo (H) se obtiene la siguiente

ecuacion:

VO = 8,47659 + 0,90863*VR (para método H)

En la Gréfica.7 se obtiene la representacion conjunta de ambas curvas.

Como el valor-P de la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacién

estadisticamente significativa entre las variables, con un nivel de confianza del

95,0%.

Grafico 7: regresion lineal multiple ajustado para VO [ mg/dl] vs. VR |

mg/dl] para los métodos PP (precipitacion previa) y H (homogéneo)

105 [

VO (mg/dl)

37 47 57

VR (mg/dl)

67 77

1
<
o

Tabla XIX: ANOVA Adicional para Variables Segun el Orden de Introduccion

para comparacioén de regresion lineal para métodos PP y H

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
VR 16264,3 1 [16264,3 302,96 |0,0000
Intercepciones eje X |1460,83 1 [1460,83 27,21 0,0000
Pendientes 151,104 1 (151,104 2,81 0,0960
Modelo 17876,2 3
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Dado que el valor-P para las pendientes es menor que 0,1, existen

diferencias estadisticas entre las pendientes para los distintos valores entre

métodos con un nivel de confianza del 90%.

intercepciones con el eje X es menor que 0,01,

Dado el valor-P para las

existen diferencias

estadisticamente significativas entre las intercepciones con el eje X los diferentes

valores entre métodos con un nivel de confianza del 99%.

Tabla XX: Estadisticos de grupo: Test de Student para los parametros de

desempeio segun los diferentes métodos:

Met:1PP y H Error tip. de la
N Media Desviacion tip. media

ES op PP 67 4,034 16,0886 1,9655

H 55 -7,311 12,6760 1,7092

AbsES PP 67 13,807 9,0461 1,1052
dimension1

55 12,358 7,7180 1,0407

ES _prom PP 15 4,007 15,2213 3,9301
dimension1

17 2,929 16,4426 3,9879

AbsES_prom PP 15 13,300 8,0454 2,0773
dimension1

17 14,229 8,9079 2,1605

Segun la Prueba de Levene se asume varianzas iguales
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Tabla XXI: Prueba de muestras independientes para los parametros de desempeno

segun los diferentes métodos:

Prueba de
Levene para la
igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
Error 95% Intervalo de
tip. de confianza para la
Sig. Diferenci la diferencia
(bilater ade diferenc
F Sig. t al al) medias ia Inferior Superior
ES 2,520 ,11514,256 120 ,000| 11,3452 2,6659 6,0669| 16,6236
AbsES 1,620 ,206| ,940( 120 ,349 1,4493| 1,5419 -1,6036 4,5022
ES_pr ,009 9271 191 30 ,849 1,0773| 5,6270| -10,4145( 12,5691
om
AbsES ,020 ,890| -,308( 30 ,760 -,9294 3,0169 -7,0907 5,2318
_prom

El Grafico 8, es una expresién visual de la diferencia en el ES %
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Grafico 8: Grafico de Caja y Bigotes para el ES (%) para los métodos PP y
H
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Comparacioén entre las curvas de regresion para los dos calibradores mas

representativos, no proteicos (NP) y proteicos (P):

Atento a que la determinacién de HDL-Col puede ser afectada por el
efecto matriz sobre los calibradores se puede ver el efecto cuando se usan
calibradores no proteicos (NP) o calibradores en base sérica proteica (P) (Grafico

9):

Numero de casos completos: 123

Numero de lineas de regresion: 2

Tabla XXII: Analisis de Regresion Multiple para calibrador NP y P

Error Estadistico
Parametro Estimado Estandar |T Valor-P
CONSTANTE |6,89483 5,14241 1,34078 0,1825
VR 0,844368 0,0978081 |8,6329 0,0000
Cal=P 1,94255 6,35102 0,305865 |0,7602
VR*Cal=P 0,00130025 [0,118269 |0,010994 |0,9912

60



Tabla XXIII: Coeficientes para calibrador NP y P

Cal |Intercepto |Pendiente

NP |6,89483

0,844368

P (8,83738

0,845668

Tabla XXIV: Analisis de Varianza para calibrador NP y P

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Modelo 16367,1 3 |5455,71 82,21 0,0000
Residuo 7897,6 119 66,3664

Total (Corr.) (24264,7 122

R-Cuadrada = 67,4524 porciento
R-Cuadrada (ajustada por g.l.) = 66,6318 porciento
Error estandar del est. = 8,14656
Error medio absoluto = 6,58197

Estadistico Durbin-Watson = 1,35919 (P=0,0001)

Autocorrelacion residual de retardo 1 = 0,316996

Las ecuaciones del modelo ajustado son.

Cuando el calibrador es solamente NP:

VO_NP = 6,89483 + 0,844368*VR

Cuando el Calibrador es P, el modelo se reduce a

VO_P =8,83738 + 0,845668*VR
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En el Grafico.9 se obtiene una representacion de ambas curvas. Como el valor-
P de la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacion estadisticamente

significativa entre las variables, con un nivel de confianza del 95,0%.

Grafico 9: Regresion lineal multiple para VO [mg/dl vs. VR [mg/del para

calibrador P (proteico) y NP (no proteico)

105 [ ' ' ' ' - Cal
I ] = (NP)
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Tabla XXV: ANOVA Adicional para Variables Segun el Orden de

Introduccioén para calibrador NP y P

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F|Valor-P
VR 16264,3 1 [16264,3 245,07 |0,0000
Interceptos [102,855 1 (102,855 1,55 0,2156
Pendientes [0,0080216 1 10,0080216 0,00 0,9912
Modelo 16367,1 3

Esta tabla permite evaluar la significancia estadistica de los términos en
el modelo. Dado que el valor-P para las pendientes es mayor que 0,1, no existen
diferencias estadisticas entre las pendientes para los distintos valores de Cal con
un nivel de confianza del 90% o mayor. Dado el valor-P para los interceptos es

mayor que 0,1, no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
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interceptos para los diferentes valores de Cal con un nivel de confianza del 90%

0 mayor.

Tabla XXVI: Estadisticos de grupo: Test de Student para los parametros de

desempeno segun los diferentes calibradores NP y P:

Cal: NPy
P N Mean | Std. Deviation | Std. Error Mean
ES P 37 1,032 16,2421 2,6702
NP 85| -2,000 15,3972 1,6701
AbsES P 37| 13,324 9,0792 1,4926
NP 85| 13,080 8,2461 ,8944
ES_prom P 7 -, 457 15,9705 6,0363
NP 25 4,524 15,6958 3,1392
AbsES_prom P 71 13,371 8,1034 3,0628
NP 25| 13,912 8,6292 1,7258

Segun la prueba de Levene se asume varianzas iguales:
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Tabla XXVII: Test de muestras independientes para los parametros de

desempeio segun los diferentes calibradores NP y P:

Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Std.
Mean Error
Sig. (2- | Differenc | Differenc
F Sig. t df tailed) e e Lower Upper
ES ,016 ,898| ,983| 120 ,327| 3,0324| 3,0834| -3,0726 9,1374
AbsES 1,273 261 ,146| 120 ,884 ,2443 1,6750| -3,0721 3,5608
ES_pro ,002 ,968 | -,740 30 ,465| -4,9811 6,7355| -18,7368 8,7745
m
AbsES_ ,164 ,688| -,148 30 ,883 -,5406 | 3,6461( -7,9870 6,9058
prom

Las combinaciones mas comunmente usada por los laboratorios entre

meétodo y calibrador pueden verse a partir del resultado de la tabulacion cruzada

(Grafico. 10, frecuencias) y (Grafico. 11, mosaico)

Variable para Filas:

Variable para Columnas:

Numero de Observaciones: 123

Calibrador no proteico (NP)

Calibrador proteico (P)

Método con precipitacion previa (PP)

Método homogéneo (H)

Numero de filas: 2

Numero de columnas: 2
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Grafico 10: Diagrama de barras para calibrador segun método

Met
PP
B H
NP
Cal
0 10 20 30 40 50 60
Frecuencias
Tabla XXVIII: Frecuencias para Calibradores por Métodos:
PP H Total por Fila
NP (n) 37 0 37
(%) 30,08% [0,00% [30,08%
P (n) 30 56 86
(%) 24,39% (45,53% (69,92%
Total por Columna (n) (67 56 123
(%) 54,47% (45,53% [100,00%

Contenido de las celdas:
Frecuencia Observada

Porcentaje de la Tabla
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Grafico 11: Grafico de mosaico para calibrador segun método

NP

Ya que las combinaciones mas usadas son las que corresponden a el
método de precipitacion previa (PP) calibrado con calibrador no proteico (NP) o
el proteico (P) y el método homogéneo (H) calibrado con calibrador proteico (P)
se puede ver como se comportan estos sistemas. El mas extremo es ver el
comportamiento de los métodos con PP calibrados con calibradores NP frente a

los métodos H calibrados con calibradores P (Grafico. 12).

Comparacion entre las curvas de regresion para las combinaciones entre

métodos y calibradores mas comunes:

Método con precipitacion previa (PP) & Calibrador no proteico (NP)

Método homogéneo (H) & Calibrador proteico (P).

Numero de casos completos: 123

Numero de lineas de regresion: 2
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Tabla XXIX: Analisis de Regresién Multiple para procedimiento PP/NP vs.

H/P

Error Estadistico
Parametro Estimado |Estandar |T Valor-P
CONSTANTE 10,5015 |3,52747 (2,97707 0,0035
VR 0,740824 |0,0662737 |11,1783 0,0000
Met=1&Cal=1|Met=2&Cal=2=1 -2,02494 |5,54539 |-0,365157 |0,7156
VR*Met=1&Cal=1|Met=2&Cal=2=1 |0,167806 |0,100022 |1,67769 0,0960
Tabla XXX: Coeficientes para procedimiento PP/NP vs. H/P
Met=1&Cal=1|Met=2&Cal=2 |Intercepto |Pendiente
0 10,5015 |0,740824
1 8,47659 |0,90863
Tabla XXXI: Analisis de Varianza para procedimiento PP/NP vs. H/P
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Modelo 17876,2 3 |5958,74 110,99 |0,0000
Residuo 6388,53 119 (53,6851
Total (Corr.) |24264,7 122

R-Cuadrada =

73,6716 porciento

R-Cuadrada (ajustada por g.l.) = 73,0078 porciento
Error estandar del est. = 7,32701
Error medio absoluto = 5,74499

Estadistico Durbin-Watson = 1,58199 (P=0,0099)

Autocorrelacion residual de retardo 1 = 0,206148

Cuando Met=PP&Cal=NP el modelo se reduce a

VO_PP/NP =10,5015 + 0,740824*VR
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Cuando Met=H&Cal=P el modelo se reduce a

VO_H/P = 8,47659 + 0,90863*VR

Como el valor-P de la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre las variables, con un nivel de confianza del
95,0%.

Grafica 12: Regresion Lineal Multiple Ajustado VO[mg%] vs, VR[mg%] para: Met: PP y
Cal: NP,/Met:: Hy Cal: P

105 F° ' ' ' ' =
i 1 —— Met=PP/Cal=NP
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45 |

25 k.

Tabla XXXII: ANOVA Adicional para Variables Segun el Orden de

Introduccion para procedimiento PP/NP vs. H/P

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio

VR 16264,3 1 (16264,3 302,96 |0,0000

Interceptos [1460,83 1 |1460,83 27,21 0,0000

Pendientes 151,104 1 (151,104 2,81 0,0960

Modelo 17876,2 3

Dado que el valor-P para las pendientes es menor que 0,1, existen
diferencias estadisticas entre las pendientes para los distintos valores de
Met=1&Cal=1|Met=2&Cal=2 con un nivel de confianza del 90%. Dado el valor-

P para los interceptos es menor que 0,01, existen diferencias estadisticamente
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significativas

entre

los

interceptos

para

los

diferentes

Met=1&Cal=1|Met=2&Cal=2 con un nivel de confianza del 99%.

Método con precipitacion previa (PP) & Calibrador no proteico (NP)

Método con precipitacion previa (PP) & Calibrador proteico (P).

Numero de casos completos: 123

Numero de lineas de regresion: 2

valores

de

Tabla XXXIII: Analisis de Regresion Miuiltiple para procedimiento PP/NP vs.

PP/P

Error Estadistico
Parametro Estimado |Estandar |T Valor-P
CONSTANTE 6,30896 |3,15156 2,00185 |0,0476
VR 0,913111 |0,0569344 (16,0379 |0,0000
Met=1&Cal=1|Met=1&Cal=2=1 8,35231  |6,37545 1,31007 |0,1927
VR*Met=1&Cal=1|Met=1&Cal=2=1 |-0,290554 |0,117338 |-2,4762 |0,0147

Tabla XXXIV: Coeficientes para procedimiento PP/NP vs. PP/P

Met=1&Cal=1|Met=1&Cal=2 |Intercepto |Pendiente
0 6,30896 |0,913111
1 14,6613 |0,622557
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Tabla XXXV: Analisis de Varianza para procedimiento PP/NP vs. PP/P

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-|Valor-P
F

Modelo 17697,7 3 5899,22 106,90 [{0,0000

Residuo 6567,07 119 (55,1855

Total (Corr.) (24264,7 122

R-Cuadrada = 72,9358 porciento

R-Cuadrada (ajustada por g.l.) = 72,2535 porciento
Error estandar del est. = 7,42869

Error medio absoluto = 6,0388

Estadistico Durbin-Watson = 1,59489 (P=0,0120)

Autocorrelacion residual de retardo 1 = 0,196276

Cuando Met=PP&Cal=NP el modelo se reduce a

VO_PP/P = 6,30896 + 0,913111*VR

Cuando Met=PP&Cal=NP el modelo se reduce a

VO_PP/NP = 14,6613 + 0,622557*VR

Como el valor-P de la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacion

estadisticamente significativa entre las variables, con un nivel de confianza del
95,0%.
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Grafica: 13, Regresion Lineal Multiple Ajustado VO[mg/dl] vs, VR[mg/dl] para: Met: PP y
Cal: NP,/ Met:PP y Cal: P

105 [ ' ' ' ' &
[ ] = Met=PP/Cal=P
| — Met=PP/Cal=NP

Tabla XXXVI: ANOVA Adicional para Variables Segun el Orden de

Introduccion para procedimiento PP/NP vs. PP/P

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razdén-F|Valor-P

VR 16264,3 1 116264,3 294,72 10,0000
Interceptos [1095,02 1 11095,02 19,84 |0,0000
Pendientes [338,374 1 1338,374 6,13 0,0147
Modelo 17697,7 3

Dado que el valor-P para las pendientes es menor que 0,05, existen
diferencias estadisticas entre las pendientes para los distintos valores de
Met=PP&Cal=NP|Met=PP&Cal=P con un nivel de confianza del 95%. Dado el
valor-P para los interceptos es menor que 0,01, existen diferencias
estadisticamente significativas entre los interceptos para los diferentes valores
de Met=PP&Cal=NP|Met=PP&Cal=P con un nivel de confianza del 99%.

Método con precipitacion previa (PP) & Calibrador no proteico (P)

Método con precipitacion previa (H) & Calibrador proteico (P).
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Numero de casos completos: 123

Numero de lineas de regresion: 2

Tabla XXXVII: Analisis de Regresién Multiple para procedimiento PP/P vs.

PP/H
Error Estadistico

Parametro Estimado |Estandar |T Valor-P
CONSTANTE 6,89483 5,14241 |1,34078 0,1825
VR 0,844368 |0,0978081 |8,6329 0,0000
Met=1&Cal=2|Met=2&Cal=2=1 1,94255 6,35102 |0,305865 |0,7602
VR*Met=1&Cal=2|Met=2&Cal=2=1 |0,00130025|0,118269 |0,010994 |0,9912
Tabla XXXVIIl: Coeficientes para procedimiento PP/P vs. PP/H
Met=1&Cal=2|Met=2&Cal=2 |Intercepto |Pendiente

0 6,89483 |0,844368

1 8,83738 |0,845668

Tabla XXXIX: Analisis de Varianza para procedimiento PP/P vs. PP/H

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Modelo 16367,1 3 |5455,71 82,21 0,0000
Residuo 7897,6 119 |66,3664

Total (Corr.) [24264,7 122

R-Cuadrada =

67,4524 porciento

R-Cuadrada (ajustada por g.l.) = 66,6318 porciento
Error estandar del est. = 8,14656
Error medio absoluto = 6,58197

Estadistico Durbin-Watson = 1,35919 (P=0,0001)

Autocorrelacion residual de retardo 1 = 0,316996
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Cuando Met=PP&Cal=P el modelo se reduce a

VO_P/P = 6,89483 + 0,844368*VR

Cuando Met=H&Cal=P, el modelo se reduce a

VO_H/P = 8,83738 + 0,845668*VR

Como el valor-P de la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre las variables, con un nivel de confianza del
95,0%.

Gréafico 14: Regresion Lineal Multiple Ajustado VO[mg] vs, VR[mg%]para: Met: PP y Cal: P,/Met:H y
Cal: P

105 F ' ' ' ' =
- —— Met=PP/Cal=P
—— Met=H/Cal=P
85
VO
65
45
25

Tabla XL: ANOVA Adicional para Variables Segun el Orden de Introduccién
para procedimiento PP/P vs. PP/H

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razoén- |Valor-P
F

VR 16264,3 1 [16264,3 245,07 |0,0000

Interceptos [102,855 1 (102,855 1,55 0,2156

Pendientes [0,0080216 1 |0,0080216 0,00 [0,9912
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Modelo 16367,1 3

Dado que el valor-P para las pendientes es mayor que 0,1, no existen diferencias
estadisticas entre las pendientes para los distintos valores de
Met=PP&Cal=P|Met=H&Cal=P con un nivel de confianza del 90% o mayor.
Dado el valor-P para los interceptos es mayor que 0,1, no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los interceptos para los diferentes valores
de Met=PP&Cal=P|Met=H&Cal=P con un nivel de confianza del 90% o mayor.

Tabla XLI: Analisis de comparacion de regresion multiple para PP/P vs.
H/P , PPINP vs. PP/P y PP/P vs. H/P

Sistema | Método | Calibrador | R? pendiente interseccion p-valor p-valor
pendiente interseccion

1 PP NP 0,736716 0,74 10,5 0,0960(<0,1) 0,0000(<0,01)
H P 0,91 8,47

2 PP NP 0,729358 0,91 6,30 0.0147(<0,1) 0.0000(<0,01)
PP P 0,62 14,7

3 PP P 0,654524 0,84 6,89 0,9912(<0,1) 0,2156(<0,1)
H P 0,84 8,83

El efecto directo de los resultados de cada laboratorio sobre él ES puede
verse en los graficos tipo Youden (Graficos. 15 a 19) para cada una de las

posibles combinaciones de los 4 niveles de concentracion.

Los graficos de Youden dan una imagen descriptiva del tipo de error que
se comete y del grado de desviacidn de los valores de consenso respecto a los
de referencia: El punto verde indica el cruce de los valores de referencia y el
recuadro verde indica el intervalo de + 5,0%. El punto rojo indica el cruce de los

valores de consenso obtenidos por los laboratorios.
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Grafico 15: Grdfico de Youden para nivel 37.5 (mg/dl) vs. 50.6 (mg/di)
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Gréfico 19: Grafico de Youden para nivel 50.6 (m/d) vs. 728 (mgidl)
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Grifico 16: Gréfico de Youden para nivel 37.5 (mg/di) vs. 615 (mgidi)
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Grdfico 18: Grdfico de Youden para nivel 50.6 (mg/dl) vs. 61.5 (mg/dl)
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Desde el punto de vista estadistico el Test de Student para las diferencias de
los valores de consenso y los respectivos valores de referencia da:
Tabla XLII: Test de Student prueba para una muestra para diferencia de los

valores de consenso vs. VR: 37.5 mg/dIl

Valor de prueba = 37.5

95% Intervalo de

confianza para la

Sig. Diferencia diferencia
t gl (bilateral) | de medias Inferior Superior
VO_37.5] 1,552 23 ,134 2,23333 -, 7444 5,2111

Tabla XLIII: Test de Student prueba para una muestra para diferencia de los

valores de consenso vs. VR: 50.6 mg/di

Valor de prueba = 50.6

95% Intervalo de

confianza para la

Sig. Diferencia diferencia
t gl (bilateral) | de medias Inferior Superior
VO_50.6 ,685 23 ,500 1,05417 -2,1289 4,2372

Tabla XLIV: Test de Student prueba para una muestra para diferencia de los

valores de consenso vs. VR: 61.5 mg/di

Valor de prueba = 61.5

95% Intervalo de

confianza para la

Sig. Diferencia diferencia
t gl (bilateral) | de medias Inferior Superior
VO_61.5 -,216 23 ,831 -,38333 -4,0622 3,2955
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Tabla XLV: Test de Student prueba para una muestra para diferencia de los

valores de consenso vs. VR: 72.8 mg/dIl

Valor de prueba =72.8

95% Intervalo de

confianza para la

Sig. Diferencia diferencia
t gl (bilateral) | de medias Inferior Superior
VO _72.8| -1,742 23 ,095 -3,60000 -7,8759 ,6759

No obteniéndose diferencia significativa para cada uno de ellos.

Una medida del error aleatorio es el CV de los 32 sistemas analiticos

estudiados se obtiene que:

Tabla XLVI: Resumen Estadistico para CV_prom

Promedio 3,525
Desviacion Estandar 1,92773
Coeficiente de Variacion (54,6873%
Minimo 0,8
Maximo 8,8
Rango 8,0
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Grafico 20: Diagrama de cajas y bigotes para la distribuciéon del CV

Grafico de Caja y Bigotes

Para ver cual es el comportamiento del CV con los métodos se hace un
ANOVA:

Tabla XLVII: ANOVA para CV_prom por Met PP vs. H

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |0,593647 1 10,593647 0,16 0,6962

Intra grupos {114,606 30 (3,82021

Total (Corr.) |115,2 31

Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no existe
una diferencia estadisticamente significativa entre la media de CV_prom entre

un nivel de Met y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.
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Grafico 21: Dispersion por método segun PP y H
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5. Discusion y Conclusiones
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Evaluacion del estado del arte:

Los laboratorios en general tienen dos estrategias de trabajo de acuerdo
a los materiales y métodos que se encuentran en el mercado. Una es usar los
métodos de precipitacion previa, eliminando de esta manera las
apoBlipoproteinas enriquecidas en TG y midiendo en el sobrenadante el
colesterol asociado a las HDL. Estos procedimientos son en general mas
laboriosos, engorrosos, llevan mayor volumen de muestra y la reaccion de color
puede hacerse espectrofotométricamente usando en general el calibrador no
proteico comercial de los equipos para determinacion de colesterol total que es
una solucion alcohdlica de colesterol en concentraciones del orden de los 200
mg/dl. Otra posibilidad es medir la reaccion de color en analizadores automaticos
usando calibrador con base proteica de caracteristicas mas conmutables con las
muestras humanas y que segun el fabricante tiene valores asignados para HDL-
Col en concentraciones que estan en el orden de las que se encuentran en las

muestras bioldgicas.

Otra posibilidad metodolégica es el uso de los métodos homogéneos en
donde el proceso de separacion de las lipoproteinas y la reaccion de color se
hacen en una misma fase sin necesidad de separacién previa. Estos métodos,
de ultima generacion son mas rapidos, llevan menos muestras y estan sometidos
a menos errores de origen volumétricos, de operador, etc. Una ventaja adicional
es que son totalmente automatizables y son calibrados con calibradores en base

sérica provistos por los fabricantes de reactivos.

Una comparacion global que no discrimina ni en métodos ni en el tipo de
calibrador arroja que hay una marcada tendencia al error mixto en los
laboratorios, esto es a una combinacién de errores sistematicos proporcional y
constante (Graf. 1y 2) (VO=7,8+0,85*VR).

En busca de explicar los motivos de estos resultados se encuentra que no
es el mismo desempefio de los métodos cuando se los evalua en un sistema de
regresion multiple encontrandose diferencias significativas tanto para las

pendientes como para las ordenadas al origen cuando se tratan métodos con
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precipitacion previa enfrentados a los homogéneos (Graf. 3, 4, 5 y 6)
encontrandose una mayor tendencia al error mixto en los métodos con
precipitacion previa que en los homogéneos. De los parametros de evaluacion
propuestos por el CRMLN solo él ES(%) marca una diferencia significativa para
las medias entre los métodos (Tabla XXI y Graf. 8) lo que indica una marcada
tendencia en el error de cada método coincidiendo con la tendencia de la
regresion lineal ya que se obtienen valores significativamente menores para los
métodos homogéneos (-7,3%) respecto a los de precipitacién previa (4,0%). El
parametro del ES_prom que resulta de promediar cada uno de los ES para cada
suero manteniendo su valor no es reflejo de la diferencia de desempefio entre
los métodos porque laboratorios con ES de diferentes signos para los diferentes
sueros se anulan entre si, pero es caracteristico que para los métodos con
precipitacion previa el valor del ES_prom es muy similar al del ES (%) (4,0) a
diferencia del valor obtenido para los métodos homogéneos que pasa de ES -
7,7 a 2,93 lo que indica que en los métodos de precipitacion previa hay mayor
tendencia a obtener diferencias en un mismo sentido hacia valores mayores a
los de referencia y en los métodos homogéneos los laboratorios obtienen valores

de ES en ambos sentidos positivos y negativos.

Si se considera como posible variacion de los resultados solo la influencia
del tipo de calibrador entre no proteico (NP) y proteico (P) no hay diferencias
significativas entre ambos cuando se comparan indiscriminadamente los
resultados (Graf.8) lo que demostraria que puede haber una relacién entre
meétodo y tipo de calibrador. Las combinaciones mas comunes de sistemas
analiticos son (Graf.9 y 10) aquellas que incluyen métodos con precipitaciéon
previa (PP) con el calibrador NP o P y los métodos homogéneos (H) con

calibrador P.

La unica combinaciéon que presenta diferencias significativas es aquella
en el que el calibrador es NP para ambos métodos (Tabla XLI). Siempre que se
compara sistemas analiticos entre NP y P se encuentran diferencias
significativas, una muestra del efecto matriz del calibrador para un mensurando
tan complejo como una lipoproteina que se presenta en las muestras biologicas

a concentraciones menores a la que los calibradores NP se usan.

82



De los datos estadisticos entre los valores de referencia y los valores
obtenidos de los laboratorios no se encuentra diferencias significativas para
ninguno de los niveles pero en los graficas de Youden (Graf. 15 a 19) puede
verse la marcada tendencia al error sistematico en la medida. Las combinaciones
del Graf, 15 y 16 muestras valores promedios por fuera de los criterios de
aceptabilidad del NCEP lo que marca una diferencia en la evaluacion de los
resultados, es probable que la interpretacion estadistica mejore respecto a la

clinica habiendo tenido mas sistemas analiticos pare evaluar

Respecto al CV no hay diferencias significativas entre los diferentes

métodos.

Si nos acotamos a los criterios de aceptabilidad del CRMLN (Tabla 1X)
para la certificacion del mensurando solo un sistema de los 32 estudiados cumple
con todas las condiciones. Los sistemas analiticos 9,15, 21 y 32 pueden ser
cerrados debido a que no se tiene de ninguno de ellos datos de trazabilidad del
calibrador y/o del equipamiento usado, y/o del sistema de CCI. El resto de los
sistemas analiticos son abiertos. es decir que tanto los reactivos, los
calibradores, el sistema de control no son de un mismo fabricante y por lo tanto
no se tiene informacién fehaciente sobre la trazabilidad del valor asignado del
calibrador, la incertidumbre y las caracteristicas de conmutabilidad para el

sistema analitico estudiado.

En conclusion, hay diferencias analiticas de resultados en la medida entre
los métodos de PP y los H que se manifiestan en un marcado error de tipo mixto,
es decir en la combinacién de error sistematico proporcional y contante. La causa
probable a estos es la falta de calibracion en las mediciones, hecho que se ve
fundamentalmente cuando los primeros se los calibra con calibradores NP (falta
de conmutabilidad, falta de trazabilidad al valor asignado, valor asignado
correcto pero no aplicable) El error constante es basicamente producto de las
inespecificidadades que pueden ser atribuibles a problemas instrumentales o a
la falta de conmutabilidad de los calibradores P de los cuales es dificil obtener
informacion de los fabricantes o a propias de los principios activos de las

reacciones. Cuando se enfrentan estos sistemas con material de referencia
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como el suero humano congelado libre de interferentes es cuando se hacen

notorias estas diferencias.
Estandarizacion de la medida de HDL-Col:

Lamentablemente hubo poca adherencia de los participantes al uso del

calibrador provisto HC1Cal. Las causas a este fendbmeno residen en:

e Poca claridad del instructivo sobre manejo, procesamiento y
utilidad del mismo
o Haberlo procesado como una muestra
o Incumplimiento de la cadena de frio, etc.
e Poca adherencia a volver a hacer la prueba con el envio de un
nuevo juego de muestras.
e No informar los resultados a tiempo para poder calibrar y reevaluar

el remanente de muestras enviadas.

Ante la imposibilidad de poder corregir los sistemas se decididé hacer una
recalibraciéon usando 2 de las muestras coincidiendo con aquellas con
niveles de concentracion que estan proximos a los puntos criticos para el
diagndstico y seguimiento de las dislipémia relacionadas con el HDL-Col,
de acuerdo a esto se tomaros las muestras con valores cercanos a 40.0
mg/dL y 60.0 mg/dL.

Con los valores informados para esos niveles y los de referencia se trazé
el polinomio de primer grado que mejor ajustaba y se obtuvieron los
parametros de pendiente y ordenada al origen con los que se recalcularon

todos los valores informados.

Para la evaluacién se hizo una comparacion de las curvas de regresion

lineal antes y después del recalculo con la nueva recta de correccion
Del analisis surge que: Hay datos aqui que son resultados

e 24 de los 32 sistemas analiticos tienen cambios significativos para
la pendiente (pv < 0.01) y/o para la interseccion con el eje de VR (
pv < 0.001).

84



e 18 de los 32 sistemas analiticos lo tienen en ambos lo que genera
una correccion en el error de tipo sistematico mixto.

e 6 de los 32 sistemas analiticos solo corrigen el error sistematico
constante manifestado en la ordenada al origen.

e 3 de los 32 sistemas analiticos corrigen en la pendiente, signo de
modificacion en el error sistematico proporcional.

e 21 de los 32 sistemas analiticos tenian antes de la recalibracion
error total por encima de lo requerido por el CRMLN de 5.0%, para
ambos puntos de decision clinica de 40.0 mg/dl y 60.0 mg/dl
respectivamente, 19 de ellos llevaron su nivel de error a menos del

5.0 % después de la correccion de los datos.
Se les suministro a cada laboratorio la recta de correccion y se les sugirio:

1. Corregir todos los datos de los pacientes en base a la recta de correccion.

2. Corregir el valor del calibrador comercial con la recta de correcciéon. Y
evaluar este nuevo desempefio con el sistema de CCI y el servicio de
CCE

3. Evaluar la posibilidad de correccion de los resultados de los pacientes a
criterio del profesional responsable ante la demanda del cuadro o
situacion cinica.

4. Se sugiere un procedimiento de validacion o verificacion segun

corresponda
Ningun laboratorio reporté cual fue la pauta que siguié

Seria importante que se disponga de este tipo de calibrador, que sea mas
accesible a los laboratorios. Una manera de armonizar los datos de laboratorios
es tener acceso a los métodos de jerarquia superior de modo de independizarse
de las posibles variaciones en las combinaciones de sistemas heterogéneos ya
que no se dispone en el mercado de accesibilidad a los procedimientos

homogéneos ni certificados de fabrica.

A modo de comparacion en el Grafico 22 se muestra una distribucion mas

ampliada sobre un total de 2027 sistemas analiticos distribuidos en todo el pais,
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Las proporciones de métodos son similares a las evaluadas en la region, pero
se encuentra una notable proyeccidon hasta la actualidad donde se ha venido
viendo un cambio en el estado del arte de la determinacion segun se muestra
Gréfico 23y 24

Grafico 22: Distribucion de sistemas analiticos entre los laboratorios (todo

el pais)
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Grafico 23: Variacion en el niumero de métodos en los ultimos 40 meses
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Si bien no hay diferencias significativas entre los numeros de sistema analiticos
se ve una tendencia positiva en estos ultimos anos al traspaso de tecnologia de
los métodos de precipitacion previa a los métodos homogéneos. Esto se debe a

varios factores.

Grafico 24: Distribucion de métodos en los ultimos 4 anos (todo el pais)

Cant.P/FT

8
()
=
©
[=
[}
w
m
5
2
]
u
T
e
u
E

327 Encuesta del PEEC 367

a) Mayor presencia en el mercado de sistemas automatizados. Los equipos
automatizados junto con los sistemas informaticos de laboratorio han
venido instalandose con mayor asiduidad en los laboratorios clinicos.

b) Mayor demanda del mensurando. Desde la descripcion del mensurando,
de su importancia en el diagnéstico, seguimiento y tratamiento de la ECV
ha venido siendo junto con el LDL-Col un parametro incluyente en la
demanda médica.

c) Necesidad de mejora continua del desempefio de los laboratorios. Habida
cuenta los resultados de las encuestas de evaluacion externa.

d) Mayor oferta comercial de procedimientos homogéneos.

e) Costos mas accesibles.

Para optimizar el desempefio de los laboratorios clinicos en la medida del HDL-
Col y proveer un servicio de informacion de calidad al equipo médico
garantizando la seguridad del paciente es recomendable que los resultados

emitidos sean comparables y validos entre laboratorios y dentro de un mismo
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laboratorio en el tiempo. Para lograr esto se necesita la estandarizacion de los
procedimientos de medida y la trazabilidad de los resultados. Es recomendable
y es responsabilidad de los laboratorios clinicos el uso de calibradores séricos
con valor asignado trazable a la mayor jerarquia analitica posible proveidos por
la industria, el uso de procedimientos analiticos con menor dependencia de
variables analiticas como los procedimientos homogéneos y tener un sistema de
control de la calidad externa e interna sistematicamente instalado para el
mesurando. Ante la presencia de variaciones en el desempefo analitico es
necesario la validacién de los nuevos resultados frente amateriulaes y métodos
adecuados como son los materiales de referencia certificados con valor asignado

por métodos de referencia consensuados internacionalmente.
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