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RESUMEN

Presentamos los resultados de la determinacién de
las lipoproteinas del plasma en 400 sujetos de la zona
central de Venezuela, analizados mediante el analisis de
fracciones lipoproteicas separadas por ultracentrifuga-
citn preparativa. Se dan los detalles del método de frac-
cionamiento que ha permitido una buena recuperacidn,
precision y una baja variabilidad metodolégicas. En los
hiperlipoproteinémicos, tanto en homhres como muje-
res, se observa que mds de un 80% de los casos presentan
una concentracion elevada de VL.DL. Ademds, la compo-
sicion de la VLDL esta alterada a juzgar por la relacion
Colesterol/Triglicéridos la cual es superior en los pacien-
tes que en {os normales. Estas hiperlipoproteinemias, por
tanto, no solo se caracterizan por un aumento de la con-
centracion de los lipidos sino también por una alteracién
de la distribucion de la amplia gama de moléculas con
densidad menor de 1,006 g/ml.

La disminucion de la HDL se observé con frecuencia
notoria adn en los sujetos normales (22% de los hombies



y 33% de las mujeres). En los hiperlipoproteinémiccs la
proporcion de hipoalfalipoproteinemias es cercana o su-
perior al 50% en los distintos grupos.

INTRODUCCION

Se ha establecido mediante numerpsas investigaciones metabolicas y
de estudio de poblaciones que la dieta del hombre influye sobre la concen-
tracion y composicion de las lipoproteinas del plasma (1, 2, 11). Por otra
parte, sabemos que los paises que tienen tasas elevadas de enfermedades
cardiovasculares generalmente poseen patrones de alimentacion que con-
ducen a valores de Iipidos del plasma que suelen ser mayores que los de
poblaciones con bajo indice de tales afecciones(10). Més recientemente
se ha demaostrado que el descenso de la concentracion de colesterol o de
las lipoproteinas LOL (lipoproteinas de baja densidad) produce una clara
disminucion de la aparicion de infartos del miocardio y de muertes ocasio-
nadas por enfermedad coronaria(e, 12). Estos y muchos otros hallazgos
que relacionan a las lipoproteinas del plasma con la aparician de las en-
fermedades vasculares degenerativas, hacen que tenga gran interés conocer
las caracteristicas de fas dislipoproteinemias en una determinada pobla-
cion. Ya existen publicaciones donde se muestra que los pacientes con
cardiopatia isquémica en Venezuela tienen tendencia a pade:er alteracio-
nes lipaproteicas que producen alta frecuencia de hipertrigliceridemias (s,
4}, lo que sefala una situacion distinta de lo que ocurre en los Estados
Unidos de Norte América y en otros parses industrializados y mas parecido
a lo que ocurre en Suecia {s).

Hemos querido contribuir en este campg con el presente trabajo ya
que se trata de una extensa experiencia lograda ton una clasificacion de
las dislipoproteinemias mediante el uso de la separacion de las lipoprotes-
nas por ultracentrifugacion preparativa vy bajo condiciones de andlisis
aptimas.

MATERIAL Y METODOS
1.— Sujetas estudiados:

Se hace una presentacion de 400 casos consecutivos que se estudiaron
en el Laboratorio de Lipidologia del Instituto de Medicina [Experimental
de a Universidad Central de Venezuela, la mayoria residentes de Caracas y
durante el periodo de 1978 a 1984. La muestra representa, por tanto, la
frecuencia de las dislipidemias que se podria esperar #n una consulta espe-



cializada en enfermedades metabdlicas. Debido a la participation muy
poco representativa hemos exclurdo de esta presentacion a dos casos de
hiperlipoproteinemia Tipo 1, dos casos de probabie hiperlipemia Tipo 1,
dos casos de hiperliproteinemia Tipo V vy un caso de hiperlipoproteinemia
por atresia de vias biliares gue tenia una slevada concentracidn de la lipo-
proteina LP-X.

También se excluyeron los casos a los gue no se les pudo hacer todas
las determinaciones de lipidos en las distintas fracciones y aquellos en los
cuales el analisis resultd insatisfactorio por diversas razones: muestra he-
molizada, tubos fracturados durante la centrifugacion o muestra insufi-
ciente.

2.—Separacion de las fracciones lipoproteicas por ultracemrifugaciéh pre-
parativa:

Por tratarse de una modificacion muy significativa de |a metodologia
de Havel y col {8}, la describimos en detalle,

En un tubo de ultracentrifugacion se colocan cerca de 3 mi e plasma
obtenido de una muestra de sangre venosa anticoagulada con EDTA, sele
afiade la cantidad necesaria de una solucidn de Cloruro de Sodio de densi-
dad 1,006 g/mi hasta completar a un volumen de 8 mi {usualmentz 3 ml de
plasma mas 5 ml de solucién salina), y lo llamaremos Tubo A. En otro
tubo de centrifuga, Tubo B, se hace la misma mezcla mas 0,6676 g de KBr
solido para subir la densidad a 1,063 g/mi. Los tubos se tapan, se invierten
varias veces y se centrifugan en un rotor 50Ti en una ultracentrifuga Spin-
co Beckman a 40.000 r.p.m. por no menos de 21 horas. Después de ex-
traer los tubos del rotor se separan las lipoproteinas sobrenadantes, de tal
modo que las proteinas sedimentadas en el fondo de los tubos queden bajo
una capa de |iquido incolore y practicamente libre de proteines. Luego
cuidadosamente se resuspende el sedimento agitando con una deigada va-
rilla de vidrio y se enrasa a 3 ml, Es necesario asegurarse que en la resus-
pension se logre una solucién homogénea del material sedimentado. Pro-
cediendo de esta manera tendremos en la solucign proveniente del Tubg A
a las lipoproteinas LOL {lipoproteinas de baja densidad) mads las lipopro-
teinas HDL {lipoproteinas de alta densidad), y en la solucién prcveniente
del Tubo B, tendremos solamente a las lipoproteinas de alta densidad. El
sobrenadante del Tubo A, gue contiene la fraccién de lipoproteinas de
muy baja densidad o VLDL, se conserva para hacer estudios especiales si
fueran necesarios (movilidad electroforética y andlisis de {a composicidn
quimica). El sobrenadante del Tubo B se descarta.



3.— Andlisis cuantitativo del colesterol y de los triglicéritlos de las frac-
ciones:

Se taman 0,2 ml de cada una de las preparaciones descritas provenien-
tes de los tubos A y B y se hace la determinacion cuantitativa del coles-
terol y glicéridos en un extracto isopropilico, en todo de acuerdo al mé-
todo propuesto para el Programa de las Lipid Research Clinics (1s) en un
Autoanalyzer A-ll, Technicon, Tarrytown U.S.A. Después de hacerse las
correcciones debidas a las diluciones del plasma original, se expresan las
concentraciones del colesterol y triglicéridos en mg/dl de plasma y se cal-
culan las respectivas fracciones lipoproteicas de acuerdo a:

1.~ Colesterol de VLOL = Colesterol Total del Plasma-Coiestero] de
la preparacion del Tubo A.

2.— Colesterol de LOL = Colesterol Tubo A - Colesteral Tubo B.

3.— Colestercl de HOL = Colestero! de la preparacidn del Tubo B.

(e la misma manera se procede con los triglicéridos.

Seguimos la clasificacion de Fredrickson tomando ccmo valores de
referencia los que se ven en la Tabla |. Consideramos anormaimente ele-
TABLA |
VALORES DE REFERENCIA PARA LA CLASIFICACION

DE DISLIPOPROTEINEMIAS
SERIE SECCION DE LIPIDOLOGIA LM.E. — U.C.V, 1985

VLDL LDL HDL
20 - 30 afios 40* 160 30
Hombres
> 30 afios 50 170 20
20 - 30 afios 25 150 40
Mujeres
> 30 afios 30 170 40

* Los valores representan la concentraciéon del colesterol en mg/dl de
plasma

vadas los valores de VLDL y LDL gue excedan esos [imites y anormalmen-
te bajas los de HDL que estén por debajo de los mismos. Estos I{mites son



ciertamente arbitrarios y provisionales debido a la falta de datos extensos
sobre nuestra poblacion normal analizados por ultracentrifugacion. Sin em-
bargo estos Iimites no pueden estar muy alejados del percentile 95 para las
LOL y VLDL vy del percentil 5-para las HDL a juzgar por los datos que te-
nemos de colesterol y triglicéridos del suera en donantes voluntarios de
sangre de Caracas(2)} y a nuestra experiencia con unos 200 casos de per-
sonas normales con andlisis de lipoproteinas del plasma separadas por la
técnica clasica de Havel y col. va citada (s},

RESULTADOS

En la Tabla 1] se muestran algunas caracteristicas de la lipoproteinas
de un grupo de individuos los cuales sirvieron de tontrol para este estudio
en particular, discriminados segin el sexo. La Tabla i1l contiere otras ca-
racteristicas de este mismo grupo control pero discriminadas por sexo vy
grupo etario.

TABLA I

ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LAS LIPOPROTEINAS DE LOS
NORMALES MAYORES DE 30 ANOS DE ESTE ESTUDIO

HDL-C VLDL-C/TG Total VLDL.C/VLDL-TG C-Total/HDL-C
mg/dl

Hombres (n = 55)

36,989 0,26 £ 0,14 0,41 £ 0,29 54+1,2
Mujeres (n =32)

43,5+ 15,2 0,26 £ 0,16 0,59+£0,44 5123

En la Tabla IV se muestra la importancia de |as alteracionss de [a frac-
cion VLDL la que tiene una concentracién aumentada en algo mds del
80% de los casos. Ademds en esta fraccion no solamente se altera con fre-
cusncia la concentracidn sino también la composicidn, come se puede
obsarvar en los resultados de la Gltima columna de las tablas V vy Vl en
las que la relacion colesterol/triglicéridos de las VLDL es mavor que el
valor normal de nuestro laboratorio que 8s 0,35 + 0,1. Por el contrariy
el valor de la relacidn en las hiperlipemias tipo 1{-A, que se observa en la
Tabla Vi1, es normal.
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TABLA IV

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LAS HIPERLIPIDEMIAS

EN LOS PACIENTES
Tipo N Porcentaje Porcentaje Porcentaje
Hiper VLDL Hiper LDL
Hombres
v 94 72,0
81,8
II-B 13 9,8
28,0
1A 24 18,2
Mujeres
I\ 44 51,8
‘ o7
II.B 28 329
l 472
1I-A 13 15,3

Con nuestro criterio para considerar como baja la concentracion de
la fraccion HDL- Colestero! {(menor de 30 mg/d} para los hombres y menor
de 40 para las mujeres) mostramos en la Tabla VI que la frecuencia de la
disminucion de esta fraccion es considerable, llegando hasta el 79% de los
casos de las mujeres con hiperlipemia tipo H-B, Es importante notar que
hasta un 20% de las personas que resultaron con valores normales de las
concentraciones de VLDL y LDL, tienen una disminucion de ta HDL.

En la Tabla IX, donde se presentan los coeficientes de correlacion
entre atgunos de los pares de las variables estudiadas, se nots que todos
resultaron estadisticamente significativos.

En la Tabla X se muestra que el grado de acuerdo entre el método de
andlisis por diferencia para la VLDL gue estamos proponienda, y el obte-
nido por andlisis directo de la VLDL aislada por flotacidn, es adecuado
cuando se trata de hiperlipoproteinemias que afectan a ta VLOL. En la
- Tabla XI vemos que el acuerdo entre los dos procedimientos no es tan
satisfactorio cuando se incluyen los valores de los casos con VI.DL normal
o baja.
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TABLA VI

EL PROBLEMA DE LA HIPOALFALIPOPROTEINEMIA

PLASMATICA*
N con hipo alfa N Total Porcentaje

Normales

Hombres 14 63 22
Mujeres 15 45 33
Tipo IV

Hombres 40 90 44
Mujeres 26 44 59
Tipo II-B

Hombres 3 16 19
Mujeres 22 28 79

* Hipo alfa; Hombres: menos de 30 mg/dl de HDL-C
Mujeres: menos de 40 mg/dl de HDL.C

TABLA IX

CCEFICIENTES DE CORRELACION ENTRE ALGUNOS
DE LOS PARES DE VARIABLES ESTUDIADAS

Variables Coef. Variables Coef.
Correl. Correl.

1. TG-Total, VLDL-TG 0,82 4. VLDL-C, VLDL-TG 0,63

2.TG-Total, VLDL-C 0,69 5, VLDL-TG, HDL-TG 0,48
3. C-Total, VLDL-TG 0,62 6. VLDL-TG, HDL-C —0,22*%

* Todos los coeficientes resultaron con p menor o igual a 0,0. excepto 6
en el cual fué menor de 0,05

15



TABLA X

COMPARACION DE LA RELACION COLESTEROL/TRIGLICERIDOS
DE LAS VLDL DETERMINADAS DIRECTAMENTE EN LA FRACCION
AISLADA Y POR EL METODO DE DIFERENCIAS PROPUESTO
EXCLUYENDO LAS FRACCIONES CON VALORES
DE COLESTEROL MENOR DE 30 mg/dl.

Promedio DE Coef. Correl. R* N

Andlisis directo 0,316 % 0,15 0,832 69 16

Andlisis por diferencia 0,394 + 0,20

TABLA XI

COMPARACION DE LA RELACION COLESTEROL/TRIGLICERIDOS
DE LAS VLDL DETERMINADAS DIRECTAMENTE EN L# FRACCION
AISLADA Y MEDIANTE LA RELACION OBTENIDA
POR DIFERENCIA, EN TODA LA MUESTRA ESTULIADA,

Promedioc  DE Coef, Correl, R* N

Andlisis directo 0,29 +0,14

0,639 41 38
Andlisis por diferencia 0,43 +0,18
DiSCUSION

De nuevo se evidencia en este trabajo fa importancia d2 las hiperli-
pidemias gue se¢ acompafian de un aumento de fas VLOL, 1o que se ha
presentado en cerca del 80% de los casos de nuestro laboratorio. Esto
guarda una relacién muy estrecha con nuestros hallazgos en pacientes con
cardiopatia isyuémica, asi como con los reportados por Camejo vy cola-
boradores (3. 4}, en los cuales se destaca la alteracian de los triglicéridos

16



como un acompafiante muy frecuente en la enfermedad cororaria en Ve-
nezuela.

Si se observan los datos de la Tabla VI se puede concluir que un por-
centaje muy importante de nuestros pacientes presentan fundamental-
mente una disminucion de la HDL como trastorno Unico. En relacién con
gste punto tiene interés gl que la influencia de la disminucion de las HDL
comg factor aislado de riego en las cardiopatias isquémicas ha sido reitera-
damente comprobado por varios autores (s, 7).

En cuanto a los aspectos metodolOgicos, debemaos sefialar tue en nues-
tro laboratorio hemos hecho por mucho tiempo andlisis de lipoproteinas
mediante la ultracentrifugacion secuencial propuesta por Havel y colabora-
dores (s). Este método, tiene el inconveniente que es necesario hacer de-
terminaciones cuantitativas en fracciones que flotan hacia el tope del tubo
de ultracentrifugacion, Ahora bien, las condiciones para recuperar cuanti-
tativamente estas fracciones han mostrado ser muy exigentes en cuanto a
los detalles metodoldgicos y, en general, conducen a pérdides del orden
del 30% del material que se pretende colectar. En esta modi‘icacion ob-
tenemos, para fines cuantitativos, el material que se va al fondo del tubo
lo cual permite una recuperacion mas facil y eficiente. El procedimiento
implica restar dos valores para obtener las concentraciones de VLDOL vy
LDL. En cuanto a esta dltima, se puede observar que el sustrazndo es bas-
tante menor que el minuendo de tal forma que el error es limitado, Por
el contrario Ja resta gque da origen al valor de VLDL es mas problemdtica,
sobre todo si se trata de casos normales con valores muy bajps de coles-
terol. No lo es asi cuando estamos en presencia de casos anorimales, como
se deduce de! estudio de las tablas X y X1 donde se ohserva una correlacion
muy alta entre la relacion colesterol/triglicéridos en la fracci¢n analizada
directamente (sobrenadante Tubo A) y la relacion obtenida después de
determinar las concentraciones de colesterol y triglicéridos de VLDL de
acuerdo al procedimiento que hemos descrito aqui. En cuanto al aumento
de la concentracion de VLDL se observa que con frecuencia se acompana
de una relacion colesteral/triglicéridos mayor que lo normal. Es posible
gue esto se deba a un incremento de subfracciones de VLDL con densidad
intermedia las cuales han mostrado ser muy aterogénicas y gue suelen
tener una mayor proporcién de colestero! {14). Este trabajo p antea la ne-
cesidad de que se hagan estudios mds detallados sobre ia composicion de
las VLDL en estas hiperlipemias tan frecuentes en nuestro pais,
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ABSTRACT

Characteristics of dyslipoproteinemias in central Venezueia as determined
by preparative ultracentrifugation. Bosch Romdn, V., (Seccién Lipido-
logia. Instituto de Medicina Experimental. Universidad Ceniral de Vene-
zuela. Caracas, Venezuela), de Rodriguez M., Geron N. Invest Clin 28(1):

5-19. 1987,— The plasma lipoproteins of 400 consecutives cases were
studied by a new ultracentrifugal procedure with good recovery, precision
and low variability. More than 80% of the hyperlipidemic patients pre-
sented elevation of VLOL (very low density lipoprotein), whereas only
28% men and 48% women showed augmented LDL (low density lipo-
protein). Frecuently, the VLDL composition of the subjects with hyper-
VLOL was altered by an increment in their cholesterol/triglyceride ratio,
when compared to normolipidemic subjects. A low contant of HDL
(high density lipoproteins) was found in 22% of the men and 33% of the
women. The frequency of the low HDL was higher in hiperlipidemics
than in normolipidemics
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