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0 INTRODUCCION

La relacién directa y estrecha entre la concentracidn de coles-
terol en suero y el riesgo de presentar enfermedad cardiovas-
cular fue establecida hace décadas. Estudios epidemioldgicos
posteriores demostraron que existia ademds una relacion inver-
sa entre la concentracion sérica del colesterol transportado por
las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y el desarrollo de ar-
teriosclerosis: los individuos con concentraciones mds bajas de
colesterol de las HDL presentan un mayor riesgo de sufrir ac-
cidentes cardiovasculares, incluso con concentraciones acepta-
bles de colesterol, que los individuos con concentraciones su-
periores de estas lipoproteinas (/). Se estima que el aumento
de un 1% en las cifras de colesterol de las HDL se asocia a una
disminucién de un 2 a un 4% del riesgo cardiovascular. Los
posibles mecanismos seglin los cuales las HDL protegen con-
tra el desarrollo de la cardiopatia coronaria estdn ligados a su
funciéon mds importante: el transporte reverso del colesterol
desde los tejidos hacia el higado.

El National Cholesterol Education Program (2) recomendé
recientemente realizar la medida del colesterol de las HDL jun-
to con el colesterol, ya que existen evidencias suficientes para
aceptar su papel «causal» en el desarrollo de la aterogénesis, y
considerar las concentraciones por debajo de 0,91 mmol/L
como factor independiente de riesgo coronario, mientras las
concentraciones superiores a [,55 mmol/L serian protectores.

'Composicién de la Comision: J. A. Aguilar, M. Arranz, P. Chacén, M. Esteban,
F. Fabiani, A. Giner, J. A. Gémez Gerique, J. B. Ortold, M. Palacios, J. Puzo
(Presidente), C. Vella.

Por lo tanto, consideramos que la determinacién de la con-
centracion sérica de colesterol de las HDL debe realizarse, jun-
to con el colesterol, como parte del perfil lipoproteico utilizado
para evaluar el riesgo individual de accidente cardiovascular.
La gran importancia clinica que ha adquirido esta magnitud,
asi como la aplicacién de unos valores discriminantes de apli-
cacién universal, han motivado que diferentes Sociedades e
Instituciones hayan establecido criterios de calidad y recomen-
daciones para su cuantificacién en los laboratorios clinicos.
Esto es importante porque los métodos empleados habitual-
mente no alcanzan los objetivos analiticos deseables, y aque-
llos valores discriminantes se establecieron con unos métodos
que no pueden realizarse en la prdctica cotidiana de los labora-
torios clinicos (3).

1 OBJETIVO

El objetivo del presente documento es hacer una revision sobre
los métodos mds utilizados de separacion de las lipoproteinas
de alta densidad y la cuantificacién de la concentracion del co-
lesterol de las lipoproteinas de alta densidad, y proponer una
serie de recomendaciones sobre los mismos, tendentes a dismi-
nuir la gran variabilidad analitica y favorecer su estandariza-
cion en la practica asistencial de los laboratorios clinicos.

2 DEFINICION

Las lipoproteinas de alta densidad incluyen una familia com-
pleja y heterogénea de particulas que varian en el tamafio y
composicion quimica y que se mantienen en un estado dindmi-
co de interaccién con las lipoproteinas de baja (LDL) y muy
baja densidad (VLDL). Las HDL contienen en su particula una
mayor proporcién (> 50%) de proteinas frente a lipidos que las
otras lipoproteinas. Las apolipoproteinas presentes en ellas son
las apolipoproteinas A-1 (1/3 de la masa total), A-11, C-1, C-II,
C-1IL, E, A-1IV y D. Los fosfolipidos son el principal componen-
te lipidico de las HDL (50% del mismo), con menores cantida-
des de colesterol no esterificado, colesterol esterificado y trigli-
cérido (éstos dos ultimos en la zona central de la [ipoproteina).

La definicién de estas lipoproteinas no es facil y por ello se
hace de acuerdo al método utilizado para su separacién.
Clésicamente, el colesterol de las HDL se refiere a la fraccion
de colestero] vehiculizada por las lipoproteinas de alta densidad
definidas por ultracentrifugacion. En la prdctica habitual, sin
embargo, los principales componentes de esta fraccion son las
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HDL tipo 2 y HDL tipo 3, debido a que estas subclases son las
que se separan con los métodos de precipitacion mads utilizados.

Las HDL se cuantifican en términos de su contenido en co-
lesterol, aunque sélo constituye un sexto de la masa total, debi-
do a la amplia experiencia acumulada con los estudios realiza-
dos hasta hoy sobre su asociacién con el riesgo cardiovascular.

3METODOS DE SEPARACION Y
CUANTIFICACION DEL COLESTEROL DE LAS
LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD

Las particulas lipoproteicas pueden ser fraccionadas y separa-

das entre ellas por diversos métodos segtin sus diferentes pro-

ptedades, antes de proceder a su cuantificacion. Debido a que

los métodos estdn basados en principios de medida diferentes

los resultados no son intercambiables, tanto en las lipoproteinas

aisladas como en las concentraciones de colesterol medidas.
Los diversos métodos disponibles para la separacién de las

HDL se pueden clasificar segtin el principio analitico emplea-

do. Los mas utilizados en el laboratorio clinico para la separa-

cion y posterior cuantificacion del colesterol de la familia de

las HDL son:

— Métodos electroforéticos

— Métodos de precipitacién quimica

— Métodos de ultracentrifugacién

~ Métodos combinados

3.1 Métodos electroforéticos

Histéricamente las lipoproteinas fueron separadas por estos
métodos en base a su tamafio y segiin la carga de sus apolipo-
protefnas. Se denominaron lipoproteinas alfa, pre-beta y beta,
al comparar su desplazamiento con otras proteinas séricas co-
nocidas: lipoprotefnas alfa, pre-beta y beta. Las primeras clasi-
ficaciones de las hiperlipemias se hicieron segin los diagra-
mas obtenidos con las distintas clases de lipoproteinas
separadas con este método (4).

Existen fundamentalmente dos tipos de separaciones elec-
troforéticas: las basadas en soportes no restrictivos como aga-
rosa y acetato de celulosa, y las que utilizan soportes restricti-
vos como la poliacrilamida y la poliacrilamida-agarosa.

Una vez separadas las lipoproteinas se identifican por:
— su capacidad de captacion de un colorante mds o menos es-
pecifico
— precipitacidn con compuestos polianiénicos
— desarrollo de color de reacciones enzimdticas del colesterol
sobre ¢l mismo soporte de electroforesis.

— mediante recuperacién de bandas separadas y posterior
cuantificacién del contenido de colesterol en las mismas.

Estos métodos de separacién se han ido abandonado progre-
sivamente debido a su imprecision e inexactitud. La tincién
inespecitica, la incompleta recuperacién de las lipoproteinas y
la baja sensibilidad (5) hace que s6lo puedan ser considerados
como métodos semicuantitativos, algo alejado de las necesida-
des actuales. Pueden quedar reservados para ciertos estudios
en los que se desee determinar caracteristicas cualitativas de
las lipoproteinas del paciente, como la disbetalipoproteinemia,
y para la descripcién cldsica de las dislipemias.

3.2 Métodos de precipitacién quimica
El principio analitico de estos métodos es aislar las HDL me-

diante precipitacion selectiva de las otras lipoproteinas en un
espécimen de suero o plasma, para posteriormente medir el co-
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lesterol de las HDL presente en el sobrenadante obtenido tras
la separacion por centrifugacion.

La precipitacion se consigue por la interaccion de un polia-
nién y un catién divalente, u otras sustancias quimicas, con las
lipoproteinas que contienen apolipoproteina B -(VLDL, IDL,
LDL y lipoproteina (a)— para formar unos complejos insolu-
bles con tendencia a sedimentar y que Juego se separan por
centrifugacién a baja velocidad. De esta manera, si la precipi-
tacion de las lipoproteinas con apolipoproteina B es completa
y no precipita HDL, se puede considerar que sélo las HDL per-
manecen en el sobrenadante. Hay que considerar que, en pre-
sencia de concentraciones elevadas de lipoproteinas ricas en
triglicérido, los complejos formados pueden permanecer en
suspensién o flotacion. Por otra parte, en funcion del método y
de las condiciones de precipitacion, otras proteinas pueden co-
precipitar con las lipoproteinas con apolipoproteina B (6).

Este grupo de métodos actualmente es el mds utilizado para
la determinacidn haitual del colesterol de las HDLU por la relati-
va simplicidad, tiempo de realizacién, costo, no requerir ins-
trumentos sofisticados y la posibilidad de su automatizacién
parcial en laboratorios con gran carga asistencial.

Los agentes precipitantes mas utilizados son:
Heparina-cloruro de manganeso (I1).

— Sulfato de dextrano-cloruro de magnesio (I1)
Acido fosfotingstico-cloruro de magnesio (IT)
Concanavalina A

|

|

|

3.2.1 Precipitacién con heparina-cloruro de manganeso (1)
Este método, descrito por Burnstein y Samaille en 1960 (7),
fue aconsejado por el Lipid Research Clinics Program (8) en
1974 y utiliza como agentes precipitanes la heparina sédica y
el cloruro de manganeso (I1). A una alicuota del espécimen se
le aiade cantidad suficiente de solucion de heparina (5000
kU/L) y cloruro de manganeso (II), para obtener una concen-
tracion final de 46 mmol/L. Se mantiene la mezcla de reaccién
durante 30 minutos en hielo y se centrifuga a 1500xg, 30 mi-
nutos y a 4°C. En una alicuota del sobrenadante se mide la con-
centracion de colesterol correspondiente a las HDL. Estudios
posteriores demostraron que aumentando la concentracion fi-
nal de cloruro de manganeso (11) a 92 mmol/LL se mejora la ca-
pacidad de precipitacién (9).

Los mayores inconvenientes descritos del método son:
— Su incompatibilidad con los sistemas enzimaticos utilizados
en la medicién de la concentracidn de colesterol que utilizan
tampon fostato (/0) debido a que el manganeso (II) puede for-
mar complejos con aquél. Esta interferencia, debida a la turbi-
dez originada, no ocurre cuando se utiliza tampdn tris(hidroxi-
metil)aminometano-HCI.
— En muestras con una concentracion alta de triglicérido pue-
den existir fallos en la precipitacion por formacion de un com-
plejo insoluble de baja densidad que no sedimenta completa-
mente ({1, /2).
— Otro inconveniente descrito es la gran variabilidad de las
preparaciones comerciales de heparina, que hace necesario
comprobarse la efectividad como precipitante en cada lote
(13).

3.2.2 Precipitacion con sulfato de dextrano-cloruro de
magnesio (11)

El agente precipitante es una mezcla a partes iguales de una
solucidén de 20 g/L de sulfato de dextrano de masa molar
500000 y una disolucién 2,0 mol/L de cloruro de magnesio,
con una concentracion final de 0,9 g/L y 91 mmol/L respecti-
vamente (/4). Una posible mejora de este método consiste en
mezclar volimenes iguales de una solucién de 20 g/1. de sulfa-
to de dextrano masa molar 50000 y solucién 1,0 mol/L de clo-
ruro de magnesio, con una concentracion final de 0,9 g/L y 45




mmol/L respectivamente (/5). Con este tltumo sin embargo los
valores obtenidos son significativamente mds bajos que con ¢l
primero. Esta modificacion con el dextrano de masa molar
50000 fue un método seleccionado en 1983 por la American
Association of Clinical Chemistry. La capacidad de precipita-
cion de este reactivo es débil (/6) y se observan gran propor-
¢idn de sobrenadantes turbios de muestras con concentraciones
elevadas de VLDL o lipoproteinas anormales.

3.2.3 Precipitacién con acido fosfotingstico-cloruro

de magnesio (IT)

Fue descrito por Burstein et al. en 1970 (/7) y utiliza como
agente precipitante una mezcla en proporcion 4:! de una diso-
lucién de 40 /L de fostotungstato de sodio y una solucién 2,0
mol/L de cloruro de magnesio, con una concentracion final de
4,0 g/L y 50 mmol/L respectivamente. Una adaptacién (/8)
descrita de este reactivo con variaciones en el pH y en las con-
centraciones finales (1,6 g/L de dcido fosfotingstico y 25
mmol/L de cloruro de magnesio con pH de 2,5) mejora su ren-
dimiento y presenta diversas ventajas (/9).

La capacidad de precipitacion de las lipoproteinas con apoli-
poproteina B es buena, pero el aclaramiento de los sobrena-
dantes depende de la concentracion de triglicérido. Para dismi-
nuir la variabilidad y en particular conseguir una mejor
reproducibilidad es necesario controlar estrechamente todos
los pasos del procedimiento, particularmente los tiempos de
incubacién y las condiciones de centrifugacién.

3.2.4 Precipitacién con polietilenglicol
En 1976 Viikari (20) describié un método que utiliza una diso-
lucion de polietilenglicol de masa molar 6000 a una concentra-
cion final del 12% como agente precipitante de Jas lipoprotei-
nas no HDL. Esta concentracion es excesivamente elevada y
da lugar a una precipitacién parcial de HDL, por lo que estu-
dios posteriores aconsejan seleccionar una concentracién final
menor (/7), con la que ya no se detecta apolipoproteina B en
los sobrenadantes y con la que permanece en los mismos toda
la apolipoproteina A presente inicialmente en las muestras.
Kostner et al. (2/) en 1985 describieron una modificacién
que utiliza polietilenglicol 20000 al 9,5% en solucidén amorti-
guadora de fosfato de sodio a pH=6,5. Los métodos basados en
polietilenglicol son los que poseen una mayor capacidad de
precipitacién sobre las LDL y VLDL e incluso VLDL anorma-
les. Sin embargo, son los mds afectados por la procedencia de
Jos reactivos y los que realizan una mayor dilucién de la mues-
tra (22).

3.2.5 Precipitacién con concanavalina A

El agente precipitante es una solucién de 3,3 g/L. de concana-
valina A en solucidn de 9 g/LL de cloruro de sodio (23).
Necesita para su actuacién intervalos de pH muy ajustados,
por lo que la preparacién debe hacerse diariamente. La capaci-
dad de precipitacién es buena tanto para LDL como para
VLDL, obteniéndose sobrenadantes transparentes en el 100%
de los casos, incluso con concentraciones de triglicérido de 8,9
mmol/L, pero es un método caro con respecto al resto de Jos
estudiados.

3.2.6 Consideracjones sobre la determinacién de la
concentracion en suero del colesterol de HDL, mediante los
métodos de separacion de las HDL por precipitacion

Durante las Gltimas décadas Ja cuantificacion del colesterol de
las HDL en los laboratorios clinicos se ha realizado casi exclu-
sivamente por estos métodos, aunque hay una tendencia previ-
sible a abandonarlos. Por ello, es interesante hacer algunas
consideraciones tendentes a su estandarizacion y a disminuir la
variabilidad intra y entre laboratorios:

3.2.6.1 El proceso inicial de precipitacién es muy sensible a
interferencias externas y requiere unas condiciones muy con-
troladas de pipeteado, homogeneizacidn de la mezcla reactiva,
temperatura y tiempo de incubacion, asi como el respeto escru-
puloso de las condiciones de centrifugacién indicadas por el
fabricante (aceleracidn expresada en g y eventual temperatura
de incubacion) y evitar retrasos en la separacion del sobrena-
dante. Estos pasos son dificilmente automatizables en la préc-
tica habitual aunque se ha intentado facilitar con pipeteadores
automadticos o con el empleo de tubos comerciales preparados
con el reactivo precipitante.

3.2.6.2 La efectividad de la separacién del método elegido
se debe evaluar en especimenes de pacientes a concentraciones
variables de triglicérido. La presencia de quilomicrones y con-
centraciones elevadas de las VLDL puede ser la causa de una
sobreestimacion erronea del colesterol contenido en las HDL.
Se recomiendan las siguientes pruebas para evaluar la especifi-
cidad del método elegido:

— realizar una electroforesis del precipitado resolubilizado y
Jlavado con cloruro de sodio (0,6 mol/L) y del sobrenadante ob-
tenidos tras la fase de separacién de las lipoproteinas con apo-
lipoproteina B. En el sobrenadante se deberia observar sélo la
banda alfa de las HDL.
— valorar la presencia de apolipoproteinas A-1 y B en el sobre-
nadante y precipitado resolubilizado. La presencia de apolipo-
proteina B en el sobrenadante sugiere su contaminacion con li-
poproteina B en el sobrepadante sugiere su contaminacién con
lipoproteinas no HDL, y altas concentraciones de apolipoprotei-
na Al en el precipitado indican precipitacidn parcial de las HDL.
3.2.6.3 La cuantificacién posterior del colesterol en el so-
brenadante obtenido se puede realizar en analizadores automd-
ticos. Es conveniente adecuar las proporciones de muestra y
reactivo con el fin de conseguir unas absorbancias éptimas, de-
bido a las bajas concentraciones habituales de colesterol de las
HDL y a la dilucién que se introduce al afadir los reactivos
precipitantes.

3.2.6.4 Empleo de materiales de control en todas las series
analiticas, sometidos al proceso de separacién al igual que las
muestras de pacientes. Es deseable que sean especificos para
descartar la influencia de la matriz de los materiales habitua-
les, y con valor asignado por un método y procedimiento con
trazabilidad conocida. El niimero de materiales de control de-
seable son 2 y con una concentracién préxima a los valores
discriminantes de la concentracién en suero de colesterol de
HDL (0,91 y 1,55 mmol/L).

3.2.6.5 En los criterios en la seleccion del reactivo precipi-
tante se pueden considerar los siguientes aspectos:

— El efecto desfavorable causado por la dilucién de las mues-
tras de suero con el reactivo precipitante en el que se determi-
nard posteriormente la concentracién de colesterol.

— La frecuencia de precipitacion incompleta de los sueros con
concentraciones elevadas de triglicérido, maxime si la alterna-
tiva dada por algunos métodos es diluir ain mas la muestra ini-
cial. Por ello es desaconsejable realizar la separacién en aque-
llas muestras que no hayan sido tomadas en ayunas.

— En Espafia, la mayor parte de los laboratorios clinicos em-
plean reactivos comerciales de sulfato de dextrano o fosfo-
tunsgtato de magnesio. Segin los datos del control de calidad
de la SEQC del afio 1996, un 75% utiliza acido fosfotlingstico
y cloruro de magnesio (II), un 15% sulfato de dextrano y un
4% polietilenglicol (24).

3.3 Métodos de ultracentrifugacién

La ultracentrifugacidn es el principio analitico cldsico para la
separacion y cuantificacion de las lipoproteinas. En ella se
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aprovecha el hecho de que las lipoproteinas tienen una densi-
dad inferior al resto de las proteinas plasmadticas y se fuerza su
flotacion a densidades concretas por medio de campos gravita-
torios intensos. De hecho la nomenclatura clasica utilizada en
la literatura para describir las diferentes lipoproteinas se basa
en sus densidades: asi las VLDL incluyen particulas cuya den-
sidad es < de 1,006 kg/L; el intervalo de densidad de las LDL
abarca de 1,006 a 1,063 kg/L y el de las HDL entre 1,063 y
1,210 kg/L, concretamente 1,063-1,125 kg/L para la fraccién 2
de las HDL y de 1,125-1,210 kg/L para la fraccion 3.

Dado que la ultracentrifugacion permite la separacion de Jas
lipoproteinas utilizando criterios de densidad, actualmente es
considerada como el procedimiento de comparacion para la se-
paracion y cuantificacion de las lipoprotefnas. Sin embargo, la
ultracentrifugacién no cumple los estrictos criterios necesarios
para ser considerado método de referencia: la recuperacion
completa y reproducible es dificil y las fracciones obtenidas
son heterogéneas y pueden contener otras particulas funciona-
les. No obstante, se describe a continuacién dado que actual-
mente es considerado «transitoriamente» como tal y habitual-
mente es utilizado para la validacién de los otros métodos
habituales en estudios epidemiolégicos, pues los valores dis-
criminantes establecidos para una aplicacién universal lo fue-
ron con este tipo de métodos. Existen tres tipos principales de
ultracentrifugacion: secuencial, en gradiente de densidad y ul-
tracentrifugacién zonal.

3.3.1 Ultracentrifugacioén secuencial

Fue descrita inicialmente por Havel et al. (25) en 1955. Se
basa en realizar repetidas ultracentrifugaciones ajustando suce-
sivamente los infranadantes obtenidos a las densidades limite
de cada una de las familias de lipoproteinas que queremos ais-
lar. Las lipoproteinas HDL se pueden aislar a una densidad de
1,210 kg/L después de separar las VLDL y LDL. Ese método
requiere tantas ultracentrifugaciones sucesivas como clases de
lipoproteinas queramos aislar.

Es laborioso, prolongado y puede dar lugar a alteraciones es-
tructurales de las HDL provocadas por artefactos durante el
proceso. Ademads existen otras subpoblaciones, habitualmente
minoritarias, de otras lipoproteinas (HDL tipo | con intervalo
de densidad de 1,055 a 1,115 kg/L y lipoproteina (a) con inter-
valo de densidad de 1,055 a [,085 kg/L), que pueden aislarse
con la poblacidn de las HDL. Se utiliza con fines preparativos,
pero su utilidad clinica es limitada.

3.3.2 Ultracentrifugacion en gradiente de densidad

Este método permite la separacién de las principales clases de
lipoproteinas y sus subfracciones en una sola ultracentrifuga-
cién (26). El procedimiento consiste en colocar el espécimen
(previamente ajustado a una densidad superior a 1,220 kg/L.)
en el fondo de un tubo de ultracentrifuga y superponer sobre el
mismo soluciones de diversas concentraciones de bromuro de
potasio con densidades de 1,210, 1,100 y 1,000 kg/L. Durante
la ultracentrifugacion las lipoproteinas se distribuyen en el
gradiente de acuerdo con su propia densidad: en la parte infe-
rior del tubo se obtiene suero deficiente en lipoproteinas y por
encima en este orden las HDL, las LDL, las IDL y por ultimo
las VLDL.

Es un método relativamene rapido y, por realizarse en una
sola centrifugacion, evita posibles contaminaciones. La nece-
saria identificacién visual de las lipoproteinas para su posterior
separacion se consigue mediante la adicién previa del coloran-
te azul de Coomassie. Los principales inconvenientes descritos
son el nimero reducido de muestras que pueden ser procesa-
das y la dificultad de separacién de familias de lipoproteinas
con densidades muy préximas, como las HDL tipo 2 y las
HDL tipo 3 (22).
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3.3.3 Ultracentrifugacién analitica o zonal

La ultracentrifugacion zonal, también llamada analitica, es un
método sofisticado para el andlisis cuantitativo de las hpopro-
teinas desarrollado en 1950 y que contintia hoy utilizdndose en
algunos laboratorios de investigacion (27). Las diversas lipo-
proteinas son separadas seglin su velocidad de flotacién y
cuantificadas por refraccion, por tanto se precisa de un sistema
6ptico incorporado a la centrifuga. Este método permite medir
la masa total de HDL, pero no da informacién sobre la compo-
sicion en lipidos o proteinas. Requiere equipos especiales y
una considerable experiencia en el analisis de datos. Por estas
razones este tipo de ultracentrifugacién no se utiliza en los la-
boratorios clinicos.

3.3.4 Ultracentrifugacion a densidad 1,063 kg/L

La separacidn de las HDL se lleva a cabo en una sola ultracen-
trifugacion a densidad de 1,063 kg/L (28). En la fraccion supe-
rior flotan las lipoproteinas de densidad menor que las HDL
(los quilomicrones, las VLDL y las LDL) y quedan las HDL y
las proteinas séricas en la parte inferior. Si a continuacion se
ajusta el infranadante a una densidad de 1,210 kg/L y se some-
te a una nueva ultracentrifugacion, se puede separar las HDL
del resto de las proteinas. Sin embargo, para andlisis cuantitati-
vos se considera a las HDL como la fraccién de densidad ma-
yora 1,063 kg/L.

3.3.5 Consideraciones sobre los métodos de
ultracentrifugacion para la separacién de las HDL en suero

y la determinacién de la concentracién del colesterol

de las HDL

La separacion y cuantificacion de las HDL por ultracentrifuga-
cidn presenta algunos problemas.

3.3.5.1 Todos los procedimientos de ultracentrifugacién para la
separacion de lipoproteinas son relativamente caros por el cos-
te del equipo y el tiempo de operador requerido y por tanto son
utilizados sélo en algunos laboratorios especiales o con fines
de investigacién.

3.3.5.2 La fraccién de las HDL se puede contaminar con lipo-
proteinas no HDL.

La lipoproteina (a) se distribuye en un intervalo de densida-
des, entre 1,050 y 1,110 kg/L, entre la HDL y LDL, y por tanto
puede ser separada en parte junto con las lipoproteinas HDL,
produciéndose un error por exceso proporcional a la concen-
tracién de lipoproteina(a) en suero (29). Esta interferencia es
importante pues aproximadamente el 25% de la poblacidon ge-
neral presenta concentraciones plasmaticas de lipoproteina(a)
superiores a 0,3 g/L.
3.3.5.3 Las elevadas concentraciones salinas utilizadas para
los ajustes de densidad pueden alterar las caracteristicas fisico-
quimicas de las HDL (30).
3.3.5.4 La recuperacién de las HDL es a menudo inferior al
90%.

La fiabilidad del método depende de la habilidad técnica
del operador para realizar una recuperacion y transferencia
exacta de las diferentes fracciones desde el tubo de la ultra-
centrifuga.

Influyendo ademads, la dilucion, a veces en una proporcidn
desconocida, de las fracciones recuperadas.
3.3.5.5 Es dificil el acceso a materiales de control adecuados,
pues estos deben ser «frescos» ya que los procesos de liofiliza-
cidn, habituales para [a conservacidn de los materiales de con-
trol, producen modificaciones fisicoquimicas en las lipoprotei-
nas que influyen en la recuperacién y estabilidad de las
lipoproteinas y sus componentes.
3.3.5.6 Son aplicables las recomendaciones respecto a la deter-
minacién de la concentracién de colesterol anteriormente des-
critas para los métodos de precipitacién.




3.4 Métodos combinados de ultracentrifugacion
y precipitacion

En este apartado se agrupan los métodos que combinan las ca-
racterfsticas de mds de uno de los descritos anteriormente. El
método recomendado actualmente para la separacion habitual
de las HDL por la Lipid Research Clinics (8) aprovecha las
ventajas de los métodos de ultracentrifugacién y precipitacién.
Inicialmente, se realiza una separacién por ultracentrifugacion
y precipitacion. Inicialmente, se realiza una separacién por ul-
tracentrifugacién a densidad 1,006 kg/L, para aislar VLDL y
quilomicrones de las LDL y HDL. A continuacion, se precipi-
tan selectivamente las LDL del infranadante, y por dltimo se
cuantifica e] colesterol de las HDL que permanecen en el so-
brenadante.

Debido a que en el primer paso se separan las lipoproteinas
con alto contenido en triglicérido (VLDL y quilimicrones) se
elimina la posible interferencia de las mismas con los agentes
quimicos precipitantes. De este modo, puede utilizarse cual-
quiera de los métodos de precipitacidn descritos anteriormen-
te.

3.5 Métodos directos

En estos tltumos afios, se ha hecho un esfuerzo importante para
desarrollar nuevos métodos menos laboriosos y costosos, que
sean facilmente automatizables teniendo en cuenta el gran au-
mento de la demanda de esta magnitud y la gran variabilidad
analitica atribuible a la imposibilidad de su automatizacion.
Los investigadores han diseflado procedimientos con el fin de
cuantificar el colesterol por métodos enzimdticos en un siste-
ma donde se inhibe la reaccién del colesterol contenido en las
lipoproteinas no HDL. Esta inhibicion se puede realizar con
diferentes principios analiticos:

a) enzimas modificadas con policetilenglicol y sulfato de o-ci-
clodextrinas (3/). La o-ciclodextrina sulfatada en presencia de
iones magnesio y a pH neutro actia como agente secuestrante
del colesterol de la lipoproteinas con baja proporcién protei-
na/lipido (quilomicrones, VLDL y LDL). Las enzimas coleste-
rol esterasa y colesterol oxidasa modificadas con polietilengli-
col 6000 muestran una actividad catalitica selectiva hacia el
colesterol de HDL, reaccionando con el colesterol de las lipo-
proteinas en el orden: HDL> quilomicrones> VLDL> LDL. El
mecanismo de dicha selectividad no se ha demostrado clara-
mente, aunque puede estar relacionado con la capacidad de re-
conocer diferencias en la hidratacién, carga o tamaiio de las di-
ferentes lipoproteinas.

b) polietilenglicol de masa molar 4000 y anticuerpos contra las
apolipoproteinas B y C-111 (32). El polietilenglicol forma com-
plejos con los quilimicrones, las VLDL y fas LDL y los anti-
cuerpos producen agregados con dichas lipoproteinas; a conti-
nuacién se produce la reaccién enzimética del colesterol de las
HDL que permanece en disolucidn.

¢) polimeros y polianiones que forman complejos no reactivos
con los quilomicrones, las VLDL y las LDL. Las HDL se solu-
bilizan por un detergente liberando el colesterol y sus ésteres
que pueden ser cuantificados por métodos enzimaticos (33).
d) anticuerpos contra las lipoproteinas con apolipoproteina B
(34) que inhiben directamente la reaccién del colesterol conte-
nido en las HDL (34).

3.5.1 Consideraciones sobre los métodos directos para la
determinacion de la concentracion del colesterol de las HDL
La mayor ventaja de estos métodos es la eliminacién de los pa-
sos manuales de los procedimientos de precipitacion. Se han
adaptado a diferentes analizadores, donde se lleva a cabo la

cuantificacién, junto con el colesterol y triglicérido, en un Gni-
co espécimen con las consiguientes ventajas que ello supone
en los laboratorios clinicos con gran demanda asistencial.

Pero estos nuevos métodos y reactivos todavian deben ser
evaluados en profundidad, particularmente para conocer si al-
guno de ellos puede o no substituir a los métodos de precipita-
cién habitualmente utilizados. Todos ellos deben ser validados
y comparados robustamente frente al método de referencia,
con el que se establecieron los valores discriminantes, y deben
ser capaces de cumplir los criterios analiticos de calidad defi-
nidos. Los fabricantes y distribuidores de reactivos deben esta-
blecer el sistema adecuado de trazabilidad, exigible a las deter-
minaciones de lipidos y lipoproteinas.

Ante la posibilidad de un cambio a estos métodos, cada la-
boratorio deberia comprobar:

— La inexistencia, o eventual correccién, de diferencias signi-
ficativas con los resultados medidos por el método actualmen-
te utilizado, mediante un andlisis de regresion y de compara-
cion de métodos adecuado. Previamente, se debe comprobar
que el método actual, generalmente de precipitacién, tiene una
inexactitud aceptable, mediante el empleo de materiales de
control con un valor asignado mediante un método y procedi-
mientos adecuados, o mediante sistemas de control de la cali-
dad especificos de las determinaciones lipidicas.

— Comprobar que la imprecisién interdiaria de los métodos di-
rectos es inferior a la alcanzada por los métodos de precipita-
cidn.

— Utilizar materiales de calibracion con trazabilidad definida,
asi como materiales de control preferiblemente con valores
asignados por un método y procedimiento de trazabilidad defi-
nida.

— Comprobar el comportamiento frente a sueros con elevada
concentracion de triglicérido y de lipoproteinas VLDL y quilo-
micrones, asi como otros eventuales interferentes.

Las primeras evaluaciones publicadas (35-37) indican que
poseen una imprecision analitica similar o mejor a las concen-
traciones con significado clinico. La inexactitud se debe eva-
luar en estudios mds amplios y por comparacion con el método
de referencia recomendado.

4 METODO DE REFERENCITA

El desarrollo de un sistema de referencia para las mediciones
de la concentracién de colesterol de las HDL, como existe para
la determinacion de colesterol, necesita, en primer lugar, una
definicion clara de estas lipoproteinas independiente del méto-
do utilizado para su aislamiento y en segundo lugar, el desarro-
o de un método definitivo. Aunque estas condiciones no se
cumplen actualmente, existe un consenso mundial sobre Ia
conveniencia de seguir utilizando como punto de «referencia»
el método (38) desarrollado por el Center for Diseases Control
and Prevention (CDC).

Este método no ha sido aprobado y validado como método
de referencia en el sentido estricto, pero ha sido la base de los
amplios estudios epidemioldgicos y clinicos en los que se fun-
damentan los valores discriminantes utilizados para la asigna-
cién del riesgo coronario. Por tanto, este método se puede con-
siderar el punto de referencia que mantendra Ja unién entre las
medidas de colestero] de las HDL por cualquiera de los méto-
dos habituales y las bases de datos epidemioldgicas disponi-
bles.

El método de referencia propuesto es un procedimiento
combinado que consta de tres pasos:

a) ultracentrifugacidon a 100000xg y a 4°C del espécimen a
densidad 1,006 kg/L, lo que permite la separacién de quilomi-
crones y VLDL en el sobrenadante.
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b) precipitacién de lipoproteinas que contienen apolipoprotei-
na B, en el infranadante obtenido, con heparina y cloruro de
manganeso (I1) a concentracién final de 46 mmol/L.

¢) medicién de la concentracién del colesterol de las HDL en
el sobrenadante por el método de referencia de Abell-Kendall
modificado (39). '

Es un método técnicamente laborioso, costoso, necesita gran
volumen de muestra y disponer de ultracentrifuga y materiales
apropiados, pero es el método recomendado para establecer y
controlar la exactitud de los métodos habituales, asi como para la
eventual validacion, con fines de investigacion epidemiolégica,
de la utilizacién de los otros métodos habitualmente utilizados.

El CDC, en su esfuerzo para conseguir una estandarizacion
adecuada en las medidas de colesterol de las HDL, mantiene
programas dirigidos a la industria para la evaluacién de las ca-
racteristicas de los reactivos respecto a este método de referen-
cia (28).

5 CRITERIOS DE CALIDAD

Los problemas de la cuantificacién del colesterol contenido en
Jas HDL son importantes y todavia no han sido resueltos por
completo, a causa de la falta de estandarizacién de los métodos
empleados para la estimacién del mismo (40,47). De hecho,
hasta hace pocos afios, los métodos se han desarrollado y co-
mercializado sin tener en cuenta su concordancia con un méto-
do de referencia y sin existir unas lineas claras en cuanto a la
imprecision. Numerosos estudios indican la necesidad de me-
jorar de forma sustancial las medidas de colesterol de las HDL,
que se realizan en los laboratorios clinicos desde hace més de
20 afios, para garantizar que los resultados obtenidos cumplan
los requisitos de calidad suficientes y sean ttiles en la practica
clinica (42).

Se deben controlar los componentes de la variacién analiti-

ca: inexactitud e imprecision:
I. La inexactitud en la medicidn de Ja concentracién de coles-
terol de las HDL es de gran importancia debido a varias razo-
nes: el intervalo de concentraciones con las que se asocia un
determinado riesgo de desarrollar enfermedad es estrecho; el
valor discriminante aceptado para Ja asignacion del riesgo de
enfermedad cardiovascular se sitda en concentraciones bajas
(0,91 mmol/L); por altimo, muchos laboratorios utilizan la
concentracion de colesterol de las HDL para calcular la con-
centracion del colesterol de las LDL por la formula de
Friedewald. Por lo que un error en su determinacién supone un
calculo erréneo del colesterol de las LDL.

La inexactitud (diferencia entre el valor verdadero y el me-
dido) puede ser debida: a la utilizacién de materiales de cali-
bracién inapropiados, ya que el llamado efecto matriz puede
afectar de manera no previsible a estos materiales; y a la sepa-
racién inadecuada de la fraccion de las HDL.

2. La imprecisién refleja la variacion en el proceso de medida
y a ella pueden contribuir €] operador, las diferencias entre lo-
tes de reactivos y variaciones en los instrumentos.

Debe ser minimizada con la estandarizacion del proceso téc-
nico y la aplicacién de un sistema de control de ]a calidad.

En 1995 el National Cholesterol Education Program (3) re-
comend6 definir los objetivos de calidad, que deben cumplir las
determinaciones de colesterol de HDL, en términos de «error
total» (anexo 1). El error total comprende la imprecision y la
inexactitud y asi se pretende compensar una posible mayor ine-
xactitud con una baja imprecisidn o al contrario. El laboratorio
clinico puede seleccionar cualquiera de los métodos descritos
previamente para la cuantificacién del colesterol HDL en espe-
cimenes de pacientes, pero el procedimiento deberd siempre
cumplir los criterios de calidad analitica minimos siguientes:
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Error total £ 13% que implica:
Inexactitud < +/— 5% (comparado con el método referencia
del CDC)
Imprecision a concentracion 2= 1,09 mmol/L: CV<4%
a concentracion < 1,09 mmol/L: s< 0,044 mmol/L

6 ESPECIMEN Y MUESTRA

La muestra de eleccidn es el suero; obtenido al centrifugar la
sangre, en condiciones refrigeradas, antes de transcurridas 3
horas de su toma. El suero es la muestra de eleccion porque es
con el que se han establecido los valores discriminantes acep-
tados para la clasificacién de los pacientes. Sin embargo, en el
caso de utilizar plasma se ha propuesto que los valores plasma-
ticos deben multiplicarse por 1,03 para obtener los correspon-
dientes en suero.

Conservacién: Ja medicién de la concentracién del colesterol
de las HDL se debe realizar lo antes posible, preferiblemente el
mismo dia de la extraccidn. No obstante el suero se puede alma-
cenar a 4 °C y en oscuridad durante 1-2 dias. Para perfodos mas
prolongados se debe mantener congelado a =20 °C (1 mes) o a
—80 °C (hasta 2 afios) en contenedores adecuados para prevenir la
evaporacion (3).

7 RECOMENDACIONES PRACTICAS

7.1 Métodos recomendados en la practica habitual

La necesidad de personal especializado y el relativo alto coste
econémico de la ultracentrifugacién han favorecido la utiliza-
cion de técnicas alternativas como métodos habituales. Debido
a ello los métodos habituales para la determinacion del coles-
terol de las HDL en suero son los métodos de precipitacién
quimica, con cuantificacion posterior del colesterol en el so-
brenadante por métodos enzimaticos. Pero las variaciones en-
contradas entre laboratorios son muy amplias.

El desarrollo de métodos mds simples, los [lamados métodos
directos, puede facilitar la estandarizacion de estas medidas en
el laboratorio clinico. Los métodos directos pueden cumplir
estas expectativas, pero antes de adoptar un nuevo método se
debe seguir las recomendaciones dadas anteriormente.

7.2 Reducir las causas preanaliticas de variacion:
Control de la variabilidad biolégica

Los especimenes para la medicion de la concentracién de co-
Jesterol de las HDL se deben obtener en las condiciones reco-
mendadas para la determinacion de colesterol (39). Los coefi-
cientes de variacion biolégicos intraindividuales descritos para
el colesterol de las HDL son altos, comprendidos entre 4-12%
con una media del 8%. Debido a ello la determinacién en una
sola ocasién es insuficiente para establecer la concentracién
«habitual» del paciente. En base a las concentraciones habitua-
les de colesterol de las HDL, al coeficiente de variacién biold-
gico intraindividual medio y a los objetivos de calidad pro-
puestos, se recomienda la extraccion de dos especimenes de
sangre como minimo con un intervalo de una semana (3).

7.3 Control de la inexactitud

La inexactitud en Ja medida de las concentraciones del coleste-
rol de las HDL deberia establecerse mediante comparacion con




especimenes frescos congelados respecto al método considera-
do de referencia. En nuestro pais no existe ningtlin sistema de
referencia al que acudir para realizar esta verificacion. El
Cholesterol Reference Method Laboratory Network y el
Center for Diseases Control facilitan un programa destinado a
verificar los materiales de calibracion y control (43). Ademas
disponen de un programa dirigido a la industria para la evalua-
cién de la calidad de los reactivos en términos de inexactitud y
imprecision. De esta forma es posible ¢l desarrollo de métodos
habituales con los que obtener resultados comparables al mé-
todo aceptado como de referencia y conseguir la estandariza-
cion de las determinaciones de colesterol HDL en los laborato-
rios clinicos. Se debe exigir a las empresas que comercializan
estos reactivos y los materiales de control y de calibracién la
acreditacion de los mismos frente al método de referencia.

7.4 Realizar programas de control de la calidad interno y
externo

El control de la calidad interno se debe realizar con materiales
que emulen las caracteristicas de los especimenes de pacientes
y debe abarcar todos los pasos del procedimiento. Se reco-
mienda por lo menos a dos concentraciones de decision clinica
0,9 mmol/L y 1,55 mmol/L. Ademads, todos los laboratorios de-
berfan participar en un programa de calidad externo, que sea
capaz de aportar materiales adecuados y con los menores efec-
tos matriz posibles.

7.5 Las organizaciones cientificas deberian...

— Incluir en sus programas de control de la calidad la medi-
ci6n de 1a concentracién de las HDL con materiales adecuados.
— Proporcionar los valores obtenidos por el método de refe-
rencia en las mezclas utilizadas como materiales de control de
la calidad.

— Promover la consideracién de la trazabilidad como criterio
de seleccion de sistemas analiticos.

8 CONSIDERACION FINAL

Es necesario el desarrollo y evaluacion de nuevos métodos
para la medicion de las concentraciones del colesterol de HDL
que por sus caracteristicas sean capaces de cumplir los objeti-
vos de calidad deseables para esta magnitud y especificados
anteriormente. Asimismo es urgente el desarrollo de materiales
de referencia adecuados.

En Espafia es una necesidad urgente establecer un sistema
nacional de referencia para las mediciones de las concentracio-
nes de colesterol y colesterol de las HDL que aporte la tecnolo-
gia suficiente para comparar nuestro método habitual con el
método de referencia. A nivel internacional existen programas
especificos que facilitan este proceso de estandarizacion tanto
para los laboratorios clinicos como para las empresas fabrican-
tes. En nuestro pais no existen, aunque es de suponer que de
forma indirecta nos habremos beneficiado de los mismos por
el cardcter multinacional de la mayor parte de las empresas fa-
bricantes de reactivos.
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Anexo 1

Cilculo del error total
error total = error sistematico + error aleatorio
error total (%) = error sistemdtico (%) + 1,96 CVt (%)

Cilculo del error sistematico o bias
Es la diferencia entre el valor medido por el método evaluado
y el valor medido por el método de referencia expresado en %.
Puede ser medido:
— a través de programas de estandarizacién que aporten sueros
frescos congelados valorados mediante el método de referen-
cia.
— uso de materiales de referencia con valores asignados confir-
mados frente al método de referencia.

CV, es el coeficiente de variacidén analitico total.




