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RESUMEN

El objetivo de este trabajo consisti6 en el montaje y la estandarizaciéon de un método para
la evaluacion de la lipoproteina de baja densidad oxidada contenida en los inmunocomplejos,
mediante la cuantificacion del colesterol total presente en el precipitado de polietilénglicol
denominado “colesterol inmune”. El valor de “colesterol inmune” fue comparado con
los demas pardmetros lipidicos en un grupo de sujetos normales de banco de sangre, y 103
pacientes escogidos consecutivamente al azar entre los asistentes como “casos patologi-
cos” a la consulta de cardiopatia isquémica en el Instituto de Cardiologia y Cirugia
Cardiovascular, a los cuales se les realiz6 la angiografia coronaria como parte de su
estudio. Como resultado de este trabajo se obtuvo que solo el “colesterol inmune” se
correlacioné significativamente con la severidad de la aterosclerosis coronaria. La
sensibilidad y especificidad del método fue de 80 %, los valores predictivos positivo y
negativo fueron 84 y 76 % respectivamente. La concentracion del “colesterol inmune”
fue menor en sujetos normales que en pacientes con aterosclerosis coronaria. Se conclu-
y6 que el “colesterol inmune” puede ser empleado como un nuevo marcador diagnostico
en estadios tempranos de la aterosclerosis coronaria.

Descriptores DeCS: ATEROSCLEROSIS CORONARIA/diagnostico; LIPOPROTEINAS
DEL COLESTEROL LDL/andlisis; FACTORES DE RIESGO; ATEROSCLEROSIS
CORONARIA/ enzimologia.

El desarrollo actual de las investiga-
ciones en el campo de la aterosclerosis per-
mite acumular muchas evidencias acerca
del importante papel que desempefia la mo-
dificacion oxidativa de las lipoproteinas
aterogénicas en la presencia y progresion
de esta. La concentracién elevada de la
lipoproteina de baja densidad (LDL) cons-
tituye uno de los mayores factores de riesgo
para la aterosclerosis, estudios clinicos,

epidemioldgicos y genéticos, han demostra-
do convincentemente que la LDL promue-
ve la formacion de la placa de ateroma.!
La LDL oxidada (LDL-0x) aparente-
mente es mas inmunogénica que la LDL
nativa, lo que sugiere que el nivel de
autoanticuerpos contra esta refleja la ex-
tension /n vivo de la oxidacion de la LDL
nativa. La medicion directa de la LDL
oxidada en suero o plasma no es factible



por causa de la proteccién que sobre ella
tienen los agentes antioxidantes presentes
en la circulacién general, es por ello que el
descubrimiento de los autoanticuerpos con-
tra las LDL oxidadas en suero humano y la
formacién del complejo inmune estimula
la acumulacion de ésteres de colesterol en
macréfagos y da lugar a la formacion de
las células espumosas.>?

El objetivo de este trabajo es el montaje y
la estandarizacion de la determinacion del
colesterol contenido en el inmunocomplejo cir-
culante (autoanticuerpo-LDLox) en suero, con
una elevada calidad, y factible de ser empleado
por los laboratorios clinicos de la red cubana de
salud, asi como relacionar los niveles de
colesterol en el inmunocomplejo circulante
(autoanticuerpo-LDLox) conla severidad de la
enfermedad arterial coronaria y demas
parametros lipidicos.

METODOS

El complejo inmune circulante fue pre-
cipitado del suero combinando volimenes
iguales de suero con polietilénglicol de 6
000 (PEG) 5 %. La mezcla fue incubada
en un bafio termostatado a 18° durante 18
h. El complejo fue sedimentado por
centrifugacion a 6 000 rpm durante 30 min.
El precipitado fue lavado 3 veces con PEG
2,5 %. El colesterol contenido en el com-
plejo inmune precipitado fue determinado
mediante un kit enziméatico-colorimétrico
comercial para la determinaciéon de
colesterol total de la Boehringer
Mannhein.*?

EVALUACION ANALITICA DEL METODO

Se realizé la validacion analitica para
el método desarrollado, mediante los estu-
dios de calibracién, repetibilidad,
reproducibilidad, recuperacion, limite de

deteccion. Se determind la sensibilidad,
especificidad diagndstica, asi como los va-
lores predictivos positivo y negativo a par-
tir del procesamiento de 50 muestras de
suero tomadas de banco de sangre al azar
(casos normales), y 65 muestras de pacien-
tes con cardiopatia isquémica.

ESTUDIO CLINICO

Se realiz6 un estudio descriptivo trans-
versal para determinar el valor diagnéstico
del “colesterol inmune” en la enfermedad
arterial coronaria determinada por
angiografia, donde se incluyeron un total
de 102 pacientes, estos fueron atendidos en
la consulta de cardiopatia isquémica del
Instituto Nacional de Cardiologia y Ciru-
gia Cardiovascular, por ser supuestos por-
tadores de la enfermedad. Los pacientes
concurrieron durante el periodo de 1 afio
(sin eleccion alguna), y se les realizd la
angiografia coronaria como parte de su es-
tudio. En cada paciente se precisé la edad
en afos, el sexo, el indice de masa corpo-
ral (kg/m?) y el grado de estenosis. Des-
pués de un ayuno de 12 h se le extrajo a
cada paciente 10 mL/ de sangre por pun-
cién venosa, para realizar las determina-
ciones analiticas del “colesterol inmune” y
los demas parametros lipidicos.

Se calcularon los estadigrafos descrip-
tivos (media, mediana, desviacion estandar
y valores maximo y minimo) de las varia-
bles cuantitativas, y la distribucién de fre-
cuencia de las variables cualitativas. Se
determind el “valor de corte” utilizando el
método de maximo chi cuadrado. Se obtu-
vieron las correlaciones de Spearman en-
tre el “colesterol inmune” y las variables
lipidicas. Se comparé este con las varia-
bles cualitativas empleando el fest no
paramétrico de Kruskal-Wallis. Se realiz6
un analisis multivariado usando la regre-
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sion logistica, en la que la variable de res-
puesta fue la presencia de cardiopatia
isquémica, y los posibles predictores, las
variables lipidicas. Se consider6 significa-
cion estadistica cuando p < 0,05.

RESULTADOS

Se obtuvo una adecuada respuesta li-
neal, que se corrobor6 con los resultados
del andlisis de regresion, donde se pudo
computar la recta de mejor ajuste para los
puntos. El rango de concentracién de la
curva fue de 5 a 40 pg/mL. El limite de
deteccion del método fue de 0,5 pg/mL,
concentracion que se encontrd en las mues-
tras de suero utilizadas en el estudio de
montaje y estandarizacion del método.

En la realizacion del estudio de preci-
sion los resultados fueron satisfactorios, la
repetibilidad del método evaluada a través
de 3 muestras de suero rindi6 un coeficien-
te de variacion promedio de 3,7 %. Se cal-
cularon, ademas, los coeficientes de varia-
ci6n total para cada muestra que fueron 7,14;
5,13y4,38 %.

El porcentaje de recuperacién prome-
dio de las 3 muestras estudiadas fue de
96,3 %. La sensibilidad y especificidad del
método fueron de 80 %, y los valores
predictivos positivo y negativo fueron 84 y
76 % respectivamente.

La edad promedio de los pacientes fue
53,24 anos, en los hombres 69 (67,6 %) y
en las mujeres 33 (32,4 %). El valor de
corte calculado para el “colesterol inmu-
ne” por el método de maximo chi cuadrado
fue 17 pg/mL, determinado en el grupo que
tenia grado O de estenosis (sin estenosis
apreciable de las arterias coronarias), por
lo tanto, un valor de “colesterol inmune”
menor o igual que 17 pg/mL es considera-
do normal, y un valor superior patolégico.

El valor de “colesterol inmune” en
el grupo con grado 0 de estenosis fue 11,6
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pg/mL y es 2 veces mds bajo que el valor
obtenido para los pacientes con grado 1,
2y 3 de estenosis. En todos los casos con
grado de estenosis los valores de
“colesterol inmune” fueron considerable-
mente mas altos (18,67; 24,71 y 20,38 g/
mL (respectivamente) que en aquellos sin
estenosis. Al comparar los valores entre
las 4 categorias, mediante el rest no
paramétrico de Kruskal-Wallis, se encon-
traron diferencias significativas (p <
0,05).

En cuanto a las demds variables
lipidicas, sdlo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los
distintos grados de estenosis para el
colesterol total y el colesterol de las LDL
(col-LDL).

El valor del “colesterol inmune” fue
correlacionado con el resto de los parametros
lipidicos estudiados, no se encontr6 correla-
cidn significativa entre estos.

Los resultados del andlisis multiva-
riado reflejan que las variables Apo Al,
col-LDL, Lp(a) y el “colesterol inmune”
fueron las mejores predictoras de la car-
diopatia isquémica, y entre ellas el
“colesterol inmune” es el que ejerce ma-
yor influencia sobre la enfermedad, pues
el valor del exponencial B fue 3,27; esto
quiere decir, que cuando el “colesterol in-
mune” aumenta 3 unidades, la probabili-
dad de tener cardiopatia isquémica aumen-
ta 3 veces, para el col-LDL y la LP(a),
cuando aumentan en una unidad la probabi-
lidad de tener la cardiopatia isquémica au-
mentaen 19 % y en 1 % respectivamente.
El comportamiento de la variable Apo Al
fue contrario a las anteriores, porque cuando
esta aumenta en una unidad la probabili-
dad de tener cardiopatia disminuye en 2
%, y ejerce un efecto protector. Cuando se
dicotomizan los valores de “colesterol in-
mune” en normal y patolégico, de acuerdo
con el valor de corte de 17 pg/mL, en los



pacientes con estenosis el riesgo de presen-
tar aterosclerosis coronaria se incrementd
desde 1,3 hasta 8 veces.

DISCUSION

Como se comento en la introduccion,
la medicidn directa de la LDL oxidada en
suero o plasma no es factible por causa de
la proteccién que sobre ella tienen los agen-
tes antioxidantes presentes en la circula-
ciéon general, es por ello que la determina-
cién de los autoanticuerpos contra la LDL
oxidada en suero humano ha despertado gran
interés en los dltimos anos.>?

Poder remover el inmunocomplejo cir-
culante del suero de pacientes con
aterosclerosis coronaria reduce marcada-
mente el potencial aterogénico de estos sue-
ros, que consiste en inducir la acumulacion
intracelular de lipidos. Se debe mencionar
que la LDL, presente en el complejo circu-
lante constituye no mas de 2 % del pool de
LDL total circulante, no obstante esa peque-
fia fraccion de LDL, es fundamental para la
aterogenicidad del suero manifestada en el
nivel celular.®

SUMMARY

El estudio sugiere una relacion muy
estrecha entre la determinacion cuantitati-
va de los niveles de “colesterol inmune”
del suero y la aterosclerosis coronaria, lo
considera un predictor potente de la lesion
aterosclerdtica en el nivel de las coronarias.
Se encontr6 una asociacion positiva entre
los niveles de “colesterol inmune”,
colesterol total y col-LDL, en el suero de
los pacientes estudiados, y el grado de se-
veridad de la enfermedad arterial coronaria.
Se demostrd que niveles de “colesterol in-
mune” iguales o superiores a 17 pg/mL
incrementan el riesgo de la aterosclerosis
coronaria desde 1,3 a 8 veces.

Los resultados obtenidos en este traba-
jo son satisfactorios, y a juicio de sus auto-
res el sistema analitico posee los atributos
de calidad adecuados para su utilizacion en
las investigaciones de la aterosclerosis
coronaria, lo que tiene una gran importan-
cia pues el “colesterol inmune” es mejor
predictor de la severidad de la lesion
coronaria que los factores de riesgo lipidicos
més cominmente conocidos.

The objective of this paper was the mounting and standardization of a method for the evaluation of the low density
oxidated lipoprotein contained in the immunocomplexes by the quantification of the total cholesterol present in the
precipitate of polyethylenglycol denominated “immune cholesterol”. The value of the “immune cholesterol” was
compared with that of other lipid parameters in a group of normal subjects from the blood bank and 103 patients
selected consecutively at random among those “pathological cases” attending the department of ischemic heart
disease in the Institute of Cardiology and Cardiovascular Surgery. They underwent coronary angiography as part
of the study. It was observed that only the “immune cholesterol” correlated significantly with the severity of
coronary atherosclerosis. The sensitivity and specificity of the method was 80% and the negative and positive
predictive values were 84 and 76%, respectively. The concentration of “immune cholesterol” was lower in
normal individuals that in patients with coronary atherosclerosis. It was concluded that “immune cholesterol”
may be used as a new diagnostic marker in early stages of coronary atherosclerosis.

Subject headings: CORONARY ATHEROSCLEROSIS/diagnosis; LIPOPROTEINS, LDL CHOLESTEROL/
analysis; RISK FACTORS; CORONARY ATHEROSCLEROSIS/enzimology.
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