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INTRODUCCION

La determinacién de los lipidos nos informa sobre la cantidad de
colesterol de trigliceridos y eventualmente de otras fracciones que, en un-
momento dado circulan en el sistema vascular.

El clinico pide normalmente al laboratorio la determinacidén de -
colesterol, y en raras ocasiones de triglicéridos o fosfolipidos sin tener en
cuenta que la determinacién de lipoproteinas aunadas a éstos, nos permite-
el diagnéstico de hiperlipidemias; el motivo por el cual estas determinacio
nes no se llevan a cabo es debido a las dificultades técnicas y al costo de
ellas.

La hiperlipidemia se define, tomando como base las determinacio
nes quimicas col tg fosfatidos, aln cuando en el aspecto clinico nos pode
mos conformar en una mayoria de los casos con la determinacién de coles-
terol y triglicéridos, ya que por ejemplo los fosfatidos no desempefian nin—
gin papel en lo hasta ahora estudiado, por lo tanto no tiene ningln signi-
ficado.

Ningin método de los que disponemos en la actualidad puede por

si s6lo, analizar adecuadamente la mezcla compleja de lipidos sanguineos.



Importancia de las lipidemias.

Dado que la determinacién de triglicéridos presenta exigencias =
técnicas considerables, se calcula frecuentemente su concentracién en for—
ma indirecta, por la ayuda de férmulas semiempiricas dada la siguiente for

mula:

Triglicéridos = lipidos totales - ( colesterol total + 70% de éste-
res del colesterol + Fosfatidos + 15) mg%.
A simple vista se observa que esta férmula proporciona inexacti—
tud.

Ahora bien, ya que los triglicéridos son de relevante importancia
en la clasificacién de las hiperlipidemias ( las cuales tienen un importante
papel en las afecciones de tipo vascular y cardiaco ) es pues de considera
ble atencidn su determinacién quimica.

Debido a ésto se realiza una revisidn de los métodos mds impor—
tantes para establecer su exactitud, precisién, costo y posible aplicacién -
rutinaria.

Deseo que su contenido contribuya a una mejor realizacién den—

tro del trabajo diario al quimico clinico.



Il.- GENERALIDADES

El término lipido comprende a las grasas y a numerosas substan--
cias de estructura quimica diversa parecida a las grasas, los lipidos se defi
nen como substancia que:

a) Son solubles en los Ilamados disolventes de grasas a solven--
tes orgdnicos como éter, cloroformo, alcohol caliente, éter-
del petréleo, bisulfuro de carbono, etc., siendo la mayoria
de ellos insolubles en agua.

b) Son ésteres o substancias que forma ésteres.

c) Suelen tener funciones especificas en el organismo animal --
que pueden ser de tipo estructural o como productores de -—

energia.

La utilidad biolégica de las grasas es variable; las grasas neutras
constituyen un amortigucdor fisico y aislante de temperatura corporal, for-
man amplias reservas energéticas, tanto por su gran valor calérico, como -
porque se puede acumular en los tejidos adiposos en forma prdcticamente —
pura, sobre todo las grasas neutras, los lipidos compuestos tienen propieda-

des estructurales, y realizan funciones importantes en el metabolismo, otras



substancias asociadas a los lipidos como las hormonas esteroides, las vitami

nas liposolubles, etc., tienen funciones especificas.

TRIGLICERIDOS.

Los triglicéridos son ésteres de dcidos grasos con el trihidroxial—
col glicerol, si los dcidos grasos tienen una determinada lengitud y grado -
de saturacién, y es un compuesto sélido a temperatura ambiente, se dice -
que es una grasa, si el dcido graso es insaturado y liquido se dice que es
un aceite.

Como los triglicéridos vegetales son insaturados son considerados-
como aceites y los triglicéridos animales son saturados se dice que son gra
sas.

Los triglicéridos son facilmente hidrolizados por dlcalis y dcidos
y por ciertas enzimas |lamadas lipasas que se encuentran en suero, jugo --

pancredtico y heces.

METABOLISMO DE LOS LIPIDOS.

La entrada de los alimentos al intestino, produce liberacién de -
2 hormonas, la secretina y la colecistoquina, que van a determinar la sali
da de los jugos pancredtico y biliar respectivamente, précticamente toda -
la digestién de las grasas ocurre en el lumen del intestino delgado.

La primera etapa consiste en desintegrar los grandes glébulos de



grasa en otros menores, de manera que las enzimas digestivas e hidrosolu=-
bles puedan actuar sobre la superficie de los gldbulos, a éste proceso se le
denomina emulsién de las grasas y se logra por la accién de la bilis secre-
tada por el higado, que contiene gran cantidad de sales biliares ( sales de
sodio ionizado ), el carboxilo de la molécula es la sal biliar es muy solu-
bles en agua y elesterol lo es en la grasa por lo que las sales biliares se
concentran en la superficie de las gotitas de grasa del contenido intestinal,
y el esterol disuelto en la misma grasa mientras que el carboxilo se proyec
ta al exterior de la gota y se disuelve en los liquidos vecinos, asi se dis—
minuye la tensién superficial de las grasas.

La funcién de las sales biliares es facilitar la emulsién de las —
grasas en el intestino delgado.

La lipasa pancredtica actia sobre los triglicéridos al llegar al -
intestino después de ser vertida por el péancreas, su actividad aumenta debi
do a la accién de las sales biliares.

El pH Sptimo de la enzima es de 7 a 9, dependiendo del tipo -
de estructura quimica de los dcidos grasos de los triglicéridos a los cuales

hidrolizan.

HIDROLISIS COMPLETA DE LAS GRASAS ( TRIGLICERIDOS ).
La hidrolisis completa de las grasas produce glicerol y dcidos --

grasos, Mattson y Beck en 1956, presentaron pruebas de que la lipasa pan



credtica es especifica para la hidrolisis de las uniones éster primarias, por
esta razén en la digestién de un triglicérido por la mencionada enzima ocu
rre primero la separacién de un Gcido graso terminal, para producir 1,2-di
glicérido y después separar el otro acido graso terminal, para dar 2-mono—
glicérido, puesto que es'fe Gltimo 4cido graso estd unido a un grupo éster -
secundario su hidrolisis requiere la isomerizacién a una unién éster prima--
ria.

Esto constituye una reaccidn relativamente lenta por lo cual re—
sulta que los monoglicéridos son los productos principales de la digestién -
de las grasas, ya que menos de la tercera parte de la grasa ingerida es hi
drolizada hasta glicerol y dcidos grasos.

Debido a que el glicerol es hidrosoluble, es facilmente absorbi—
do por el intestino, pero los Gcidos grasos y los monoglicéridos son poco —
solubles en un medio acuoso por lo que requieren un mecanismo auxiliar pa
ra su absorcién, se cree que la combinacién de las sales biliares con los -
dcidos grasos origina o dard lugar a un producto soluble ( los com=-hidrotré
picos ) que pueden ser absorbidos en la luz del intestino por las células de
la mucosa que revisten su pared.

Después de que los complejos de los Gcidos grasos y sales bilia—
res y glicerol han pasado las células de la mucosa intestinal, el Gcido gra

so es liberado de la sal biliar y se recbomina con el glicerol para resinte-



tizar una grasa neutra, las sales biliares son absorbidas por la circulacidn -
portal y pasan al higado donde son excretadas de nuevo por la bilis.
En la figura 1 estén representadas las reacciones que ocurren -

antes de la absorcién de las grasas en el intestino delgado.

SINTESIS DE LAS GRASAS.

Este mecanismo es llevado a cabo a partir del glicerol y los dci
dos grasos, siendo lo mismo que la biosintesis de triglicéridos y fué propues
to por Kennedy en 1957; primeramente la formacién de glicérol activo ( al
fa-glicerofosfato ) por la accién de la enzima glicerocinasa, siendo el ATP
donador de radicales fosféricos; el glicerofosfato con el dcido graso activo
( coenzima "A" ) producen el 1,2 diglicérido fosfatidico que es desfosfori-
zado resultando 1,2-diglicérido que reacciona con una molécula de acido -
graso activado para unirse en la posicién libre dando el triglicérido.

Sintesis de los triglicéridos en el intestino ( Biosintesis de los --
misculos ) cabe mencionar que el glicerol que se emplea en la resintesis -
no es el mismo que el absorbido.

La activacién de los dcidos grasos para la resintesis de los trigli_
céridos es llevado a cabo por una enzima tiocinasa, dependiente del ATP -

y se ha demostrado su existencia en las células de la mucosa intestinal.

LA REACCION ES LA SIGUIENTE:



OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

Grasas enla

Pared intestinal
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Fie. ‘-l. ilustracion esquematica de los caminos seguidos en la absorcion de acidos grasos y monogliceridos a traves de la celula

epitelial de la mucosa intestinal; TG = triglicerido
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Las gotitas de grasa microscépicas son transferidas a los vasos lin
faticos, como quilomicrones cuyo tamafio varia de 35 nm a 1 micra y lle-
gan a la sangre por via del conducto tordcico y de ahi al higado.

Se asegura que los quilomicrones son gotitas de grasa revestidas -
de proteina, lo cual impide su coalescencia y en general no contienen ac.
grasos de cadena méas corta de C-4 a G12 y éstos dcidos de cadena corta
pueden llegar al higado por transporte directo en la sangre portal y en par
te como dcidos grasos no esterificados unidos a albdmina y como mono y -
diglicéridos. Estd bien establecido que los quilomicrones de la sangre y lin
fa aumentan después de la ingestién de grasas.

Los quilomicrones son transportados por via linfatica hasta la san
gre y de ahi al tejido adiposo donde la enzima lipo-protein-lipasa hidroli_
za los triglicéridos hasta Gcidos grasos y glicerol o glicéridos parciales, el
tejido adiposo entonces absorbe y almacena a los dcidos grasos como trigli.
céridos.

Los 4cidos grasos de cadena corta ( probablemente una pequefia -



cantidad ), son utilizados para obtener energia, el higado almacena otra -
parte de ellos durante un largo tiempo.

Los dcidos grasos y los carbohidratos son sintetizados hasta trigli
céridos en el higado, si no hay exceso en la ingestién de los carbohidratos
se producen los llamados triglicéridos enddgenos.

Los friglicérido; en el higado se combinan con una proteina y —
son transportados como prebeta lipoproteinas. Estos contienen algo de co=--
lesterol y fosfatidos. Al igual que los quilomicrones las prebetas lipoprotei
nas son transportados por via hemdtica hasta el tejido adiposo; donde la ma
yor parte de los triglicéridos son removidos. ( Fig. No. 1)

Las betalipoproteinas transportan fundamentalmente colesterol y -
puede considerarse como un complejo lipoprotéico, que permanecen después
de que la mayor parte de los triglicéridos fueron removidos de las prebeta-
lipoproteinas ( quizd también de los quilomicrones ).

Las betalipoproteinas regresan al higado y son catabolizados o -

_bien resintetizados en prebetalipoproteinas.

El higado requiere cierta energia que algunas veces es tomada —
de las grasas o triglicéridos.

Los triglicéridos del tejido adiposo al higado son hidrolizadas -~
hasta Gcidos grasos y glicerol, este Gltimo puede ser convertido en glucége

no en el higado y es metabolizado como carbohidrato. La formacién de --
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glucégeno se lleva a cabo con la oxidacién del glicerol o gliceraldehido -
( triosa ) que es entonces convertida en glucdgeno.

Knoop postulé que la cadena de los dcidos grasos es degradada -
de manera progresiva por la eliminacidén repetida de los Gltimos dtomos de
carbono beta, de esta 'manerq la cadena de 18 &tomos de carbono del éci-
do estedrico seria primero oxidado convirtiéndose en écido palmitico de 16
y éste a su vez seria convertido en otro de 14 &tomos de carbono, etc., -
hasta que toda la cadena se desintegrara en CO, y agua.

Las funciones principales del higado en el metabolismo lipidico -
son:

A) Desdoblar triglicéridos en compuestos pequefios que se pue--

den metabolizar para obtener energias.

B) Sintetizar triglicéridos, principalmente a partir de carbohi--

dratos, y en menor proporcién a partir de proteinas.

C) Sintetizar otros lipidos a partir de triglicéridos.

LIPOPROTEINAS.

Hay 4 familias principales de lipoproteina, y recordando que la
separacién de ellas en la ultracentrifuga se basa en la diferencia de densi_
dades en la combinacién de lipidos y proteinas. También hay otros métodos

para la separacién de los grupos lipoprotéicos como la electroforesis y la -
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tincion pero no son merecedores de tanta confianza como la ultracentrifuga
cién.

La primera familia estd formada por los quilomicrones; las VLDL~
( lipoproteinas de muy baja densidad ) o prebeta lipoproteinas ( electrofore
sis ); las LDL ( lipoproteina de baja densidad ) o betalipoproteinas ( elec-
troforesis ); las HLD o lipoproteinas de alta densidad o alfa lipoproteinas -
( electroforesis ).

Podemos decir que los quilomicrones, los VLDL, los LDL, y HLD
estdn involucrados en el transporte de los triglicéridos, como se observa en

el siguiente cuadro:

'FORMA  ULTRACENT. ELECTROF. DEN. %TG %COL. %PLIP % PROT.

ORIGEN
EMUL. QUILOMIC. ORIGEN 0.94 90 5 5 2 EXO.
LP/EM. VLDL Prebeta 0.96 60 15 15 10 END.
1.006
1.006
LP LDL Beta 1.063 5 50 20 20 END.

Como nos damos cuenta todas las fracciones llevan triglicéridos -
por lo tanto <on importantes; las de mayor interés para nosotros por su gran
contenido de triglicéridos son: los quilomicrones, y las prebetas lipoprotei-

nas.



13

De acuerdo a Fredickson y Lees las hiperlipoproteinemias las cla
sifican en:

TIPO |.~- Hiperquilomicronemia, presencia de quilomicrones en=-
plasma; las prebetas lipoproteinas pueden ser normales o ligeramente aumen
tadas.

CARACTERISTICAS DEL SUERO.- Cuando éste se deja en repo-—
so, se deposita una capa de lipidos sobre el liquido plasmdtico claro, el -
colesterol plasméatico, pueden estar aumentado, en cambio los triglicéridos
siempre estdn aumentados, la relacién colesterol/triglicéridos es menor a —
0.20.

Tolerancia a la glucosa normal.

TIPO Il.= Hiper=beta-lipoproteinemia: aumento anormal en la -
concentracién de las fracciones beta. Este tipo se distingue en dos subti-—
pos: TIPO II-A y TIPO 1l-B, en ambos casos es vdlidos el criterio para el
tipo Il o sea aumento de las fracciones beta, pero en el II-B se encuentra
ademds, aumentada la fraccién prebeta. El reconocimiento del subtipo I1-B
es importante, ya que puede requerir un tratamiento adicional del que nor
malmente se le proporciona al paciente con hipercolesterolemia, ambos ti—
pos pueden encontrarse en el mismo grupo de pacientes afectados con hiper
betalipoproteinemia del tipo familiar; es por esta razén que ambos deben -

considerarse dentro del grupo principal tipo II.
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TIPO 1I-A. Aumento de la fraccién beta, la fraccién prebeta es

normal .

CARACTERISTICAS DEL SUERO.- Cuando éste se deja en reposo, permane
ce claro. El colesterol-plasmdtico generalmente se encuentra aumentado los
triglicéridos del plasma son normales, la relacién Col/TG es mayor de 1.5.

TIPO 11-B.- Aumento de la fraccidén beta y la fraccién prebeta.

CARACTERISTICAS DEL SUERO.- Al dejar el plasma en reposo, éste pue-
de ser claro o con una ligera turbidez sin llegar a tener una capa de qui-
limicrones. El colesterol plasmdatico se encuentra generalmente aumentado, -
los triglicéridos del plasma siempre estén aumentados; la relacién Col/TG -
es variable.

TIPO II-A.- Puede diagnosticarse generalmente por el andlisis -
de colesterol y TG, especialmente cuando la relacién Col/TG es mayor de
2.0,

TIPO II-B.- Es dificil de seleccionar Gnicamente por el andlisis
de lipidos.

TIPO IIl.- Beta anormal, tiene la fraccién beta amplia.

La presencia de una fraccidén prebeta teniendo niveles anormales

altos de colesterol.
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CARACTERISTICAS DEL SUERO.- Es habitualmente turbio después de dejar
lo en reposo, frecuentemente con una ligera capa cremosa caracteristica de
los quilimicrones ( dato Gtil pero no diagnéstico ). El colesterol y los tri—
glicéridos siempre estdn aumentados.

La relacién Col/TG se acerca a la unidad en la mayoria de los
casos, sin embargo puede variar de 0.3 a un valor superior de 2.0; adn -
cuando andlisis repetidos muestran una marcada inestabilidad, tanto en la -
concentracién de triglicéridos como de colesterol.

TIPO IV.- Hiperbetalipoproteinemias: Incremento de la fraccién

prebeta, ningin aumento de la fraccién beta y ausencia de quilomicrones.

CARACTERISTICAS DEL SUERO.- Al dejar el suero en reposo este puede
ser claro o turbio, sin embargo no se observa una capa de quilomicrones, -
el colesterol plasmatico se encuentra normal o aumentado, los triglicéridos
plasmdticos siempre estdn aumentados, la relacién Col/TG es variable.
Tolerancia a la glucosa normal.
TIPO V.- Hiperbetalipoproteinemia y quilimicronemia; aumento

de la fraccién prebeta y presencia de quilomicrones.

CARACTERISTICAS DEL SUERO.- Al dejar en reposo e! suero se observa -
una capa cremosa de quilomicrones sobre un liquido turbio, este dato diag

nostica si es excluida de la ancmalia 111,
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El andlisis de colesterol y de triglicéridos plasmaticos se encuen
tran aumentados, la relacién Col/TG es habitualmente mayor de 0.15 y me
nor de 0.60, este dato, es de valor pero no siempre se presenta.

Tolerancia a la glucosa normal.

El efecto deluna dieta rica en carbohidratos, puede producir un
aumento de la fraccidn prebeta lipoproteinas, que constituye la sintesis de
triglicwridos endégenos por el higado y por el tejido adiposo; estas molécu
las son algo més pequefias que los quilomicrones que representan los trigli—
céridos absorbidos por el higado.

La siguiente tabla contiene una sinopsis de las caracteristicas mas

importantes de los 5 tipos.

TIPO [ o v %
QUILOMICRONES + NO NO NO  +
BETA LOPORROT NO  ++H+  + NO  NO
PREBETALIPOPROT NO NO + FEE
SUERO TURBIO ++ - (H) ()
TRIGLICERIDOS ++ NO + o
COLESTEROL *) A (+) +
TOL. GLUCOSA NO NO A A (A)

LP-LIPASA A - - - (A)
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CLINICA | 1 1 v \
XANTOMAS et - . » S
INDUCCION DE G. ERUPT_I TEND_I TODOS ERUP- ERUP-
VO NOSO TIVO TIVO
TUBE-
ROSO
XANTELASMAS - + + - -
HEPATOESPLENDOMEGALIA ++ - - + +
PANCREATITIS + - = + ++
ARTERIOESCLEROSIS ? +H+ ++ ++ +

Existe cierta evidencia de que el aumento del nivel de triglicé—
ridos es importante como factor de trombosis. pues interfiere en la activi--
dad fibronolitica, que disminuye el flujo coronario y la oxigenacién de los
tejidos en situaciones que favorecen la aparicién de angina de pecho o in_
farto al miocardio. Aunque el papel del colesterol en la arterioesclerosis —
generalmente se considera importante, existe la posibilidad de que el au-—
mento de triglicéridos también tenga algin significado patolégico lo cual -
puede o mejor dicho debe de tenerse en cuenta cuando se estudian los ha-
bitos dietéticos de los pacientes, asi como los patrones de lipidos séricos.

Asi mismo una situacién de estres fisioldgicos, es tan importante
como el infarto al miocardio, puede producir una hiperlipidemia, en la -=

fraccién de triglicéridos, esto sugiere que el estudio metabdlico de las li—
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poproteinas no debe iniciarse en el curso de las enfermedades agudas; por -
ejemplo:
Después de un infarto al miocardio, conviene esperar varios me-

ses para realizarlo.

TIPO DE ALGUNAS ENFERMEDADES QUE SE ASOCIAN CON

LAS VARIACIONES DE LIPIDOS:

PADECIMIENTO

LIPIDOS AUMENTADOS

Embarazo Alfa LP, TG y COL.
Dieta rica en carbohidratos TG

Pancreatitis TG

Diabetes mellitus TG, COL.
Obstruccién Biliar. COL.
Alcoholismo. TG.
Hipertiroidismo AGNE, TG.
Hipgrtiroidismo COL, TG.
Insuficiencia renal TG.

Nefrosis TG, COL.
Higado graso 16,
Glucogenesis TG,AGNE,COL.
Hipercalcemia idiopdtica TG,COL.
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PADECIMIENTO LIPIDOS AUMENTADOS

Gota COL.

Enfermedad de Gaucher CoL.

Estres TG.

Enfermedad de Niemann Pink COL.

Adenoma Baséfilo TG

Sindrome de Cushing TG.

Plasmocitoma COL, TG.

TG=TRIGLICERIDOS
COL=COLESTEROL
AGNE=ACIDOS GRASOS NO ESTERIFICADOS

ALFA LP=ALFALIPOPROTEINAS.

TIPO DE DIETAS Y DROGAS DE ACUERDO A LAS HIPERLIPO--

PROTEINEMIAS.

TIPO

I.- Dieta 1) Restriccién de las grasas 25 gr. por dia.
2) Reemplazo de los triglicéridos de cadena media.
Esto es comprensible por cuanto se trata de una
hiperlipidemia exdgena proveniente de las grasas
de la alimentacién.

Droga: No es efectiva ninguna droga.



TIPO Il.- Dieta

Drogas:

TIPO Ill.- Dieta

Drogas:

TIPO V.- Dieta

Drogas:

TIPO V.- Dieta

1)
2)

2)
3)
)
2)

3)

2)

3)

2)
3)
1)
2)
1)
2)

3)
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Baja en Colesterol menos de 300 mgs. por d
Incremento de las grasas polinsaturadas.
colesteramina ( Questran o Quemid ).
thiroxine sédico ( choloxin ).

4cido nicotinico.

Reduccién peso ideal.

Dieta balanceada 40% de calorias en grasas
en carbohidratos, 20% en proteinas.

Dieta baja en colesterol 300 mgs., por dia.
Clofibrate ( atromid s ).

El D-thiroxine.

Acido nicotinico.

Reduccién peso ideal.

Incremento de las grasas polinsaturadas.
Restriccién de los carbohidratos.

Clofibrate.

Acido nicotinico.

Reduccién peso ideal.

Incremento ingesta de proteinas.

Reduccidén de las grasas a menos de 70 gr.

dia.

-
1a.

40%

por =
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4) Restriccién de los carbohidratos cuando sea posible.

Drogas: 1) Acido nicotinico.

2) Clofibrate.

MODO DE ACCION DE LAS DROGAS HIPOLIPEMICAS.

Clofirate.~ Es un bloqueador de la sintesis de colesterol y disminu—
ye la sintesis o liberacién de lipoproteinas del higado, aunque ésta Gltima ac—
cién es dudosa.

D-Thirozine-5édico.~ Baja las concentraciones de colesterol por-
el aumento del metabolismo de éste y de las betalipoproteinas.

Acido nicotinico.- Aunque su mecanismo de accidn no es todavia -
claro, se cree que inhibe la liberacién de los Gcidos grasos del tejido adiposo.

Colesteramina.- Fija los dcidos biliares en el intestino, previ-—
niendo su reabsorcién. Esta disrupcidn del ciclo, enter-hepético lleva un -
incremento en el catabolismo del colesterol y transformacién de los dcidos-
biliares. A altas désis esta resina puede interferir en la absorcién normal -
del colesterol; la colesteramina no se absorbe por el tracto intestinal.

Oxandrolona.- ( Lonavar ) es un anabélico que actla especial--
mente disminuyendo los niveles de triglicéridos. Su mecanismo de accién -
se cree es debido a un aumento de la actividad de liposalipoprotéica. Y -
se usa preferentemente en los tipos Ill, 1V y V de hiperlipoproteinemias.

Se recomienda usar con cuidado a pacientes con lesidn hepdtica

y aquellos con tratamiento anticoagulante.



ANTECEDENTES DE LA DETERMINACION DE TRIGLICERIDOS.

En 1957 Van Handel y Zilversmit (1) propusieron un método qui
mico para la determinacién directa de triglicéridos séricos. Carlson y Wads
trom (2,3 ) en forma independiente propusieron un método similar. Estos 2
métodos se basan en:

a) Extraccién de los lipidos con isopropil éter.

b) Separacién de los fosfatidos por silicagel.

c) Saponificacién completa de los triglicéridos a glicerol y ac.

grasos.

d) La oxidacién del glicerol a formaldehido con exceso de pery
odato y la reduccién de este exceso de peryodato por la adi
cién de una sustancia reductora.

e) Determinacién colomimétrica del formaldeido con d&cido cro—

motrdpico.

Muchos investigadores en diferentes laboratorios emplean estas --
técnicas para la determinacién de triglicéridos en suero, pero algunos de -

ellos han realizado algunas modificaciones para incrementar la especifidad-
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y reproductividad del método. Asi mismo Van Handel y Zilversmit (1), --
Carlson y Wadstrom ( 2,3 ) encontraron que es necesario remover los dci--
dos grasos y Leveille et al (4) remover el colesterol del sistema antes de
la determinacién de triglicéridos como glicerol.

Jagannathan (11) encontré que la cantidad de peryodato especi
ficada por Van Handel y Zilversmit era demasiada. Carlson y Wadstrom --
también reportan la necesidad de mantener la concentracién salina lo mas -
bajo posible, pero para esto Van Handel y Zilversmit emplean el arsznito -
de sodio pora remover el exceso de peryodato.

Frisell y Mackenzie (5) descubrieron en el curso de sus investi_
gaciones que el arsenito interfiere en la produccidn del color al reaccio=-
nar el formaldehido y el Gcido cromotrépico, y recomendaron el uso de bi
sulfito de sodio en lugar del arsenito de sodio como reductor del exceso de
oxidante, y sugirieron también el uso de tiourea al 5% ( 1 ml/det ) antes~-
de la medicién fotocolorimétrica para disminuir el color rojo producido por
los reactivos.

Ademds de todas modificaciones anteriores encontraron que el --
glicerol resultante de la saponificacién es bastante volatil y que se habia -
de tener la precaucién de la pérdida del mismo en la evaporacién del al—
cohol empleado en la saponificacién, asi se han propuesto el uso de P7Og

y de cloruro de calcio entre otros procedimientos; Jagannathan encontré --
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que la adicién de 2 gotas de ac. acético permitia la evaporacién a 55°C,
En 1968 Royer y Howart Ko propusieron el siguiente fundamento
para la medicidén de los triglicéridos séricos:
a) Extraccidén de los glicéridos ( de los fosfalipidos ) por medio
de nonano.
b) Transesterificacién de los triglicéridos con metilato de sodio
en iso-propanol.
c) Separacién del glicerol y los ésteres resultantes por clorofor-
mo.
d) Oxidacidén a formaldehido del glicerol y reduccién del exce
so de oxidante con arsenito de sodio.
e) Reaccién del formaldehido con la acetilacetona para la pro-
duccién de dihidrolutidina compuesto de color amarillo medi

ble fotocolorimétricamente a fluoremétricamente.

Levy y Keylon ( 1970 ) propusieron el uso de arsenito de sodio -
como reductor del exceso de oxidante y en 1973 Gottfried y Rosemberg --
propusieron el uso de heptano como extractor de los triglicéridos y el uso -
de hidréxido de potasio ( saponificacién ) en lugar del metilato de sodio -
sin realizar la separacién de los dcidos grasos resultantes del glicerol antes

de la produccién de la dehidrolutidina.
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En 1968 Eggstein y Schmidt desarrollaron 2 métodos que miden —
D.0., o la extincién en el cercano ultravioleta por la transformacién en—

zimdtica del glicerol; y se basa en la siguiente reaccién:

1.- Glicero + ATP ihm_’ L-Glicerol- 1Fosfato + ADP

alta glicerofosfato-deshidrogenasa

2.- L-Glicerol - -fosfato + NAD

Fosfato de dehidroxiacetona
—fimetil quetal + NADH,

1.- Glicerol + ATP M L-Glicerol-i fosfato + ADP
2,- ADP + Fosfenol piruvato =———————% ATP + Piruvato

3.~ Piruvato + NADH» Lereato defitiragenoy Lactato + NAD.

El presente trabajo consistid en la determinacién de Triglicéridos
por varios métodos:

1.- Ultravioleta ( Eggstein y Krotz ).

2.- Gottfried, S.D. y Rosemberg, B .

3.- DADE ( Roger y Howard ).

4.-  Jagannathan S.N.

1.- ULTRAVIOLETA ( Eggstein y F.H. Krotz ).
Estimar la posible utilizacién de uno de ellos como practico en

el laboratorio por su confiabilidad asi como costo y rapidez.



MATERIAL Y METODO

Material Biolégico.- El material bioldgico utilizado en este trabajo estuvo
constituido por suzro de 100 personas, la mayoria comprendida entre 20 y -

60 afios de edad escogidos al azar.

Toma de la Muestra.- La muestra de la sangre fué obtenida en condicio—

nes basales, y en ayuno de 8 h a 12 h., evitando la actividad muscular -
excesiva antes de la puncién, administracién y/o una situacién de éstres -
ya que estos factores influyen en el metabolismo de triglicéridos.

No debe utilizarse suero hemolizado.

Almacenamiento.~ El almacenamiento por mas de 24 horas en refrigeracién

a 4°C produce un decremento de los triglicéridos.

Se observé que en congelacién permanecen estables 96 horas, --
aunque es recomendable que las determinaciones se efectien en sueros fres
cos. Para proceder a las determinaciones se usé en cada uno de los méto--

dos patrén equivalente a 100 mg% de triglicéridos obtenido de DADE de -

México.
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METODO ULTRAVIOLETA ( M. Eggstein y F.H. Krotz ).
Se llevé a cabo determinacidén enzimdtica de glicerol y triglicé-

ridos en suero ( ultravioleta con NADH ).

Fundamento.- Los triglicéridos mediante la saponificacién son hidrolizados
en Gcidos grasos y glicerol libre. El glicerol es fosforilado con ATP en una
reaccién catalizada con enzima glicerocinasa ( OK ) obteniendo como pro
ducto L-Glicerol-ifosfato y ADP.

Mediante otra reaccidén enzimdtica catalizada por la piruvatoki—
nasa y el ADP, reaccionan con el fosfoenol piruvato obteniendo como pro-
ducto el piruvato y ATP posteriormente el piruvato mas NADH5 reaccionan
catalizados por la dehidrogenasa lactica y se produce lactato y NAD,

La cantidad de NADHp consumida durante la reaccidn es propor
cional a la cantidad de glicerol presente en la muestra. EIl NADH> puede

ser medido por su absorbancia a 340 6 366 nm.

REACCIONES EMPLEADAS EN LA DETERMINACION ENZIMATICA DEL

GLICEROL.
0
CHy - O - C - Ry CHy - OH  Ry- COOH
.cg KOH
CH-0-C=-Ry ? CH - OH + Ry-COOH
CHZ—O-g-R3 CHy - OH Ry COOH

TRIGLICERIDOS GLICEROL ACIDOS GRASOS
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FOSFORILACION DEL GLICEROL LIBRE

CH, - OH CHy - 0 = P=0
N OH
H - OH + ATP GK CH - OH
¢ K,
CH - OH CH,OH
GLICEROL L-GLICEROL _ FOSFATO

REACCION ENZIMATICA AUXILIAR

CO, e} CO,
[} Pk |
C-0-P=0" + ADP —» C=0 + ATP
]
CH, 5 CHj
FOSFOENOL PIRUVATO PIRUVATO
( PEP )

REACCION ENZIMATICA FINAL
COy COOH
| \
C=0 + NADHy —3 Hc‘-OH + NAD
|

CHj CHj

ACIDO LACTICO

PIRUVATO
Il.- Material y Equipo.-
a) Tubos de ensaye de 13 x 100

b) Pipetas serolégicas de 10.5 y 1 ml. graduadas en 0.1 ml.
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c) Centrifuga.

d) Espectofotémetro Coleman Junior II.

Ill.~ Reactivos.-

a) Amortiguador.

b) NADH/ATP/PEP

c) LDH/PK

d) GK

e) Sulfato de magnesio 0.15 M

f) Hidréxido de potasio 0.5 N ( Etanol ).

Preparacion. -

a) Amortiguador ( 0.1 M, trietanol amina pH 7.6-sulfato de -—
magnesio 0.004 M ). Se disuelve el contenido de la botella
No. 1 con 150 ml. de agua bidestilada. La solucién es esta
ble a temperatura ambiente durante 2 meses.

b) NADH/ATP/PEP.- ( NADH 0.006 M, 0.033 M ATP, PEP -
0.011 M ). Se reconstituye el frasco No. 2 con 2 ml,, de
agua bidestilada. La solucidén es estable durante 1 afio a re-
frigeracion.

c) LDH/PK(LDH 2 mg. PK/ml ). Se utiliza la suspensién frasco

3, sin diluir, estable en refrigeracién 1 afio.
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d) GK (2 mg. de GK/ml. ) Se usa la suspensién del frasco -=
no. 4 sin diluir, es estable en refrigeracién durante 1 afio.

e) Potasa alcohdlica ( 0.5 N ).

Hidréxido de Potasio 3.3 g.
Agua bidestilada 10 ml.
Etanol c.b.p. 100 ml.

f)  Sulfato de magnesio ( 0.15 M ).
Sulfato de magnesio .7 HyO 3.7 g.
Agua bidestilada c.b.p. 100 ml.
Premezcla.- 13 ml. de soln. a.
0.5 ml. de soln. b.
0.1 ml. de soln. c.
NOTA.- Mediante la saponificacién obtenemos el glicerol de los triglicé
ridos, en la sangre tenemos glicerol libre en una cantidad constante aproxi
madamente 1. mg.% ( 10 mg% de triglicéridos ), por lo tanto no necesita
mos saponificar para determinar glicerol libre.
De este modo se determina glicerol total ( glicerol de triglicéri-

dos + glicerol libre ).

IV.- Procedimiento.-

Saponificacién. -
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a) Svero 0.2 ml.

b) KOH Etanélico 0.5 ml.

Mezclar e incubar en bafio maria a 55°C-70°C durante 30'

c) Dejar enfriar temperatura ambiente.

d) Agregar 1 ml. de sulfato de magnesio, mezclar y centrifugar.

DETERMINACION DE LA MUESTRA.

e) Pipetear 0.2 ml. de sobrenadante

f) Pipetear 1.05 ml. de la premezcla ( reactivos 1,2 y 3 ), —
leer a los 10 minutos E] en D.O. ( blancos de aire ) a 366
nm.

g) Agregar 0.01 ml., de la suspension 4 leer a los 10 minutos
Ep en D.C. contra blanco de aire a 366 nm.

NOTA: Todas las cantidades son para la determinacién semicrométodo.

V.- Caélculos.-

El volumen total del macro-método 3.14 ml.

El volumen total del micoOmétodo 1.27 ml.

La diferencia es menor del 0.1% y no produce error y por lo --
tanto el factor o factores usados en el macro-método pueden ser usados en
el semi micro-método.

D.O.x V x PM x 8.5 = mg%
CoAb x Dx Vm.
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5 O R Diferencias de lecturas
¥ isamsmuinmsnssmaians Volumen total, 3.14 ml.
PM et e.e.. Peso molecular del glicerol = 92

Coeficiente de
absorbancia ......... 3.3 cm2/mo|a 366 nm.

6.22 cm2/mo|c 344 nm.

D snwsssampasnasunins Trayectoria de la luz 1 cm.

VM sensssmsensssnins Volumen de la muestra = 0.5 ml.

Factor para el glicerol total derivado de la férmula a 366 nm.

D.O. x 149 mg%.

D.O. =E] - Ep

Trigl icéridos. -

( Glicerol total mg%=-1 mg% ) x 0.62 = mg% de TG.

Factor 9.62 se deriva entre la relacién de peso molecular de --
los triglicéridos ( 385 ) y el peso molecular del glicerol ( 92 ) 885/92 =

9.62. Valores normales - de 74a 172 mg% de TG.
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ESPECTRO DE ABSORCION DEL (GLISEROL) NADH
METODO ULTRAVIOLETA

APARATO COLEMAN JUNIOR I
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ESTABILIDAD DE LA REACCION DEL (GLISEROL) NADH,
METODO ULTRAVIOLETA

APARATO COLEMAN JUNIOR II
344-366 nm.

(GRAFICA N°2)
TIEMPO EN MINUTOS
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METODO Gottfried S.D. y Rosemberg. S.

|.- Fundamento.- La extraccién es hecha con iso-propanol, seguida de una

absorcién de las sustancias que puedan interferir en la determinacién por —

medio de heptano-n, luego.una saponificacién para liberar el glicerol, es-

te se oxida con meta-peryodato, para formar el formaldehido el cual se --

condensa con acetilacetona, para formar un derivado amarillo, la dehidro—

lutidina que se proporciona a la concentracién del formaldehido transforma

do, medible colorimétricamente a una longitud de onda de 425 nm.

EXTRACCION

CHp - O - % -R
CH - O -gc? -R

CHp - O - 8 -R
TRIGLICERIDOS

CH, - OH

i

CH- OH +
i

CH,- OH

GLICEROL

+ CH - OH ——

ISOPROPANOL

CH3
]
]
CH3
OH
HO \ OH
>1<
HO OH
PERYODATO

TRIGLICERIDOS

CHy - OH
i
i CH - OH
\
CH, - OH
GLICEROL
o OH
CH,0 OH
'8 N }./
cho” ||\ OH +H,0
o)
CH,OH

" COMPLEJO DE ADICION
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CH20O OH
N\ /__oH

CH,O O

O
)
CHO —~ I — H2CO + HCO + ‘I-O' + HyO
I~ OH CH,0 O
9 T
'e) (@) 1]
Y ple — C-CHy4

u

CH; W™ cHy

FORMALDEHIDO ACETIL ACETONA DEHIDROLUTIDINA

Il.-  Material y Equipo.-

a)
b)
c)
d)

e)

Tubos de ensaye 13 x 100

Pipetas seroldgicas de 10, 5y 1 ml. graduadas en 0.1 ml.
Bafio serolégico.

Espectofotémetro Coleman Junior I,

Suero sanguineo.

I11.- Reactivos.-

1)
2)
3)

4)

Meta peryodato de sodio.

Acetato de amonio.

Acetilacetona.

Solucién patrén de reserva de trioleina.
Hidréxido de potasio 6.25 M.
Heptano-n.

Iso-propanol G.R.
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8) Ac. sulfirico.

Preparacién. -

1) 6 g. m-peryodato de sodio a 1,000 ml. de HyO incluyendo
50 ml. de ac. acético glacial.

2) Acetato de amonio 2M.-150 gm. de acetato de amonio c.p.b.
1,000 ml. de HpO ( estable indefinidamente ).

3) 1.5 ml. de acetilacetona de 200 ml. de acetato de amonio=
2M ( se debe preparar 1 hr. antes de su uso, estable 3 sema
nas en refrigeracién ).

4) Solucién patrén de reserva de trioleina.- 100 gm c.b.p. —
100 ml. de iso-propanol.

5) Solucién patrén de trabajo de trioleina.~ 2.5 ml de solu-—
cidén patrén de reserva de trioleina c.b.p. 25 ml. iso=propa-
nol equivalente a 100 mg de triglicéridos ( estable 6 sem ).

6) Hidréxido de potasio 6,25 M.- 406 gm c.b.p. 1,000 ml de

agua.



IV.- Procedimiento.~-
Suero
Patrén
Agua
Heptano-n
Iso-propanol

ac. sulfirico

38

BLANCO

0.5 ml
2.0 ml
3.5 ml

1.0 ml

PATRON

0.5 ml
0.5 ml
2.0 ml
3.0 ml

1.0 ml

PROBLEMA

0.5 ml.

2.0 ml
3.5 ml

1.0 ml

Mezclar 30 seg., separar las fases por centrigufacién pasar de -

la fase superior a otra serie de tubos marcados.

Fase superior
Iso-propanol

Potasa

Incubar a 70°C 10'
m-peryodato de sodio

Acetilacetona

BLANCO
0.4 ml
2.0 ml

0.05ml

0.2 mi

1.0ml

Tapar e incubar a 70°C 10 minutos

PATRON
0.4 ml
2.0 ml

0.05ml

0.2 ml

1.0 ml

PROBLEMA
0.4 ml
2.0 ml

0.05ml

0.2 ml

1.0 ml

Enfriar a temperatura ambiente, leer a 425 nm con el blanco de

reactivos.

V.- Calculos.-
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D.O. del problema
D.O. del Patrén

x 100 = mg% de TG

Valores Normales.- 42 a 167 mg% en ayuncs.
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METODO DADE ( Roger y Howard )

I.- Fundamento

Los triglicéridos son extraidos del suero con nonano el cual ex--
trae los triglicéridos pero no los fosfolipidos. El glicerol es liberado por —
una trasesterificacién con metilato de sodio 0.1 M en iso-propanol, luego
es oxidado a formaldehido con meta-peryodato de sodio, el exceso de éste
es reducido con arsenito de sodio. El formaldehido reacciona con la aceti-
lacetona para forma dehidrolutidina de color amarillo, medible fotocolori--
métricamente a 425 nm. La dehidrolutidina formada es proporcionar del for

maldehido transformado.

Il.-  Material y Equipo.-
a) Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
b) Pipetas serolégicas de 10, 5y 1 ml graduadas en 0.1 ml.
c) Bafio serolégico.
d) Espectrofotémetro Coleman Junior 1.
e) Centrifuga clinica.

Material biolégico: Suero sanguineo.

I1l.- Reactivos.

1.- Ac. sulfdrico.
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2.- Reactivo de extraccién ( nonano-n )

3.- Reactivo de oxidacién ( soln. de meto-peryodato de sodio ).

4.- Reactivo reductor ( soln. de arsenito de sodio ).

5.- Amortiguador ( soln. de acetato de amonio ).

6.~ Reacfivlo de color.

7.~ Patrén de triglicéridos.

8.~ Cloroformo.

9.- Reactivo tranesterificador ( metilato de iso-propanol ).

Preparacién. -

1.- Ac. sulfirico 0.8 m.
4.4 ml. de ac. sulfirico concentrado ( 98% ) cbp. 100 ml.
( precaucién ).

2.- Ac. sulfirico 0.04 M. 15 ml. de la soln. anterior c.b.p.
100 ml. de H2O bidestilada.

3.- Reactivo de oxidacidn.
6 gm. de meta-peryodato de sodio a 1,000 ml. de agua bi
destilada.

4.- Reactivo reductor ( Arsenito de sodio ).

5.- Reactivo amortiguador de color ( soln. de acetato de amo-

nio ).
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6.- Reactivo de color.
Adicionar 1 gota ( 0.05 ml ) de reactivo de color en solu-
cién del amortiguador de acetato de amonio ( preparar por
lo menos 15 minutos antes de la prueba ).

7.~ Solucién patrén de triglicéridos.
Solucién de trioleina en nonana o en cloroformo equivalen-
te a 100 mg.% de triglicéridos.

8.~ Transesterificador.

Metilato de sodio 0.1 en iso-propanol.

Procedimiento.=

PROBLEMA PATRON BLANCO

Reacc. Extraccidn 2.5 ml 2.4 ml 2.5 ml
Ac. Sulfiruco 0.04 M 0.5 ml. 0.5 ml 0.5 ml
Agua o 0.1 ml 0.1 ml
Suero Problema 0.1 ml

Tapar y mezclar por 15 segundos y dejar reposar 1 minuto para -

separar las fases, centrifugar si es necesario.

Transferir de la fase sup. 0.5 0.5 ml 0.5 ml
Reac. de trasesterificacién 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml

Tapar, mezclar e incubar a 60°C 15 minutos
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Ac. sulfirico 0.8 M. 1 ml 1 ml 1 ml
Cloroformo 2 ml 2 ml 2 ml
Tapar, mezclar, dejar reposar, centrifugar si es necesario.
Transferir de la fase sup. 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml
Reac. oxidar’ﬂe 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
Dejar reposar 10 minutos

Reactivo de reduccién 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
Mezclar y dejar reposar 5 minutos

Reactivo de color 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml
Mezclar e incubar a 60°C 10 minutos.

Enfriar o temperatura ambiente; leer a 425 nm.

V.- Calculos.-

D.O. del problema
D.O. del patrén x 100 = mg% de TG

Valores normales: de 30 a 135 mg. de TG en 12 hs.
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METODO  Jagannathan, S.N.

.- Fundamento. -
Se efectia una extraccidn cuidadosa de los triglicéridos, para —
evitar la interferencia de las restantes fracciones lipidicas; una vez aisla--

dos los triglicéridos se realiza una transesterificacion para obtener glicerol.

acido

R'- COOR + R" - OH §5i995 R - COOR" + ROH

1]
CHy - O -C - R CHy - OH  CH,-COOR,
Q '
CH -0 - C- Ry + CHyoH NaOH CH - OH + CH -COORy
9 3 dcido I
CHy - O - C - Rg CHy - OH  CHy-COOR,
TRIGLICERIDOS METANOL GLICEROL  METIL ESTERERAS

En seguida escisidn de un dtomo de carbono del glicerol por el -
ion-peryodato ( sédico ), en este proceso el dtomo de carbono perdido se -
convierte en formaldehido, este mecanismo de reaccién depende de la for--

ma hidratada del ion peryodato como se muestra en la siguiente reaccién:

OH
iR ol o Y cn,0 i
! H H
CH -OH  + >I< SN <i:/OH
' HOY w “OH cHo—=T
CHy - OH o) \ 4" “NoH

CH,OH

GLICEROL PERYODATO A .

COMPLEJO ADICION
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Dos de los grupos hidréxilo del ion peryodato hidratado se con--
densan en dos grupos hidroxilos adyacentes, con eliminacién simultdnea de
una molécula de agua, la estructura ciclica resultante es relativamente ines
table y se descompone por una ruptura de un enlace carbono-carbono, en—
tre dos Gtomos del g|ic¢;ro| adyacentes; de este modo el resto del complejo
se vuelve aln més inestable y se descompone para dar formacién a un ion

yodato, aldehido glioxilico y formaldehido.

r.CH20 CH o)
\ \ OH ]
CHO I( —— Formaldehido + I - O7 + H,0
B OH + 3
CHQO,H O
L J H - CO i6n yodato
Lo
COMPLEJO DE ADICION GLIOXAL

Cuando se trata el formaldehido con una solucién de Gcido cro—
motrépico ( ac. 4,5 dihidroxi-2,7 naftalensulfénico ) en ac. sulfirico se -
forma un complejo color de rosa de composicién desconocida; la absorban—
cia de la solucién colorida es directamente proporcional a la cantidad de -
formaldehido formado y sigue la ley de Beer.

La extraccidn de los triglicéridos debe ser cuidadosa ya que estd
sujeta a la interferencia de otras sustancias que pueden reaccionar con el -

peryodato, entre éstas estan la glucosa, algunos amino dcidos que pueden -



48

proceder de fosfatidos y algunas reacciones lipidicas. La extraccién depen-
de de cada método, en éste es usado el cloroformo seguida de una adsor--
cién de las sustancias de interferencia con Zeolita o Permutita, después --
una saponificacion o trasesterificacion para liberar el glicerol y reaccionar
con peryodato, el exceso de éste es reducido con bisulfito de sodio y el -

desarrollo de color con acido cromotrdpico.

Il.-=  Material y Equipo.-
a) Tubos de ensaye de 15 x 150 ml.
b) Pipetas serolégicas de 10,5 y 1 ml. graduadas en 0.1 ml.
c) Bafio serolégico.
d) Espectofotémetro Coleman Junior Il

Material biolégico: Suero sanguineo.

Ill.- Reactivos, -
1.~ Reactivos hidréxido de potasio.
2.~ Ac. sulfirico.
3.- Ac. acético.
4.~ Meta-peryodato de sodio.
5.~ Bisulfito de sodio.
6.- Ac. cromotrépico.

7.- Tiourea.



49

(o]
1

Leolita o permutita.
9.- Etanol absoluto.
10.- Cloroformo G.R.
11.- Eter de petréleo.

12.- Solucién patrén de triglicéridos de concentracién a 100 mg%.

Preparacién:
1.- Hidréxido de potasio en soln. acuosa.
Pesar 2.5 gr. de KOH, disolver en H2O y llevar a 100 mi.
2.- Ac. Sulfirico 0.7 N.
Diluir 19.5 ml. de acido sulfirico y llevarlo a 1,000 con
agua bidestilada.
3.- Ac. acético al 6% en soln. acuosa.
Llevar 6 ml. de ac. acético a 100 ml. con agua bidestila_
da.
4.- Meta-peryodato de sodio 0.025 M.
Diso|ver 535 ng. de meta-peryodato de sodio con agua y -
doluir a 100 ml.
5.~ Bisulfito de sodio al 10% en soln. acuosa.
Pesar 10 gm, de bisulfito de sodio, disolver y llevar a 100

ml. con agua destilada.
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6.- Ac. cromotrépico.

Soln. A) A 300 ml. de agua afiadir 600 ml. de ac. sulfirico concentrado
( poco a poco y enfriando ).

Soln. B) Disolver 2.24 gm. de 4,5 dihidroxi-2,7 naftalendisulfénico sal -
modo sédica en 200 ml. de agua guardar en refrigeracion y dese
char cuando toma color rojizo.

Soln. C) Mezclar las 2 soluciones anteiores, guardarla en botella de co—
lor dmbar en refrigeracién. Estable 2 semanas ( generalmente se
prepara la décima parte: 90 ml. de A y 20 de B ).

7.- Tiourea al 5% en soln. acuosa.

Llevar 5 gm. de toiurea a 100 ml. de agua destilada.

IV.- Procedimiento.
1.- En un tubo que contenga 3 gm. de permutita y 2 ml. de -
cloroformo, agregar 0.3 ml. de suero, agitar fuertemente.
2.- Afiadir 13 ml. de cloroformo, tapar y agitar bien por 5 mi
nutos, centrifugar a 1,500 rpm. por 5 minutos.
3.- Rotular tres tubos.
BLANCO PATRON PROBLEMA
Cloroformo 5.0 ml

Patrén 5.0 ml
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Sobrenadante 5.0 ml
Evaporar el contenido a 60°C
KOH 0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml
Etanol 1 ml 1 ml 1 ml
Mezclar por (rol'acién asegurdndose que las paredes de los tubos -
sean lavadas; incubar a 60°C 30 minutos.
Ac. Acético 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
Mezclar por rotacién; evaporar a sequedad a 55°C ( puede dejar
se toda la noche ).
Eter de petréleo 10 ml. 10 ml 10 ml
Ac. Sulfirico 3 ml 3 ml 3 ml
Tapar y agitar bien ( la capa etérea contiene lipidos y ac. gra-
sos ) ( la capa dcida inferior contiene el glicerol ).
Descartar lo mas posible de la capa etérea aspirdndola y medir 2
ml de la capa dcida tapar y colocar en el bafio a 60°C, 15 minutos.
Soln. de metaperyodato 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml

Mezclar y dejar reposar 10 minutos.

Bisulfito de sodio 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
a mezclar
ac. cromotrépico 10 ml 10 ml 10 ml

Mezclar, tapar y poner en agua hirviente por 30 minutos en la -
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obscuridad. Enfriar.
Tiourea 1 ml. 1 ml. 1 ml.
Mezclar fuertemente, leer en espectofotémetro a 570 nm contra -

blanco de reactivos.

V.- Cdlculos.

D.O. del Problzj,mc x Conc. del patrén = mg% de
D.O. del Patrén 16

Valores normales: de 0 a 160 mg. %.
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RESULTADOS
NO. MUESTRA UV (EGGSTEIN) GOTT DADE(ROGER JAGANNATHAN
Y HOWARD)
(mg % DE TRIGLICERIDOS)
1 52 50 60 77
2 53- 48 58 65
3 73 62 75 76
4 74 70 77 83
5 78 76 75 80
6 78 79 80 92
7 80 75 83 21
8 80 86 85 99
9 86 80 90 115
10 92 .76 81 120
11 92 85 80 105
12 96 81 80 110
13 97 87 923 105
14 97 90 102 104
15 100 105 100 110
16 101 95 21 110
17 101 95 90 110
18 101 105 109 120
19 103 101 100 110
20 103 108 103 120
21 103 99 108 119
22 104 98 96 115
23 104 102 102 116
24 105 110 82 116
25 109 110 98 120
26 110 113 117 128
27 115 119 90 95
28 115 107 105 125
29 117 125 113 122
30 119 115 120 128
31 120 123 126 135
3 125 124 120 135
33 127 119 116 136
34 129 120 130 135
35 130 134 121 150
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37
38
39

41
42
43

45
46
47

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

61
62
63

65
66
67

69
70
71
72
73
74
75

76

131
131
131
134
135
135
135
136
138
139
140
142
143
143
144
145
1145
1148
150
150
151
152
152
156
159
159
159
160
162
163
164
164
165
166
168
169
169
170
170
170
172
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120
140
121
139
156
120
125
130
138
130
129
145
135
136
147
139
140
144
153
165
147
142
143
155
159
140
159
150
147
150
170
160
191
140
147
157
174
162
155
185
167

100
130
130
125
186
123
125
133
140
131
131
145
152
135
150
135
150
150
189
170
140
130
150
152
145
155
170
150
142
140
174
165
173
160
159
163
172
172
146
164
175

135

~135

142
150
170
130
145
155
150
152
149
157
159
153
170
158
170
142
170
169
165
160
186
172
150
150
157
204
168
188
185
175
183
170
150
160
182
190
210
167
180
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78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
21
92
93
94
95
96
97
98
99
100

176
176
177
178
178
185
190
191
192
196
200
209
200
209
211
225
227
246
252
255
275
275
285
302
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170
170
160
153
160
178
200
192
182
192
193
204
199
204
203
200
220
238
254
260
275
250
296
290

168
168
175
183
175
176
180
201
199
199
190
211
190
211
210
230
214
235
246
250
250
270
290
280

180
180
195
200
195
196
200
210
202
218
209
235
209
245
230
240
235
260
260
269
260
300
297
300



58

CALCULOS ESTADISTICOS DE CADA METODO:

( ULTRAVIOLETA, GOTTFRIED, DADE, JAGANNATHAN )

En el calculo estadistico de cada método se utilizaron las siguien
tes formulas:

x = 'ETX ; en donde

x = cada uno de los valores hallados.

‘

= Suma
n = no. total de los valores hallados.
x = valor medio.

(= EY
D.S. = —Ln—x—; en donde

la diferencia entre el valor medio ( x ) y cada uno de

x
1

x|
Il

los valores (-x ) observados.
D.S., = Desviacién estandar.,
E.S., = i ; en donde

‘3‘

E.S. = Error estandar.

R.L. =y =ax + b ; en donde
a = es la pendiente.

b = ordenada al origen.

x, y = son las variables.
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2 2
- + -
D.S. =‘ R b L £ Y
ny tnp -2

x] = x] = a la diferencia entre el valor medio ( x ) y cada uno

de los valores ( x ) o sea la desviacién de la media -
de un método.

X = %) = desviacién de la media del segundo método.

ni = no. de observaciones y nos. de los grados de libertad.

X1 =% ny n2
= n1+ ny

CALCULO ESTADISTICO DEL METODO ULTRAVIOLETA
( M. EGGSTEIN Y E.H. KROTZ )
x = 146.9600

D.S.= 54,52

CALCULO ESTADISTICO DEL METODO GOTTFRIED
x = 112.5

D.S. = 54,3512

CALCULO ESTADISTICO DEL METODO DADE

( ROGER Y HOWARD )



D.S. = 56.947

CALCULO ESTADISTICO DEL METODO JAGANNATHAN

x = 160.04
D.S. = 57.27
CALCULOS ESTADISTICOS, COMPARACION DE UN

METODO CON OTRO METODO ( ULTRAVIOLETA, -
DADE, GOTTFRIED, JAGANNATHAN ), REGRESION

LINEAL.

ULTRAVIOLETA ( M. EGGSTEIN, F.H. KROTZ ) - GOTTFRIED

y =ax +b
a = 0.9898
b =5.9169
x; y = Son variables

R(x,y)= 0.987
E.S.= 8.62

f] = 0.579

DADE - GOTTFRIED

y =ax =b

1.0218

a

1.1419

5
Il
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x, y = Son variables.
R(x,y) = 0.975

E.5. =12,653

ty = -0.250

JAGANNATHAN - GOTTFRIED.

y =ax +b
a = 0,9833
b =19.9227

x,y = Son variables

R(x, y)=0.933

E.S. = 20,713

ty -2,22]

ULTRAVIOLETA ( M. EGGSTEIN F.H, KRTOZ ) - DADE ( ROGER,

HOWARD ).
y =ax + b
a = 0.9331
b =12.1549

x,y = Son variables
R(xy)=0.974

E.S;

12.305

-0.316

t4
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ULTRAVIOLETA ( M. EGGSTEIN F,H, KROTZ ) - JAGANNATHAN

y =ax * b
a = 0.9949
b = 13.8362

x,y = Son variables
R ( X,y ) = 0.947
E.S. = 18.474

t = -1.654
5

DADE ( ROGER, HOWARD ) - JAGANNATHAN

y =ax tb
a = 0.9433
b = 23.7610

xy = Son variables
R(xy)=0.938
E.S. =19.97

tg = =1,928

CALCULOS ESTADISTICOS ( T ) DE STUDENTS.

Hay una diferencia significativa entre los Grupos a un 99%.

Si T de Students de los Grupos son:



= -0.579

= 0,250

-2,221

-0.316

= -1,654

-1.928
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DISCUSION

Al hacer la revisién sobre los resultados obtenidos por los 4 métodos
observamos que en los métodos Ultravioleta y Gottfried, los valores
son ligeramente mds bajos ( 10-15% ) comparados con los métodos -
DADE y Jagannathan, valores que en realidad no interfieren en la=
estimacidén clinica de un paciente. Sin embargo, podemos observar -
que en las muestras ( 16-17-24-27 ) del método DADE, exisre'n va-
lores mas bajos que en los métodos de Ultravilleta y Gottfried, es—
to es probable debido a las dificultades técnicas a causa del nime-

ro de bases que se lleven en los diferentes métodos.

La Estabilidad de la reaccién y espectros de absorcién de los 4 mé_
todos, nos damos cuenta que segin grdfica (1) Método Ultraviole-
ta, la absorcién maxima la tenemos a 344 y 366 nm y por lo cual

se escogié la de 366 nm debido al aparato usado ( Coleman Junior
I1') siendo la estabilidad de la reaccién ( gréfica 2 ) estable por -
25 minutos minimo; en el método Gottfried y DADE, de acuerdo al
espectro de absorcidén ( grafica 3 ) a 425 nm es la mayor absorban-

cia de la reaccién colorida de acuerdo con la estabilidad de la ~--
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reaccién ( gréfica 4 ) podemos efectuar la lectura a partir de los -
5' y el valor permanece durante varias horas.

En el método Jagannathan de acuerdo al espectro de absorcién -
( gréfica 5 ) la maxima absorbancia se produce en la cual nosotros
vimos a 570 nm; y la estabilidad de la reaccién segin ( gréfica 6)
se inicia a los 10' de efectuada la reaccién colorida permanciendo

més alld de los 25'.

[ll.= Al efectuar la regresién lineal de los métodos comparados de acuer
do a los célculos estadisticos utilizdndose las graficas ( 7,8,9,10, -
11,12 y 13).

REGRESION LINEAL (T) DE STUDENTS

Ultravioleta/Gottfried R = 0,987 ' T1 = 0.579
Dade/Gottfried R =0.975 T2 = 0.250
Jagannathan/Gottfried R =0.933 T3 = 2,221
Dade/Ultravioleta R =0.974 T4 = 0.316
Jagannathan/Ultravioleta R = 0.947 T5 = 1,654
Jagannathan/Dade R =0.938 T6 = 1.928

De acuerdo con esta la hipétesis es la siguiente:
Ho: M; = My y no hay diferencia esencial entre los grupos.

Hi: My f My y si hay diferencia esencial entre los grupos.
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Con un ensayo bilateral al nivel de significacién del 0.01 se eli
minaré la hipdtesis Ho, si T se encuentra fuera del rango t 0.995 a t =-=-=
0.995, y que para ( N1+N2-2) = 100+100-2 = 198 grados de libertad, -to.
995 a t0.995 = 258 a 258 leido en tablas de acuerdo con los grados de li
bertad, asi pues no se puede rechazar Ho ya que se encuentran foda§ las =
( +1,t2,t3,t4,t5,t6 ), dentro del nivel de significacién 0.01 6 sea 99% de
confianza por lo que se deduce que no hay diferencia significativa entre =
la determinacién de los grupos, y por los datos obtenidos estadisticamente =
de los métodos estudiados podemos utilizar cualquiera de ellos para la de—
terminacidn de triglicéridos ya que no se observa diferencia significativa -

en ninguno de ellos.

IV.- Por Gltimo nos queda la comparacidén de los métodos en cuanto a ==
costo, el método Ultravioleta fué determinado con equipo comercial
de Boehringer Manheim con un costo de $1,099.00 por 100 determi-
naciones, costo aproximado de cada determinacién $11.00 de acuer-
do al método.

El método de DADE se utilizé equipo comercial con un valor de
$1,000.00 por 100 determinaciones, costo por cada determinacidn de
$10.00

El método de Gottfried se prepararon los reactivos segin el méto
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do y con un costo por cada determinacién de $ 3.00.

Para el método de Jagannathan, también fueron preparados los —
reactivos dando un costo por determinacién de $ 9.00.

De acuerdo a la metodologia, nos podemos dar cuenta del tiem—

po aproximado que se toma para efectuar cada determinacidn.

En el método de: Se emplearon:
1) Gottfried 30 minutos
2) DADE 55 minutos
3) Ultravioleta 60 minutos

4)  Jagannathan | 24 horas



RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se tratan generalidades sobre lipidos haciendo hincapié sobre los
triglicéridos por la importancia de las lipidemias.

Se describen el material y métodos empleados con detalle de:

1.- Método de Ultravioleta de Eggstein.

2.~ Método de DADE de ( Roger y Howard ).

3.- Método de Gottfried y Rosenberg, y

4.~ Método de Jagannathan.

Se reportan los resultados de cada uno de ellos.

Se reportan los célculos estadisticos empleados donde encontra--

mos:
X = Valor medio.
DS = Desviacién standar.
ES = Error standar.
RL = Regresién lineal.
T = T de Students.

Discusién sobre los métodos.

Por lo anteriormente expuesto, y por los resultados observados en
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la prdctica, podemos pensar, que el método de Rosenberg y Gottfried es el
més facil de emplear en el laboratorio de andlisis no especializado, como-

2 ayuda al clinico en el tratamiento y diagndstico de las hiperlipidemias.
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