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INTRODUCCION

En,ips-ﬁltiﬁoS”a os el estudlo de 1as l;pcproteinas plasmétlcas

o sobre el met bollsmo yiel t>ansporte de :

ha ampliado el’ conocimie

cesos 1nvo1ucrados en el metabollsmo de_las

por act1V1dé n21mét1ca pueden 1nf1uenc

poProteinas plasmétlcas. El entendlmlcnt

tructurales deila

11poproteinas, son 1as de tran

buir los lip oS a'través de los tcgldos ) serv1r como reguladores

de su mctabollsmo.



Hasta la fecha ' se conocen por lo menos 15 clases dlferentes

de apolipoprdteinasldisffibuidas en:8 grupos denom;nados A B

rizar técnlcas acce51b1es en,el laboratorlo _para establecer su con -

centracibn. en el plasma'y asi tener una‘ldea més clara de 13- regula-



cidn del metabollsmo de’ las llpoprotcinas ‘tanto en personas sanas

como en pcrsonas con padec1m1e to vralac;onadosucon,estas apollpoprg

nea, dentro de la qu’

con el- f1n de»que

dos. Idealmente, la exactltud de un’ método se: evalﬁa por~el-uso’ de
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un método de referenc1a satlsfactorlo con el que se pueda: evaluar

los 1nmunoensayos de 1as apollpoproteinas por esta 'azén la Organlza

son: (l)=concentra

tr01nmunoensayo de Laurell para cuantlflcar las apollpoproteinas sé-



ricas A-1I Y B




abajo tiene como..objetivos los

nas,

4. Correlacionarilo




CAPITULO 1

GENERALIDADES

Muchas enfermedades metabél*cas se relac1onan con: concentrac1o-
nes anormales de ; idos.y Mu— )
chas de ellds | so S
Generalmentc, se detectan cllnlcamente por conccntrac;ones anormales
de una o dc ambas
mente, el colesterol Y. los trzac lgllccroles

mientos del metabollsmo de los l-pldos,'se asoc1an con camblos

concentraciones del colesterol ¥ los trlac11g11corolcs (1).,Los es—

tudios reallhados ‘sobre las llpcprotcinas sérlcas han ayudad

tender meJor el metabolismo de los lipidos y 1as anormalldade

se presentan. en él (2). A cont;pga;;é

ﬁos*Iib‘

teinas. #'

fera con cublerta exterlor solubie formada de protelnas,_
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dos y colesterol libre, y.una capa inte_rna hidrofébica neutra,

formada de triacilgliceroles y ésteres ‘_de f'}c':olesterol (Fig. 1 )‘.
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ety el e w3 TN e Epow g

& AT V3 L) € £ & mie
Q== -3 Wi, *_ts‘bws = > o..;'« » -

E cuum e wCuw Eeed F] ™ a> 5
E reel e maetel ey o & e3 e, =aten =
CES Ml £ T~ o= E3 o JEE

3 EV € € ENE EOREN oL o <
O A & Ffe w Ee$a Fa
= AT TS DO I o P e —C~
% E“‘ngﬁg 3L, 33"’; < 3 = FETS » Mo Teas =
-~ -
2 oSS gt F N e g
= “ £ < -y > € Qe *
D), LTSS S AT
-~ D S ~~ %, A, N
Aqe ey vt A-1 B
3E eI W o
Q& VLDL
Yy oy
QU LOMICRON
0TS, B
A A-l e,
~ - L RSN
‘¥ (o
S B X2 I
< "vn‘
ves>s’
iy
HDL E : \
LDL

Fig. 1. Esquema de la estructura y composicidn de las 4 clases
principales ‘de lipoproteinas: (o=) monocapa de colesterol libre .y
fosfolipidos; (O) apolipoproteinas intercambiables A,C, E; (O3)
apolipoproteina B, (1) .€steres de colesterol: y triacilgliceroles.
El difimetro relativo 'deilas partficulas lipoprotcinicas estfi aproxi-
madamente. a:escala, con excepcidn de los quilomicrones que. deberian
ser 2 veces el:tamafio que’ se presenta :(5). i

La unién ,&e 1'os 1ip1dos ‘intcrﬂos con 1a i;uﬁingt‘a de
el colest:é;'é :.bre Vyy_léysuprofeinqs g_s:'_no, ‘ e
palmente‘a '£:?Vé$ de er'xbia\é‘csk,’,c'léA,hi‘dr,égiznro y 2T 22 !
(1,4). El_coﬁcépto'geyne’ral de ]:a‘ie'styxl'uckﬁ‘.l:x’:a‘ die las:1 ’oprotéiﬁzyxs
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ha sido cstablcc1do pcr estudlos rcallzados por dlfraCC1on de rayos

densidad 

sodio (dénsida&‘l 063 g/m1),

puéde exp

(Sf), TABLA I. ne'dcucraé aslo

los quc’fidf “cada 11poprotelna se les

quxlomlcrones, dﬁ=9.94,g/ml,llxpOPrpteinas de.‘mu

(VLDL); d=0.584-1.006 g/ml, lipoprotein
d=1.006-1.063"y lipoproteinas.de.alta :
7). . L SR IR T A




El-(no'uu

12150 g
NG EE 7/ Albumine -
S wbn/ Glebuline

T65-95A Yamafo

:om‘o-i:i on

ailos

F {osfolipldos

ino ogia ernpleada para “las lxpoproteinas_
ntervalos:-de-densidad; losivalores,
10- compos:.c;mén ‘de. 1ip1dos, distribu-.



TABLA I. COMPOSICION DE LAS LIPOPROTEINAS DEL PLASMA HUAMANO (7)
Composicibén

Didnetro Densidad P [ Porcentaje de lfpidos totales
Fraccién Origen A sSFo (%) %) ~Tg F CE Ct AGL
Quilomicrones .l Intestino 750-12000 - 0.94 es .8 3. 1 -

Lipoprotefnas de ‘muy. baj,
densidad (VLDL)

s
Lipoproteifa:
sidad (LLDL)

AlbGmina-AGL ;. Tejido

adiposo

*Cuantitativamente insignifi




C.asi todos los 1nvestlgadores en: el: campo de las llpoproteinas plas
1 S como

s més grandes, se 51ntetlzan

Quilomicrdn .
nacjente . B - o

CEN
Q'E" oﬂmi:&
&)

o;;d
cxuehcpuh:m

o > Remanente
de quilomicron
Glicerol -
? - ——
tipeprotena

fica en .
3. Destino metabbdlico de los quilomicrones (7)



- 15 -

b) VLDL: Son 'particyulas que trahsportan triacilgliceroles Yy coles-

terol del higado para red15tr1bu1rlos a otros teJldOS.‘ Dentro del

VLDL se hldrollzan a AGL por ac~

Te;ido
.-Hch.poheol

1IDL(rema—

- nente de
/ VoL,
D-uruc::on Glicarel!
ido

finol em t
.l"ahlp‘htdl

Fig. 4. Destino metabblico de las- VLDL.

c) LDL: Representan el producto f;xnal del catabollsmo de:

DL
o0 d 1606-1.019

Fig. 5. Formacibén de IDL y de LDL (4)
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d) HDL: incluyendo el hlgado

y el intestino. Parece e

Parecen provcnlr de dlversas fuentes,
‘que 1as HDL'Junto con: sus precursores,‘

ya sea por’ transfefénti de 1ip1dos o por lntercamblo de apollpo'f

proteinas en el plasma (3,5,7,15,16,20,22-25)

Fig. 6. Posible funcid4n de HDL en el transporte de colesterol del
higado al tejido periférico. a) HDL sirve como recolectoridurante
HDL puede ayudar al transporte de 'coles

el catabolismo de VLDL; b)
terol fuera de las células periféricas al sitio de catabolismo.(4)
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Existen estados pﬂtologlCOS donde la concentracxon pla;matlca

de VLDL, LDL

TABLA II.:

macidn. écerca as 11poprote Lnas. p asmét1cas,‘partzcularmentc en

relacidn a sus’ constltuyentes proteinlcos. Esta 1nformac16n amplia



Ct Tg F1 Determinaciones y
Enfermedades mg/dl mg/dl mg/dl ex&menes adicionales
plasma plasma plasma .
20-80 0—-20 35-95 Acantocitosis en la sangre periférica: la biopsia

(muy bajo) (muy bajo) (muy bajo) hepéitica e intestinal revelan células espumosas

.Yy vacuoladas; la electroforesis lipoproteica mues
tra ausencia de las lipoprotefnas @(LDL), pre-f
VLDL) y quilomicrones; s6lo persisten las lipg_
protefnase<(HDL).

Abetalipoproteinemia

Caracterfsticas clfnicas: retraso
det crecimiento y malabsorcién
de las grasas en la infancia; de
ficiencias neurolégicas progre~—
sivas (especialmente ataxia) en
la infancia tardfa y retinitis
pigmentosa.

Hipobetalipoproteinemia (deficien
cia familiar de lipoprotefnas de
baja densidad (LLDL). bajo)

Prueba de fragilidad eritrocitica, estudios de ab=-
‘sorcién intéstinal; la electroforesis lipoproteica
‘revela deficiencia de LDL. reflejada por una dé&-
bil'banda’de lipoprotefna §; la VLDL y HDL. son
ormales.

Caracter{sticas clfnicas: dificul—

«tades neuromusculares en la
edad adulta. S
iopsia tisular (acumulaciones ce colesterol);

Derficiencia familiar de lipopro— 2 7
tefnas de densidad elevada(HDL) (bajo): r ) electroforesis lipoproteica muestra ausencia
o deficiencia en lipoprotefnas SR e 1 ¢ L casi total de las lipoprotefnas de densidad ele—
(enf. de Tangier). S vada (HDL), pero una amplia banda PBdebida a
“Una an6émala lipoprotefna B de migracisn (LDL)
en la fraccién VLDL del plasma o anomalfa de
. hiperlipoproteinemia tipo III.

Caracterfsticas clfnicas: tonsilas
aumentadas y de color anaranja
do; neuropatfa periférica; esple—
nomegalia; a veces hepatospleng
megalia y tinfadenopatfa.

TABLA III. ESTADOS DE DEFICIENCIA DE LIPOPROTEINAS ( 27)
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cl conocxmlento de 105 defectos moleculares en pacxcntes con d1511

poprotelnemlas y atcroscler051s, y ayuda a comprender meJor el me -

tabollsmo della

mente es-la
apolipdpfoﬁ
pos de apof
do dentro d

Hoy“eh

fico para’
pecificas ueise encuentrah‘éh las. 1i-
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poproteinas tienen necesariamente. un papel en el transporte de. los

lipidos (1)

Uﬁa segunda

estudiando i

cuencia de’

hallan contcnldos r651duos do am1noac1dos h1drof6b1cos,_mientras

que la otra t1ene naturaleza hldTOflllca (1 26,29)
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Agohgog roteha E

GTPQATQ
Apol ip oprotefna C—I
- .80z

60 79
KDYWSTVKDIK-  FSEFWDLIOPE VRPTSAVAA
Fig. 7. Seccuencia dg aminofcidos de las apol:.poproteinas plasmﬁ-
ticas humanas. Cada| letra es un amlnoacldo. A=Ala’, C=Cis, D=Asp,
E=Glu, F=Fen, G=Glil, H=His, 1-Ile, K=Lis, L=Leu, M=Met, N= Asn,
P=Pro, Q=Gln, R=Arg S=Scr, T=Treco, V=Val, W=Trp y Y=Tir. (3)




Las clases dlferentes de apollpoproteinas se dlstrlbuyen a.

lo largo del espectro'd ‘1as llpoproteinas (TADLA IVJ-

TABLA IV. - 'DISTRIBUCI O}
TEINAS.:(26

‘QUILOMICRONES
#VLDL%5-IDL ,LDL- - - e i
QUILOMICRONES VLDL, IDL X
QUILOMICRONES,VLDL,1IDL,HDL
QUILOMICRONES,VLDL,IDL,HDL .
;QUILOMICRONES VLDL, IDL,HDL

QUIEOMICRONES VLDL,LDL, HDL
HDL

LIPOPROTEINA DE MUY ALTA DENSIDAD
‘VQUILOMICRONES VLDL

| I T T D I N B )

et bt e 2

. 0O < H
o

-

(=]
1

N

n
o

TommoonowEs >

alcontinuacidn se.mencio




TABLA V. APOLIPOPROTEINAS PLASMATICAS HUMANAS (1,3,16,26)

Apolipoproteina

Concentracién en Origen Funcidn

Peso molecular
plasma mg/dl

‘Higado:e. intestino " -Activa LCAT
R . -Mediador -de endocit051s
' para HDL
-Proteina estructural en
la biosintesis de HDL.
-Desconocxda K

28,000 ©7100 - 160

Desconocido’ -

Higa —Acclva LCAT

-Mediador de endocitosis
para LDL, 'transporte de
lipldos neutros, inter-*
viene en procesos aterg
génicos. .

* ~Proteina estructural en
la b1csintesis de VLDL,
.IDL- y LDL.

“-“Proteina estructural en

=.la-biosintesis de VLDL,

‘IDL y LDL. .

i ~Activa LPL y LCAT.

- =Inhibe a la apo C-II pa
ra‘activar a la LPL,
s~Interviene  en: el proce-
so de metabolismo de co
lesterol; mediador de
endocitosis de lipopro-

- -teinas;. se une a hepari

©naj ayuda a la formaci8n
de particulas ricas en
&steres de colesterol;
interviene en 1lip&lisis
de A-VLDL: inhibe la es
timulacién mitogénica
de los linfocitos; tie-
ne mdltiples funciones.
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La apo A:1-derivada:del intestino:entra. a la circulacién aso-

ciada con los qu110m1cro'es;-pero se transflere rﬁp1damente a par—

ticulas -de:.

enzima LCAT

fntidiloblinn~a é€steres. de

ne un pesoim

Sus’ini:

nas son 11m1tados, pero hallazgcs pre11m1nares 1nd1can que muchos



de los factores asociados con varinciones en los . niveles de coles-

terol de HDL son tamblcn fuentc de vnrlaC1on do apo A- I.’Junto con’

cl colestgrql'de‘

,1a.awmentnmlon'edpo ZI~son’ nayores'eh'mgjétesj

bajo tratamié
jeres  recib
los utiliiaﬁ
ticularj’ihg
con el é§néu
incremén;p de

versa“entre;:l

un papely;

ra de la’’

sociada a
otras lipopr ) or prop eneiun molecular::

de 17 400

pero no. se sabe si ‘esto tiene algln’

to por ‘su presencia como componente:
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sabe si apo A-II txenc una func1on especmfzca dentro de la-‘estruc

tura de HDL o en .su: metabol1smo (1-3 17 28)

c) Apolipopré;el

Esta de51g

aprox1mado d’

los princip
dos pero mno
lomicrdﬁés

solamente

Apo B ‘se: 51ntct12a prlnClpalmente en el hlgado Y ‘es un
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constltuyente obl;gatorio de’ VLDL IDL Yy LDL. En el hombrc, lé épo-‘

ncuentra en..-

11poprote1na B 48 es s:.ntet:l.zad" el 1ntest1no Yy se

los qullomlcrones y en 1

duos de‘, 3 :  ; .Capta516n
por 195 Tf} br : LDL in v1tro._ Més
atin, las lal‘teracione 'rglnlna de la apo- B con

clclohexanod:.ona;p_ 'en el torrente sanguineo

dando cv1denc1a

humano,. : apo, B en: la »11bex'3916n,

transporte de . triacil '~

o . [ ) P
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gliceroles fura del hlgado Y del 1ntesc1no, cuando estﬁ ausente

del plasma, como’cnrlos pac1entes ‘con abctal1poprote1nem1a, nin-

gin triutil

existen- ‘cantidade

Mas"del:00%-d

en LDL, a traves de:una 1nteracc16n“de endoc;tos1s medlad

manas, estando 1nvolucrada en 1a” gcn051s de;la atcr

As1 esta apollpoprote1na:es ’bucn marcador - de ln enfermcdad car
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diovascular (2-4,17-19,26,28,33,34).

Se te.eniel higado, el intestino.con-

tribuye

ne un pesc molecu 605

superficie generados:

micrones y del colestero

féricas a HDL

”LCAquuede
servir pard'm 'cqlestq;ol es-

tamb
LCAT (1,317,



_3.0_

mente ¢l 50% de la proteina - de . VLDL ¥y el 2%.de HDL. Tiene un. peso

molecular de 8,750

ricos enitriacilgliceroles po

trado que:activasa

una gran:cant>dad

do demostrada

Es uné‘deflas apolipoproteinas

‘aunque’para esto

eesta.inhibicién’'n

e 20i60'mé/d

specia;méhﬁé;ih,tipo,III

que Mas sc>ﬁan1éstqdiado yipa-
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rece tener numcrosas fum..:.oncs, ontre 1(\5 que sc encuencrdn.

Ser detcrmlnantc rcsponsable de la ca ptacxén de HDL r 'ca e_n co-

lesterol y de*

el metabolism

el dcpési}tor:\dy"

aterogénesis)

llpoprotclnns por receptorcs _I’)ClelCOS.‘ES razonablc cspccular que la apo

E puede funcxomr en el transportc.de 1ipidos’dentro del cercbro, puede

tcner una amplla J.'unc:lon dentro de 1os tej 1dos del sistema nervioso , pe-




TO esto adn no se comprueba.:."(1,3,7;26)

1.3.Métodos de separacibn yicuantifi acibn de 1ésvapolipopfdteinés sé-

Ticas

La. A

suero Yy

- Elcctrofore51s en pollacrllamlda y densitometria
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Los ensayos de apolipoproteinas-se utilizan 'en la investigacién

clinica para. IOS-Siﬂuientes Fines:;
1. 1dent1f1cnc16n de alterac1ones en la

Eic1cnc1a de npo C- Il

ardxovasc lazs Dé acuer=-

do a cstudlos reﬁll ados por leeTSOS 1nvcst1g1dorcs; Ia relacién

apo A—I/apo ‘B en pacientes con'ateroscler0515‘corqnar1é es frecuen-

temente mds-baja que la-de individios’ 'sanos. Estudios pesteriores

indiéarén ‘si ‘esta relacién es méis adééuadarparh la preiceién y la
deteccidén temprana del riesgo Cardlova<cuLar que la cor'espondlen-
te relacién lipidica (colesterol de HDL/Lnle:terol de LDL).

3. Dterminar glysignificadorde; pplimorfismo de apo E en la pato-

génesis de la'atéfosclerosiS'coronarin. En. los casos de homocigo-

tos de apo E-2 C=aTS de la poblac16n),'la disbetalipoprozeinemia

se mnnlfnesta como -un resultado del catabollsmo dafiado de los re-

manentes dc los qu1lom1crones y de las' IDL. Hasta ahora mo ha si-

mcnte si_esta disbetalipoproteine-

de elecciénipar -cuanulflcar las apolipoproteinas séricas. Cada t1
po de inmq sﬁyp tiene caracteristicas dnicas ¥ restringzdns en

cuanto a’su apl acién,; de todos los inmunoensayos menciomades an-

Tos mds utilizados son: RIA, RID, INE, EIA ¥ mdAs. re-:

ter:ormen:e,

cientemente ‘los:’ 1nmunoensayos enzim&ticos.

A continuacidn se hablard de cada uno de . estos ensaycs ;. dol

principio en el que se basan.



a) RIA. Fue el prlmer 1nmunoensayo que se Utlll’é para ‘la cuant1f1

cacidn de las apol1poprote1nas sér A dlferencxa de 1os otros

métodos 1nmunologlcos,;e1 RIA es un ensayo

unién competltlva

antlcuerpo, aunque dlflera de

mos, esto:puede representar problem

e intraénsayo‘del‘5%;=Lo§:métydos

cloruro de ycéo;‘(zi;

b) RID. Es un. aetodo sxmple oY conflablc para

las apol;pop:ateinas. (38) Sc basa en 1la formuc16n de an1llos de
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precipitacidén por difusién del antigeno en un medio de agarosa que

contiene el anticuerpo, la concentracién del antigeno es proporcio ..

Ty apo B. (20 21 32 36)

aprox1madamente de >0 a’ 100 ng.vCoef1cientes ‘de varzac16nv1nter-

snsaye de 2. 5% e 1ntraensayo de .6.3% han 51do reportados .



Algunos 1nvcst1gadorc< han- obse rvado que tina: gran dbundancxa

de partlculas rlcds en trlac1lgl ccroles son un factor que compll-

dos utlllzados.

dwach", donde 1as muestras dlluidas se plpetean'en los pozos-de::

po, de - coneJo ant apollpoprotelna humana. Después d

l4:ng, 51m;1ares

mente. (35)'
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trico. El descubr16 una técnlca electroforetlca para’ la med1c16n

cuantitativa de proteinas 1nd1v1dua1es donde el antlgeno y e1

dos, la reacc16n de equ1va1enc
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po.se alcanza aparec1endo primero como llneas laterales que:luego

cierran. el camlno scguldo por el antlg no en mov1m ento. La p051

piada, determ nada emplr

es, mayor cu

cuerpo.

Ta la ca11brac1on del EIA a pesar de quc es la med d”
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ta de la Cdntldad de antlcuerpo que rcacc1ona con una muestra,

y asi tamblén 1mp11ca 1a cantldad de antlgcno consumida. El uso

se basa ‘en 1a supo;

Tos son 6t1les en estos casos. (’4)

La heterogcn1C1dad del antxcuerpo p

blemas .en el EIA, especialmente en v1sta de da pos1b1e variacibn
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de los sitios antigénicos expucstos. .

En resumen, RID;EI-A‘:-’eﬂ‘INA

on mﬁs f.’xc:Ll_es de rcal:.zar que

el RIA, no requieren de'unc

definen claramente s

mo c<tandar, Y 105 cfectos de cada componente

ser clnramcnte monltore

tomando en: cuenta que p

presenta la}s ‘mismas ven




CAPITULO. 2
METODOLOGIA Y. PROCEDIMIENTOS

~sanas, que partici

nos en los 3 ﬁltlmos anos.
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El dia de la.toma de muestra: se-rcalizd una encuesta. a: cada
persona (ANEXQ:A), para.registrar sus. caracteristicas bdsicas. como

son:. edad, “peso

untecubital

empled un-torniquete

da (Modelo PR-6IEC

inmediatamente

t:il:.z,a‘rvsuerok,:_ya—,qu‘j ] elaplasmaAia'presenciav
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de fibrina 1nterf1crc cn las cuant1f1cacxones adem&> en. suero los

rTesultados son més. rcproduc1bles.;b

2.2.0btencién d

(BECKMAN), ¢

del tubo™)
VLDL,. LDL"
2.3.Anélisis de
“Alo

les cuant

El colest

(48) y los -t por el meto o modlflcado de Wthefeld

AL (a9), (APE‘NVDfC'E" B). o
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Esta metodologia- fue cstandarlaada ‘previamente en ‘el mismo De-

partamento donde se.’ desarr0116 el prescntc trabaJo._CSO)

2.4.Estandariaca

P

VIII y IX.




TABLA VI,

CONDICIONES ANALITICAS DEL ELECTROINMUNOENSAYO DE APO A-I.

%G. V.
Ref. Esna’ndar‘ Anticuerpo Tratamiento de Medio Condiaiones Idter Intra
la muestra ensayo ensayo
28 Apo A-I purificada d> 1.063 Suero de conejo Suero dilufdo 100 . Agarosa 20 g/l en bar— 10 V/em 5 7
HDL.; deslipidacién EtOH/ anti apo A=I a 200 veces . bital pH 8.4 50 M; dex— ‘4.5 hrs

20

37

23

a4

50

dietil éter; cromatograffa:
Sephadex G-75 con &cido -
acético | M y DEAE celulo—-
sa conurea 8 M

Plasma humano

Apo A-I1 purificada d>1.063
delipidacién:acetona, hepta—
no, éter/EtOH éter; croma—
tograffa Sephadex G—-150,
urea 6 M

Suero de referencia dilufé

Suero de conejo Plasma dilufdo

anti apo A-1 20 en barbital pHB8.6"

g/l en agarosa * urea 6 M-

Suero de carne— Suero tratado con
ro anti apo A-1, - TMU, diluido con
aislado utilizan—  Tris 10 M, Urea -
do inmunoadsor—-' .8 M, pH 8.0
bente con apo A—

.Suero de conejo . Suero dilufdo en
c-antl apo.A-1, 30
g/l en agarosa

barbital 50 M,
pH 8.5

Plasma dilufdo
20-100 veces

en barbital urea
sm

.‘Agar-os‘a 10 g/l

‘/_;=0.1

trano 50 .¢g/1 :

a7, 7

Agarosa 15 g/1
‘en barbital pH - 8.2,

Agarosa 15 g/1,
dextrano 50 g/1,
barbital pH 8.5 50 M

Agarosa 15 g/1
dextrano 50 g/1,
barbital pH 8.6 Lo

Agarosa 8. g/1
dextrano




CONDICIONES ANALITICAS DEL ELECTROINMUNOENSAYO DE

APO B.

TABLA VII.
., . % C.V.
Ref. Estandar Anticuerpo Tratamiento de Medio Condicio—~ Intra Inter
la_muestra ne ensayo ensayo
38 LDL 1.02-1.06 gAhl Suero de conejo  5ul de LDL, VLDL Agarcsa 10-15 a/l; 15 V/em 5 7
de plasma, con .= monoespecifico o plasma dilu’ldcs en barbital.pH 8.6 12°C =i
apo B caracterizada’ . anti apo B 5-10 veces en PBS :-IO mmol/l. -4.5.hrs
s . . - (10 ml/'l.) S
36 Suero de ca::r‘av }lfl de plasma ’Agarosa 10 g/l e
£ dﬂufﬁo barbital -
18 50 pl de muestra & .
incubados 60' a.—
37°C-con 50 pP1d ®
Lipasa-TG"
a2 5010 ldesuer— =7
dilufdo. 15—
ces
B'en 25 ml de
gel :
43 Suero de cabra 1 de: suero. pr 2.9

o de conejp an—
ti apo B

tefido

dora‘de fosfatos
pH 2 ¢ :




TABLA VIII. CONDICIONES QUE SE PROBARON PARA EL ELECTROINMUNOENSAYO DE APO A-1.

Suerxo

Esténdar Muestras Control Anticuerpo Medio Condiciones Lavado y TincTon
Suero de referen Sueros y sus Al 3% en Gel de aga V=200 v Lavado: 2 hrs en agua
cia para apolipo fracciones el gel de rosa (SIG- - t=18 hrs. desionizada Tincidn:
proteinas AAB875 HDL dilufdos agarosa MA) al 1.5% ST=17-19°C 0.25 g 'de azul de +
dilufdo 1350 en-agua . - > s Dextran T10... - Coomassie brillante
1:100, 1:200, ~1:1200 8 pl ~ - al 5% en. 45 ml metanol +:10
1:400, 1:800, . ;.. Barbital pH . ml Hcido acético +
y 1:1600 . 8.6 HENC 45 ml agua Decolora-

cidn: 45 'ml metanol +
10:ml-dcddo’ aceti:o +
45 ml: de! ‘agua;

Suero control’ .

‘Sueros 'y sus

fracciones':
HDL diluidos

NaCl:0.15.M: Tineion.
'0.5 gide azul de-
‘Coomassie brilla:

e
45 mlimetanol + 10 oL
&cido’ ac@tico + 45 ml

agua.’ Decoloracidn:. 45

/ml metanol + 10 ml &cido
s q;etigo +:45:ml: agua

Suero control:
OMEGA| ’ diluido-
1:50, 1:100,
1:200 yi1:400"

»Sueron” y“sus
.fracciones

HDL" diluldos
en NaCl'0.15
M (adiciona-
do de Tween
20)

“Suero de’

referen-
cia para.
apolipo-
protefnas
AABB75
di1°1:200

adiciona-—
do.de
Tween 20
8 pl

Al 3% en
el gel de
agarosa

Gel de aga ’
rosa (Phar

macia) al
1.5% en
Barbital
pH=8.6

i ve200iv
‘"tm18 hrs.
‘T-16°C

Lavado: 15 min en agua
desionizada Tincidn: Azul
de. Coomassie brillante:-

0.5 g+45 ml metanol +

10 ml &dcido ac&tico +
45 ml agua Decoloracidn:
45 ml etanol + 10 ml
8cido acé&tico + 45 ml
agua. .




TABLA IX. CONDICIONES QUE SE PROBARON PARA EL ELECTROINMUNOENSAYO DE APO B.

Suero
Estdndar Muestras Control Anticuerpo Medio Condiciones Lavado y Tincion
Suero de referen Sueros y su Al 3% en Gel de aga V=200 v Lavado: 2 hrs en agua
cia para apolipo fraccion LDL el gel de rosa (SIG- t=18 hrs. desionizada. Tincfogbi:
proteinas AAB875 dilufdos en agarosa MA) al 1.5% T=17-19°C 0.25. g de azul de

diluido 1:5, agua 1:30,
8 plien ca-

en agua. 2 Coomassie brillante +
Dextran T10 " 45 ml metanol + 10 ml
al 5% en Scido acdtico + 45 ml
Barbital- - 8 . metamol + 10 ml dcido

5 acetil + 45 ml agua

razul de
Coomassie brillante. +

45 ml metanol + 10°ml
dcldo acético + .45 ml

3 ‘Decoloracidn:
metanol + 10 ml
acético + 45 ml

apolipo=
protelinas

:Lavado: 30 ain en NaCl
0.15:34 TincIon: - 0.5 g
- azul de.Coomassie bri-
llante + 45 ml metanol
7410 'm’ deido acético
i+ 45 ml agua.
“Decoloracidn: "45 ml
etanol + 10 ml deido
"..ac&tico + 45 ml agua

Suero:control
OMEGA 'diluido
1:5,.'1:10,
1:20 y 1340
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Dec los ddtOS resumidos.en-.las.: tablas VIII y-1X, se escogieron

para la estandar;-aC16n del EIA en. nuestro laboratorlo las condicio

muy convenlente.'

dares secundarlos

marios, callbrénd se contra
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suero de refecrencia pnra upblipoprotcinas clave AA. 8875 (Norchwest

Lipid ROSCJlCh C11n1c 1n Sc ttl \ 'hihg;dn,USA); Ln el  caso de apo
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c) Solucidn d1luyonte de: muestrﬁs Y esténdares: Como dlluyente se-uti

lizd una soluc10n de NaCl .0

cl gel, éelcalen£6'so hed

mezcla de 45

desionizada.’’
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5. Procedimiento. Se coloco 1a placa con los pozos hac;a el catodo

electro ore51s (Dansk

C
2 (OMEGA) d11 1: 100(l
3 (OMEGA) dil 1:200(
4. (OMEGA) -dil 1:400(
Suero 3
Fracc1on HDL “dél. suero 3
Material de referencia

TABLA XI. POSICION DE ESTANDARES MATERIAL DE REFERENCI
. EL ELECTROINMUNOENSAYO DE APO B .-

Idcntlflcac1on B

et Suero 1l
Fraccibn LDL del.
Sucro. 2 .
- Fracc1on LDL "del:
Estandar 1.-(OMEGA?Y) ‘dil
: 57220 (OMEGA) - dil
3 (OMEGA) dil
“4; (OMEGA) ‘dil
Suero 3
rTaCCLDn LDL -dél
Mater1a1 de rcfcrcnc1a

R OB OOt S UK.

Shaw




brados. Todos los,reactlvos que se: utlllzaron fueron

cos. El materla

ensayo. En el cstu

7. Procedimientoqurétd



Una vez hccho el estudlo de varlanaa en: cond1c1ones optlmas

se comenzd

16 ensnyos suce51vos que

realizaron

8.

Se,construy

tro del pozo”hasta el vert;ce.

ferencia, la’concentracién’ obrenid

estfindar,

ei*tbéfltien
gresidn lineai~: az
coeficiente de ¢
Spearman (rsj;

sec obtienelrg=

mites de 2 var1ables Xy Y, yn es el nﬁmero total de cada var1ab1e.



CONSTRUCCION DE LA CURVA DE CALIBRACION
DEL ELECTROINMUNOENSAYO

1. MEDICION DE LA ALTURA DE Los PI C

CONCENTRACIONES X /ot

500 2A ESTABLECIMIENTO DE LA C DE 1BR.
3., DETERMINACION DE LA CQ‘iCENTRACIDN DE NUESTR/\S DESCONOCIDAS
450 :
400 L el ;
il : Sl ks CURVA-D R
3507 ALTURA DEL VALOR ASIGNADO
L340 SR : £1CO
4300 - : ESTANDAR 1 } 14.4 mm 400 MG/DL
: ESTANDAR 2 7.2 MM 200 mG/DL
S ESTANDAR 3 516 mm 160  me/oC
25
20¢ CONCENTRACION DE_MUESTRAS DESCONOCIDAS
s 2 ALTURA DEL VALOR DETERMINADO
150= PICO
10 - DESCONOCIDA A 4.0 M 110 mo/oL
DESCONOEIDA B 7.2 MM 200 Ma/nL
100, DESCONOCIDA C { 121 mh 240 me/DL
v
20 MM
A
B
c

Trig. 8. Ejemplo de la construccién dec una curva de calibracién para
un elcctruinmunocn:uvo
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CAP ITULO 3
P
RESULTADOS

TABLA XII. RESUL

Lavado 'y
: < Tincdidn’ “Resultados
Suero de refe. V=200'v' - Lavado: 2 hrs en agua desionizada ' Curva de calibracidn

‘rencia para a
polipoprotel-
nas AA8875
dilufdo 1:50,
00, 1:200,
L:400, ‘13800
¥y 1:1600 77

410 ml Hcido ac&tico + 45 ml agua

“Tincidn: 0.25 g de azul de’ Cooma-

-'10 ml.Scddo acdtico + 45 ml agua

pierde linearidad.a
diluciones muy eleva

'dds (Fig.9). Tincidn:
no. muy clara, el fon—
do'de“la placa perma-—
nece. muy.’azul -

ssie brillante + 45 ml metanocl +

Decoloracidn: 45 ml metanol +

V=30V
tm6 hrs

Suero contidl Steros vy 'sus. Suero, deirefe

OMEGA, dilufdo fracciones:.. ' rencia par:
1:12, 1:15, HDL.dilufdos " > T=16-208
1:20, 1:30, ‘‘en;agua’l:20 X X i

¥y 1:60 R TR dilufdo:1:20

Tpl

‘en_ agua 5

o ey
Precipicados apate

curvos,
es’

30 min en NaCl 0.15 M
0.5 g de azul de Cooma—

ssie brillanfe + 45 ml metanol -+

10.ml &cido ac&tico’ + 45 ml. agua’’

Decoloracidn: 45 ml metanol -+

10 1 dcido acético + 45 ml agua

la ‘tinecidn no
lara (Fig. ll) .

Suero de refe
rencia’para
. pold

\nas ‘AAB875
dilufdo:1:200
en NaCli0.15
M. adicionado
~de’Tween 20
8 'pL ‘

»'Sueros.y sus®
fracciones
HDL' dilufdos
en NaCl 0.15
M (adiciona-.

Suero control:.:
OMEGA, dilufdo
1:50, 1:100,
1:200 y 1:400

© Tineidn: Azul de Goomassie brillan

15 min en agua“ desionizada

Lavado:

te 0.5 g + 45 ml metanol '+ 10:mL’
&cido ac&tico + 45.ml agua
Decoloracisn: 45 ml metanol '+

10 ml -’ Bnidu ac&tico '+ IoS ml agua .




TABLA XIII. RESULTADOS QUE SE OBTUVIERON AL PROBAR‘DIVERSAS CON
ONES DEL: ELECTRO NMUN

Estendar oS S “Lavado R
ticuerpo - Medio .y Tincisn < Pésultados”
Suero de refe Sueros 'y sus: AL 3% en 'y=200 v Lavado:” 2. hrs en agua desionizada Curva de calibracidn
rencia.para a __ fracciones el gelide €=187hrs 1 Tincidni 0.25°g devazul-de-Cooma~ no_es lineal. (Fig.10)
polipoprotefi- LDL-dilufdos “agarosa’ S TR17-19% [ ssie brillal A 45 la tineidn no. es muy
nas AA8875 en agua 1:30 e E 10 ml dcido ‘acético + 45 ml agua ' clara; ‘el fondo de<la
dilufde 1:5, 8 pl en cada Decoloracisnt 45 ml metanol + placa permanece muy
0, 1:20, pozo . 110, ml- acida aceti:o + 45 ml agua ~azul
130, 1:40, 2 . 1 S B
y 1:50 pH=8.6 . 2 {‘
Suero control A1'2% en™ Gel del aga- i .V=30:.v. 3 0 ‘min en Nacl 0.15 M Precipitades: apsrecen
OMEGA dilufde ‘el gel de ‘' rosa (SIG- ", . t= 6 hrs cidnt azul ‘de Coomassie bri — incidn
1:1.25, :agarosa MA) al 1% T=16-20% ‘llante + .45 ml metanol +.10 ml
fi . en Barbital ® s dcido acético. + 45 'ml-agua i
N i:s ¥y X pH=8.6 - Decoloracidn: 45 ml metanol +

10 ml &dcido acético;+ 45 ml
a I

Suero ‘control
OMEGA dilufde
1:15, 1:10,

Lavado: 30 min en NaCl 0.15 M
Tincidn: 0.5 g azulide- Cooma:

. Gel de:aga-.

Picos de  precipitacisn
rosa (Phar—

bian definidos; “la cur.

agarosa macia) al ssie brillante.+ 45 ml metanol’ vaide calibracién es
1:20, .y X 1.5 % en el T10 ml &cide. acdtico. +-45.ml unaa]. (Fig: 13)
1:40 - Barbital’ ' . agua o I

pH=8.6 . . Decoloracidn:. 45 ml metanol:+

10, ml ‘dcido acético + 45 ml
agua D

i S
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h (mm)

657

41

Est%ndar i
clave’ AA88 5,wdi

y 1:1600 (2. 56 1.28,0 64
“(h= altura»en mm) ?



24

14

10

(L7 RN}

mm)

20,0 Conc me/dal.

Fi
ap

pr
Y

g.10. Curva . de calibracibén del electroinmunoensayo.de.
o.'B; obtenida con el suero de ‘referencia. para apolipo-
oteinasiclave AA 8875. dil ‘1:5, 1:10, '1:20, 1:30, .1:40 0
1:50:(20.0,10:0,5.0,3.3,2.5"y 2.0 mg/dl) R o
“{h=-alturasen mm)/ "~ =& Y




- Material control: Sucro de referenc1a pnra apollpoproteinas d11ui—

do 1:200 (O. 64 mg/dl)

- Mucstras
- Medio:

- Condi

3.1.2.Electroin

se hallafdn
- Esténdar:“Sue
4 diluciones po

3.75 y 1.88 mg/dl)

- Anticuerpo

- Muestras: Slue

- Medio: Agafd$

- Condicion

Como -y k 3 3 as cond1c1ones que se ut 11zaron

débla metodologia. 

omo ‘calibrante durante 16 ensa-.



3.3.Control dé éalidad interno.’

de 1iﬁéaf—d5d pa;ﬂﬁééda uno- de

s .6ptimas para el

misma_ placa .

CUBNRUIDUNE,

[y
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3.3.2.varianza cn condiciones de rutina,

365 mg/dl
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TABLA XVIIY. VARIANZA EN CONDICIONES. DE RUTINA DEL ETA DE APO B

CAltura (mm) i Conel apo B.ﬁg/dl

© N W e

rencia entrc ambos valores Iue de

d1ferenc1a del 7% con respccto al valor asignado:
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3.4. Valores de los.lipidos'y’de Jnsbapolipoproteinds'en las‘mues—

tras de las .18 mujeres analizadas para.el’ estudio

(limiies d

racteristicas’

los,lipidds

2inas:estu-

ise ev&lua;on‘en/lés{ensdyos.




Sujeto Apo A-T Apo A-T Apo B Apo B Colesterol Triglicéridos
suero HDL suero .LDL Suero LDL HDL séricos
mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mmol/1 mmol/l mmol/1l __mmol/1
153.0 120.0 1165:0 6.7 1050
150.0 - B S
135.0 1.6

S1h9

©.BN O AW N R

199;Y

. LTPOPROTEINAS. -
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La distribucibn de los valores de ambn5~npolipoproteinas en las

18 mujeres estudiadas, Lndependlentemente de sus valores dc lipldOS

, fueron con51derados dentro de 1o§

TABLA XX.

Autor.

Curry et al
Caslake et al
Avogaro et al
Stanbury ¢t al:
Fager et al "~
Shapiro et. al,l,'
Shapiro et al
Albers et al -
Steinberg et al: ™

TABLA XXI. CO“CENTRACIONE

Autor i

Stanbury etival
Foreman. et al
Havekes et al
Albers et all
Curry et al: =
Fruchart et al

Los:valores.d
en suero;‘y'eh'l

na fue de 118 0+ de:las: muestras
analxzadas el 84% de ap AT total ¢stuvo: conte ido’en’ 1a fraCC16n
HDL. C : . : :




5.4.1.

Los valores de apo B tuv1eron ‘una medla de.”109. 0 +-26.0 mg/dl en’

suero, y”en

nifica - ‘que

Relacidn ae

ééhgﬁihed\di;§t61ica

tuvo una correlac16n



Apo A-I mg/dl -
200.0 e

100.0

(Flg. 15)
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_Apo A-I mg/@i

200.70%

Fig. 15,

‘5.4Nivelesi de’apo AT en
¢ - diferentes:edades: del 3

grupo. desreferen
1:8

p<0.05 (Fi
p<0.05 (Fig..



Apo B mg/dli : Apo B.omg/dl . oo
oo ’

100.0 -

. ":TCCF HDL
iaimmel /1
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E1l colesterol de’LDL tuvo‘una‘correlacidn de f—o 493 con: apo

B. Con el Colesterol total la correlac;én fue de r 0. 42. No se. en- .

Apo Bl mg dl

‘2oo oﬂ

F1g
edades’ del” grupo de:



DISCUSTON .Y CONCLUSIONES:
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CAPITULO 4

de las apoproteinas,

pos.

Ga.,

Atlanta,. plane

lizado, prcparado a pnrt1r dc 13 mezcla de sucro’s human

mentc colcgtados, a modo de quc éstc s1rv1era comc c_nd

material de rcferenczn.

ron el estu io!

desarrollaron un s

En el part1c1paron 7.5 1nb01ntorzos de,
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paiscs quienes: evaluaron la: concentrac16n en grdmos por 1itro de apo
A-I1 y apo B delkmat¢1lal de»referenc1a pTDpUCth,
. AT : ‘6h 1da por cada laboratorio

Para examlnar los

1os resultados env1ados, se

var1ac16n anallzda

tal. Se rcallzﬁ un: anallsls por area'

Allos datos “de’ los laboratorloq que utlllzaron 20 mus metodos o “di

ferentes: ant1cuerpos se 1es trato por separado.y cstoues 10 que se
1lamé sublaboratorlo cn el and1151< de varlanza. La variacién«entre

laboratorios fue la mayor que ‘se. obtuvo en el estudlo (68% de ld va

rlaC16n para apo A Iy 73% para apoiB) . La varlac16n entre las .tres

dreas con51deradas fue del 13.5% de la: Var:ac16n total para apo AT

La: var1ac1on cntre metodos

y para-apo ‘B fue’aproximadamente cero.

significd un 203 de:1la variacién: total par: :apo B.y para apo- A I fue

casi nula. Las dlferenczas encontradas -en el ana1151s

multlc ntr

proteinas  cuandoisc llevan-a:cabo

Mis recientementc los Cehtf6$ Control de Enfcrmedadc
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de Atlanta,Ga., han iniciado un»PropTama Colaborativo para la Es-

tandarizacidn @é la= Metodoloﬂla de las

kpollpoprote1nas. A través

de este Prbgfdmn::”fcvmluan ultados obtenldos por dxfcren
tes laboratories’

ritarias par‘

las apolipopr: 'Colcccién, preparacién y tréta
miento de’;la

cmpleado:y 3 alidad estandar1:ac1on y valores de refg
rencia; el

para. que'ilo
tes méfodés,
boratorios

Nuestro

que .se pre

¥ que tenga ba]o contcnldo de>pol1sac5r1dos d1sue1tos. Estp minimi-
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za los prohlem.ls cuusqdos por : el flu]o de agua, ya que’c‘uando el gel

tiene alto cfccto olcctrocndosmétlco preﬁentarcarga negatlva, asi

{6 mm), '

de &stos,’

antigeno.:

.1r11mcnte

a la d11'crenc1a en 01 tamano de la pnrtlcula o a-.la mov111dad elcec-
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troforética de la dpolipoprotcina, sino . a.las caracteristicas de

contenldo dc agua)

la agarosa (tamano del poro, En'el pré$ehté'tra-
r este fenﬁmeno utallzan '

bajo se logré

macia.

- Anticuerpo

Est&ndaré‘

es diffcil obtener un’.estindar

Como -se mencind ‘enteriormente
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primario, aunque seria lo ideal para ut11173rsc en los ensayog Esta

dificultad_ se dcbe a’que’una .vez a:slada 1a Eracémon HDLJ’rlca en.

apo A-13

prgsgntqflncstub;lldad”debldof a dlsoc ac15n de la molc-

sugieren el uso“desueros ‘completos.”En nuestro laboratorio sofpro-
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baron ambas 51tuac1oncs con el obJeto de elegir qué muestra resul-

ta mis Gtil para los: . fines de este trabaJo.

cuanti

un voltaJe ‘de’’3 V/cm y ‘con:un volta;e dev°0 V/cm,pero ‘los picos que
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se obtuvieron fueron pequefios 'y curvos- cuando se probd un voltaje

de 3 V/cm con un tlempo de . 6 Y de 18 horas los resultndos fueron

muy similare's a: los ‘ya dcscrltos con

t1empo corto,

por 10 que ‘se

optd mantener.:

relacxﬁn optlma, esto. puéde debcrse
a la complejldad qtic “hac

migracidn.

- Températura

a 16 C ‘esto- para ev1tar cvapora-

parse durantc la” co:r;da;

cién deSﬂpaTECla-;Eb nec sari

lavado, que fuc de 15 m nutos cl q e utlllzo en ‘el prcscnte fr

bajo, si se lavan por mas tlcmpo se pzerde parte del pTCCJpltddO y



eflere el agul"
3 veces mis

recomlendnn mez-_

r fo 3515, de es
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un suecro de refercncia qhé sirvié paru 11evar'el“control de cali-

dad dlarlancnte. Con estc mlsmo suero ‘se llevaron a cabo prcv;amen

Varianza oo

a cabo un cxp
pleados (reCLentcmcntc

tacidén scgu1do,rdc tal :manera; que

que se obrt cnen en;y 1a varlanza en condlc ones 6pt1mas pero se con

sidera que la

‘ylferenC1a‘no dcb ser Mayor del 3% entre estos estu

dios para logrnr la; excclcnc1a analitlca. Slnrembargo, la variacidn
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de dfa a dia y semana a’'semana’ en 10# rcattivbs, el equlpo o 1as

muestras, asi como 105 pasos CTLClCOS que 1mp11ca la metodologla'

preparaciun del g 1 man ener estab es 1as condlcmones del corrl-
o »or resultado una
~1a,varla—

a‘evaluacién

1nterensazo,‘
fue de 7 4%

todologia.b

En 1la actualﬁ

trata de un estundar primario, por lo que se hdblalde”pbrééhtéje de
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diferencia hnllﬂda entre el vnlor 351gnado y 01 vnlor medlo obtcnl
n descrlta. S1n

embargo, el>hecho de’ que 3

A-T y 7% para apo B),:

csta d;scusl n,. no se repo ta

den deberse avla-variacién'b olégicd de n‘ﬁdbldcién,csfhdiada; a1
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hechos de utilizar un cstindar dlferente al utlllzudo por cllos, ‘asi.como ;tam-

bién a mod1f1cac1ones del m&todo emplcado ‘Es 1m or tante hacer not:a'

que ,e]:.‘nume-

Se sabe quc mﬁs del 90‘. del total d

cidn HDL, mcluyendo HDLZ y HDL_,, en nuestro 1aborator1 uando’ se Pprobd ‘como

muestra HDL,' ‘se obtuvo el 84% de apo e ta frac 6n. Se ha reportado que de

un 70 a un 90% del total de la apo B sér:.ca e halla en 1a fraccién LDL, cuando

se utilizé en nuestro- laboratorlo esta fracc1on como muestra, se encontrd que el
50% se hallaba en LDL Es - se deben al als]am:.ento de 1las llpopro
te;mas, ya que ‘en’ algunos casos al comprobar con electroforcsls se V16 que ex15—

tia contammac:uSn de.la fracc:_én HDL con LDL

materiales de referenc:. it _zados en’ los ensayos, <) preparaC15n de’ anticuerpos

especificos polxclonnles monoclonales', d) establcc:.m;ento de valores de referen-

cia para d:LSt:LntaS poblac:wnes Y. e) consenso en el cmpleo de mctodos estadistl-

cos aproplados parn evaluar 160s resultados obtexudos en d:d.‘erentes estudxos.



permitan

Por

tudio. de’

total colevsteroli'de llDL,y cole

ria en‘un 81 :derlos
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RESUMEN

Material

'1'.30 (3 33

AAB875 dil 1:200 (0.64 mg/d1l) en. el.caso de apofAtr:Y‘dl
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mg/dl ) en el caso de apo B.

- Muestras: Para apo-A-I1 se utlllzaron SuUeros. y sus respect1vas
fracciones HDL dlluidos]I.

s5us respectlvas :fracc1one

- Medio: Agarosa A 15 g/

- Condiciones: 200 v,c

intraensayo,

Tambi&n's
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Finalmehte, a pesar de 1as dmflcultades que presentan las apg

llpoprotelnas al ser anallzadas por métodos 1nmunoquim1cos, se lo-

graron establecer condlczones esténdnres para la apllcaczén del EIA

en la practlca c11n1C : que est5 dentro de 11m1tes aceptables

tudios multicéntri ER 1nternac1onales que ayudan en 1a estandarlza-

se tlenen ‘adn_ los

cién de 1a metodo ogia, de dlcha part1c1pacxon ne

resultados flnales




I00"

ABREVIATURAS

AGL = Aczdos grasos 11bres

Apo ApollpoprAteina

Rad101nmunoanél's
RID = Inmunodlfu516n radlal
Tg = Tr1ac11g11ccroles
™U = Trlmetllurea

VLDL = Llpoproteina de muy baJa dcns1dad



17. ‘ 3 : sco:lo-que consu-

vMargarlna- 
¢getales vcrdes
,Tubérculos

a) Leche B WA
b) Mantequ111a
c) Queso
.:d) Huevo
e) Manteca’ AN
£) Aceite o grasaanima
£) ‘Aceite o grasa- vcgeta

18. Diga cufles. fuecron-los 3 a11mentos ‘principales que’ consumib’

Pescado
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" APENDICE .B

CUANTIFICACION DE COLESTEROL: TOTAL -

-

Me

grasos

Colestero

4—(p-benzbqh1n

B.- Matrerial

Fenol:

Metanol

Calibrq&;&n

Control detexactitud: Précilip E.L7



195

Método de determinacidn:

E.- ,
Suerc claro; libre de hemdlisis y fracciones

Material de:prueba:

lipoproteinicas

cmvde paso de” luz

céldiiia

Temperatura de 1ncubac16n 20% 25°Cn

i

Pipetecar ‘en Uun tubo de ensnye:'
R ! Blanco reactivo

Material de prueba

Solucidn 4

seglin:

Longitud de iond

500 nm}

NOTA: Para

mencionado’
volumen de

tracentrifuga)
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CUANTIFICACION,DE TR‘ACILGLICEROLESJk

Método: Cuantlf1cac16n en21m5t1ca después de 1a h1dr611515 en21mﬁt1ca

Boehrlnger Mannhe

A~ Fundnmento

Trlacxlgllcerolc

Gllcerol +-
ADP + PEP
Plruvato'+‘
B.- Material: de
c.- Reﬁtti?pé

Contenido "

1

2 NADH/
ATP/
PEP

3 LDH/
PK

Lipasa/
Esterasa:

GK

D.- Control “do calidad interno

Calibra ;én Tt oleina,'Pfetilip” “

Exactltud’ Precilip:

E.- Método de determinacibn:
Longitud dec onda: 340 nm
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