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RESUMEN

Para determinar si existe relacion entre las concentraciones séricas de la Lp(a) , medida a
través de su contenido en colesterol [ C-Lp(a)], con factores de riesgo cardiovascular como
obesidad, obesidad central, presion arterial y glucosa sérica en ayunas en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) , se estudiaron estas variables en 195 pacientes, hombres y
mujeres, de 40 a 70 afios de edad con diagnostico previo de DM-2 que son atendidos en las
Asociaciones de Diabéticos de la ciudad de Quito.

En la muestra investigada se present6 obesidad en el 74.4% de pacientes y obesidad
central (determinada por la circunferencia de la cintura) en el 72.9 % para el grupo de
hombres, siendo superior en las mujeres con el 93.2% .El porcentaje de pacientes con
presion arterial sistdlica sobre 140 mm Hg fue del 15.7% siendo mas frecuente en los
hombres. En cuanto a los niveles de glucosa en ayunas se encontré que el 35.4% de la
muestra presentardn valores mayores a 126 mg/dL, dentro de este mismo grupo se observo
hipoglucemia en el 8.7% de los pacientes.

El nivel sérico de C-Lp(a) fue superior o igual a 2.5 mg/dL en 21.0% de los pacientes, con
porcentajes similares para hombres y mujeres; en el 1.4% de las mujeres con valores
superiores a 30 mg/dL. Al relacionar las concentraciones séricas de C-Lp(a) con las otras
variables como edad y sexo no hubo diferencias estadisticamente significativas (Kruscal —
Wallis, p = 0.059 y Mann Whitney, p= 0.084 respectivamente). Al aplicar una regresion
logistica multivariada para C-Lp (a) y IMC, circunferencia de la cintura y presion arterial
sistélica y Chi? (para datos no paramétricos) para glucosa sérica en ayunas, se detectd
Unicamente una relacion estadistica moderada y positiva con la dos ultimas (p = 0.05).

De los resultados obtenidos se concluye que los pacientes diabéticos presentan mas de un
factor de riesgo cardiovascular y la asociacion de hiperglucemia, dislipidemias, obesidad e
hipertensién arterial llevan al paciente a ser diagnosticado por sindrome metabdlico, con un
pronostico poco favorable, ademas la presencia de concentraciones de Lp(a) sobre los 2,5
mg/dL aumenta en un 10 a 30 % la posibilidad de sufrir complicaciones crénicas a nivel
cerebral y cardiovascular, tomando en cuenta que el aumento de glucosa y presion arterial
presentan relacion con las concentraciones de Lp(a). La determinacién de esta lipoproteina
por parte del laboratorio junto con los factores de riesgo convencional contribuye
significativamente con la clasificacion del tipo de riesgo aterotrombogénico.

Palabras clave: Lipoproteina (a) [Lp(a)], factores de riesgo cardiovascular no lipidicos
(Obesidad (IMC), obesidad central (circunferencia de cintura), presion arterial sistélica y
glucosa en ayunas)



ABSTRACT

To determine the correlation between serum Lp (a), measured through its cholesterol content
[C-Lp (a)], with cardiovascular risk factors as obesity, central obesity, blood pressure and
serum glucose fasting in patients with diabetes mellitus type 2 (DM-2) these variables were
studied in 195 patients, men and women, 40 to 70 years old with a previous diagnosis of DM-
2 are treated in the Associations of diabetic city Quito.

In the sample investigated obesity occurred in 74.4% of patients and central obesity
(measured by waist circumference) at 72.9% for the group of men, being higher in women
with 93.2%. The percentage from patients with systolic blood pressure over 140 mm Hg was
15.7% it is more frequent in men. As for fasting glucose levels found that 35.4% of the
sample showed higher values at 126 mg / dL, within the same group of hypoglycemia was
observed in 8.7% of patients.

The serum level of C-Lp (a) was greater than or equal to 2.5 mg / dL in 21.0% of patients,
with similar percentages for men and women, and in 1.4% of women above 30 mg / dL
values. Relating serum C-Lp (a) with other variables such as age and sex were not
statistically significant (Kruscal - Wallis, p = 0.059 and Mann Whitney, p = 0.084 respectively)
By applying a multivariate logistic regression C-Lp (a) and BMI, waist circumference and
systolic blood pressure and Chi? (for nonparametric data) for fasting serum glucose was
detected only a moderate and positive statistical relationship with the latter two (p = 0.05)

Of the results obtained it is concluded that diabetic patients have more than one
cardiovascular risk factor and the association of hyperglycemia, dyslipidemia, obesity and
hypertension lead to the patient being diagnosed metabolic syndrome with a poor prognosis,
besides the presence of concentrations of Lp (a) about 2.5 mg / dL increased by 10 to 30%
chance of getting chronic cardiovascular complications and cerebral level, taking into account
that the increase in glucose and blood pressure have a relationship with concentrations of Lp
(a). As the determination of this lipoprotein by the laboratory along with conventional risk
factors contribute significantly to the classification of the type of atherothrombogenesis risk.

Keywords: Lipoprotein (a) [Lp (a)] factors not lipidic for cardiovascular risk (obesity (BMI),

central obesity (waist circumference), systolic blood pressure and fasting glucose)



INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM-2) es considerada como la enfermedad crénica de mayor
impacto a nivel socio-sanitario. Segun la Federacion Internacional para la Diabetes (IDF,
International Diabetes Federation), la prevalencia de la DM-2 se incrementara de 246 millones
de personas en el 2007 a 308 millones para el 2025, es decir el 25% de incremento a nivel
mundial. (Pagana & T, 2006)

En el Ecuador, ocupa el primer lugar como causa de muerte entre las principales
enfermedades cronicas (el 5,8% en el 2008); de acuerdo al género, se constituye la segunda
causa de muerte en mujeres y sexta en los hombres, de todas las posibles causas de
enfermedad. (Cifuentes B. A., 2009)

La morbilidad y mortalidad de los pacientes con DM-2 a nivel mundial se encuentran
asociadas con enfermedad cardiovascular (ECV), cerebrovascular y enfermedad vascular
periférica entre cuyas consecuencias esta el infarto agudo al miocardio, de tal manera que
“The American Heart Association considera a la DM-2 no solo como un simple factor
Independiente de riesgo, sino como una «verdadera enfermedad cardiovasculan»” (Sanchez
Recaldea & Kaskia, 2011), sin contar con la presencia de concentraciones altas de la Lp(a),

gue elevaria mucho més el riesgo.

Las Asociaciones Internacionales para la diabetes publican de forma frecuente los resultados
de estudios y consensos para el diagnostico, manejo y control del paciente diabético, en las

que se pone énfasis en el control y reduccion de los factores de riesgo que conducen a la
2



aparicion de una enfermedad cardio y cerebro vascular, que afectan tanto al cuadro diabético
como al desarrollo de una enfermedad cardiovascular, entre estos se encuentran: el
tabaquismo, obesidad central, la resistencia insulinica y la hipertension estos ultimos
relacionados con la concentracion sérica de Lp(a) que manejan este tipo de pacientes
(Kostner, Avogadro, & Cazzolato, 1981).

La Lp(a) presenta una estructura muy similar a la del plasminégeno lo que le confiere
propiedades aterogénicas, adhiriéndose a las paredes vasculares y permitiendo que el
colesterol sea fagocitado por los macréfagos, conduciendo a elevar el riesgo de enfermedad
cardiovascular, determinante en este tipo de pacientes debido a la falla metabdlica en el
transporte de lipidos y el estilo de vida que llevan. (Brandan, Llanos, Barrios, Escalante
Marassi, & Ruiz Diaz, 2006)

En base a los antecedentes encontrados y la revision bibliografica previa a este estudio, se
determiné que la prevalencia de enfermedades cardiovasculares y trombogénicas, asociada
con la obesidad, la hipertension, el habito tabaquico, las hiperlipidemias y sobre todo la
resistencia insulinica que presentan la mayoria de los pacientes diabéticos, ha llevando a
que la morbi-mortalidad por dafio cardiaco o trombogénico aumente. (Lebovitz, 2000), por lo
que varias investigaciones se han centrado en la blsqueda de nuevos factores y
marcadores bioquimicos que permitan el diagndstico precoz de un evento cerebrovascular,
cardiovascular y trombogénico y en la prevencion de este tipo de padecimientos. Un
marcador bioquimico estudiado desde hace unos diez afios es la Lp(a), tanto en grupos de
personas que se encuentran en mayor riesgo de sufrir un dafio cardiaco, como en la
poblacién en general; incluyendo en el primer grupo a las personas diabéticas por los dafios

crénicos que causa esta enfermedad a largo plazo.

En el estudio internacional “The Prospective study of lipoprotein(a) as a risk factor for
atherosclerotic cardiovascular disease in patients with diabetes” se determind que el aumento
de Lp(a) sérica y la relacién que presenta esta lipoproteina ligada a factores como: obesidad
central, hipertension, y resistencia a la insulina, tiende a aumentar el riesgo de sufrir un
evento cardiovascular en un 10 a 30%”. (Higara, Kobayashi, Okubo, Nakanishi, Sugimoto, &
Ohashi, 1995) y en otros estudios se consider6 que la Lp (a) es un factor de riesgo

aterogénico importante unido a la disminucion de la disolucion de coagulos sanguineos y
3



consecuentemente a su contribucion a sufrir un ataque cardiaco. (Sorrell Gébmez, Bermudez,

Fernando, Bermudez, Valmore, & Rojas, 2007).

En nuestro pais son muy pocos los estudios sobre Lp(a) y diabéticos, asi como la relacion
existente entre esta lipoproteina y otros factores de riesgo para ECV. Por otro lado, los
laboratorios clinicos no ofrecen la determinacion de Lp(a) puesto que en la actualidad el uso
de esta no es muy comun por parte de los médicos tratantes de este tipo de pacientes; sin
embargo los fabricantes de reactivos, para diagnosticos in vitro han puesto a disposicion
desde hace algunos afios la técnica de electroforesis en gel para el fraccionamiento de
lipoproteinas y la dosificacion del colesterol contenido en estas, técnica evaluada como

precisa, exacta y que da la posibilidad de conocer el colesterol contenido en la Lp(a).

Considerando estos antecedentes se plantea la presente investigacion, que se centran en la
deteccidn de Lp(a) sérica en pacientes diabéticos tipo 2 atendidos en las Asociaciones de
la Federacién Ecuatoriana de Diabetes, midiendo el colesterol de esta lipoproteina luego de
la electroforesis en gel y relacionando su concentracién con otros factores de riesgo para
enfermedad cardiovascular (ECV) como: indice de masa corporal(IMC), presion arterial
sistolica (PAS), circunferencia de la cintura (CC) y niveles de glucosa sérica en ayunas, para
establecer un mejor control en el estilo de vida de los pacientes diabéticos, que lleve a
reducir los niveles de Lp(a) y por lo tanto el riesgo de sufrir un dafio cardiaco o trombogénico.
Con los resultados obtenidos se espera que los médicos tratantes se interesen en el valor de
la cuantificacién de la Lp(a) como indicadores de dafio cardiaco o alteracion trombogénica
precoz en diabéticos tipo 2 para disminuir la mortalidad que implica esta afeccién y el costo

de atencion médica.

El estudio se realiz6 gracias a la colaboracién de los directivos de la Federacion Ecuatoriana
de Diabetes y sus respectivas Asociaciones ubicadas en los hospitales Pablo Arturo Suarez
y Hospital General de las Fuerzas Armadas, a los cuales acuden alrededor de 600 pacientes
diabéticos para tratamiento y control; ademas la participaciéon y el apoyo decidido por parte
de las autoridades de la Escuela de Bioanalisis y la Pontificia Universidad Catodlica del

Ecuador. Los resultados de la presente investigacion estardan a disposicion de los



especialistas médicos y de carreras afines que se encuentren autorizados, siendo el mayor

anhelo la investigacion de los riesgos enunciados en los pacientes diabéticos.

Esta disertacion se basa en los datos obtenidos en el proyecto de investigacion auspiciado y
financiado por la PUCE y realizado en el afio 2011 en los laboratorios de la Escuela de
Bioandlisis: “Fraccionamiento de lipoproteinas séricas por electroforesis en gel de agarosa en

pacientes diabéticos”, en el que participaron las disertantes del presente estudio.

El trabajo se presenta en seis capitulos, el primer capitulo trata los aspectos preliminares del
estudio incluyendo los objetivos y la hip6tesis de la investigacion.

El capitulo dos resume el estado actual del conocimiento sobre la Lp(a) y su relacion con la
DM-2 y otros factores de riesgo cardiovasculares no lipidicos.

El capitulo tres expone el marco metodolégico detallando la poblacién, muestra, variables
estudiadas y los procedimientos tanto para el andlisis de muestras biolégicas como la
recolecciéon de datos sociodemograficos y medidas antropométricas, asi como para el

analisis estadistico de esta informacion.

En el capitulo cuatro se sintetizan los resultados obtenidos en este estudio resaltando los

hallazgos mas destacados del analisis estadistico descriptivo e inferencial.

En el capitulo cinco se realiza la comparacién respectiva de los resultados del presente
estudio con aquellos discutidos en la literatura académica y su explicacion en el marco del

contexto tedrico.

En el capitulo seis se presentan las conclusiones con una interpretaciéon de forma sintética
para dar respuesta al problema, objetivos e hipétesis planteadas asi como las implicaciones

de este trabajo.



1.1
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1.1.2

1.2

OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar los niveles de Lp(a) y la relacion existente con los factores de riesgo
cardiovasculares no lipidicos en individuos adultos con DM-2 pertenecientes a las
Asociaciones de la Federacion Ecuatoriana de Diabetes en Quito — 2011.

Objetivos especificos

Establecer la concentracion de colesterol en la Lp(a) sérica, separada por
electroforesis en gel, en pacientes con DM-2 pertenecientes a las Asociaciones de la
Federacion Ecuatoriana de Diabetes Quito — 2011, de acuerdo al género y grupo

etario.

Especificar la relacién entre el nivel de glucosa sérica y Lp(a) en pacientes con DM-2
pertenecientes a las Asociaciones de la Federacion Ecuatoriana de Diabetes en
Quito— 2011.

Relacionar la obesidad (determinada por indice de masa corporal y circunferencia de
cintura) y la presion arterial sistolica con el nivel de colesterol presente en la Lp(a) en
pacientes con DM-2 pertenecientes a las Asociaciones de la Federacién Ecuatoriana
de Diabetes en Quito — 2011.

Hipotesis de la investigacion

Niveles de Lp(a) séricos encontrados en pacientes diabéticos tipo 2 de las
Asociaciones de la Federacion Ecuatoriana de Diabetes, agrupados por género y en
la muestra en general tienen relacién con los factores de riesgo cardiovascular como:
indice de masa corporal, circunferencia de la cintura, presion arterial y glucosa en

ayunas.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

Segun el Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP) en el afio 2008 se presentd 43.285
casos de diabetes en el pais, para el 2009 el nimero de casos aumentd a 68.355, con una
tasa anual de incidencia de 200 casos registrados al afio por 100.000 habitantes. (Chiriboga,
Jara, Moreno, & Estrella, 2011). Por esta razén se ubic6 a la DM-2 como la principal causa de
muerte tanto en hombres y mujeres dentro de las enfermedades crénicas no transmisibles.
(Organizacion Mundial de la Salud OMS para Ecuador 2011). En la provincia de Pichincha la
prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 fue del 217,19 % por 1.000 habitantes. (Chiriboga,
Jara, Moreno, & Estrella, 2011).

A nivel latinoamericano, desde hace dos afios se han realizado investigaciones en las que se
relacionan Lp(a) con factores de riesgo cardiovascular como IMC, circunferencia de la cintura
y presion arterial sistélica en la poblacién en general y en pacientes con diabetes mellitus tipo-
2. A continuacién se exponen algunas de las conclusiones de los trabajos realizados en esta

area:



En Costa Rica se realizd un estudio acerca del tratamiento con hipolipemiantes en
enfermedad cardiovascular, se tomé en cuenta la DM-2 como factor independiente
para ECV y la presencia de Lp(a) sérica, concluyendo que el diabético obeso y con
PAS tenia una ligera relacion positiva con indices elevados de Lp(a) en comparacion
con diabéticos controlados. (Gonzales & Pereira, 2009).

El trabajo de Enriquez y colaboradores (2008), en Alcantara, analizdé la Lp(a) y
factores modificables de la concentracion de la misma, indicando que la DM-2 por si
sola modifica la concentracién sérica de Lp(a) y que en el paciente con obesidad
abdominal, glucosa elevada e hipertenso tiende a presentar una aumento en la

concentracion de Lp(a). (Enriquez & Matas, 2008).

Otro estudio realizado en La Habana—Cuba sobre Lp (a): trombogénesis y
aterogénesis, concluyé que la Lp (a) es un factor genético heredado de mayor riesgo
para la ateroesclerosis debido a la presencia de la apo a, que es estructuralmente
similar al plasmin6geno lo que le confiere capacidad para unirse con la fibrina

provocando un efecto aterotrombogénico. (Hadad Nasiff & Anglés-Cano, 1997)

Gorban y colaboradores en Corrientes Argentina (2003 — 2006) investig6 la incidencia
de enfermedad cardiovascular en 56 pacientes, hombres y mujeres diagnosticados
con DM-2, en los cuales se analizaron variables como: género, edad, indice de masa
corporal, medidas de tension arterial, cifras de glucemia y tratamiento farmacoldgico.
Se calculé la prevalencia de enfermedad coronaria (EC) en pacientes con DM-2 a
través de los porcentajes de cada variable e intervalos de 95% de confianza (1C95%).
Concluyeron que la frecuencia de ECV asociada a DM-2 fue del 39%, siendo mas
frecuente en mujeres a partir de los 50 afios, también se presenté un relacion
significativa positiva entre niveles séricos altos de Lp(a) y personas con IMC >
25kg/m? (Gorban de Lapertosa, Fernandes Ovando, Aguirre, Aquino, & Ara6z Olivos,
2010).

En Sao Paulo, Brasil (2009), se estudiaron 60 pacientes con diagnostico previo de

DM-2; el objetivo de esta investigacion fue determinar en pacientes diabéticos la



relacion entre los niveles basales de insulina, lipidos y Lp(a), basandose en dos
hipotesis: “La resistencia a la insulina se correlaciona mejor con anormalidades
metabdlicas y esté ligada al desarrollo de la enfermedad cardiovascular en pacientes
con DM-2". “La hiperinsulinemia junto con la resistencia a insulina han sido
asociadas a la enfermedad arteria coronaria (EAC), la DM-2, la dislipidemia e
hipertension, proponiendo que la resistencia a la insulina es un factor de riesgo
independiente para EAC” llegando a la conclusion de que la resistencia a la insulina
provoca en los tejidos una inadecuada accion lipogénica favoreciendo la obesidad
abdominal, produccién a nivel hepatico de triglicéridos con liberacién de VLDL y por
consiguiente al desarrollo de dislipidemias en cuanto a la Lp(a) los niveles séricos

presentaron una correlacion inversa con los niveles de insulina (Barre, 2003)

La investigacion de Syed y Abdul (2009), concluyé que la frecuencia de los niveles de
Lp(a) considerados de alto riesgo era mucho mayor en pacientes con DM-2 que en
aguellos pacientes que aparentemente no presentaron ningun sintoma de posible
diabetes ni de ECV, la DM-2 estuvo asociada al disturbio lipidico aterogénico y a
una relacion insulina/glucosa de ayuno alta, por esta razén los niveles de Lp(a)
evidenciaron una correlacion inversa con los niveles de insulina pudiendo ser la
Lp(a) uno de los factores de riesgo cardiovascular importantes en pacientes con DM-

2 que presentan una mayor duracion de la enfermedad.(Syed & Abdul, 2009).

En estudios anteriores donde se investigd la relacion de Lp(a) y factores de riesgo no
lipidicos para el desarrollo de enfermedad ateroesclerética, se tomé en cuenta a tres
poblaciones distintas que fueron: sujetos jovenes, pacientes con dislipoproteinemia y
pacientes con diagnostico de hipopituitarismo, encontrandose que la concentracion
de Lp(a) fue alta y que presentaba un relacion significativa y positiva con factores de
riesgo no lipidico : indice de masa corporal(IMC), presion arterial sistolica (PAS) y
circunferencia de la cintura (CC). En base a estos datos se uso una poblacion con
diagnostico de DM-2 y se encontré que la relacion de Lp(a) con los factores no
lipidicos anteriormente mencionados era ligera pero positiva sin embargo para esta
poblacion se tomé en cuenta un factor mas que fue los niveles séricos de glucosa en
ayunas, en este caso la relacion fue significativa y positiva en cuanto a la

concentracion sérica de Lp(a) y glucosa. (Pereira, 2010).



e Al investigar la relacion entre la concentracion de Lp(a) y la de glucosa sérica en
poblacion diabética, algunos estudios indican que a mayor concentracion de glucosa
mayor sera la concentracién de Lp(a) sérica, siempre que los niveles de glucosa sean
mayores a 126 mg/dl por esto la relacibn encontrada es positiva. En cuanto a las
variables no lipidicas se encontré que a mayor presion arterial y obesidad abdominal
los niveles séricos de Lp(a) fueron més altos. En cuanto a fumadores la relacién
encontrada no fue tan significativa ya que los niveles de Lp(a) no presentaron mucha
variacion entre la poblacion de diabéticos que fuman y los que no lo hacen. (Hadad
Nasiff & Anglés-Cano, 1997)

2.2 ASPECTOS GENERALES DE LA Lp(a)

La Lp(a) fue aislada por Kare Berg en el plasma humano en 1963, por inmunodifusion, al
estudiar las variantes genéticas de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). (Jane, Schultz, &
Shreffler, 2002), ya que esta lipoproteina comparte caracteristicas estructurales con la LDL en
cuanto a su composicion lipidica y a la presencia de la apo100 en su estructura. (Berg, 1994).

Actualmente esta particula es objeto de gran interés, ya que diversos estudios la asocian con
un riesgo aumentado de padecer enfermedad vascular coronaria y cerebral. (Bermudez,

Pirela, Cabrera de Bravo, Mengual Moreno, & Cano Ponce, 2007)

2.2.1 Epidemiologia

Considerando que en el 2010 la Lp(a) fue reconocida por la Asociacion Europea de
Ateroesclerosis como un factor predictivo para enfermedad cardiovascular a pesar de que
esta lipoproteina fue aislada hace mas de 40 afios, aun no se conoce bien el origen y los
factores bioloégicos o ambientales que desencadenan un aumento de los niveles séricos de
esta lipoproteina. (Nordestgaard, 2010). Sin embargo hay ciertas condiciones que pueden
llevar a un aumento de la Lp(a). Se conoce que los niveles de Lp(a) no se modifican

significativamente con la edad, por lo que en recién nacidos los niveles de Lp(a) son bajos,
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aumentado hasta 2,5 mg/dl al llegar a los dos afios, manteniéndose esta concentracion
durante toda la vida. (Francisco & Chacon, 2002). Pero los niveles de Lp(a) pueden estar
influenciados por el cambio de estilo de vida, en especial el aumento del consumo de grasas
saturadas, el tabaquismo y el sedentarismo causando un aumento de los niveles séricos de

esta lipoproteina. (Kostner, Avogadro, & Cazzolato, 1981).

Tomando en cuenta el género, los niveles de Lp(a) no se modifican, pero los estudios
realizados revelan que en mujeres menopausicas estos aumentan significativamente por la
ausencia de estrogenos y que podrian disminuir al usar una terapia hormonal de remplazo,
aungue no siempre disminuyen a niveles menores o iguales a 2,5 mg/dl. (Bermudez, Pirela,

Cabrera de Bravo, Mengual Moreno, & Cano Ponce, 2007).

En la poblacién diabética, las mismas condiciones mencionadas anteriormente pueden influir
en el aumento del 10 a 30% mas los niveles de Lp(a), (Enriquez & Matas, 2008), volviéndose
mas critica en pacientes con IMC superior a 25 kg/m?, glucosa basal elevada, resistencia a la
insulina y presencia de hiperlipidemia, condiciones que hacen que los niveles de Lp(a) se

vuelvan aterogénicos. (Francisco & Chacon, 2002).

2.2.3 Caracteristicas de la Lp(a)

2231 Propiedades fisicoquimicas

El diametro y peso molecular de la Lp(a) es de 210 a 262 A y de 4,66 — 5,6 x 10° daltons
respectivamente. (Lazaro, Zayas, Pereira Roca, & Aguilar Betancurt, 2003). Dentro del
espectro del plasma humano la densidad de la Lp(a) se encuentra entre 1,070 - 1,090 mg/dL,
esta variacién se deben al contenido diferente de apo (a). (Barre, 2003).

La Lp(a) en una electroforesis de gel de agarosa migra a nivel pre- § a la misma distancia de
la VLDL (Barre, 2003), sin embargo a pesar de tener similitud con particulas de LDL la
migracion es mas rapida en el caso de Lp(a) debido a la presencia de la apo(a), por el alto

contenido de &cido sidlico, caracteristica que permite el aumento de la carga de la particula
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permitiéndole de esta manera la unién a cationes divalentes y la union con iones de calcio.
(Sorell Gomez, Bermudez, Bermudez, Rojas, & Chouri, 2007). (Imagen No 2.1)

Una de las propiedades fisicas particulares de la Lp(a) es su capacidad de agregacion
cuando esta presente en altas concentraciones (> 5-10 mg/dL), debido al resultado de la

actividad esterolitica y proteolitica que tienen esta particula. (Haralampos, Milionis, Winder, &
Dimitri, 2000)

Imagen No. 2.1 Migracion electroforética de lipoproteinas séricas
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2.2.3.2 Estructura de la Lp(a)

La Lp(a) es una lipoproteina de conformacion esférica, compuesta por un 27% de proteinas,
8% de hidratos de carbono y un 65% de lipidos siendo rica en ésteres de colesterol y
fosfolipidos (Sorell Gomez, Bermudez, Bermudez, Rojas, & Chouri, 2007). Su estructura es
similar a la LDL con variacion en el tipo de apoproteinas, la Lp(a) posee apo (a) unida de
forma estable por la presencia de un puente disulfuro entre la apo(a) y la apo B -100. (Gevara,
Knapp, Honda, Northup, & Morrisset, 1992) (Imagen N.2.2)

Imagen No 2.2 Diferencia estructural de Lp(a) y LDL

LDL

Apo B100
Cholesteryl Esters

= Cholesterol
=Triglycerides

Phospholipids

ApoB-100

Fuente: Tomado de: Danesh y Sebhat, 2009

La apolipoproteina a, tiene un peso molecular de 400 a 800 kDa, (Brandan, Llanos, Barrios,
Escalante Marassi, & Ruiz Diaz, 2006) formada por un numero variable de aminoacidos,
aproximadamente de 3.600 a 7.200, entre los aminoacidos mas importantes y en mayor
concentracion estan: la treonina, prolina, arginina, serina y glicina, que permiten que esta
apoproteina presente una configuracion beta, ademés la serina y la treonina proporcionan a

esta particula sitios de glicosilacion. (Lazaro, Zayas, Pereira Roca, & Aguilar Betancurt, 2003).

Una de las caracteristicas mas importantes de la apo(a) es su gran parecido con el

plasminégeno, con una homologia del 94%. (Gevara, Knapp, Honda, Northup, & Morrisset,
13



1992). En la molécula de plasmin6geno se encuentra un dominio serin-proteasa y una copia
de cinco estructuras en triple lazo estabilizadas por enlaces disulfuro denominadas kringles
(Kl al KV), de los cuales el kringle 1V es importante porque contiene los sitios de unién con la
lisina que es la responsable de la interaccién con la fibrina. (Rodriguez, 2007) (Imagen N.2.3)

En cuanto a la apo(a) presenta diez copias parecidas al kringle IV del plasminégeno
denominadas T1 a T10 de las cuales el kringle T10 de la apo (a) es el méas parecido al kringle
IV, pues este contiene todos los aminoacidos considerados importantes para la union a los
residuos de lisina ubicados en la fibrina y en los receptores de células mononucleares y
endoteliales. (Lackner, Boerwinkle, Leffert, Rahiming, & Hobbs, 1991); pese a la similitud
estructural que tiene la apo(a) con el plasmin6geno, la sustitucion del aminoacido serina por
arginina en el sitio de activacion de kringle T10 le impide la unién a la lisina y por ende la
activacion de la plasmina para poder eliminar el coagulo formado.(Enriquez & Matas, 2008)
(Imagen N.2.3).

Imagen N.-2.3 Homologia estructural entre Lp(a) y plasminégeno

Plasmindédgeno / Kringle 4 Lipoproteina (a)

Nducleo de
lipidos

Reglén
catalitica

Se observa la presencia de una copia del “kringle” o modulo 5, sitio catalitico y un nimero
variable del “kringle” 4 que determina las diferentes isoformas de Lp (a). Lp (a) compite con
el plasminogeno por el sitio de union a la fibrina y promueve la formacion de trombos en
celulas endoteliales de vasos sanguineos. Las isoformas mas cortas de Lp(a) se consideran
de mayor potencial aterotrombético.

Tomado de: Rodriguez, 2007
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2.2.3.3 Genética de la Lp (a) y del plasminégeno

Desde 1987, gracias al clonaje y a la secuenciacion del ADN complementario de la apo(a),
se encontrd que el gen que codifica a esta particula esté localizado en la region cromosdmica
6g, cercana al gen que codifica al plasminégeno ubicado en el mismo cromosomay que al
tener el mismo origen genético se produce la homologia estructural de la Lp(a) con el
plasmindgeno, especialmente porque en la regidon 6q se encuentran dominios de serin
proteasa semejantes a las enzimas del sistema fibrinolitico y de coagulacion. (Mc Lean, y
otros, 2010) (Imagen No. 2.4).

Actualmente se conoce que la Lp(a) es altamente polimorfica, ya que existen alrededor de
seis isoformas de apo (a) llamadas S1-S4 (slower) y F5-F6 (faster), que dependen del
namero de dominios kringle T10 que contengan y del grado de glicosilaciéon de la proteina
(Brandan, Llanos, Barrios, Escalante Marassi, & Ruiz Diaz, 2006). Los estudios realizados por
Uterman indican que un individuo posee uno o dos tipos de isoformas de Lp(a) circulantes y
gue estas son heredadas verticalmente de padres a hijos por varias generaciones. (Gevara,
Knapp, Honda, Northup, & Morrisset, 1992)

Imagen No 2.4 Estructura de los genes de la Lp(a) y el plasminégeno
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Tomado de: Sorell Gomez, L., Bermudez 2007
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2234 Sintesis y metabolismo de la Lp(a)

Varias son las evidencias que indican que el principal 6rgano de sintesis de Lp (a) es el
higado puesto que se ha encontrado que el ARNm de la Lp(a) se encuentra en grandes
cantidades dentro del hepatocito, lugar donde también se sintetiza la apoBig. (Francisco &
Chacon, 2002). El estudio de Krempler demuestra que los dominios de lisina presentes en la
apoBioe son capaces de unirse covalentemente mediante puentes de disulfuro con las
regiones kringle de la apo a. (Pereira, 2010). Se ha establecido que la proteina formada por la
unién entre apo a y apoBigw es la precursora de la Lp(a), que al salir del reticulo
endoplasmatico y posteriormente del aparato de Golgi va a transformarse en una Lp(a)
madura; el tiempo de permanencia en el reticulo y el aparato de Golgi depende del tamafio
de esta particula, por lo que las mas largas seran retenidas por mas tiempo y secretadas en
menor cantidad. (Prudente & Gentilli, 2007)

En cuanto al ensamblaje de la Lp(a) ocurre en dos etapas: en la primera etapa se produce
una interaccion inicial entre la apo(a) y la apoBigo de tipo no covalente donde participan los
kringles T 10 de la apo(a) y los residuos de aminoacidos del extremo amino terminal de la
apoBigo especialmente el residuo lisina, al igual que los aminoécidos del extremo carboxilo
terminal especialmente los aminoacidos de la region 4372 a la 4392. (Sorell Gomez,
Bermudez, Bermudez, Rojas, & Chouri, 2007). En la segunda etapa la unién entre apo a y
apoBioo es de tipo covalente, luego de la unién, la Lp(a) termina de ensamblarse fuera del
hepatocito o en su superficie. (Lazaro, Zayas, Pereira Roca, & Aguilar Betancurt, 2003)
(Imagen No 2. 5)

Por otro lado se conoce que fragmentos de apo(a) puede estar libres en el plasma en muy
bajas concentraciones y estos también son responsables de la aterogenicidad de la Lp(a).
El catabolismo y eliminacién de la Lp(a) sérica del organismo se realiza en el higado y rifién

respectivamente (Enriquez & Matas, 2008)
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Imagen No 2.5 Representacion esquematica de la vias propuestas para la
sintesis y metabolismo de Lp(a)
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Tomado de: Albers y Koschinsky, 2007

2.2.35 Regulacion de la concentracion de la Lp(a) sérica

La concentracion sérica de la Lp (a) varia desde 0,1 mg/dL hasta 2,5 mg/dL tanto en la
poblacién en general, como en aquella con diagndstico de diabetes mellitus tipo - 2. (Sorell

Gomez, Bermudez, Bermudez, Rojas, & Chouri, 2007)

La mayoria de los autores coinciden en que la variabilidad en la concentracién de la Lp (a)
sérica se debe a la influencia genética que esta presenta. (Carmena, 2008). El 90% de esta
variabilidad lo aportan la presencia de varias isoformas de apo(a), debido al polimorfismo del
gen que codifica a la apo(a), la sustitucion de una base de adenina por guanina en la posicion

1230 aumenta en un 70% la concentracién de Lp(a); el cambio de una base de guanina por
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timina en la posicion 1712 del gen que codifica a la apo(a) ocasiona la disminucion de un
40% en la concentracion sérica de Lp(a) (Santica, Marcovina, Marlys, Koschinsky, Albers, &
Skarlatos, 2003). El 10% restante de la variabilidad se distribuye por el tamafio de la particula
de apo (a), que se determina por el nimero de copias del kringle T 10 (sin embargo el
tamafio tiene una relacion inversa con la concentracion de Lp (a) sérica). (Rosby & Berg,
2000)

2.3 DIABETES MELLITUS TIPO 2

La Diabetes Mellitus corresponde a un grupo de desordenes metabdlicos, caracterizada por
hiperglucemia crénica con modificacion del metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas
causando alteraciones en la sensibilidad y en la secrecion de insulina. A lo largo de su
evolucion como enfermedad cronica, la diabetes mellitus afecta a la totalidad de 6rganos y

tejidos provocando complicaciones microvasculares. (Tome, 2008)

La DM- 2 va de la mano con perfiles lipidicos alterados, obesidad central y presion arterial
elevada; mas frecuente en mujeres que en hombres que han sido diagnosticados en edades
tempranas y mas adn en los individuos cuyas edades oscilan entre 40 y 70 afios. (Tome,
2008)

Se detecta por lo general en una etapa avanzada a partir de los 40 afios, sin embargo la
enfermedad es cada vez mas prevalente en la etapa infanto-juvenil y no es excepcional el
diagnéstico a partir de las complicaciones crénicas asociadas, de hecho més del 50% de

individuos presentan complicaciones en el momento del diagnéstico.(Castelo & Licea, 2008)

A menudo esta asociada con la obesidad, que en si misma puede causar resistencia a la
insulina y generar hiperglucemia. No obstante, también se encuentra un componente
hereditario, aunque los principales genes de susceptibilidad ain no han sido identificados.

Entre los factores relacionados con el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 cabe destacar:
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e Obesidad, sedentarismo.

e Malos habitos alimenticios.

e Resistencia a la insulina.

e Antecedentes familiares de diabetes.

e Origen étnico.

2.3.1 Etiologia

La etiologia de la DM 2 es desconocida. Los genes candidatos propuestos son el de la
insulina, el receptor de insulina, receptor de la glucocinasa y del genoma mitocondrial. Los
factores reconocidos como determinantes son el sobrepeso y la obesidad relacionados con el
sedentarismo, el estrés emocional, la alimentacién rica en fructosa y acidos grasos saturados,
el tabaquismo, el alcoholismo y la falta de control de los trastornos del metabolismo del
colesterol y triglicéridos. (Alejando, 2009)

2.3.2 Fisiopatologia de la Diabetes Mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 se produce fundamentalmente por una falla en la secrecién de

insulina y se caracteriza por las siguientes alteraciones fisiopatoldgicas:

e La insulinoresistencia periférica que se produce a nivel de musculo estriado donde
disminuye la captacion y metabolismo de la glucosa y la insulino-resisntencia central
que se desarrolla en el higado, donde aumenta la produccion de glucosa dando como

resultado la hiperglicemia en ayunas.(Durand Rivera, 2005) (Imagen 2.6)

e Falla de las células B para adaptarse a las necesidades sistémicas de insulina, que se
incrementa por la resistencia periférica tanto del musculo como del tejido adiposo y en
menor parte del higado, lleva a una disminucion en el metabolismo de la glucosa

mediado por esta hormona, lo que genera hiperglucemia (Aroson & Rayfield, 2008)
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Aumento de la produccién hepética de la glucosa: en la DM tipo 2 la resistencia

hepatica a la insulina refleja la incapacidad de la hiperinsulinemia de suprimir la

gluconeogénesis, lo que produce hiperglucemia en ayunas y disminucion del

almacenamiento de glucosa en el higado en el periodo postprandial.(Durand Rivera,

2005)

Imagen No 2.6 Fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 2

éConjunto de defectos
-Resistencia periférica a la insulina
-Disfuncion de la célula B
-Sobreproduccion de glucosa hepatica
-§incretinas fglucagon?

petorlonn on Deficiencid

la secrecion = |nsulina
de insulina

Hiperglucemia
T Produccidn Hepiatica 1 Captacién Resistencia
de cosa Glucosa = Insulina

Glucolipotoxicidad

Resistencia Insulina

Tomado de: Durand y Rivera 2005

2.3.3 Obesidad como factor fisiopatoldgicos para desarrollar DM-2

La obesidad aun siendo moderada y especialmente la obesidad abdominal, puede elevar
diez veces el riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2. (Castelo & Licea, 2008). En
individuos obesos, la acumulacion de grasa abdominal produce liberacién de &cidos grasos a
través de la vena porta ocasionando un exceso de sintesis hepética de triglicéridos,

resistencia a la insulina e hiperinsulinemia. (Carmena, 2008)
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La grasa tisular tiene aparentemente dos mecanismos de accion en la fisiopatologia de la
diabetes: por un lado aumenta la demanda de insulina y por otro aumenta la resistencia a la
insulina y por consiguiente la hiperinsulinemia. La sensibilidad de la grasa tisular a la insulina
se mantiene alta y por tanto, es probable que los nutrientes se incorporen a la grasa para su
almacenamiento (Pérez B, 2009). La resistencia a la insulina en la obesidad se debe en gran
parte a la disminucién de los receptores de insulina y también a defectos post- receptores
intracelulares. (Garcia Quintanilla & Zufiiga Guajaro, 2010)

2.4 DESORDEN DE LA CONCENTRACION DE Lp(a) EN EL PACIENTE
DIABETICO

Muy pocos son los estudios realizados en poblacion diabética, sin embargo hasta la
actualidad se conoce que en la diabetes mellitus tipo 2 la variabilidad de la concentracion
sérica de la Lp(a), también se le atribuya a las variaciones genéticas que presenta la apo(a),
igual que en la poblacion que no es diabética. La diferencia que se presenta en la poblacion
diabética es la presencia de isoformas B, S1y S: de apo(a), principalmente en circulacion se
asocian al aumento de los niveles séricos de Lp(a). (Aroson & Rayfield, 2008)

Otro factor genético que cambia en la diabetes es que este tipo de pacientes tiene el
polimorfismo en la posicion 1230 del gen que codifica a la apo(a); la sustitucién de una base
de adenina por guanina aumenta el 85% de los niveles séricos de Lp(a), lo que no ocurre en
la poblacién que no es diabética. (Francisco & Chacon, 2002) .Ademas segun estudios
realizados por Utermann los pacientes diabéticos no presentan el polimorfismo en la posicién
1712 del gen de apo(a) ya que una sustitucion de base hace que fenotipicamente a nivel

sérico los niveles de Lp(a) sean bajos. (Prudente & Gentilli, 2007)

Otros factor importante en la poblacion diabética es que el kringle Tio de la apo(a) que se
asemejan al kringle IV del plasmindgeno se repite consecutivamente permitiendo que la
lipoproteina (a) formada sea de menor tamafio y por lo tanto la concentracion sérica

aumente. (Sorell Gomez, Bermudez, Bermudez, Rojas, & Chouri, 2007)
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Se sabe que en la poblacién no diabética los factores ambientales, cambios en la condicion de
vida, el sedentarismo y la obesidad tienen muy poca influencia sobre los niveles séricos de
esta lipoproteina, sin embargo esta condicion cambia en la poblacion diabética ya que el
sedentarismo, la obesidad principalmente abdominal, la resistencia a la insulina, cambian el
metabolismo lipidico, provocando principalmente un aumento de la cantidad de colesterol
contenido en la LDL, los triglicéridos permiten que la apo (a) ligue mas cantidad de lipidos lo
gue da como consecuencia que los niveles de Lp(a) aumente significativamente. (Santica,

Marcovina, Marlys, Koschinsky, Albers, & Skarlatos, 2003).

2.4.1 Lp(a) y obesidad relacionada con IMCy CC

La obesidad esta estrechamente relacionada con un IMC mayor a 25 kg/m? y con el
porcentaje de grasa abdominal medido con el diametro de cintura (CC >102 cm en hombres
y > 88 cm en mujeres), se sabe que el aumento de la prevalencia de obesidad incrementa el
desarrollo de los procesos crénicos y la disminucion de una buena calidad de vida del
paciente. (Fernandez Luengo, Rubio Ordofiez, Matinez Begua, & Laclaustra Gimeno, 2005)

En el caso de los pacientes con DM-2, el tejido adiposo al ser muy activo produce distintos
tipos de citocinas como: la leptina, adiponectina, resistina interleucina 6 y 8, siendo la
adiponectina y la resistina las mas importantes, puesto que son las responsables de
aumentar la resistencia a la insulina en estos pacientes. La distribucion del tejido graso
especialmente a nivel visceral se asocia con alteraciones importantes en el metabolismo de
la glucosa e insulina provocando el aumento de la prevalencia de sufrir una cardiopatia
isquémica. (Fernandez Luengo, Rubio Ordofiez, Matinez Begua, & Laclaustra Gimeno,
2005). A causa de las alteraciones que se producen en el metabolismo del tejido adiposo y
la sobreproduccion de citocinas de tipo inflamatorio, la Lp(a) juega un rol importante debido
a su similitud con el plasmindégeno y las LDL, puesto que esta lipoproteina va a penetrar en
la pared de los vasos sanguineos, alojandose en el interior de los macrofagos y
sobrecargandose de una cantidad excesiva de grasa; promoviendo la multiplicacion celular
con el consiguiente espesamiento de la pared arterial y formacion de la placa ateromatosa

favoreciendo su aterogenicidad.(Luganes Botell & Navarro, 2005)
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2.4.2 Lp(a)y presion arterial

La homologia estructural que existe entre la apo(a) y el plasminégeno condiciona un efecto
competitivo que conduce, por una parte, a la union preferencial de la Lp(a) con los residuos
lisina de la fibrina y por la otra a la inhibicién de la unién del plasmindégeno y de la cantidad
de plasmina generada en la superficie de la fibrina de las células endoteliales, de los
monocitos y de las plaquetas causando la acumulacion de colesterol y estimulacion de la
proliferacién de las células musculares lisas dentro de la intima, aumentando el volumen
vascular y estructura de la pared arterial de los vasos sanguineos, que hace que el flujo
sanguineo cambie por la disfunciéon de la capa interna y la resistencia arteriolar que se

genera dando como resultado la elevacion de la presion arterial (Kostener & Kostener, 2002)

2.4.3 Lp(a) edad y género

Las concentraciones plasmaticas de Lp(a) presentan un espectro muy amplio, tanto en
varones como en mujeres, y pueden oscilar desde cantidades minimas de dificil deteccion,
inferiores a 1 mg/dl, hasta valores de 200 mg/dl. (Sorell Gomez, Bermudez, Bermudez,
Rojas, & Chouri, 2007)

La concentracién plasmatica de Lp(a) en cada individuo est4 determinada en un 90% por
factores genéticos y permanece bastante estable y con un valor caracteristico a lo largo de la
vida, aunque diversas situaciones fisiolégicas pueden modificarla. La concentracion de Lp(a)
es baja en el momento del nacimiento y aumenta a los pocos dias para permanecer
practicamente sin cambios, tanto en varones como en mujeres, aunque en éstas hay

aumentos durante la gestacion y tras la menopausia. (Enriquez & Matas, 2008)

Existen diversas sustancias hormonales como los esteroides anabolizantes utilizados en
mujeres en el climaterio para el tratamiento de la osteoporosis que parecen reducir la Lp(a).
Circunstancialmente, se ha comprobado la accion reductora de los estrdgenos en un
paciente varén hipercolesterolémico sometido a estrogenoterapia por cancer de prostata;

este hecho, junto con la elevacion de Lp(a) que aparece en mujeres tras la menopausia,
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permite especular acerca de un posible beneficio de la terapia hormonal sustitutiva. (Gorban
de Lapertosa, Ovando, & Aguirre, 2010).

2.4.4 Otros mecanismos de accién de la lipoproteina(a)

e La unién de la Lp(a) a los componentes de la matriz extracelular: estudios recientes
indican que la Lp(a) y la apo(a) recombinante poseen una afinidad elevada para la
fibronectina y que la Lp(a) podria formar complejos con ciertos poliglicanos o
glicosaminoglicanos de la matriz extracelular lo que favoreceria la modificacién de la
Lp(a) y su consecuente captacion por los monocitos. (Jane, Schultz, & Shreffler,
2002)

e Oxidacion de la lipoproteina(a): los fosfolipidos del nacleo lipidico de la Lp(a) son,
como aquellos de las LDL, sensibles a las reacciones de oxidacion. La Lp(a)
modificada serd captada por el receptor scavenger de los macrofagos y contribuird
asi a la formacion de las células espumosas. (Kang, Dominguez, Loyau, Miyata, &
Duralach, 2007)
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

3.1 TIPO DE ESTUDIO

El estudio es de tipo analitico, observacional transversal, el que se basé en la informacion
obtenida en el proyecto “Fraccionamiento de lipoproteinas por electroforesis en gel en
pacientes Diabéticos tipo 2 para la prevencion y mejora en el tratamiento de enfermedad
cardiovascular”, llevado a cabo en el 2011 en la PUCE-Quito, Escuela de Bioanalisis, gracias

al apoyo de las Asociaciones de la Federacién Ecuatoriana de Diabéticos en Quito.
3.2 POBLACION Y MUESTRA

La poblacion esta conformada por hombres y mujeres entre 40 a 70 afios diagnosticados
previamente con DM- 2 que forman parte de las Asociaciones de Diabéticos de la ciudad de
Quito.

Se trabaj6é con una muestra de tamafio n = 195 pacientes, hombres y mujeres adultos,

obtenida mediante la siguiente férmula:

_ ."ZI—H2 * P*q

<L
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Donde:
n = pacientes necesarios para la investigacion (tamafio de muestra)
a= error tipo 1, 0,05%
Z1-o) = 1,96 para un nivel de confianza de (1-a) 95%
p = prevalencia de la enfermedad= 4,8%= 0,048
g = (1-p) = 0.95 (nivel de confianza)
d = margen de error 0.03

- _1,96” x0,048x 0,952

=195,05
(0,03)*

El muestreo fue probabilistico al azar entre el grupo de diabéticos que cumplieron con los
criterios de inclusion establecidos para el estudio:

Pacientes:
¢ Diagnosticados con Diabetes Mellitus Tipo 2.
¢ Que forman parte de las Asociaciones de Diabéticos (pertenecientes a la Federacion
Ecuatoriana de Diabéticos)
e Que consientan la realizacion del estudio previa aceptacion del consentimiento
informado. (Anexo No.1)

e Hombres y mujeres entre 40 a 70 afios.
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3.3 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES EN ESTUDIO

INSTRUMENTO

VARIABLES ESCALAS/CATEGORIAS | INDICADORES ey =" DEFINICION
Fenotipo de los
GENERO I\I/lgf/ICELIiIII:\INOO % Encuesta individuos dentro de la
investigacion
Periodo de tiempo
40-49 transcurrido de los
50-59 individuos incluidos en
EDAD (afios) % el estudio desde el
60-70 T nacimiento hasta el
IC 95% Encuesta momento de la toma de

muestra

PRESION ARTERIAL
SISTOLICA (mmHg)*

< 140 mmHg = Normotensos
=2 140 mmHg = Hipertensos

%

Tensiometro de
mercurio

Presion sistolica que
registra el tensiémetro
al momento de la toma

de informacion.

INDICE DE MASA
CORPORAL* (kg/m2)

< 25 kg/m2 = Normopeso
= 25 kg/m2 = Obeso

%, X
IC 95%

Formula

Relacion entre el peso y|
la talla de un individuo

CIRCUNFERENCIA
DE LA CINTURA (cm)¥

Mujeres
<88 cm no riesgo
= 88 cm riesgo
Hombres
<94 cm no riesg
294 cm riesgo

%

Xx
IC 95%

Cintamétrica

Medida de la
circunferencia de la
cintura tomada a la

altura en un plano
horizontal alrededor del
abdomen justo por
encima del nivel de la
cresta iliaca.

GLUCOSA AYUNAS
(mg/dl)*

< 110 mg/dl normal
110 — 126 mg/dl! limite riesgo
= 126 mg/dI riesgo

%

Xx
IC 95%

Métodoenzimati
cocolorimétrico

Concentracion de
glucosa que se
encuentra en sangre
periférica (suero)

COLESTEROL- Lp(a)
(mg/dl)y**

< 2,5 mg/dl no riesgo
2,5-30 mg/dl riesgo
= 30 mg/dl alto riesgo

%

x
IC 95%

Electroforesis
en gel

Concentracion de
colesterol contenido en
Lp(a) en sangre
periférica (suero)
separado por
electroforesis en gel y
cuantificada por
densitometria con filtro
de 570nm.

* Categorias de acuerdo a las recomendaciones del National Cholesterol Education Program's. Adult Treatment Panel

I1I/NCEP-ATPIII.

** Categorias para Lp(a) de acuerdo a las encontradas en el estudio: The Prospective study of lipoprotein(a) as a risk factor
for atherosclerotic cardiovascular disease in patients with diabetes.
*** Categorias para glucose sérica en ayuna de acuerdo a la OMS:
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3.4 OBTENCION DE INFORMACION Y TOMA DE MUESTRA
SANGUINEA

Previo a la obtencién de la informacion y de las muestras sanguineas se realiz6 un
acercamiento a los médicos y a los pacientes que pertenecen a las Asociaciones de la
Federacion Ecuatoriana de Diabéticos a los que se les dio una charla informativa, para darles
a conocer el por qué se va a realizar el estudio, asi como la importancia de la investigacion y
del apoyo por parte de los pacientes para llevar a cabo la misma. Los pacientes que

estuvieron de acuerdo firmaron el consentimiento informado. (Anexo No. 1).

3.4.1 Obtencion delainformaciéon socio demografica

La informacién socio demogréfico y clinica de los pacientes que aceptaron formar parte del
estudio se obtuvieron mediante una ficha de recoleccién de datos (encuesta) previamente
disefiada. (Anexo No 2 y No .3).

3.4.2 Obtencion delainformacion de las medidas antropométricas y otros

Para la obtencion de datos tales como: presion arterial sistélica, peso y talla de los pacientes
que formaron parte del estudio se utilizo técnicas estandarizadas que se describen en el
anexo No. 4. En cuanto a la medicion de circunferencia de cintura (Imagen 3.1) se utilizé la
técnica descrita en el anexo No.5, mientras que para la obtencion de datos de indice de Masa

Corporal se aplicé la formula de Quetelet descrita en el anexo No.5

Imagen No 3.1 Medicion de la CC

y 28
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3.4.3 Obtencién dela muestra sanguinea

Previo a la obtencion de la muestra sanauinea los pacientes debieron cumplir con ciertos
criterios preanaliticos, los m Fuente: disertantes 2011 5 cada paciente en forma oral y

escrita;

e Evitar el estrés antes y durante la toma de la muestra.
¢ No hacer ejercicios vigorosos durante 3 dias antes de tomar la muestra.
¢ No ingerir bebidas alcohdlicas antes ni durante la toma de la muestra.

¢ No administrarse ninguna medicacion especialmente hipoglucemiantes, insulina antes
de la toma de muerte sanguinea.

e Permanecer en ayunas durante 12 horas antes de la toma de muestra
¢ No fumar antes ni durante la toma de la muestra.

e Acudir en horario matutino.

A cada uno de los pacientes seleccionados para el estudio se le extrajeron 5 mL de sangre
sin anticoagulante (Imagen No 3.2) por venopuncién y con sistema de extraccion al vacio de
acuerdo a procedimientos estandarizados (Anexo No0.6). La identificacién de cada muestra

se realizo por codigos para proteger la identidad de los participantes.

Imagen No 3.2 Extraccion de muestra
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Después de la obtencidon de la muestra sanguinea se transportdé la misma en cadena de
frio (2-8°C) al laboratorio de quimica clinica de la Escuela de Bioanalisis donde se
procedi6 a la separacién del suero de acuerdo al siguiente procedimiento:

e Coagulacion completa de las muestra, reposo de 1 hora.

e Centrifugacion a 3200 rpm por 12 minutos.

e Separacion del suero de cada paciente en dos alicuotas, de 1 mL. La primera se
utilizé para la cuantificacion de glucosa, colesterol total y triglicéridos y la segunda para
la electroforesis de lipoproteinas, las alicuotas separadas en tubos eppendorf vy
tapadas fueron almacenadas en refrigeracion (2-8°C) hasta su andlisis. ( Imagen No
3.3)

Imagen N. 3.3 Separacion del suero obtenido

3.5 ANALISIS EN EL LABORATORIO

Las muestras séricas fueron sometidas a andlisis para la cuantificacion de los diferentes
analitos por los métodos descritos en la tabla 3.1.

30



Tabla 3.1. Analitos determinados en las muestras sanguineas

Determinacién | Unidades Método Casa. Equipo Laboratorio
comercial
- enzimaticocolorimétrico : Dimension .
Glucosa sérica mg/d| GOD-PAD DadeBerinhg AR DiSerLaB- PUCE
Colesterol enzimaticocolorimétrico . Dimension .
Sérico mg/dl CHOD-PAD DadeBerinhg AR DiSerLaB- PUCE
Lipoproteinas . Lab.
colesterol- mg/dl electroforesis en gel de Helena} Quick Gel QuimicaClinica
agarosa laboratorios . g
Lp(a) (Esc.deBioandlisis)

3.5.1 Fraccionamiento de lipoproteinas [colesterol Lp(a)]

El fraccionamiento de lipoproteinas: c- Lp(a), c-HDL, c-LDL y c-VLD se basa en la separacion
de estas particulas segun su tamafio y carga eléctrica a través de una matriz gelatinosa

mediante la aplicacién de una carga eléctrica. (Anexo 7)

Luego de la separacion electroforética de las lipoproteinas se somete el gel a una tincion
enzimatica (tincién rojo grasa 7B) para posterior cuantificacion de colesterol en la L(a). La
coloracién producida en cada banda es directamente proporcional a la cantidad de colesterol
presente en cada lipoproteina. La cuantificacién del colesterol de la fraccién que corresponde
ala Lp(a), asi como de las otras lipoproteinas se obtiene mediante el escaneo del acetato en
un densitometro (Quick Scan 200) utilizando longitud de onda de 570nm (Imagen 3.4). Los

resultados generados son reportados en mg/dL.
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Imagen 3.4 Kit de reactivos y camara electroforética

3.5.1.1 Equipos y materiales para la electroforesis en gel.

Para la electroforesis en gel de agarosa de las distintas lipoproteinas se utilizaron los
siguientes equipos y materiales (tabla 3.2)

Tabla 3.2. Reactivos y materiales usados para la electroforesis

REACTIVOS/MATERIALES EQUIPOS

Kit para la determinacion de colesterol

contenido en las LP (marca Quick Gel, 10x Cémara de electroforesis Quick Gel
10 lote 3543T)

Diluyente de colesterol SPIFE Plato para la tincién
Acido citrico Camara de incubaciéon Quick Gel
Papel secante A y B Quick Gel Escaner 2000 Quick Scan

Reactivo de colesterol SPIFE (colorante . -~
rojo grasa 7B) Pipetas autométicas ( 1- 5 ul, 5- 10 ul y 20-200 pl)

3.5.1.2 Reporte de resultados de la electroforesis.

Después del relevado electroforético, se detect6 la Lp(a) en las muestras séricas como una
banda entre la zona o (correspondiente a c-HDL) vy la zona pre-p (correspondiente a c-VLDL)
(Imagen No 3.5y 3.6). En ausencia de Lp(a) no se visualiza ninguna banda entre las zonas

mencionadas anteriormente como se puede observar en las Imagenes 3.7 y 3.8.
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Imagen 3.5 Electroforesis de Lp(a) : Paciente con niveles elevados de Lp(a)
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Imagen 3.6 Electroferograma de paciente con niveles elevados de Lp(a)

Banda Lp (a),
nivel elevado

0 Cholesterol Profle Sample 6 09/11/2011 01:2328.05

2z 3

Ok AutoEdted

Status

ke8| o4
Nombee Laura Sigcha Bowestra (&
Edd 63 aM0s Fecha de recolecion
Sexo F Total y
Fraction % % Range mg\dL
HNl 1c a 1" e ac n 41.5
. 21.3
ente: disertantes 2011 19.1
- R I T 180.0
Total LOL 76.8 201.3
Total Colesterol 262.0+
Rato
LOL/HOL 4.8
TotaVHOL 6.3
Comment
Fuente: disertantes 2011 v
1.0x||£ >

33



Imagen 3.7 Electroforesis de Lp(a): Paciente sin Lp(a) en suero
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Imagen 3.8 Electroferograma de paciente sin Lp(a) sérica
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Para la validacion y aseguramiento de los resultados obtenidos se utilizaron controles de
calidad (control Lipotrol 5 x 1.0 mL) proporcionados por la casa comercial Helena
Laboratories (Ver Imagen No 3.9)

Imagen 3.9 Electroferograma del control de calidad usado

0 Ohclestesct Protle Sangle § 0912001 1 292005 }). O i <«

Nordee Sverehy (S
Edad Fecha de secolecon
Sewo Toted

Frachon

HOL 18.
Lods) e
DL 7.
oL 6.

Tod LDL 7.0 01

L Range A

- OO -
“

<l
i%.1

180 O
A0. 0

o
-
nweND

T ot Colestenci 242.0¢

Rao

LOLMOL
ToraMOL

*h
- O

Comemert

Stahs v AupEdred 1.0x/ 1€ >

C-VLDL banda pre beta Fuente: disertantes 2011

35



3.6 MANEJO DE LA INFORMACION Y ANALISIS DE DATOS

Para proteger la identidad y confidencialidad de los pacientes y sus resultados, se codificaron
cada una de las muestras, estos cédigos se utilizaron en los equipos automatizados para el
procesamiento de las mismas y en las hojas de datos (M. Office- Excel) para el registro de
datos socios demograficos, antropométricos y resultados del laboratorio. Los datos
cuantitativos de los analitos séricos y otras variables fueron codificados de acuerdo a las

categorias propuestas.

Se utilizaron los programas estadisticos StatGraphicStat SE 10.1 Y SPSS V16.0 en los que se
realizaron las pruebas de normalidad de Kolmogorof-Smirnovy las de significancia para datos
no paramétricos Mann — Whitney y Kruskal Wallis. Para las asociaciones de Lp(a) con los
factores de riesgo no lipidicos se utilizdé la regresion lineal logistica multivariada con las

siguientes hipétesis estadisticas que sirvieron para evaluar los resultados obtenidos:

e Ho = El valor de p es menor o igual a 0.050 existe una asociacion entre Lp(a) y los
factores de riesgo cardiovascular no lipidicos.
e Hi = El valor de p esta es mayor a 0,050 no existe asociacion entre Lp(a) y los

factores de riesgo cardiovascular no lipidicos.

Se calcularon los estadisticos de tendencia central y dispersion que fueron representados en

tablas y graficos para su posterior analisis.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA

4.1.1 Distribucion de la muestra por género y edad

La muestra estudiada estuvo conformada por 195 pacientes adultos diagnosticados de
diabetes mellitus tipo 2, correspondiendo el 24,6% al género masculino y el 75,4 % al
género femenino. De acuerdo al grupo etario el mayor porcentaje de la muestra se ubicé en
edades entre 60 y 70 afios para los dos grupos, siendo mayor en el grupo de mujeres el

52,3% frente al 12,3% para los hombres en el total de la muestra. (Gréafica 4.1y 4.2)

Grafica 4.1 Distribucién de la muestra por género

24,6 %

Femenino

75,4 % Masculino
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Gréfica No. 4.2 Distribucién de la muestra por grupo etario
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4.1.2 Caracteristicas de las variables no lipidicas en la muestra de diabéticos

De acuerdo a los datos obtenidos en

Género Masculino

Género Femenino

la investigacion, la presion arterial sistolica para la

muestra estudiada en promedio fue de 113,8 + 25,4 mm Hg; la circunferencia de cintura en

promedio para los hombres fue de 99,8 = 11,2 cm y para las mujeres de 98,36 + 11,0 cm.

La media del IMC estuvo en 28,0+ 4,6 kg/m 2 para toda la muestra. (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Estadistica descriptiva para variables no lipidicas

Variables no lipidicas (n = 195)
CC (cm)
Estadistico | Edad(afos) = : IMC (kg/m?) | PAS (mmHg)
Masculino | Femenino

Media 62,5 99,8 98,3 28 113,8
Mediana 64 98 98 27,4 110

Moda 70 98 98 23,7 90
Des.Tip 7,4 11,2 11,0 4,6 25,4
Minimo 42 82 61 18,6 80
Maximo 73 136 128 46,3 223
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4.1.3 Factores de riesgo cardiovascular no lipidicos (IMC, CC, PAS) en la

muestra de diabéticos tipo 2

a) PAS

En cuanto a los factores de riesgo no lipidicos analizados en estos pacientes se observo que

del total de la muestra, el 15.7 % (30 pacientes) son hipertensos; en el grupo de hombres el

16.7% (8 pacientes) presentaron presion arterial alta, mientras que en el grupo de mujeres la

hipertensién se pudo observar en el 15.0% (22 pacientes), la mayoria de los cuales se

encuentran en edades entre los 50 y 70. (Gréafica 4.3y 4.4).

Grafica 4.3 Distribucién de normotensos e hipertensos en la muestra (n 195), y por

195)
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Gréfica 4.4 Distribucion de normotensos e hipertensos por grupos de edad
(n=195)
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b) Obesidad — IMC

Uno de los factores de riesgo para ECV predominante en la muestra estudiada es la
presencia de obesidad, especialmente la de tipo central (aumento de grasa abdominal), que

complica el control de los niveles de glucosa sérica y de lipidos principalmente.

El IMC promedio fue de 28,05 * 4,64 kg/m?. El 76,6 % de las mujeres presentaron valores
mayores o iguales a 25 kg/m?y un porcentaje menor para los varones, el 64,6% con valores

mayores o iguales a 25 kg/m?. (Gréfica 4.5)

El 48,2% de pacientes obesos estuvieron entre los 60 y 70 afios de edad seguido por un
20,5% entre lo 51 y 60 afios de edad. (Grafica 4.6)
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Gréfica 4.5 Frecuencia de normopesos y obesos (IMC) en la muestra y por género
(n=195)
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Gréfica 4.6 Frecuencia de FRCV no lipidico: normopesos y obesos (IMC) por grupo de edad
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c) Circunferencia de cintura( CC)

La circunferencia de cintura promedio para los varones fue de 99,8 £11,2 cm y dentro del
grupo el 72,9% presenté una CC mayor o igual a 94 cm, en comparacién con las mujeres
con un valor promedio 98,3 +11 cm de CC, pero con un porcentaje mucho mas alto de
pacientes con una circunferencia en valores de riesgo cardiovascular, el 93,2% presentaron

una CC mayor o igual a 88 cm. (Grafica No 4.7)

Grafica 4.7 Frecuencia de FRCV no lipidico: obesidad central (CC) por género
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En la distribucion por grupo etario y género, las mujeres presentan el porcentaje mas alto
en el grupo de los 51 a los 70 afios, 87,1% (128) sobre o iguales a 88 cm, frente a un
70,8% (34) de los varones en el mismo rango de edad con una CC mayor o igual a 94 cm.
(Gréfica No 4.8)
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Gréfica 4.8 Frecuencia de FRCV no lipidico: obesidad central (CC)

por grupo de edad/género

Riesgo z 94 cm

1375

Noriesgo <94 cm

Riesgo = 94 cm

50-69 | 60-70

Noriesgo <94 cm

Masculino

Riesgo 2 94 cm

40-49

Noriesgo <94 cm

Riesgo = 88 cm

-

GENERO

RANGO EDAD

60-70

Noriesgo < 88 cm

Riesgo =z 88cm

50-59

Noriesgo < 88cm

Femenino

Riesgo = 88cm

40-49

MNoriesgo < 88 cm

§333

65,3

4.1.4 Niveles de glucosa sérica

El 35.4% de los pacientes manejan niveles de glucosa sérica superiores a los 126 mg/dL,
llegando en algunos casos a valores de 400 mg/dL o mas. Llama la atencién la presencia de
valores muy bajos de glucosa sanguinea en el 8,7% de la muestra, posiblemente debido al
uso de insulina o hipoglucemiantes. Los niveles de glucosa sérica por género son similares en
el caso de la hipoglucemia; para los niveles de alto riesgo (> 126mg/dL) el porcentaje de

pacientes con glucosas séricas elevadas es algo mayor en el género masculino, 37.5% frente

40,0 60,0 80,0 100,0

Porcentaje

al 34.7% para el género femenino. (Ver tabla 4.2 y graficas 4.9 y 4.10).
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Tabla 4.2. Niveles de glucosa sérica por género y en toda la muestra

I(Eesr:ar?]gsltéclz_c)) Femenino | Masculino Total
Media 134,6 133,2 134,3
Mediana 110 110 110
DS 76 75,1 75,6
Minimo 43 49 43
Méaximo 373 426 426
P25 85,5 86,5 85,5
P75 149,5 139,0 146,5

Gréfica 4.9 Frecuencia de FRCV no lipidico: glucosa sérica de acuerdo
a nivel de riesgo

39,5
35,4
paii-
16,4
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| I | )
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NIVELES DE RIESGO POR CONCENTRACION DE GLUCOSA SERICA
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Grafica 4.10 Frecuencia de FRCYV no lipidico: glucosa sérica de acuerdo a género
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4.1.5 Niveles de Lp (a) sérica

La distribucion de los valores de colesterol en la Lp(a) fue asimétrica (prueba Kolmogorov-
Smirnov, p =0.00) con alrededor de un 25% de pacientes en valores fuera de rango de

referencia y la presencia de valores extremos como 21, 3y 49,3 mg/dL.

Los datos que se presentan en la tabla 4.3 y la gréfica 4.11 revelan que un poco mas del
75% de los pacientes tienen valores de Lp(a) entre 0 y 2,5 mg/dl (p75), con valores de corte
similares hasta el percentil 65, un poco mas bajos en los hombres con respecto a las
mujeres. Aproximadamente desde el percentil 80 se observan valores elevados de Lp(a) en

hombres y mujeres, siendo en este Ultimo grupo mas altos.

Al distribuir por grupo etario, se observa que en las mujeres el aumento se encuentra desde el

p80 desde los 50 afios de edad, siendo mayores en el grupo de 60 a 70 afios con respecto a
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las mujeres de menor edad. En el grupo de los varones los pacientes con niveles altos se

encuentran en edades comprendidas entre los 60 y 70 afios, alrededor de 25% con niveles

superiores al de las mujeres para la misma edad y de los 40 a los 59 afios de edad en el caso

de los varones se mantienen en niveles los niveles bajos y dentro del rango de referencia.

Tabla 4.3. Estadistica descriptiva de la Lp(a) dividida por género y grupo etario

Femenino n=147 Masculino n=48
Estadistico
{en mg/dL) 40 - 49 50 -59 60- 70 Total mujeres 40- 49 50 -59 60- 70 [Total hombreq Totaln =195
Media 052 24 19 2,6 0,7 1,3 2,8 2,1 25
Mediana 0,69 13 1,1 1,1 0,8 0,7 1,6 1,1 1,1
D5 083 4,2 6,5 5,8 0,4 2,3 3,4 3 5.3
Minimo 0,2 0,2 0,0 0 0,3 0,1 0,2 0,1 1]
Maximo 2,2 21,3 45 3 453 1,1 10,3 14,6 14,6 15,3
P25 0,2 0,6 04 0,5 0,6 0,3 0.8 0,6 0,5
P&0 0,6 1,6 1,6 1,4 0,9 0.8 1,6 1,2 14
P65 0.8 18 15 15 0.8 ] 2.0 5 1,5
P75 1,7 2.5 23 2.3 1,0 1,2 2.7 1,7 2.2
P80 2,1 26 3,0 2,7 1,0 1.3 3,8 2,5 2,6
P85 2,1 30 3,7 3,4 1,0 5 5,3 2,8 34
peo 2,1 33 4,9 4,3 1,0 1,9 7,2 5,3 4.5
Kolmogorof -
Smirnov a=0.00

El 1,4% de las mujeres presentaron niveles mayores a 30 mg/dl, por lo que deberian ser

tomados en cuenta a la hora de evaluar a este tipo de pacientes, al ser un factor de riesgo

para ECV.
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Gréfica 4.11 Frecuencia de FRCV: Lp(a) sérica de acuerdo a nivel
de riesgo y por género

776 792 77.9

Fermenine, n =147
T Masculino, n = 48
N Total, m= 195
- 0.8 210

21,1
1.4 00 1.0
T T T
Mormal < 2,5mg/dL Riesgo 2,5- 30 Alto riesgo = 30
mg/dL mg/dL

NIVELES DE RIESGO POR CONCENTRACION DE C-Lp (a) SERICO

42 RELACION DE Lp(@ CON FACTORES DE RIESGO
CARDIOVASCULAR NO LIPIDICOS

4.2.1 Relacién de niveles de colesterol transportados por Lp(a) de acuerdo al
grupo etario y género

Para el andlisis de la relacién entre Lp(a) y los factores de riesgo no lipidicos, primero se

determind si existia 0 no diferencias en la concentracion de Lp(a) por género y por grupo de

edad, para lo cual se utilizé la prueba de

Mann-Whitney y la de Kruskal-Wallis

respectivamente, las mismas que revelaron que no hay diferencias estadisticamente
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significativa en la concentracion de Lp(a), por género una p=0,059 y por grupo etario una p

= 0,084. (Tabla 4.4 y 4.5).

Tabla 4.4 Comparacién de los niveles de Lp(a) por género.

Medidas

Tamarfo del Grupo

(n)

Promedio ( X))

Error Tipico (ET

)

(S)

Desviacion Estandar

Mann- Whitney

Lp(a) Masculino Lp(a) Femenino
48 147
2.042 2.62
0.35 0.49
2.45 5.92
p =0.084

Tabla 4.5 Comparacién de los niveles de Lp(a) por grupo etario

Lp(a) de 40 a 49

Lp(@) de50a59 Lp(a)de60-70

Medidas ~ ~ ~
afios afos afos
Tamairio del 14 49 132
Grupo (n)
Promedio ( X) 2.23 2.50 2.49
Error Tipico (ET) 0.915 0.775 0.471
Desviacion
Estandar (S) 3.42 5.43 5.42
Kruskal — Wallis p = 0.059
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Con base en esta informacion se procedié a relacionar la concentracion de glucosa sérica
con los niveles de Lp(a), encontrandose que en niveles de glucosa superiores a 126 mg/dL
existe una asociacion estadisticamente moderada (p = 0,050) con los niveles de Lp(a)
mayores a 2,5 mg/dl, por lo tanto el aumento de glucosa en algunos pacientes corresponde

con un aumento de Lp(a) sérica. (Tabla 4.6)

Tabla 4.6. Asociacion de Lp(a) en diabéticos tipo 2 y glucosa sérica.

GLUCOSA EN AYUNAS
Lp(a) Total
NORMAL EN RIESGO
75— 100 mg/dl 2126 mg/di
NORMAL o . .
< 2.5 mg/dl 84 43% 70 36% 154 79%
CON RIESGO 0 0 0
>2.5 mo/dl 19 10% 22 11% 41 21%
Total 103 53% 92 47% 195 100%
Chi ?(no p=
paramétrico) 0.137 0,05002

4.2.2 Relacion entre la Lp(a) y los FRCV

Para la relacién de Lp(a) con los FRCV (PAS, CC e IMC) se utilizé la regresion lineal
logistica multivariada. Los valores de PAS superiores a 140 mmHg se relaciona directamente

con los niveles séricos de Lp(a), al presentar una asociacion estadistica moderada (p =

49



0.05003). Para los deméas factores CC e IMC

estadisticamente significativa.

no se presentd ninguna relacion

Tabla 4.7. Regresion logistica multivariada para Lp(a) y FRC (CC, IMC Y PAS)

Lp(a) B Error tipico | Wald Gl Significancia
Interseccioén 0,518 0,443 1,366 1 0,242
Cintura mujeres <88 cm -0,121 0,481 0,063 1 0,082
Cintura mujeres 2 88 cm 0 - - 0 -
Cintura hombres < 94cm -0,121 0,481 0,063 1 0,082
Cintura hombres 2 94cm 0 - - 0 -
IMC < 25 kg/m? -0,224 0,466 0,231 1 0,631
IMC 2 25 kg/m? 0 - - 0 =
PAS <140 mmHg 0 - - 0 =
PAS 2140 mmHg 0,878 0,472 3,46 1 *0,05003

* datos significativos
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DISCUSION

En el presente estudio se investigd la relacion que existe entre los niveles de Lp(a) y los
factores de riesgo cardiovascular no lipidicos (IMC, PAS, CC, glucosa en ayunas), en 195
pacientes hombres y mujeres con diagnostico previo de diabetes mellitus tipo 2 para lo cual
se tom0 en cuenta a la muestra en general y a la muestra agrupada por género, grupo etario

y nivel de Lp(a) como factor de riesgo para ECV.

En términos generales se observd que alrededor del 35% de pacientes presentaron niveles
de glucosa sérica de 126 mg/dL y mas, llegando en algunos casos a sobrepasar los 300
mg/dL, tanto en el grupo de hombres como en el de mujeres, con un 12% de pacientes en el
rango de glucosa alterada en ayuna (entre 110 y 126 mg/dL). Llaman la atencion estos
niveles de glucosa sérica, sobretodo lo primeros pues al pertenecer a la Asociacion de
Diabético, los pacientes estan en programas de cambio de estilo de vida, con guia nutricional
y ejercicios y en algunos casos con tratamiento farmacologico para ayudar a regular su

metabolismo.

De acuerdo al estudio de Egas y Valle realizado en el Hospital Luis Vernaza en el 2005, se
enfatiza en la falta de seguimiento del tratamiento por parte de los pacientes y de un control
mas estricto, con datos similares a los del presente estudio. Ademas otro factor que pudo
influir en estos datos es que los pacientes no se apegaron a las recomendaciones y
preparacion preanalitica solicitada para el estudio previo a la toma de muestra sanguinea,
factor que solo podria haber sido controlado en pacientes hospitalizados y no como en este

caso, al tratarse de pacientes ambulatorios en los que se confié en la palabra del paciente.
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Otros datos que son importantes de resaltar son aquellos que se encuentran en el lado
opuesto, es decir pacientes con niveles de glucosa sérica en el rango de hipoglicemia, el
8,4% con valores bajo los 70 mg/dL, valores que posiblemente se obtuvieron en los
pacientes con tratamientos insulinicos o con hipoglicemiantes no adecuadamente

controlados.

De acuerdo a los valores de IMC y de circunferencia de cintura que presentaron los
pacientes diabéticos tipo 2, se observa la presencia de obesidad en el 74,4% vy un
incremento en la grasa abdominal principalmente en las en mujeres (93,2%). Estos valores
elevados se constituyen en factores que alteran aiin mas el metabolismo de la glucosa y de
los lipidos, creando resistencia insulinica a nivel pancreético y convirtiéndose en factores de

riesgo para ECV como se afirma en los estudios de Cifuentes y colaboradores en el 2009.

Al revisar los datos obtenidos el 74,4 % del total de los pacientes obesos y con sobrepeso
presentaron PAS mayor a 140 mmHg lo que concuerda con estudios realizados
anteriormente, en los que obtuvieron diferencias en la presion arterial sistélica de acuerdo a
la categoria de IMC y de la circunferencia de cintura. (Garcia, Solis, Calderon, Luque, &
Manrique, 2007). En los sujetos obesos y sobre todo aquellos que presentan obesidad
central, se conoce que tienen mayor probabilidad de alcanzar niveles elevados de presién
arterial, posiblemente por el incremento de la resistencia arteriolar periférica, causado por la
resistencia insulinica que produce hipervolemia y aumento de la vasoconstricciéon. (Aroson &
Rayfield, 2008).

La presion arterial tiende a aumentar con la edad para los dos géneros sin embargo en las
mujeres el desequilibrio hormonal que sufren tras la menopausia puede aumentar la
probabilidad de sufrir hipertensién con mas frecuencia que los hombres de la misma edad.
(Chiriboga, Jara, Moreno, & Estrella, 2011). Esto también se presentd en la muestra
analizada ya que en el grupo de mujeres el 15,0 % presentaron hipertension frente al 16,7

% de los hombres siendo mayor en el grupo de 50 a 59 afios de edad.

De acuerdo a los datos que presenta la ALAD el nivel éptimo de glucosa sérica en los

pacientes diabéticos debe estar entre 70 y 100 mg/dL, puesto que el control intensivo de la
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glucemia en ayunas reduce significativamente la progresion de las complicaciones
cardiovasculares y cerebro vasculares, ademas de indicar que la enfermedad se encuentra
controlada. (Aschener & Segarra, 2010 ). Al revisar los datos de la presente investigacion se
encontré el 35,4 % de los participantes para los dos géneros alcanzaron niveles de glucosa
sérica mayores a 126 mg/dL, lo que pone en evidencia un control inadecuado de la
enfermedad como se dijo anteriormente, aumentando de esta forma el riesgo de presentar

complicaciones crénicas a nivel micro y macro vascular.

En el caso de la Lp(a) los niveles circulantes varian principalmente por la influencia
genética que presenta la apo (a) (Sorell Gomez, Bermudez, Bermudez, Rojas, & Chouri,
2007). En el estudio realizado por Pérez. A sobre “Alteraciones lipoproteicas en la DM -1y
DM-2. Efecto del control glucémico y ejercicio”, se determiné que los niveles de Lp(a) no se
modifican significativamente con la edad, de igual forma con relacibn al género las
concentraciones de Lp(a) no difieren significativamente, conclusiones que se asemeja a los
datos encontrados en el presente estudio ya que se observd que los niveles de Lp(a) de
alrededor del 80% de la muestra en hombres y mujeres estan entre 0 y 2,50 mg/dL

comprendidos en edades de 40 a 70 afios incluyendo a pacientes normopeso y obesos.

La deteccion en este estudio del 21.1% de pacientes mujeres con niveles de Lp(a) entre los
2.5mg/dLy 29 mg/dl y del 1,4% con niveles superiores a los 30 mg/dL, indican la presencia
de un factor mas de riesgo asociado al desarrollo de enfermedad cardiovascular, cerebro
vascular y tromboética. Datos que se asemejan al estudio realizado por Klaya y Durlach, que
explican el aumento de colesterol-Lp(a) por la glicosilacion aumentada en pacientes
diabéticos que prolonga la vida media de la lipoproteina, promoviendo la ateroesclerosis y su
accion trombatica — fibrinolitica; esta condicién aparentemente podria estar influenciada por el
desorden metabdlico que presentan las mujeres especialmente si se encuentran cruzando la
etapa menopausica y posmenopausica. (Klaya, Durlach, Bertin, & Monier, 1997). En el estudio
realizado por Perez en 1999 indica que la Lp(a) no se encuentra aumentada en la diabetes y
por lo tanto no se considera un factor para desarrollar ECV, datos que discrepan con el
presente estudio, propablemente por las variaciones en el disefio del estudio, recoleccion y
almacenaje de muestras, métodos empleados para la cuantificaciéon de la lipoproteina y

andlisis estadistico.
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Dentro de las relaciones propuestas en este estudio entre el colesterol de Lp(a) y los
factores de riesgo cardiovascular no lipidicos, se destacaron dos relaciones bastante
interesantes: el colesterol -Lp(a) e hipertension, presentando una relacion estadisticamente
moderada y positiva (p = 0.05003), concordando con estudios realizados por Graziani y Kung
en el 2004, estos autores explicaron que las propiedades antitromboliticas de la Lp(a), hacen
que compitan con el plasminégeno e interfiera con la lisis de los coagulos facilitando Ila
deposicion de colesterol en las lesiones del endotelio vascular, ademas estimula la
proliferacién de la células del masculo liso causando el estrechamiento luminal de los vasos
sanguineos (Marin Velasquez, 2002), induciendo rapidamente un aumento de la presion
sanguinea siendo este uno de los primeros sintomas de un proceso ateroesclerético y un

aumento de la presion arterial (Aroson & Rayfield, 2008).

La otra relacién llamativa es la encontrada entre glucosa basal en ayunas mayor a 126 mg/d|
y las concentraciones séricas de colesterol - Lp(a), dicha relacién fue moderada y positiva (p
= 0,05002), datos que se asemejan con estudios realizados en Venezuela, Brasil y Colombia
entre los afios 2002 y 2006, en los que se indican que pacientes diabéticos con cifras de
glucemias superiores a la normal presentan alteraciones cuantitativas y cualitativas en sus
lipoproteinas especialmente en la Lp(a) gracias a la modificacion en su comportamiento
metabdlico (Kang, Dominguez, Loyau, Miyata, & Duralach, 2007). La hiperglucemia
prolongada causa la glicacion de los grupos serina y treonina de la Lp(a) que conduce al
aumento de las concentraciones séricas de esta lipoproteina en este tipo de pacientes.

(Garcia, Solis, Calderon, Luque, & Manrique, 2007)

Con relacion al resto de las variables analizadas en este estudio IMC y CC con el colesterol-
Lp (a) se pudo determinar que estadisticamente no son significativos (p= 0.631 IMC y 0.802
CC), que concuerda con datos reportados en diferentes estudios realizados a nivel de
Latinoamérica que explican esta relaciébn por la resistencia de la Lp(a) a variar su
concentracion sérica pese a los cambios en estilo de vida, dieta, pérdida de peso y

ejercicio.(Barre,2003)
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CONCLUSIONES

La finalidad de este estudio fue detectar y cuantificar la Lp(a) sérica, particula altamente
aterogénica en pacientes diabéticos tipo 2, asi como la relaciéon con otros marcadores no
lipidicos, a través de la separacion electroforética en gel y la medicién del contenido de

colesterol en la misma, C-Lp(a).

De los resultados obtenidos en esta muestra de pacientes con DM-2 se puede concluir:

e Un grupo de pacientes presentd obesidad e hipertension arterial lo que lleva al
paciente a ser diagnosticado de sindrome metabdlico, con un prondéstico poco
favorable por las complicaciones crénicas que desarrollard en el futuro, siendo
evidente el alto riesgo en que se encuentran para presentar un evento coronario en

los proximos diez afios de mantener estos desordenes metabdlicos.

e En la muestra analizada llamé la atencién la presencia de niveles de glucosa sérica
elevados pese a que se encontraban en un grupo de apoyo y control, lo que hace a
estos pacientes mas vulnerables a sufrir complicaciones cronicas en el futuro. También
hay que tomar muy en cuenta la presencia de Lp(a) en concentraciones sobre los 2.5
mg/dl, en estos mismos pacientes provocando el aumento en un 10 a 30 % la
posibilidad de sufrir un dafio cardiovascular, cerebrovascular y tromboético, debido a

su propiedad aterogénica.
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De las relaciones entre Lp(a) y factores de riesgo cardiovascular no lipidicos se
destacaron: la relacion entre glucosa en concentraciones mayores a los 126 mg/dL e
hipertensién; datos que se volvieron altamente predictivos para estos pacientes debido
a que estan predispuestos a aumentar la probabilidad de sufrir un dafio cardiaco y
cerebral en un corto tiempo especialmente porque al aumentar la glucosa o presion

arterial aumentara la Lp(a).

Los resultados obtenidos en estos pacientes diabéticos indican que en un grupo
importante de estos no se estan alcanzando los objetivos recomendados por el ATPIII-
NCEP, especialmente en las mujeres, por lo que deben dirigirse los esfuerzos por
controlar y asegurar a disminuir los factores de riesgo no solo con respecto a la
hiperglicemia sino también a las dislipidemia asociadas y presencia de Lp(a)
volviéndose esta Ultima como una alternativa de determinacién por parte del
laboratorio, conjuntamente con los factores de riesgo cardiovascular convencionales
contribuyendo  significativamente con la clasificacion del tipo de riesgo
aterotrombogénico relacionado con la presencia de distintos niveles de Lp(a).

Es de esperar que a través de las investigaciones que se realicen en el presente y
futuro se puedan ir aclarando los complejos mecanismos que se alteran en el
metabolismo del ser humano y desencadenan en patologias con disminucion de la
calidad de vida y graves consecuencias y que permitan encontrar mejores medidas de

control pero sobretodo de prevencion.
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RECOMENDACIONES

1. Tomar en cuenta el tiempo de duracién de la enfermedad, ya que de esta manera se
podria explicar mejor la incidencia alta de problemas cardiovasculares que se podrian

presentar en estos pacientes.

2. Realizar un perfil hormonal femenino especialmente de estrégenos para interpretar
de mejor manera los niveles de Lp(a), debido a su influencia sobre las
concentraciones de esta lipoproteina.

3. Realizar estudios similares con un control mas estricto de las variables preanaliticas y
el conocimiento certero del tratamiento en el que se encuentra cada paciente para
evaluar el valor de esta lipoproteina en diferentes condiciones comparando con un

grupo control.
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ANEXO 1

Consentimiento informado

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR — ESCUELA DE BIOANALISIS

El Investigador

Sefior (a): Como usted ha sido informado la Diabetes Mellitus tipo 2 es una enfermedad
cronica que puede tener consecuencias a largo plazo, siendo una de las mas frecuentes la
enfermedad cardiovascular. Para ayudar al médico a detectar a tiempo la posibilidad de que
un paciente diabético tenga un evento cardiovascular es necesario realizar examenes de
sangre entre los que se encuentran los del perfil lipidico. Actualmente se han incorporado
nuevos examenes de laboratorio, entre estos detectar el subtipo de particulas de LDL
(lipoproteina de baja densidad), HDL (Lipoproteina de alta densidad y Lipoproteina (a), que
unidos a los examenes de rutina, se sabe aumentan la posibilidad de detectar los riesgos de

enfermedad cardiovascular.

Invitacion:

Para estudiar la conveniencia de la introduccién de estas nuevas pruebas en la obtencién del
nivel de riesgo de enfermedad cardiovascular en pacientes diabéticos y que favorecen el
diagndstico, seguimiento y tratamiento de los pacientes, le invito a participar en este proyecto

de investigacion realizado en la PUCE.

¢, Qué se le solicita a usted?

Participar libre y voluntariamente en el proyecto.

Firmar el consentimiento informado.

Autorizar la toma de muestras sanguineas por venopuncion (un tubo de sangre sin
anticoagulante).

Sujetarse a las indicaciones preanalitica previas a la toma de muestra sanguinea.

Autorizar la toma de datos sociodemograficos y clinicos que se requieran para el estudio.

La colaboracion en acudir a la hora y dia indicada para realizar la toma de muestra y de datos.
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La toma de muestra sanguinea por venopuncion:

Durante este examen un miembro del equipo le tomara una muestra sanguinea (sangre
venosa, en un tubo sin anticoagulante) preferiblemente del pliegue del codo, con aguja de
toma multiple de 21mm, respetando las normas de bioseguridad (guantes, vestimenta, equipo
nuevo y desechable por paciente, desinfecciébn y desecho de material) y sin dafio para la
integridad del paciente.

Los exdmenes del Laboratorio:

La muestra sanguinea sera procesada para separar el suero, con este material se procedera
a realizar los siguientes analisis: glucosa, colesterol total, triglicéridos, HDL — colesterol, LDL —
colesterol y subfraccionamiento de lipoproteinas HDL y LDL asi como la deteccion de Lp (a).
Otros Datos:

Se le solicitaran datos sociodemograficos asi como clinicos directamente de la fuente
(paciente) o desde su historial médico.

Se medira la circunferencia abdominal utilizando para ello una cinta métrica.

Riesgos:

La extraccion de sangre venosa puede causar un pequefio dolor cuando se introduce la aguja
en su brazo, asi como también un ligero hematoma (acumulacién de sangre debajo de la piel)
después de la puncion. No existe ningun otro riesgo durante este procedimiento. Para la

bioseguridad el personal a cargo utilizara la vestimenta y equipo adecuado para garantizarla.

Los examenes especiales a realizar a su muestra sanguinea no implica riesgo alguno para

usted.

Confidencialidad:

Los nombres de los pacientes no aparecen ni en el tubo de extraccidn de muestra ni en la
base de datos para el andlisis estadistico de los mismos, ni en las publicaciones que se
realicen de los resultados del estudio, pues se codificara cada muestra. Ademas el equipo

a cargo de esta investigacion firma un compromiso de confidencialidad de los nombre de los

pacientes.
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Sus datos Unicamente seran enviados a su médico especialista en el Hospital Enrique Garcés

quien interpretard los resultados obtenidos y le informara sobre los mismos.

Beneficios:

Los resultados obtenidos con esta investigacion incrementaran las posibilidades de identificar
los subtipos de particulas aterogénicas de LDL, HDL y Lipoproteina (a) en las pruebas
especiales a realizarse en sus muestras sanguineas, permitiendo de esta manera ayudar a su
médico con mas datos para prevenir complicaciones cardiovasculares, diagnosticarlas o
tratarlas. Asi su participacion en este estudio, podria ofrecerle mayores posibilidades de tener

un diagnéstico y seguimiento apoyado en mas pruebas de laboratorio.

Su aporte beneficiard a la comunidad, pues hace posible la introduccién de nuevas pruebas
de laboratorio en la rutina del mismo y asi ofertar a los pacientes diabéticos ayudas
diagnésticas para prevencion y tratamiento de posibles o actuales enfermedades
cardiovasculares.

Costos:

Los examenes especiales a realizarse para identificar los subtipos de particulas aterogénicas
de LDL, HDL y Lipoproteina (a) en su organismo, no tienen costo alguno para usted. Asi
como su participacion voluntaria no le traera ningln beneficio econémico mas que el de gozar

de una mejor calidad de vida.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo

he leido y escuchado con atencién la finalidad, los requerimientos de toma de muestra

sanguinea por venopuncion, de datos sociodemogréficos y clinicos, de los exdmenes por el
laboratorio que se realizaran en mi muestra bioldgica los riesgos y los beneficios de entrar en
este estudio: “subfraccionamiento de LDL, HDL y Lipoproteina (a) por electroforesis en gel en
pacientes diabéticos tipo 2 para la prevencién y mejora en el tratamiento de enfermedad

cardiovascular”.

Declaro libremente y voluntariamente que acepto participar en el proyecto de investigacion y
gue se realicen los procedimientos indicados. También me siento libre de seguir o no las

indicaciones o tratamiento que se establezcan.

Se me ha indicado que la presente investigacion no representa riesgo alguno para mi
integridad personal, que se respetara mi identidad y puedo solicitar mayor informacién acerca

del presente estudio si lo deseo.

Su firma (huella) abajo indica que usted ha leido y esta de acuerdo con la informacién arriba

explicada.

Firma (o huella digital)
Fecha:

Testigo (firma)

Fecha:

Teléfono del paciente:

Direccion del paciente
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ANEXO 2

Datos socio demograficos y clinicos

DATOS DE INGRESO DEL PACIENTE

# de muestra:

Apellidos:.....cooi NOmMbres: ..o,
Bdad..........ccoooiiiiill Fecha de NACIMIENTO. ...t Cl:
GéNero:......ouveeeeeeennn.

Examen Fisico
Peso Kg Talla cm
Perimetro de la cintura: IMC:

Presion arterial sistolica:
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ANEXO 3

Antecedentes patologicos familiares y personales

ANTECEDENTES PATOLOGICOS FAMILIARES:
Diabetes Mellitus: .........cccoviiiiiiiii
Hipertension Arterial: .........cooeiiiiiiiii e
Dislipidemia: ......ccccoiiiiiii s n
0
Enfermedad ISQUEMICA: ........ciniiiii v r s e e r e
CaANCer: ..o

(07 o Y-

ANTECEDENTES PERSONALES
Habito tabaquico:
No (nunca ha fumado)...............ccevnennnnee

Si (Indicar que tan seguido lo hacey
LT T 1 01 o X RPN
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ANEXO 4

Procedimientos para latoma de medidas antropométricas

a) Criterios para medir el perimetro de cintura:
Localizar la parte mas alta de la cresta iliaca. Colocar la cinta de medir en un plano horizontal
alrededor del abdomen justo por encima del nivel de la cresta iliaca. Antes de leer la cinta de
medir asegurarse de que la cinta esta cefiida pero sin comprimir la piel y esta paralela al
suelo. Se hace la medida al final de una espiracién normal (NIH, 2000). Preferentemente debe
Ser en ayunas pero en caso de no ser posible la medicion de la visita basal y de la visita final

deben realizarse en las mismas condiciones

b) Procedimiento parala medicién de presion arterial
La medicion de la presion arterial se efectuara de acuerdo a los procedimientos que a
continuacion se describen:
El paciente debera abstenerse de fumar, tomar productos cafeinados vy refrescos de cola, al
menos 30 minutos antes de la medicion. (Roussel, Manual Inter (Roussel, Manual Internacion
de Hipertencion , 1999)
Debe estar sentado con un buen soporte para la espalda, su brazo derecho descubierto y
flexionado a la altura del corazon.
La medicion podra realizarse en posicion supina, de pie o acostado.
La medicion se efectuara después de 5 minutos de reposo por lo menos.
Se utilizara esfigmomanometro mercurial recientemente calibrado. (Organizacion Mundial de
la Salud OMS para Ecuador , 2011)
Se utilizard un brazalete (manguito) de tamafio adecuado, para asegurar una medicion
precisa, ubicandose a la altura del corazén. La camara de aire (globo) debe cubrir al menos el
3/4 partes de la longitud del brazo y al menos el 80% de la circunferencia del brazo; algunos
adultos con gran masa muscular requerirdn un manguillo de mayor tamafio. (Roussel, Manual

Internacion de Hipertencion , 1999)

c) Medicién de la presién arterial (técnica)
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La medicion de la presion arterial se efectuard de acuerdo a los procedimientos que a
continuacion se describen:

El paciente deber& abstenerse de fumar, tomar productos cafeinados y refrescos de cola, al
menos 30 minutos antes de la medicion. (Roussel, Manual Inter (Roussel, Manual Internacion
de Hipertencion , 1999)

Debe estar sentado con un buen soporte para la espalda, su brazo derecho descubierto y
flexionado a la altura del corazon.

La medicion podré realizarse en posicion supina, de pie o acostado.

La medicion se efectuara después de 5 minutos de reposo por lo menos.

Se utilizara esfigmomandmetro mercurial recientemente calibrado. (Organizacion Mundial de
la Salud OMS para Ecuador , 2011)

Se utilizar4d un brazalete (manguito) de tamafio adecuado, para asegurar una medicién
precisa, ubicAndose a la altura del corazén. La camara de aire (globo) debe cubrir al menos el
3/4 partes de la longitud del brazo y al menos el 80% de la circunferencia del brazo; algunos
adultos con gran masa muscular requerirdn un manguillo de mayor tamafio. (Roussel, Manual

Internacion de Hipertencién , 1999)
d) Talla (estatura)
Concepto: Es la altura que tiene un individuo en posicién vertical desde el punto mas alto de la

cabeza hasta los talones en posicion de “firmes”, se mide en centimetros (cm). (Organizacion
Mundial de la Salud OMS para Ecuador , 2011)

Material

e Estadimetro portétil.

e Cinta adhesiva.

¢ Hoja de registro de antropometria.
Método

Instalacion del estadimetro: Localice una pared y un piso lo méas liso posible, sin zoclo, ni
grada, no inclinado 6 sin desnivel. La pared y el piso deben formar un angulo recto de 90°.

Para colocarlo se requieren dos personas. Una de ellas sitta el estadimetro entre el piso y la
pared, formando un angulo de 90° sin soltarlo. La otra extiende la cinta métrica del

estadimetro en forma vertical en direccidon hacia el techo.
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Cuando la persona que sostiene el estadimetro indique que la cinta llegé a cero, ésta debe
fijarse en la pared con cinta adhesiva. (Organizacion Mundial de la Salud OMS para Ecuador ,
2011)

Una vez fijo el estadimetro portétil, la persona que lo sostiene en el piso puede soltarlo y éste
se enrollard solo. El estadimetro entonces esta listo para ser utilizado.

Marque en una hoja la forma correcta en que deben ir los pies y pegue la hoja al piso por
debajo del estadimetro portatil.

Los pies marcados deben quedar centrados en medio de la base del estadimetro.

Procedimientos para la medicion

¢ Informe al paciente las actividades que se van a realizar para que esté enterado y sea

mas facil medirlo.

¢ Informe a la familia o familiar, las actividades que se van a desarrollar para que estén

tranquilos.

¢ Indique al sujeto que se quite el calzado, gorras, adornos y se suelte el cabello. Si es
necesario ayudele.

e Coloque a la persona debajo del estadimetro de espalda a la pared con la mirada al

frente, sobre una linea imaginaria vertical que divida al cuerpo en dos hemisferios.

o Verifique que los pies estén en posicidn correcta.

e Aseglrese que la cabeza, espalda, pantorrillas, talones y gliteos estén en contacto

con la pared y sus brazos caigan naturalmente a lo largo del cuerpo.

e Acomode la cabeza en posicién recta coloque la palma de la mano izquierda abierta

sobre el mentdn del sujeto, y suavemente cierre sus dedos.
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e Trace una linea imaginaria (Plano de Frankfort) que va del orificio del oido a la base de
la orbita del ojo. Esta linea debe ser paralela a la base del estadimetro y formar un
angulo recto con respecto la pared.

e Al hacer la lectura asegurese que los ojos del observador y la escala del equipo, estén

a la misma altura.

¢ Sila marca del estadimetro se encuentra entre un centimetro y otro, anote el valor que

esté mas préximo; si esta a la mitad, se tomara el del centimetro anterior.

o Baje el estadimetro y tome cuidadosamente la lectura en centimetros. Hagalo por
triplicado y anote el promedio de las 3 mediciones en la hoja de registro de

antropometria.

e) Medicién de peso
Concepto: Es la medida de la masa corporal expresada en kilogramos.
Material
Béscula para adulto portatil, electrénica con capacidad de 150 Kg. y precision de 200 g.
Método
Instalacion de la bascula.
Localice una superficie plana horizontal y firme para colocarla. No se coloque sobre alfombra
ni tapetes. Asegurese de que la unidad de peso marque Kg. Esto se logra colocando el
selector de modo peso en la modalidad de Kg.
Calibre la bascula antes de empezar el procedimiento. Antes de usar la bascula oprima el
botdn de reposicion situado en el borde inferior derecho de la plataforma par que marque “0.0”
Procedimiento
La medicion se realizara con la menor ropa posible y sin zapatos. Se pide al sujeto que suba a
la bascula colocando los pies paralelos en el centro, de frente al examinador. Debe estar
erguido, con la vista hacia el frente, sin moverse y con los brazos que caigan naturalmente a
los lados. Si la pantalla muestra algo que no sea “0.0” asegurese de que la bascula esté

expuesta a una fuente de luz suficiente.
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ANEXO 5
Medicién de cintura 6 circunferencia Abdominal e IMC

Concepto: Es la medicioén de la circunferencia de la cintura.

Permite conocer la distribucion de la grasa abdominal y los factores de riesgo a que conlleva

esto.

Material: Cinta métrica.

Método:

Trace una linea imaginaria que parta del hueco de la axila hasta la cresta iliaca. Sobre ésta,
identifique el punto medio entre la Gltima costilla y la parte superior de la cresta iliaca (cadera).
En este punto se encuentra la cintura.

Procedimiento:

Cologue la cinta métrica en el perimetro del punto antes mencionado y proceda a la medicion
de esta circunferencia, con el individuo de pié y la cinta horizontal. Evite que los dedos del
examinador queden entre la cinta métrica y el cuerpo del paciente, ya que esto conduce a

error. (Mora Frenk, Tapia Conyer, & Velaguez Monroy, 2002 )

indice de Masa Corporal (indice de Quetelet)

Concepto: Es la relacion que existe entre el peso y la talla. Es un indicador de bajo peso, peso
normal, sobrepeso y obesidad en adultos y ancianos. (Mora Frenk, Tapia Conyer, & Velaguez

Monroy, 2002 )
Método
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El IMC se obtiene al dividir el peso en kilogramos entre la estatura en metros elevada al

cuadrado, como se observa en la siguiente formula:

Peso (kg)

IMC = =

Talla m

Procedimiento

Mida la talla (estatura) y el peso de la persona aplicando los procedimientos antes referidos.

(Mora Frenk, Tapia Conyer, & Velaguez Monroy, 2002 )
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8.
9.

ANEXO 6

Procedimiento para la venopuncion

Trasladar todo el material junto al paciente e informar al mismo de lo que vamos a
realizar;

Seleccionar el sitio de venopuncién (En adultos las extremidades superiores, o si es
necesario, subclavia o yugular, deberan ser preferidos a extremidades inferiores).

Si no se cuenta con ayuda extra de un colaborador, abrir los contenedores de gasa o
algoddn gque se supone usaran, de modo que se puedan tomar sin contaminarlas, ni
contaminar las manos del operador.

Tratar de que la técnica de venopuncion se realice con dos operadores, uno de los
cuales actuara como "operador limpio" (el que efectuara la venopunciéon propiamente
dicha), y el otro como "operador sucio” (el que colabora en la entrega del material a
utilizar).

Proceder al lavado de manos con solucién jabonosa antiséptica.

Colocarseguantes.

Realizar la antisepsia de la piel con las torundas o gasas embebidas en el antiséptico
elegido. Puede hacerse con movimientos circulares desde el centro a la periferia ("en
espiral") o bien de arriba hacia abajo con distintas gasas, que se desechan después
de cada pasada ("en banda") evitando pasar dos veces por el mismo sitio.
Permitirqgue la solucidnantiséptica se seque.

Inserte la aguja con el bisel hacia arriba formando un angulo de unos 30°.

Observe si aparece sangre en el cono de la aguja.

10. Aspire suavemente, hasta obtener la muestra de sangre requerida.

11.
12.
13.

Retire la ligadura o cinta elastica.
Retire aguja y presione con la torunda de algodén hasta el cese de sangrado.
Deseche el material al contenedor de residuos Biolégicos Infecciosos-

Punzocortantes
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ANEXO 7

Técnica para electroforesis de lipoproteinas

QuickGel® Cholesterol

INTENDED USE

The QuickGel Cholesterol electrophoresis system is for use in the quantitative determination of
cholesterol and cholesterol esters in serum lipoproteins using the SPIFE 2000/3000 or the
QuickGel chamber. The system is intended for the assessment of the cholesterol content of
the high density lipoproteins (HDL), low density lipoproteins (LDL), very low density
lipoproteins (VLDL), and Lp(a)-C, when present in concentrations greater than 2.5 mg/dL.
However, in some patients Lp(a)-C may not be present at concentrations that are detectable
by electrophoresis.

Cat. No. 3443 - for use with SPIFE 2000/3000.

Cat. No. 3543T - for use with QuickGel Chamber.

SUMMARY

The relationship of HDL Cholesterol to coronary heart disease (CHD) was reported by Barr et
al., 19511 and by Miller and Miller in 1975 2. The work of Castelli et al.,3-6 focused attention
on HDL cholesterol assessment as the definitive laboratory test in determining the risk of
coronary heart disease. The cholesterol content of the lipoprotein fractions has been
determined by ultracentrifugation7, selective precipitation8, and electrophoresis on several
media9.

Clinical laboratory measurement of the serum lipoproteins is primarily due to their predictive
association with risk of CHD. Current practice guiding laboratory measurement of total serum
cholesterol, triglycerides, HDL cholesterol and LDL cholesterol is derived from
recommendations of expert panels convened by the National Cholesterol Education Program
(NCEP). The expert panels considered epidemiological, clinical and intervention studies in
developing the recommendations for treatment decision cutpoints and recommended workup
sequences for adults and children.

The clinical recommendations from the NCEP panels direct clinical laboratories to perform

measurements of total, HDL and LDL cholesterol and triglycerides. The triglycerides are
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primarily associated with chylomicrons, very low density (VLDL) and intermediate density (IDL)
lipoproteins thought to be atherogenic, but the association of triglycerides with risk of coronary
heart disease in epidemiological studies is ambiguous.

LDL, as the validated atherogenic lipoprotein based on its cholesterol content, is the primary
basis for treatment decisions in the NCEP clinical guidelines10. The major protein component
of LDL is apolipoprotein B100 (apoB) which has been measured previously by immunoassay.
The common research method for accurate LDL cholesterol quantitation and the basis for the
reference method is designated beta-quantification, beta referring to the electrophoretic term
for LDL. The beta-quantification technique involves a combination of ultracentrifugation and
chemical precipitation11,12. The beta-quantification method gives a so-called “broad cut” LDL
which includes the Lp(a)-C lipoprotein 13,14, often referred to as “lipoprotein little a”.

The NCEP panel concluded that alternative methods are needed for routine diagnostic use,
preferably ones which directly separate LDL for cholesterol quantitation.15 One such direct
method involves electrophoresis. Electrophoretic methods (reviewed in Lewis and Opplt16,17)
have a long history of use in qualitative and quantitative analysis of lipoproteins.
Electrophoresis not only allows separation and quantitation of major lipoprotein classes, but
also provides a visual display useful in detecting unusual or variant patterns. Agarose has
been the preferred media for separation of whole lipoproteins, providing a clear background
and conveniencel8-21. Early electrophoretic methods were, in general, considered useful for
qualitative analysis but less than desirable for lipoprotein quantitation because of poor
precision and large systematic biases compared to other methods22. The Helena QuickGel
electrophoresis system demonstrates that electrophoretic quantitation can be precise and
accurate. Evaluations demonstrate good separation of the major lipoprotein classes with
precise and accurate quantitation of HDL, LDL, and VLDL cholesterol and Lp(a)-C in

comparisons with the reference methodo

PRINCIPLE
The SPIFE and QuickGel Chamber systems separate the major lipoprotein classes using
agarose electrophoresis. The lipoprotein bands are stained with enzymic reagent and their

cholesterol
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Cholesterol Esterase

Cholesterol Ester Cholesterol + Fatty Acid
Cholesterol Dehydrogenase
Cholesterol + NAD* Cholestenona + NADH + H*
Diaphorase
MNADH + H* + NBT g NAD* + Formazan Dye

The alpha band which migrates the farthest toward the anode corresponds to HDL. The next
band, pre-beta, corresponds to VLDL, and the slowest moving beta band corresponds
approximately to LDL. If a band appears between alpha and pre-beta, it should be guantitated
as the Lp(a)-C band. This band may not be observed in every specimen. Chylomicrons, if
present, remain at the origin. The amount of formazan dye produced is directly proportional to
the amount of cholesterol and cholesterol esters originally present in the sample. The relative
percent cholesterol in each fraction is obtained by scanning in a densitometer equipped with
570 nm filter or with the QuickScan 2000 Flat Bed Scanner.

REAGENTS

1. QuickGel Cholesterol Gel

Ingredients: Each gel contains agarose in a sodium barbital buffer with EDTA, guanidine
hydrochloride, bovine albumin and magnesium chloride. Sodium azide has been added as a
preservative.

WARNING: FOR IN-VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY. The gel contains barbital which, in
sufficient quantities, can be toxic. To prevent the formation of toxic vapors, this product should
not be mixed with acidic solutions. When discarding this reagent always flush sink with copious
quantities of water. This will prevent the formation of metallic azides which, when highly
concentrated in metal plumbing, are potentially explosive. In addition to purging pipes with
water, plumbing should occasionally be decontaminated with 10% NaOH.

Preparation for Use: The gels are ready for use as packaged.

Storage and Stability: The gels should be stored horizontally at room temperature (15 to 30°C),
in the protective packaging, and are stable until the expiration date indicated on the package.
DO NOT REFRIGERATE OR FREEZE THE GELS.

Signs of Deterioration: Any of the following conditions may indicate deterioration of the gel: (1)

crystalline appearance indicating the agarose has been frozen, (2) cracking and peeling
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indicating drying of the agarose, (3) bacterial growth indicating contamination, (4) thinning of
gel blocks.

2. SPIFE Cholesterol Reagent

Ingredients: When reconstituted as directed, the concentration of the reactive ingredients is as
follows:

Cholesterol Esterase (Pseudomonassp.) 5.4 U/mL

CholesterolDehydrogenase (Nocardiasp.) 1.1 U/mL

Diaphorase (Clostridiumkluyveri) 75.0 U/mL

NAD 35.3 mM

NBT 2.3 mM

Preparation for Use: Reconstitute each vial of SPIFE Cholesterol Reagent with 2.5 mL SPIFE
Cholesterol Diluent. Swirl gently to dissolve. Do not shake. Be sure the reagent is completely
dissolved before using. Storage and Stability: Cholesterol Reagent should be stored at 2 to
8°C and is stable until the expiration date indicated on the vial. The reconstituted reagent is
stable for 6 hours at 2 to 8°C. Signs of Deterioration: The unreconstituted reagent should be
uniformly pale or light yellow. The reconstituted reagent is a clear to light yellow solution.

3. SPIFE Cholesterol Diluent Ingredients: Cholesterol Diluent contains 100 mMHepes Buffer
Preparation for Use: The diluent is ready for use as packaged. Storage and Stability: The
diluent should be stored at 2 to 8°C and is stable until the expiration date indicated on the vial.
Signs of Deterioration: Discard the diluent if it shows signs of bacterial growth.

4. Citric Acid Destain Ingredients: After dissolution, the destain contains 0.3% (w/v) citric acid.
WARNING: FOR IN-VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY. - IRRITANT-DO NOT INGEST.
Preparation for Use: Pour 11 L of deionized water into the Destain vat. Add the entire package
of Destain. Mix well until completely dissolved.

Storage and Stability: Store the Destain at 15 to 30°C. It is stable until the expiration date on
the package.

Signs of Deterioration: Discard if solution becomes cloudy

INSTRUMENTS

A SPIFE 2000/3000 or the QuickGel Chamber must be used to electrophorese the gel. The gel
can be scanned on a densitometer such as the QuickScan 2000 (Cat. No. 1660). Refer to the
appropriate Operator’'s Manual for detailed operating instructions.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING Specimen: Serum samples are the specimen of

choice. Patient Preparation: The cholesterol content of the alpha (HDL) and beta (LDL) and
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Lp(a)-C lipoproteins is not materially affected by recent meals.3 Therefore, if the HDL
cholesterol is the only parameter of interest, the patient need not be fasting.
Interfering Substances:
1. Heparin administered 1.V. causes activation of lipoprotein lipase, which tends to increase the
relative migration rate of the fractions, especially the Beta lipoprotein24.
2. For effects of various drugs, refer to Young et al25.
Specimen Storage: For best separation of the various lipoproteins, fresh serum should be
used. If testing cannot be performed immediately, the sample should be stored at 2 to 8°C no
longer than 4 days. The specimen should never be stored frozen. Freezing may irreversibly
alter the lipoprotein separation26. No additives or preservatives are necessary.
PROCEDURE FOR SPIFE 2000/3000 Materials Provided: The following materials are
provided in the QuickGel Cholesterol Kit for SPIFE (Cat. No. 3443). Individual items are not
available.
QuickGel Cholesterol Gels (10)
SPIFE Cholesterol Reagent (10 x 2.5 mL)
SPIFE Cholesterol Diluent (1 x 25 mL)
Citric Acid Destain (1 pkg)
QuickGel Blotter C (10)
QuickGel Blotter X (20)
Applicator Blade Assembly - 20 Samples (10)
Materials provided by Helena but not contained in the Kkit:
Cat. No.
SPIFE 3000 1088
SPIFE 2000 1130
QuickScan 2000 1660
Cholesterol Profile Control 3218
REP Prep 3100
Gel Block Remover 1115
SPIFE Disposable Cups (Deep Well) 3360
QuickGelDispo Cup Tray 3353
SPIFE QuickGel Electrodes 1111
SPIFE QuickGel Gel Holder 3358

QuickGel Chamber Alignment Guide 86541003
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SPIFE 3000/Rep 3 Reagent Spreaders 3706
SPIFE QuickGel Disposable Stainless Steel Electrodes 3357
SPIFE Reagent Spreaders 3386
STEP BY STEP METHOD
l. Chamber Preparation

1. The SPIFE QuickGel Chamber Alignment Guide must be used to mark the
location for gel placement if the chamber floor has not been marked previously. It is
recommended that the markings be placed directly on the copper floor under the contact
sheet.

2. Remove the contact sheet & clean the chamber floor according to instructions in
the Operator’'s Manual.

3. Place the round hole in the guide over the left chamber pin and the obround
hole over the right pin.

4, Using an indelible marker, outline the rectangular open area onto the copper
floor. Allow marking to dry, and apply another contact sheet.
Il. Stainer Preparation
NOTE: If a SPIFE procedure requiring a stain has been run prior to running the cholesterol
gels, the stainer unit must be cleaned/ washed before washing the cholesterol gel.

SPIFE 3000
The SPIFE has an automatic wash cycle prompted by initiation of a test which does not use
the stainer unit for staining when the previous test did use the stainer for staining. To avoid
delays after electrophoresis, this wash cycle should be initiated at least seven (7) minutes prior
to the end of the run. To verify the status, press the TEST SELECT/CONTINUE button on the
stainer until the appropriate test is selected. Place an empty Gel Holder in the stainer unit. If
cleaning is required, the “Wash 1” prompt will appear, followed by “Plate out, Holder in”
prompts. Press “Continue” to begin the stainer wash. The cleaning process will complete
automatically in about 7 minutes. The unit is then ready to process the gel after
electrophoresis.

SPIFE 2000
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If utilizing the unit for both stained and non-stained gels, log usage to determine when cleaning

is necessary. Create a program to clean the unit as a “User Test” according to the following:

User Test
1) No Prompt

Wash 1 1:00 REC=ON VALVE=7
2) No Prompt

Wash 2 1:00 REC=ON VALVE=7
3) No Prompt

Wash 3 1:00 REC=ON VALVE=7
4) No Prompt

Wash 4 1:00 REC=ON VALVE=7
5) No Prompt

END OF TEST

Il. Preparation of Reagent

1. Reconstitute the SPIFE Cholesterol Reagent with 2.5 mL SPIFE Cholesterol
Diluent. Mix well by inversion.
V. Sample Preparation

1. Remove one disposable Applicator Blade Assembly from the packaging.
Remove the protective guards from the blade by gently bending the protective piece back and
forth until it breaks free.

2. Place the Applicator Blade into the vertical slot numbered 6 in the Applicator
Assembly.

Please note that the blade assembly will only fit into the slots one way; do not

try to force the blade assembly into the slots.

3. Slide a strip of Disposable Cups into top row numbered 1 to 10 of the
appropriate Cup Tray.

4. Pipette 75 to 80 pL of patient serum or control into cups numbered 1 to 5 and 6
to 10. Cover the samples until ready to use.
V. Gel Preparation

1. Carefully cut open the end of the gel pouch. Remove one gel from the protective
packaging. Fold and tape the open end of the pouch to prevent drying of the gel. Remove the

gel from the plastic mold and discard the mold.
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2. Using a QuickGel Blotter C, gently blot the entire gel using slight fingertip
pressure on the blotter. Remove the blotter.

3. Dispense approximately 1 mL of REP Prep onto the left side of the rectangle on
the electrophoresis chamber floor.

4. Place the edge of the gel next to the left edge of the marked rectangle. Gently
lay the gel down on the REP Prep, starting from the left side and ending on the right side.
Make sure no bubbles remain under the gel.

5. Use lint-free tissue to wipe around the edges of the plastic gel backing to
remove excess REP Prep.

6. Thoroughly wash electrodes with deionized water before and after each use.
Wipe the QuickGel Electrode with a lint-free tissue. The Stainless Steel Electrode must be
patted dry because of the rough surface. Ensure that the endcaps are screwed on tightly. The
Stainless Steel Electrode must be replaced after use on 50 gels. Unscrew the endcaps from
the old electrode and screw them tightly onto the new electrode.

7. Place a QuickGel Electrode on the outside ledge of the left gel block (cathode
end) inside the magnetic posts.

8. Place a QuickGel Stainless Steel Electrode on the outside ledge of the right gel
block (anode end) of the gel inside the magnetic posts. Close the chamber lid.

9. Press the TEST SELECT/CONTINUE button located on the Electrophoresis and
Stainer sides of the instrument until the appropriate test name appears on the display.

VI. Sample Application/Electrophoresis

Using the instructions provided in the Operator's Manual, set up the parameters as
follows for the SPIFE 3000 or the SPIFE 2000.

A. SPIFE 3000

Electrophoresis Unit
1) No Prompt
Load Sample 1 00:30 20°C SPD6
2) No Prompt
Apply Sample 1 1:00 20°C SPD6 LOC1

3) To Continue, (continue)

Electrophoresis 1 25:00 16°C 220V 60 mA
4) Remove blotter, (continue)

Apply Reagent 1 30°C 8cycles
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5) No Prompt
Incubate 1  15:00 30°C
6) No prompt

END OF TEST
Stainer Unit
1) No Prompt
Wash 1 500 REC=REV VALVE=2
2) No Prompt
Wash 2 500 REC=REV VALVE=7

3) No Prompt

Dry 1 15:00 70°C
4) No Prompt

END OF TEST

1. Place the Cup Tray with samples on the SPIFE 3000. Align the holes in the tray with
the pins on the instrument.

2. Place a reconstituted vial of reagent in the center hole of the reagent bar,
ensuring that the vial is pushed down as far as it can go. Close the chamber lid.

3. With QG-CHOLESTEROL on the display, press the START/STOP
button. An option to either begin the test or skip the operation will be presented. Press
START/STOP to begin. The SPIFE 3000 will apply the samples and beep.

4, Remove the two QuickGel Blotter X’s from the package. Slide the
blotters under the ends of the carbon electrodes, directly above and below the cathode end of
the gel, so that they touch the gel block ends.

5. Close the chamber lid and press CONTINUE. The SPIFE will
electrophorese and beep when completed.

6. Open the chamber lid, remove electrodes and dispose of Blotter X’s.
Dispose of blades as biohazardous waste. Using a Gel Block Remover, completely remove
and discard the gel blocks on each end of the gel.

7. Wipe the excess buffer and moisture from around the gel and chamber
floor using a lint-free tissue.

8. Place a SPIFE 3000 Reagent Spreader (glass rod) inside the magnetic

posts at each end of the chamber.
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9.

Close the chamber lid and press the TEST SELECT/CONTINUE button

to pour, spread reagent and start the incubation timer.

10. At the end of the incubation, remove the glass rods and the gel from the

chamber. Proceed to Step V.
B. SPIFE 2000
Electrophoresis Unit

1)

2)

3)

4)

5)

Stainer Unit
1)

2)

3)

4)

1.

No Prompt

Load Sample 1 00:30 20° SPD.=6
No Prompt

Apply Sample 1 1:00 20°C SPD.=6

To Continue, (continue)

Electrophoresis 1 25:00 16°C 220 VOLTS
Apply/Spread Reagent, (continue)

Incubate 1 15:00 30°C

No prompt

END OF TEST

No Prompt

Wash 5:00 CIR=0N VALVE =2

No Prompt

Wash 2 5:00 CIR=O0ON VALVE =7
No Prompt

Dry1 20:00 70°C

No Prompt

END OF TEST

Place the Cup Tray with samples on the SPIFE 2000. Align the holes in

the tray with the pins on the instrument. Close the chamber lid.

2.

With CHOLESTEROL on the display, press the START/STOP button. An

option to either begin the test or skip the operation will be presented. Press START/STOP to

begin. The SPIFE 2000 will apply the samples, and beep when completed. Dispose of blades

as biohazardous waste.
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3. Remove the two QuickGel Blotter X’s from the package. Slide the
blotters under the ends of the carbon electrodes, directly above and below the cathode end of
the gel, so that they touch the gel block ends.

4. Close the chamber lid and press CONTINUE. The SPIFE will
electrophorese and beep when completed.

5. Open the chamber lid, remove electrodes and dispose of Blotter X’s.
Using a Gel Block Remover, completely remove and discard the gel blocks on each end of the
gel.

6. Wipe the excess buffer and moisture from around the gel and chamber
floor using a lint-free tissue.

7. Pour the contents of the SPIFE Cholesterol Reagent vial across the
cathode end of the gel. Use the Reagent Spreader to work the reagent into the gel. Set the
ends of the Reagent Spreader on the inner ledge of the electrophoresis chamber with the rod
laying on the gel.

8. Slowly slide the spreader across the gel. Tilt the spreader toward the gel
block area so the reagent relocates along the rod.

9. Repeat this until the reagent has been spread eight times in each
direction. On the last spread across the gel, continue to drag the rod off the end of the gel to
dispose of excess reagent.

10.  Close the chamber lid. Press the TEST SELECT/CONTINUE button to start the
incubation timer.

11. After incubation, carefully remove the gel from the electrophoresis chamber.

V. Washing

1. Remove the SPIFE QuickGel Holder from the stainer chamber. While holding
the gel agarose side down, slide one side of the gel backing under one of the metal bars. Bend
the gel backing so that the gel is bowed, and slip the other side under the other metal bar. The
two small notches in the backing must fit over the small pins to secure the gel to the holder.

2. Place the SPIFE QuickGel Holder with the attached gel facing backwards into
the stainer chamber.

3. With the appropriate test name on the display, press the START/STOP button.
An option to either begin the test or skip the operation will be presented. Press START/STOP

to begin. The instrument will wash and dry the gel.
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4. When the gel has completed the process, the instrument will beep. Remove the

Gel Holder from the stainer and you can scan the bands.
PROCEDURE FOR QuickGel® CHAMBER
The following instructions are for using the QuickGel Chamber (Cat. No. 1284) for
electrophoresis.
Materials Provided: The following materials needed for the procedure are contained in the
QuickGel Cholesterol Kit (Cat. No. 3543T). Individual items are not available.

QuickGel Cholesterol Gels (10)

SPIFE Cholesterol Reagent (10 x 2.5 mL)

SPIFE Cholesterol Diluent (1 x 25 mL)

QuickGel Blotter C (10)

Citric Acid Destain (1 pkg)

QuickGel Templates (10)

QuickGel Blotter A (10)

QuickGel Blotter X (20)

Materials provided but not contained in the Kkit:

Item Cat. No.

QuickScan 2000 1660

QuickGel Chamber 1284

Titan Blotter Pads 5037

Staining Dish 4061

Incubation Chamber 4062

REP Prep 3100

QuickGel Gel Block Remover 1262

Cholesterol Profile Control 3218
Materials needed but not provided:

5 mL serological pipette

Power Supply capable of providing at least 220 Volts.

Incubator capable of maintaining 30°C
STEP BY STEP METHOD

l. Chamber Preparation
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1. The QuickGel Chamber must be plugged into a power supply. Set a
timer for *23:00 minutes and the power at 220 Volts. *An electrophoresis time of 22:30 to 23:30
minutes is acceptable.
2. Snap the Electrophoresis Lid into place on the chamber.
3. Ensure that the chamber floor is cool (room temperature) before starting
the test.
Il. Preparation of the Incubation Chamber

1. Place a Titan Blotter Pad in the bottom of the incubation chamber.

2. Wet the blotter completely with water and then pour off excess.

3. Close the chamber and place it in a laboratory incubator at 30°C.

4, Allow the blotter to equilibrate to 30°C while performing the

electrophoresis steps.
M. Preparation of Reagent

1. Reconstitute the SPIFE Cholesterol Reagent with 2.5 mL SPIFE
Cholesterol Diluent. Mix well by inversion.

(\VA Sample Template Application

1. Carefully cut open one end of the gel pouch. Remove one gel from the
protective packaging. Fold and tape the open end of the pouch to prevent drying of the
remaining gel. Remove the gel to be used from the plastic mold and discard the mold.

2. Dispense approximately 1 mL of REP Prep onto the left side of the
electrophoresis chamber.

3. Place the left notch of the gel so that it fits the left pin of the chamber
floor and gently roll the gel to the right side fitting the right notch to the right pin of the chamber
floor. Use a lint free tissue to wipe around the edges of the gel backing to remove any excess
REP Prep. Make sure that no bubbles remain under the gel.

4, Using a QuickGel Blotter C, gently blot the entire gel using slight fingertip
pressure on the blotter. Remove the blotter.

5. Remove one QuickGel Template from the package. Hold the template so
that the small hole in the corner is toward the front right side of the chamber.

6. Carefully place the template on the gel aligning the template slits with the
marks on each side of the gel backing. The center hole in the template should align with the

indention in the center of the gel.
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7. Apply slight fingertip pressure to the template making sure there are no
bubbles under it. NOTE: If wearing rubber gloves to perform this step, place a QuickGel Blotter
A over the template and then apply fingertip pressure to the template. Remove the blotter.
Powder from the gloves can produce gel artifacts.

8. Apply 3 pL of the appropriate sample to the template slits. After the last
sample application, wait 5 minutes to allow time for the proper absorption.

9. Use the QuickGel Blotter A to gently blot the excess sample from the
template. Carefully remove the template.

10. Place two Blotter X's horizontally along the top and bottom sides of the gel
backing. They should be positioned along the edges (hot touching the gel) so that, when the lid
closes, the Blotter X's do not interfere with the electrodes.

11. Close the lid, press the power switch to turn on the chamber and start the power

supply.
V. Electrophoresis and Incubation
1. Electrophorese the gel for *23:00 minutes at 220 Volts.
2. Turn off the power supply and the QuickGel Chamber.
3. Open the lid and remove the blotters.
4, Using the QuickGel Gel Block Remover, remove the two gel blocks from

the gel. Again, use a lint free tissue to wipe around the edges of the gel backing to remove any
excess moisture.

5. Remove the gel from the chamber and place it, agarose side up, on a
clean nonporous surface with the cathode edge (top of gel) away from you.

6. Pour the contents of the vial of reagent along the cathode edge of the
gel.

7. Lay a 5 mL serological pipette lengthwise along the cathode edge of the
gel. Gently spread the reagent by slowly pulling the pipette across the agarose to the anode
edge, being careful not to roll the reagent off the gel. Wait for 15 seconds. Then pull the pipette
across the gel from anode to the cathode edge in the same manner. Wait 15 seconds. Then
pull the pipette across the gel from cathode to anode and roll the excess off the gel.

8. Place the gel into the preheated (30°C) Incubation Chamber.

9. Place the Incubation Chamber in a laboratory incubator at 30°C for 15

minutes.
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10. Two containers are needed: one for the Destain solution and one for the deionized
water wash. The size of the container should be able to accommodate a gel laid flat. Pour a
sufficient amount of Destain into one container to cover the gel. Pour the same amount of
deionized water into the other container.

11. Atthe end of incubation, remove the gel from the incubator. Place the gel in the destain
solution using a gentle alternately rocking and swirling technique. Allow the gel to remain in
the destain solution for 5 minutes. Remove the gel and tap it to remove excess destain.

12. Place the gel in the container of deionized water for 5 minutes. Use the same technique
as in Step 11. Tap the gel to remove the excess water.

13. Ensure the chamber floor is clean, and place the Drying Lid on the chamber. Replace
the gel onto the chamber floor. Close the Drying Lid and turn on the chamber. Dry the gel for
20 minutes or until dry. Remove the gel when drying is completed, and turn off the chamber.
Evaluation of Fractions
For quantitation of the lipoprotein cholesterol fractions scan the gel, agarose side up, in the
Quick Scan 2000.

Stability of End Product: For best results, scan the QuickGel Cholesterol Gel within 5 minutes.
Calibration: A calibration curve is not necessary as relative density of the fractions is the only
parameter determined.
Quality Control: Quantitation of HDL Cholesterol values should be monitored using the
Cholesterol Profile Control (Cat. No. 3218). This control verifies all phases of the procedure
and should be used on each gel run. Refer to the package insert provided with the control for
detailed information and assay values.
REFERENCE VALUES
Lipoprotein cholesterol values vary according to age and sex26, and wide variations among
different geographical locations and races have been reported6.. Therefore, it is essential that
each laboratory establish its own expected range for its particular population.
A total of 54 patients with normal total cholesterol (total cholesterol
< 200 mg/dL) were tested using the QuickGel Cholesterol system. These patients have not
been differentiated by age, race or sex. These values should only serve as guidelines.
Range (x * 2 SD)

HDL (%) 11.8-45.0

Lp(a)-C% 0.0-12.2

VLDL (%) 0.0-20.3
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LDL (%) 47.6-77.5
Each laboratory should establish its own range for age, sex and race.
RESULTS
The QuickGel Cholesterol system separates the major lipoprotein classes. The alpha band
which migrates the farthest toward the anode corresponds to HDL. The next band, pre-beta,
corresponds to VLDL. If a band appears between alpha and pre-beta, it is the Lp(a)-C band
and should be added to the LDL quantitation when reporting the total LDL value.27 It does not
appear in every sample at measurable concentrations. The slowest moving beta band
corresponds approximately to LDL. Chylomicrons, if present, remain at the origin.
Calculations
Helena densitometers will automatically calculate and print the relative percent and the
absolute values for each band when the specimen total cholesterol is entered. Refer to the
Operator’s Manual provided with the instrument.
Figure 1: A scan of a QuickGel Cholesterol pattern.
LIMITATIONS
This method is intended for the separation and quantitation of lipoprotein classes. Refer to the
SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING section of this procedure for interfering factors.
The system is linear to 400 mg/dL total cholesterol, with sensitivity to 2.5 mg/dL per band.
Patient sample quantitations which exceed the linearity of the system should be diluted with
deionized water and retested.
Lp(a)-C below the threshold level of 2.5 mg/dL may not be seen using this method, even if
Lp(a)-C is present in the sample. To quantitate patients who have an Lp(a)-C below 2.5 mg/dL,
it is recommended that an alternative method be used.
INTERPRETATION OF RESULTS
Treatment decisions in the NCEP guidelines are based primarily on LDL cholesterol levels10.
The risk factors considered in the classification scheme are age (males equal to or older than
45 years and females equal to or older than 55), family history of premature CHD, smoking,
hypertension, and diabetes. Treatment is appropriate when LDL cholesterol is at or above the
following cut points: all patients at or above 160 mg/dL, with two or more risk factors a value
above 130 mg/dL and with symptoms of CHD a value above 100 mg/dL.

HDL cholesterol is considered high risk at or below 35 mg/dL and
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counted as one of the risk factors in the classification scheme. An HDL cholesterol value
above 60 mg/dL is considered protective and subtracts one from the total humber of risk

factors.

Treatment Decision Cut-Points10
Total Cholesterol

Desirable Blood Cholesterol < 200 mg/dL

Borderline-High Blood Cholesterol 200-239 mg/dL

High Blood Cholesterol = 240 mg/dL
HDL-Cholesterol

Low HDL Cholesterol < 40 mg/dL

Protective HDL-Cholesterol =60 mg/dL
Triglycerides

Desirable < 150 mg/dL

Borderline 150-199 mg/dL

Elevated 200-499 mg/dL

Very Elevated = 500 mg/dL

LDL-Cholesterol
Dietary Therapy
Initiation LevelLDL Goal
Without CHD and fewer
than 2 risk factors =160 mg/dL < 160mg/dL
Without CHD and with
2 or more risk factors = 130 mg/dL < 130mg/dL
With CHD > 100 mg/dL < 100mg/dL
LDL-Cholesterol
Drug Treatment
Initiation LevelLDL Goal
Without CHD and fewer

than 2 risk factors =190 mg/dL < 160 mg/dL
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Without CHD and with
2 or more risk factors = 160 mg/dL < 130 mg/dL
With CHD =130 mg/dL < 100 mg/dL
PERFORMANCE CHARACTERISTICS
PRECISION
Precision studies were done using a control and a normal patient specimen on both the SPIFE
and the QuickGel Chamber methods.
SPIFE
Within Run — A single patient sample and a control were run in replicate on one gel. N =5
Control
HDL %Lp(a)-C VLDL % LDL %
Mean 22.8 2.3 11.3 63.6
SsD 08 01 05 06
CV  35% 3.7% 45% 0.9%

PatientHDL %Lp(a)-C LDL %

Mean 27.2 7.7 65.0

SbD 06 0.2 0.4

cVv 2.2% 3.1% 0.7%
Between Run - A patient sample and a control were run in replicate on 9 gels. N = 45
Control

HDL %Lp(a)-C VLDL % LDL %

Mean 22.9 2.4 11.6 63.2
SD 08 0.2 1.0 1.4
Cv 36% 7.3% 8.7% 2.3%

PatientHDL %Lp(a)-C LDL %
Mean 27.3 75 65.2
SO 08 04 0.7
CV 29% 57% 1.1%

QuickGel Chamber
Within Run - A single patient sample and a control were run in replicate on one gel. N =5
Control

HDL %Lp(a)-C VLDL % LDL %

Mean 239 24 10.5 63.3
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SD 0.7 0.2 0.3 0.7
Cv 3.1% 6.4% 3.1% 1.1%

PatientHDL %Lp(a)-C LDL %

Mean 29.5 6.9 63.6

SD 08 01 0.8

CV 27% 0.8% 1.3%
Between Run - A patient sample and a control were run in replicate each on 9 gels. N = 45
Control

HDL %Lp(a)-C VLDL % LDL %

Mean 234 24 10.5 63.7
SD 0.9 0.2 0.3 1.0
Cv 3.8% 9.4% 3.2% 1.6%

PatientHDL %Lp(a)-C LDL %
Mean 29.4 6.8 63.8
SD 1.5 05 15
CV 53% 6.8% 2.3%

LINEARITY AND SENSITIVITY

Serial dilutions of an elevated cholesterol sample were made and tested by this system. The
linearity study showed that the system is linear to 400 mg/dL total cholesterol and that the
system is sensitive to 2.5 mg/dL per band.

CORRELATION STUDIES

A total of 81 patient samples, were run using SPIFE Vis Cholesterol as the reference method.
The following is the correlation data produced. N = 81

SPIFE QuickGel Chamber

R =0.998 R =0.998

Y =1.024X - 0.753 Y =1.010X - 0.322

X = SPIFE Vis Cholesterol X = SPIFE Vis Cholesterol

Y = QuickGel Cholesterol on SPIFE Y = QuickGel Cholesterol on

QuickGel Chamber
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