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INTRODUCCIGON

En la actualidad, ss ha dado gran interés al estudio de las
hiperlipoproteinemias, con el propfsito de mejorar el diagnbéstico de-
los trastornos en el metabolismc de los l{pidos.

La importancia fundamsntal en la determinacién de las 1ipo-
proteinas ha sido reconocida rscientemente como un apoyc a la preci--
s1én del diagnfstico clinico, siempras que se presenta una dislipopro-
teinemia.

Se han mencionado dos tipos principales de padecimientos de-
esta {ndole: a) Tipo primario & idiop&tico, de causa desconocida, ---
que probablemente esté determinado genéticamente como una enzimopatia
congénita, v b) Tipo secundario, sintomatico, relacionado con enferme
dades metabblicas 6 de otro tipo (diabetss, hepatitis, pancreatitis,-
nefrosis, arteriosclerosis, etc.)

El principal objetivo de esta tesis es el de establecer una-
comparacibn cuantitativa del estudic de las Beta lipoprotefnas por --
los dos métodos diferentes: 10.) La Inmunodifusibn redial que es un -
método especifico, en donde existe una relacifn antigeno/anticuerpo,-
entre la Beta lipoproteina sérica y el sueroc antibetalipoproteina di-
suelto en una placa de agar, y en la que resulta un halo de difusibn-
visible y susceptible de medicifn, que se determina por extrapolacibn
con una curva esténdar y sl 20.) La precipitacién de las Beta lipoprg
teinas por medio de polianiones como la heparina, en presencia de un-
catibn bivalente, siendo la precipitacibn selectiva y completa, sin--
la necesided de acudir a ultracentrifugacibn.



Este estudio se realizf en clen personas, tanto hombres como
mujeres clinicamente "sanos" y con edades diferentes, obteniéndose -
un patrén de vaelores de refersncia, que se comparb con los valores -

obtenidos en el estudio de cincuenta pacientes de diversos padacimien
tos.
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HISTORIAR

Una de las actividades cientificas més sobresalientes hasta
la fecha es el estudio de las lipoproteinas, cuyo conocimiento se ha-
incrementado respecto a su composicifn, funcifin y metabolismo, lo que
nos proporciona bases fundamentales para comprender la etiologia y pa

togenia de sus desfrdenes.

Gufman1 y colaboradores, en 195k,Ihacen una evaluacibfn del-
transporte de las lipoproteinas, tanto en persbnas sanas como en pa--
cientss con trastornos metabflicos y enfermedades arteriales del cora

zbn.

anckaz, 1955, describié la electroforesis en papel, como -

un método cuantitativo de las lipoproteinas del suero, desarrollando-
una técnica de tincibn apropiada.

Burstein y Slmaille3, en 1958, perfeccionan un método de --
cuantificacibn de Beta lipoproteinas, en presancia ds CaCl,, con una-
fuerza ifnica adecuada, donde la heparina precipita las lipoproteinas
de baja densidad del suero de pacientes no lipémicos, siendo un proce

8o puramente guimico y selectivo.

Por medio de electroforesis de papel, Lees y Hatchb, an - =
1963,'hacen 1a separacifn de las diferentes familias de lipoproteinas,
usando un amortiguador con alblmina.



Las caracteri{sticas inmunolfgicas de las Beta lipoproteinas
son estudiadas, en 1964, por Walton y Darkls. Simulténeamente, Fishar
y Gurin6 demostraron, con respectc a la estructura de las lipoprotei-
nas, la unién covalente que existe entre la porcibn peptidica de sllas
con los &cidos grasos.

En 1965, Cauley7 usa la electroforesis en gel y el método -
inmunolégico, para establecer la inmunoelectroforesis, haciendo com--
prensible el estudio de las lipoproteinas.

Levy vy Fradrickaona, en 1966, exponen la relacifn existente
entre las lipoproteinas y el transporte de lipidos en la abetalipopro
teinemia, que es un sindrome familiar donde la produccién da las Beta
lipoproteinas 6 Beta apoproteina, se ve afectada por mutacibfn.

Coles vy Uarheydan9 desarrollan la electroforesis de las 1i-
poproteinas en cellogel, usando una técnica de tincién con negro de -
sudén, en 1967.

En el mismo afig, Fredrickaon1n y colaboradores reportan una
revisibn completa sobre la estructura, funcifin y metabolismo de las -
cuatro familias de lipoproteinas, describiendo los patrones hlectrofg
réticos correspondientes a cada una de las elevaciones que se presen-

tan.

En 1568, Chin y Blandanhnrn11 utilizan la elsctiroforsesis de

lipoproteinas, cuyoc soporte fué acetato de celulosa, con el colorante



rojo oleoso O.

Un afio después, R.G. Houston 2 basado en el método original
de Boyle, hace la determinacién de las Beta lipoproteinas, modificén-
dolo para aumentar la sensibilidad y estabilizar sus componentes, dan
do los resultados en mg/ml de sangre, @ cembio de las unidades origi-
nales K-agar.

En 1970 se publica un método répido para aislar las Bata 1i
poproteinas y Prebeta lipoproteinas, por pracipitaciﬁn con polianiones
como la heparina y un catibn bivalente MgClz, con sacarosa 6 MnCl2 y=-
la precipitacibn de las Alfa lipoprotsinas llsvade a cebo con ambos =
reactivos, ya sea con sulfato de dextrana y HnClz 6 fosfotungstato de
sodio vy HgClz, confirmando M. Burstain13 y cols., qus sl aislamiento-
de estas lipoproteinas fué libre de la contaminacifn por otras protef
nas, probado por métodos inmunol6gicos y electroforéticos.

Wilcox, Davis y Deimberg1“, aislaron, en 1971, las principa
les familias de lipoproteinas del plasma humano usando rotores de zo-
na Ti 14 y Ti 15, en un proceso répido, cuantitativo y menos laborio-
so que las técnicas seriadas, obtenifndose lipoproteinas no contamina
das por otras proteinas del suero, evitando lavados extensivos.

En 1972, Fraedman15 y colaboradores cuasntifican las Beta 11
poproteinas bajo ciertas condiciones y guiéndose por el contenido de-
colesterol, cuya estimacifn fué comparada con la de Fredrickson favo-

rablemente.



Seidel, en 1973, cé a conocer los Gltimos avances en las in
vestigaciones de lipoproteinas, enfocando los aspectos biocquimicos y-
clinicos.

Haciendo una separacifn electroforética de las lipoproteinas,

Gros17

y cols. usan varios medios de soporte como acetato de celulosa,
agarosa y poliacrilamida, haciendo un estudio comparativo de cade una-
de ellas.

Nemall18 (1973) y Canal J. A.19, en 1974 hacen una valoracién
préctica para la determinacifn de las Beta lipoproteinas por medio de -
la nefelometria, basado en la propiedad de floculacién selectiva, con -
la adicibn de sulfato de polisécarido y un catifn bivalente, cuya turbi

dez es medida en el fluonefelémetro.



LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD

Las lipoproteinas de bsja densidad, denominadas también como-
Beta lipoproteinas por su movilidad electroforética, son las fracciones
més sbundantes en el plasma humano; sintetizadas por el higado y quizés
también por las célules de la mucosa intestinal; su densidad y tamsfio -
es intermedia entre las lipoproteinas de alta densidad y las lipnprotqi
nas de muy baja densidad. Sobresalen por su altoc contenido en coleste--
rol y ésteres, y su importancia fisiolégica estriba en términos del - -
transporte del colesterol, tisnen gran significacifn en la patogénesis-

de la aterosclerosis.

AISLAMIENTO, COMPOSICION Y ESTRUCTURAZ 1+22-

Los métodos utilizados para su aislamiento fueron la ultracen
trifugacifn, la precipitacibn y el anflisis inmunolégico, definiendo el
tipo lipoprotéico al que pertenecen. Mientras mayor es una molEcula de-
lipoproteina, mis lipidos contiene y menor resulta su densidad y conte-
nido protéico; sblo resultan més ligeros los guilomicrones, que contie-
nen 95 & 98% de 1{pidos; todes las demés tiensn una densidad superior a
la unidad y precipitan cuando se centrifugan en agua; en cambio, si se-
usa solucibn salina con densidad superior a la propis, flotan, por lo -
tanto, la centrifugacifn y flotacibn en soluciones salinas de diferentes
densidades se utiliza para el anfilisis de las lipoproteinas, répnrtandn
para las Beta lipoproteinas densidades de 1.006-1.063 g/ml, siendo més-



frecuentemente sncontrarlas - el rango de 1.019-1.063 g/ml, el conte-
nido de 1ipidos fué de 75-78%, proteinas de 20-22%, y carbohidratos de
3-5% (fig. 1).

Los primeros que estudiaron sl peso molecular de las LBD fue
ron Toro-Goyco y Bjorkliend-Katz, quiénes reportaron valores de 2.55 -
por 106 y 2.8=3.0 x 106,raspect1vamanta.

Por microfotografia electrfnica, las Bata lipoproteinas pre-
sentan una estructura esférica, con un difmetro aproximado de 200-290-
ﬂ, se observa una superficie granular por medio de tincibn negativa, vy
en ocaciones se ha observadoc una estructura fina.

Pollar y cula.22 determinan una ultraestructura para las li-
poproteinas de baja densidad por medio de microscopia electrfnica, in-
terpretando imégenes que representan 20 subunidades protéicas globula-
res, con un difmetro de 50 R , arregladas en un patrbn dodscaedro, con
una simetria icosaédrica total. La interpretacifin estuvo basada en un-
mapa de isodensidad de tres dimensiones, construido de las microfoto--
grafias electrbnicas, donde la fosfolipasa C causa la agregacibn de --
las LBD, implicando gue los fosfolipidos estén en la superficie ocupan
do los lados del dodecasedro y los 1{pidos, menos polares, ocupan 8l --

centro de la molécula.

Forte y Nichnls22 sugieren una subestructura filamentosa, pg
siblemente formando una superficie en forma de red, por la organizacifin
de les proteinas y fosfolipidos en las LBD.
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COLESTEROL

47°%/0

PROTEINA TRIGLICERIDOS

FOSFOLIP!IDOS

o
DENSIDAD ”

1006 - 1.063
ELECTROFORESIS

ULTRACENTRIFUGACION

PREPARATIVA
b)
!
S¢ 20 12 0
ULTRACEN TRIFUGACION
ANALITICA
*
Fig. 1  (a) Composicién de las lipoproteinas de baja densidad

(b) Comportamiento de las Beta lipoproteinas en la -
ultracentrifugacién preparativa y analitica.
(c) Electroforesis de zona.

(*) Biochemical Society Symposia, Namero 33, pag. 20, 1971,
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Las lipoproteinas de baja densidad no son de composicibn es-
tereoquimica constante y ello posiblemente obedece a la debilidad rela
tiva de las fuerzas intramoleculares, permitiendo la extraccibn de los

1ipidos menos polares con solventes tales como el &ter.

Se chservd una disminucibn en 1la relacibn colesterol/fosfoll
pidos y colesterol/proteinas en personas que recibieron una dieta rica
en grasas poliinsaturadas (Spritz y Misbkel 1969), y un decremento del
contenido de triglicéridos de LBD en pacientes con hiperbetalipoprotei
nemia (Slack y Millzz).

Las interacciones hidr6fobas son de gran importancia entre -
los li{pidos vy los grupos no polares de algunos aminofcidos; los grupos
no polares constituyen el 42% del total de aminoicidos en las LBD (Mar
golis y Langdon, 1966)23

AISLAMIENTO Y PROPIEDADES DE LA PORCION PROTEICA

Las tres proteinas aisladas de las lipoproteinas del plasma,
han sido designadas como Apoproteinas (ApoA, ApoB y ApoC), debido a =
que se encuentren en el estado libres de lipidos; cada una de ellas di
fiers por su residuc terminal, contenido total de aminoécidos y el com

portamiento inmunoguimico.

Mediante la deslipidacifn ocurre la formacibn de psquefios ==
componentes protéicos, que miden la mitad del tamafio que el precursor-
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inmediato, por lo tanto el nimero total de cadenas polipeptidicas es -
parcialmente dependiente del contenido total de 1{pidos del complejo.

La Apoprotefna B contiesne 8l &cido glutémico como N-terminal
y la serina como C-terminal y un conjunto de aminoicidos que difisren-
de la proteina A, particularmente en el contenido relativo de isoleuci
na, leucina, &cido glutémico y alanina.

Shur921, en 1957, establece la clasificacibn gque aparece en-
la tabla A de otros péptidos menores con respecto a la ApoB:

Cantidad Amincécidos

Mayor Serina (menor en LMBD)
Menor Treonina (mayor en LAD)
Menor Alanina (mayor en LMBD)

TABLA A.~- Diferenciacifn de los péptidos -
menores con respecto a la ApoB.

Las ApoLBD se obtienen por extraccifn de las LBD con solven-
tes orgénicos, por ser insolubles en amortiguadores acuosos, pero se -
puede alcanzar una completa solubilizacidn en medios scuosos, que con-
tengan sulfato de dodecil sGdico, urea y detergentes, hidrocloruroc de-
guanidina y detergente, titulacifn a pH 11.5 & succinilacibn.
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Desdes al punto de vista inmunolégico, las mejores preparacig
nes fueron aquellas obtenidas con sales biliares & detergentes neutra-
les, cuando son desprovistos de lipidos, se inducen cargas en la morfo
logia y propiedades 6pticas de las proteinas LBD.

5i comparamos las LBD con las ApoLBD preparadas por sxtrac--
cibn con solventss orgénicos son més susceptibles a cambios en su can-
formacibn lo que nos indica que los lipidos intervienen en la estabili

zacibn de la estructura proteics.

Existe heterogenicidad en las subunidades ApolLBD, las que tie
nen dos determinantes antigénicos; por medio de la cromatografia con -
dietil amino etil (DEAE) se separaron dos fracciones gue difieren en -

su composicidn de aminoécidos.

El polimorfismo genético de las LBD se muestra en dos aparen
tes sistemas independientes: el antigénico descrito por Blumberg, Dray
y Robinsanz1 (1962) que tiene cuatro pares de variantes que son de in-
terés, no solamente como marcadores gen&ticos, y la variante LpA que -
corresponde a una reciente variante LBD conteniendo una movilidad pre-
beta atipica con densidad de 1.040 & 1.060 g/ml Beaumont, 1970?1

£l pesp molecular de ApoB varia de 25,000 & 27,000 6 de - -
36,000 & 38,000; tales variaciones se deben al origen del materisl y -

métodos usados para la deslipidacion.



- -

Durante muchos afics hubo desconcierto con respecto a 1la homo
neneicided antigénica de las lipoproteinas. La hetercogenicidad aparen-
te fué debida a la purificacibn ircompleta de las LBD y la reactividad
cruzada con alta dosis de lipoproteinas puede ser atribuids a separa--
ciones inadecuadas de las LAD y las LMBD.

Las lipoproteinas de baja densidad muestran otras variantes-

en su composicibn:

1.- Fredrickson describe una hiperlipoproteinemia denominada como "Be-
ta flotante" & "Beta amplia", porque las densidad es baja (1.006),
debido a su contenido anormal de triglicéridos y la banda es amplia
en la electroforesis, extendiéndose de la zona beta a la prebeta.

2.- Las lipoproteinas en la maycria de los pacientes con ictericia obs
tructiva presentan un alto contenido de fosfolipidos y alta propor
cién de colesterol libre y esterificado, donde el contenido protéi

co comprende ApoC y alblimina.

3.- Las hormonas sexuales tienen un pequefic efecto sobre las LBD, los-
andrbgenos tienden a incrementar y los estrbgenos a disminuir la -

proporcién de colesterol y protainaag1
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CONCENTRACION DE LAS LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD

La concentracibn de 1ee LBD en plasma esté influenciado por
el medio ambiente y factores genéticos, sus nivelas son comunmente --
elevados siendo heredados como una caracteristica familiar dominante,
también hay relacién entre el nivel del colestercl en suerc y el gru-
po sanguineo del sistema ABO (con niveles altos del grupo RA).

A partir de la tercera & la sexts década de la vida es fi--
siolbgico el incremento de la concentracién de las LBD?1 Entre los -~
factores ambientales mas importantes tenemos la dieta diaria, las gra
sas saturadas aumentan el colestercl y los niveles de LBD (pero no de
LMBD). Se elevan cuando la alimentacifn calérica es sustituida por --
carbohidratos u otras grasaa?1 sn cambio, si se ingieren grasas poli-
insaturadas, regularmente baja el colestercl y =1 nivel LBD. as{ como

los triglicéridos y le concentracifn LMBD (Beveridge y cols. 1974).

Graudy y Ahrens sugieren que las LBD bajan cuando sl coles-
terol es eliminado del plasma; la concentracion de las LBD varia de -
acuerdo al sexo; en los hombres los niveles se slevan durante la se--
gunda a la sexta década, lo que se atribuye al balance andrbgeno/estr
geno seglin Furman y cols. 1967.

El colesterol plasmltico tiene una vide media de 58 dias an
personas sanas (Lewis, Myant 1967), por el contrario por medio del --
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marcamiento de proteinas LBL con 131I 6 S-cistina se encontrf que tie-

nen una vida media de 3.5 & 7 dias, siendo la relacién bajisima posi--
blemente debido a la recirculacifn del colestercl entre el plasma y --
los depbsitos extravasculares como el higado e intestino delgado, mien
tras que las apoproteinas son més r&pidamente catabolizadas y reempla-
zadas:

El colesterol de las LBD se deriva de diversas fuentes:

a).- E1l colesterol endégeno proviene del higado, intestino delgado y =-
por sintesis cuténica (myant, 1968).

b).- E1 colesterol de la dieta en forma esterificada es transportado -
en quilomicrones al intestinoc delgado, el cufl pierde su comple--
manto de grasas dietéticas cuando esté expuesto a la lipasa lipo-
protéica, pasando a través de los capilares hasta llegar al teji-
do adiposo y muscular (Redgrave, 1970)/

c).=- La tercera fuente inmediata de colesterol es el no esterificado -
procedente de muchos tejidos periféricos, el cuBl requiere del hi

gado para ser metabolizado 6 excretado.

Como el 65-70% del colesterol del plasma esté esterificado,-
una de sus principales fracciones viene del &cido linoléico (Lewis, --

1968).2"
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DESORDENES METABOLICOS DE LAS LBD

La hiperbetalipoproteinemia es una de las hiperlipidemiag =-
més comunes debido a algln defecto en el catabolismo de las LBD (Quin-
tao y cols. 1971), y se ha comprobadc que unc de los mecanismos regula
dores por el cuél el hombre responde & un incremento en la toma del cp
lesterol de la dieta, es la excrecibn fecel de esteroides neutros, por
lo tanto, es concebible que en la hiperbetalipoproteinemia primeria la
presencia de esteroides fecales es normal y gque la hipercolestasrolsmia
puede dafiar el catabolismo de las beta lipuprotsinas.

En el hipotiroidismo, se presenta una concentracibn alta de-
LBD, vy Wistlienen (1968) reporta una reduccibn de la excrecibn fecal -
de esteroides nsutros por la administracifn de 1la hormona tiroidea.

La aterosclerosis es una enfermedad de stiologia mlltiple =--
que resulta de varias lesiones metabflicas, y la concentracibfn elevadas
de LBD parece ser una de las causas importantes.

La sintesis de inhibidores de proteinas, tal como la puromi-
cina, causan la acumulacibn de li{pidos en el intestino y en las células
hep&tices y por 1o tanto inhiben la sintesis & la liberacibn de las 1i
poproteinas del plasma. C
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OTROS ESTUDIOS PRESENTADOS EN LAS LBD

La modificacifn quimica de los grupos funcionales en las LBD
ha sido usada para definir las propiedades superficialses de las parti-
culas. Margolis y Langdon observaron tres tipos de grupos reactivos:

1.~ Grupos con reactividad completa con respecto a la cadena de las li
poproteinas nativas (grupo amino).

2= Grupos con reactividad limitada en las LBD nativas y las LBD desli
pidadas (histidina y tirposina).

3.~- Grupos de reactividad limitada en LBD nativas, pero con reactividad
incrementada despufs de la deslipidacifn (grupos disulfurocs).

La succinilacifn de las Beta lipoproteinas ha sido usada en-
diversps laboratorios, la reaccifn no afecta @ la composicifn quimicay
la hidrodinémica ni a las propiedades 6pticas 6 morfolbgicas de las --
mismas. Las LBD succiniladas no son precipitadas por polianiones como-
sulfato de amilopectina, sulfato de dextrana 6 heparina, y reacclonan-~
con antisueros antilBD y anti-ApolBD.

Otros estudios hechos como la maleinacifn, acetilacifn dia--
zoacibn, guaninacifn, amidacidn, reduccibn y slquilacibn, se han utili
zado para modificar las LBD, aunque las propisdades fisicoquimicas de-
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los productos resultantes no se han comparado cuidadosamente.

La informacifn de interés estructural fué obtenida de estu-
dips acerca de la degradaciéin enzimética de las LBD, el &cido siflico
es liberado por la neurominidasa casi cuantitativamente, sugiriendo -
que ocupa una posicifn terminal en la cadena de los carbohidratos en-
la superficie de la molécula_y es probable que no esté involucrado en
la unibn lipidica.

Con respecto a las enzimas lipoliticas tensmos la fosfolipa
sa A, que fué encontrada al hidrolizar més del 97% de lecitina.

En presencia de albimina bovina, de fosfatil dietanoclamina-
y fosfatil diserina, se observé una reaccibn cinética de primer orden,
con un producto con propiedades hidrodinfémicas, inmunolbgicas y morfo
légicas similares a las LBD nativas. Tales resultados sugieren que --
los fosfolipidos estén cerca de la superficie de la molécula y gque la
unibn 2-éster no es de vital importancis para la estabilidad de las -

Beta lipoproteinas.

Otro experimento hecho sugiere que los fosfolipidos ocupan-
la parte superficial de la molécula, debido a que la fosfolipasa C y-
D fueron encontradas despufs de la agregacifn de las LBD incubadas --
por un periodo corto; tal agregacibn se evita cambiando la carga su--
perficial de la particula, por succilacién.
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Las snzimas protec.!tices praducen una digestién parcial de
las porciones proteicas de las LBP, y la consecuencia estructural, es
una funcibn del tiempo de hidrblisis expreséndose como un aumenta en-
la saolubilidad de los l{pidos 6 acelerando la velocidad de flotacibn.
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TABLA B

ESTADOS DE DEFICIENCIA EN LAS BETA LIPOPRDTEINAS.

—

ENFERMEDAD FOSFOLIPIDOS COLESTEROL GLICERIDOS DETERMINACIONES Y EXAMENES ADICIO
mg/dl mg/dl mg/dl NALES.

ABE TALIPOPROTEINEMIA 35-95 20-90 0-20

Caracteristicas clinicas: Acantocitosis en la sangre perifé

Ratraso del crecimiento y rica; Biopsia hepftica e intesti-

mala absorcién en la infan nal revelan células espumosas y -

cia. D&ficit neuroldgico- vacuoladas; la electroforesis li-

Progresivo en la infancia poprotéica muestra la ausencia de

tardia. Beta lipoproteinas.

HX POBETALIPOPROTEINEMIA 75-190 60-170 15~-75

C=racteristicas clinicas: Prueba de fragilidad eritrocitica;

D3 ficultades neuromuscula estudios de absgrcifn intestinal;

Ts=s progresivas en la vi- la electroforesis lipoprotéica re

d= adulta. vela deficiencia de Beta lipopro-

teinas.

-

Tomados de los datos de D.D. Fredrickson, R.I. Levy y R.S. Lees: Fat-Transport in lipoproteins
an integrated approach to mechanisms and disorders. New Eng. J. Med. 276:34,54, 1967.
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HIPERCOLESTEROLEMIA SINTUMAT ‘A EN MANIFESTACIONES ARTERIOSCLEROTICAS

Y DTRAS ENFERMEDADESZ '*22

Los niveles slevados de colesterol y Beta lipoproteinas son
vistos frecuentemente en trastornos circulatorios de naturaleza arte-
riosclerftica, cuya aparicién simulténea d& dos lesiones principales:
la placa rica en lipidos y el espesamiento fibroso. Estos fenfmenocs -
conducen a: isquemia del corazén; del sistema nervioso central; de --
las extremidades, y de otros sistemas orghnicos, existiendo completa-
asoclacibn a trombosis que llsvan a la obstruccibn total de vasos san
guineos.

La relacifin estrecha entre la arteriosclerosis e hiperlipi-

demias se manifiesta por:

1.- Los lipidos forman unc de los dos componentes principales de la -
lesibn arteriosclerosa.

2.- E1 colesterol esterificado es cuantitativamente la parte més impor
tante, en su mayoria procede casi por completo de las lipoprotei-

nas de la sangre.

3.- Una correlacibn positiva entre la hiperlipidemia y la enfermedad-
cardiaca coronaria, como un sintoma esencial de 1a arteriosclero-
sis humana, ejemplo angina de pecho e infarto de miocardio por -
alteraciones coronario-arteriosclerfticas antes de los 15 afios de
edad, en la hipercolesteroclemia familiar acompafiada con xantomato

sis.
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4.~ En animales se pueden reproducir lesiones arteripsclerbticas madian
te una hipercolesterolemia inducida dietéticamente y de duracifn --
prolongada; en estos casos, la fibrosis, las calcificaciones, las -
proliferaciones vasculares, las hemorragias y la trombosis son con-

secuencia del ateroma que engendra la fibrosis.

5.- E1 papel central que juegan los lipidos sfricos en forma de hiperli
pidemias (dislipidemias).

En la hiperlipidemia aterogenética se elevan: el colesterol,-
las lipoproteinas de baja densidad; los lipidos postprandiales; los tri
glicéridos, y los fosfétidos. Clinicamente se encuentran xantomas cuté-
neos 0 tendinosos (xantelasmas y arcos lipoideos); el aspecto del suero
es claro & lechoso. Su estudioc se hasa en la separacifn de lipoprote{nas
por medioc de la electroforesis, anflisis de las mismas por flotacibén, -
prueva oral de la tolerancia de lipidos con una sobrecarga de vitamina-
A y 1a comprobacifin sventual de la respuesta dietética a cambios en el-
contenido de grasas e hidratos de carbono en la alimentacibn.

En la aterogénesis existen dos teorias contradictorias:

a).- La infiltracibn lipidica, en la cuél los lipidos precedentes de la
sangre se acumulan progresivamente en la pared arterial.

b).- La teoria de la degeneracifn, donde la alteracibn primaria se rea-

liza con elementos de la propia pared arterial.
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Sin embargo, ambos conceptos se resumen en una teoria conjun
ta, basada en que normalmente ls= lipoproteinas y el colesterol pasan-
de la sangre a la pared arterial, deduciendo de ello qus:

i).~ Hay una excrecifn del colesterol 6 de sus metabolitos (en forma-
esterificada) a través de vena y vasos linffticos de la adventi-
cia.

ii).- Los depbsitos de colesterpl en las arterias (no estan capacitadas
para la sintesis), se deben a la transferencia (t) y a la excre-
cibn (e); como se supone que la capacidad de excrecifn es limita
da, existe un mbximo de excrecibn (C.e.m.) describiéndose los mg
tivos que llevan a la formacién del ateroma (esquemas 1y 2).

La cantidad de colesterol excretado (C.e.) corresponde a la-
cantidad cedida desde la sangre a la pared arterial (C.t.) si no hay -
depbsitos de colesterol (Ced. = 0). Por el contrario, cuando se produ-
cen los depbfsitos, el C.e. disminuye hasta ser més pequefio que C.t., 6
bién cuando C.t. se incrementa y supera a C.s.m., siendo el mismo re--
sultado en ambos casos, la formacibn del ateroma vy el mecanismo funda
mental seria diferente: E1l metabolismo zlterado en el primer caso =---
(C.e.€C.t.), y el desbordamiento del metabolismo normal de la arteria,
por excesiva entrada de colesterpl desde 2] sspacio intravascular y en

el segundo casp (C.t.> C.gem.).



La alteracibn de C.t. depende del colesterol del suers 8 in-
crementado es la unibn entre la hipercolesterolemia y arteriosclerosis,
también C.t. variarf de acuerds con el vehiculo colesterinico aclaran-
do las diferencias entre el poder atarbgeno de las hiperlipidemias in-
tensas, y quizés el papel defiino de los complejos entigeno/anticuerpo-
en las hiperlipidemias por autoanticuerpos. Y por Gltimo dependeré de-
las condiciones de presién sobre las relaclones entre la hipertensibn-
y ateroma.



Cs Cy Ce Transfer
normal
Ce £ C%m
Ce = 4

Arterioscle-
d rosis
s’

c‘ > Cm

rteviosclero-
sis

Cem~a

ce< €y

Esquema 1 Cs = colesterol sanguineo
Ct = colesterol que penetra en la pared arterial
Cem = excrecién mixima de colesterol
Ce = colesterol eliminado a través de venas y vasos
linfaticos.
Cd = Cantidad almacenada




Esqucma 2

Sangre
Tg PP

LP

Intima

racion?
citosis?

eta
histioci

Media A dventicia

LP = Lipoproteinas
Tg = Triglicéridos
Pl = Fosfitides.
P = Parte protéica

Cs,Ct,Ce (véase esquema 1)
A = Arteria
VL = Venas, linfaticos.
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Los factores que in“iluyen sobre C.e.m. son menos conocidos -
pero la causa de la disminucién de la misma es debido a oscilaciones -
de la presifn, microtrombosis parietales, flujos hormonales sobrs las-
célulaes arteriales, anticuerpos, influjos fisicos y quimicos y aqui re
side la clave de 1a inmunidad relativa del sexoc femenino puesto que --
los estrogenos influyen favorablemente sobre el metabolismo lipidico -
de las células mesenguimales.

Estos esquemas hacen comprensibles sl papel de la hipercoles
terolemia, asi como la posibilidad de una arteriosclerosis sin colestg
rol elevado, y la colaboracibn de diversos factores en la aterogénesis
humana.

En las enfermedades como hipotiroidismo, nefrosis y cirrosis
biliar estén asociados con la elevacifin de los niveles de colesterol,
esto se indica en la tabla C.

TABLA C

ENFERMEDAD TRIGLICERIDOS/LIPOPRUTEINAS COLEST./LIPOPROTEINAS
Hipotiroidismo ++ / PreB y Qms. +++ / Beta
Sind. Nefrbtico ++++ / PreB ++ / Beta
Embarazo +++ / PreB ++ / Beta

Li{pidos séricos y lipoproteinas en las hiperlimidemias secundarias.
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En hipotiroidismo se eleva la relacién del colesterol/trigli
céridos, donde los niveles lipidicos se normalizan mediante un trata--
miento eficiente con le hormona tiroidea especialmente en el mixedema,
por lo tanto es itil para el diegnbstico y como una medida terapéutica
efichz. (fig. 2).

Investigando la causa y patogenia de la hiperlipidemia nefrg
tica, se rechaza la posibiliﬂad de una alteracibn primaria del metabo-
lismo de graeses como motivo principal del sindrome nefrético, y, pare-
ce que la elevacibn de grasas sanguineas se encuentra en la relacién -
con la pérdida de albimina y de otras sustancias plasméticas (fig. 3).

Seglin Baxter (1961) la relacibn entre la concentracifn de al
blmina y colesterol es inversa, y por medio de infusiones de albimina-
hay una mejoria clara en la hiperlipidemia (fig. &4).

El principio patogénico de la hiperlipidemia nefrbtica se =--
cree que es una alteracibn del sistema lipoprotein-lipasa, perdiéndose
la enzima en la orina y existiendo un déficit del raceptor de 4cidos -
grasos (alblmina) 6 la presencia de inhibidores 6 resistencia del sus-

trato (Roseman y cols.).

Svanborg (1951) explica que la hiperlipidemia nefrética es =
una anormalidad renal del metabolismo lipidico con alteraciones en el-
curso de procesos enziméticos del rifién, en cambio, otros postulan la-
dasapériciﬁn de una sustancia antilipidémica producida por el rifién 6-
la produccién por el rifibn nefrético de un agente hiperlipidemiante.
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Fig. 2 Accién de la hormona tiroidea sobre llpidos séricos
en pacientes con mixedema (O'Hara y cols. 1966).
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Se encuentran, ent.: sl metabolismo lipidico y el de los car
bohidratos, interrelaciones sstrechas donde los puntos bésicos son la-

glucosa y los écidos grasos libres, que se explican en las figs. 5, 6-
vy 7. Los diabéticos tienen elevados los fcidos grasos libres que pro--
porcicnan el sustrato para la formacifn de prebeta lipoproteinas y los
triglicéridos estfn incrementados.

La cetoacidosis originan hiperlipidemias con aumento de tri-
glicéridos y quilomicrones que a su vez esté ligado & un defecto del -
metabolismo de carbohidratos, es reversible inducida por grasas con ac
tividad disminuida de la lipoprotein-lipasa por falta cronica de insu-
lina que responde répidamente al tratamiento con la misma (hiperlipide
mia adquirida en la diahetss descompensada).

En cambio en la diabetes lipoatrofica son personas insulino-
resistentes con atrofia generalizada en el adipocito presentando hepa-
tomegalia, escasa cetosis y tipica hipertrigliceridemia.

En la hepatitis de diversas etiologias se presentan diferen-
tes tipos de hiperlipidemias, asf, en las hepatopatias por cirrosis bi
1iar se forman Beta lipoproteinas anormales, con un aumento slevado de
triglicéridos y disminucifn de péptidos, apareciendo xantomas planos y

nodular~tubarosos.

Una hiperbetalipoproteinemia con aumento de colesterol y fos
folipidos con un decremento de las Alfa lipoprotieinas se debe a una he
patosis colostésica. E1 sindrome de Zieve muestra como sintomas princi



= 32 =

pales hiperlipidemia, acompafiada de ictericia y de ansmia hemolitica -
por lo tanto, hay un sumento de tamafio del higado y las concentraciones
de bilirrubina, de fosfatasa alcalina y de transaminasas, estén incre-

mentadas.

Por (ltimo, tenemos hipertrigliceridemia, con dolores agudos
abdominales, debida a una pancreatitis aguda, presentando en algunos =
casos el colesterol normal.
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Fig. 3 Relacion entre colesterol y albimina en el sindrome
nefrético.
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NORMALIDAD
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Fig. 5 Vias principales del metabolismo graso e hidro-
carbonado en una célula grasa en actividad basal.




EFECTO INSULINICO
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Fig.e Vias principales del metabolismo graso e hidro-
carbonado bajo la accibén de la insulina.




DIABETES
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Fig. 7 Vias principales del metabolismo graso e hidro-
carbonado en carencia 6 inactividad de la insuli-
na.

Nota : El grosor de las flechas corresponde a la velo-
cidad de la reaccion metabdlica correspondiente
(Jeanrenaud).




MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL BIOLOGICO.- Se anali:zron cien sueros de personas aparente--
mente sanas, cincuenta y cinco dal sexo femenino y cuarenta y cinco -
del sexo masculino con edades que fluctuaron entre los 13 y 60 afics,-
con abstencién alimenticia de 8 & 12 horas.

Estas muestras fueron seleccionadas por un anflis cuantita-
tivo completo que comprendib las determinaciones de Lipidos totales,
Triglicéridos, Colestsrol total y esterificado.

Después de verificar que dichas muestras caian dentro de -
los 1imites normales establecidos se prosiguid a la determinacifn de
las Beta lipoproteinas por 8l método de Inmunodifusibn radial simple
y por precipitacién con heparina més un catibn bivalente, (M. Burs--
tein).

Los datos obtenidos de estas valoraciones sirvieron para -
estableger una tabla de valores normales en el contenido de Bata 1li-
poproteinas y de colesterol de una pablacifn que en su mayoria proce
de del personal del Centro Médico "La Raza".

Por otra parte se estudiaron cincuenta sueros de pacientes
con diferentes diagnbsticos como : Hepatitis, Diabetes y pancreati--
tis, con las mismas determinacionss y técnicas usadas por los sujetos

"sanos".



DETERMINACION DE LIPIDOS TOTALES.=- TECNICA DE N. ZOLLNER Y K. KIRSCH®

Fundamentao:

Mat. Biolo-
gico.

Aparatos:

Material:

Reactivos:

Técnica:
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Se calienta sl suero ain desproteinizacién previa con fci
do sulflrico concentrado para efectuar la hidrflis lipidi
ca. A continuacibn se trata con reactivo de &cido fosféri
co vainillina, en estas reaccibn, los l{pidos del suero, -
producen un color rosado que se determina fotomé&tricamen-
te y la concentracibn de 1lipidos totales en sueroc se ob--
tiene comparando con la solucibn patrén.

Suero sanguineo.

Espectrofotometro Coleman Jr. II.

Tubos de 13 x 100 mm.
Pipetas de 2,5 y 10 ml.
Micropipetas de 0.050 ml.

(1) Reactivo de color: fcido fosforico 11.9 M y vainilli-
na 8 mM. ;
(2) Solucién patrén de 1l{pidos concentracifn de 1000 mg/dl.

(3) Acido sulflrico 95-97%.

Pipetear en tubos marcados lo siguiente:
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Problema Patrén Blanco

Suero 0.05 ml - -
Sol. Patrén (2) - 0.05 ml -
HZSU“ (3 2.0 ml 2.0 ml -

Mezclar perfectamente; calentar los tubos durante 10 minutos en agua -
hirviendo; dajar enfriar durante 5 minutos en agua fria; medir de esta
mezcla reactiva en tubos limpios:

Problema Patrbn Blanco

Mezcla reactiva 0«1 ml De1 ml -
stoh (3) - - 0.1 ml
Reac. de color (1) 2.0 ml 2.0ml 2.0ml

Mezclar y medir después de 40-50 minutos la absorbancia ds los proble-
mas y del patrén contra el blanco de reactivos.

Longitud de onda 6ptima : 530 nm.

Filtro: 510-560 nm.

Espasor de la celdilla: 1 cm.

Aprublama x 1000

A

Célculos: mg/dl de Lipidos totales =
patrén

A = Abgorbancia

VALORES DE REFERENCIA: 600-1000 mg/dl.
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DETERMINACION ENZIMATICA DE TRIGLICERIDOS EN SUERO.- TECNICA DE M. ==
EGGSTEIN Y F. H. KREUTZ.26

Fundamento: Los triglicéridos son hidrolizedos por saponificacibn en -
acidos grasos y glicerol libre, este fosforilado con ATP en
una reaccibn enzimftica, catalizada por glicerocinasa (GK),
resultando glicero-1-fosfato y ADP

g 0—Cf, H~OH R;—CO0K
R-~C—0-CH
Z KOH CH—0H -
3 s ot ) + >~=C00 K
LHZ 0—C-Ry I:Hé—uH Lz i
5—"C00 K
Triglicéridos Glicerol Acidos grasos
H
E“z“““ CH,~ 0P =0
H — OH + ATP GP | bu
E —— ?H OH
Hi-DH
CHyOH  + ADP
Glicerol Glicerol-1-fosfato

En una reaccibn suxiliar con la enzima piruvatocinasa (PK), 8l ADP ====
reacciona con el fosfoenolpiruvato para‘tranafnrmaraa en ATP y piruvato.

?02 EH fnz ATP
- +

C-0-P=0 + ADP PK C=0 i,

l b L

CH, H3

Fosfoenolpiruvato (PEP) Piruvato
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Més tarde la enzimz deshidrogenasa llctica (LDH) cataliza la
reaccifn de piruvato y NADH & lactato y NAD.

CD2
| 00H
= NADH DH H=p=
F 0 + D o L > 5 OH + NAD
CH 3
3
Piruvato Acido lbctico

Durante la reaccién la cantidad de NADH+H' consumida es equi-
valente a la cantidad de glicerol presente en la muestra y el NADH se -
mide por su absprbancia a 340 nm, que indirectemente nos d& como resul-

tado la concentraciféin de glicerol total.

REACTIVOS:

1.= Amortiguador de pH (trietanolamina 0.1M, pH 7.6; MgSD“ 0.004M), di-
solver con 150 ml de agua bidestilada siendo estable por 2 meses a

temperatura ambiente.

2.~ Solucibn biogquimica de coenzimas con NADH/ATP/PEP (0,.006M, 0.033M,
y 0.011M) respectivamente, reconstituir con 2 ml de agua bidestila
da, la solucifin es estable a 4° C por dos semanas.

3.~ LDH{PK (2mg de LDH/ml; 1 mg de PK/ml) usar sin diluir, siendo esta
ble por un afio a 42 .

L.- Solucibn de GK (2 mg de glicerocinasa/ml) usar sin diluir, estable

por un afio a K2 G
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5.- Solucibn etandlica de KOH 0.5N (hidréxido de potasio 3.3 g, agua =
bidestilada 10 ml, etanocl c.be.p. 100 ml).
6.- Sulfato de magnesio 0.15 M (MgSD~.7H20).

PROCEDIMIENTO:

SAPONIFICACION DE TRIGLICERIDOS:
Pipetear en tubos de centrifuga:
Suero 0.20 ml
Potasa alcocholica 0.50 ml
Mezclar, tapar los tubos, incubar entre 55-70° © por 30 minutos y dejar
enfriar a témperatura ambiente, y agregar:
Sol. de MgSD“ 1.0 ml
Mezclar y centrifugar.

DETERMINACION DEL GLICEROL LIBERADO:
Pipetear en celdillas 10 x 75 mm:

Solucién (1) 1.0 ml

Solucibfn (2) 0.05 ml
Sobrenadante 0.20 ml
Suspensifn (3) 0.01 ml

Mezclar y dejar reposar 10 minutos y leer la absorbancia contra blanco
de aire (A1) a8 365 nm y afadir:
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Suspensibn (4) 0.01 ml
Volumen total 1427 ml

Mezclar y leer a los 10 minutos la absorbancia contra el blanco de aire
(A;) a 365 nm.

AR = A1-F\2
Nota: Todas las cantidades tomadas son para la determinacidn “semimicro?

CALCULDS: GLICEROL TOTAL = GLICEROL DE TRIGLICERIDOS+GLICEROL LIBRE

Glicercl total = A XV X PM

X B85
Ce8e x D x Um

A A : Diferencias de lecturas
V  : Volumen final del micrométodo 1.27 ml
PM + Peso molecular del glicerol = 92
C.a. : Coeficiente de absorcifin 6.22 cmzlmicrnmnl a 340 nm
D : Paso de luz = 1 cm.
Um : Volumen de la muestra 0.2 ml (micromuestra)
8.5 : Es el factor de dilucibn de la muestra debido a la saponifica-
cibn que resulta de:

0.2 + 0.5+ 1.0 = 8.5
0.2

El factor para glicerol total derivado de la férmula es = para 340 nm
A A x 78.6 = mg/dl de glicerol total



= hg =

mg/dl de TRIGLICERIDDS = (mg/dl de glicerol total - 1 mg/dl de glicerol)
x 9.62

El factor 9.62 se deriva de la relacibn Peso molecular de triglicéridos
(885) entre el peso molecular del glicerol (92) .

885
92

= 9.62

E1 glicerol libre se determina usando la férmula para glicerol total -
pero sin multiplicar por 8.5 puesto que no hay dilucién en la muestra -
a 340 nm AR x 9.3 = mg/dl de glicerol libre.

VALORES DE REFERENCIA DE TRIGLICERIDOS = 74 - 172 mg/dl.
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DETERMINACION DEL COLESTEROL V ESTERES.=-(METODD DE BABSON SHAPIRD Y ==
PHILLIPS).27

Fundamento: El1 acetato de stil-stanol extrae el colesterol dsl suero,-
que con gel de hidroxido de aluminio absorbente elimina la
interferencia de la bilurrubina y el extracto centrifugado
reacciona con el cloruro férrico y HZSD“ para dar una colg
racién amerille  parduzca que es lineal hasta 500 mg de co-
lesterol/100 ml, determinfndose simulténeamente los &ste--
res con la adicifn de digitonina para formar el digiténido
correspondientes

Materisl -

Biologico: Suero sanguineo, plasma & sangre total.

Material: Fotocolorimstro
Bafio de agua fria
Centrifuga
Pipetas de 5 y 10 ml
Micropipetas de 0,100 y 0.250 ml
Tubos de 13 x 100 y 18 x 150 mm.

Reactivos: &) Reactivo de extraccibn.- Mezclar volimenes igualss de -
acetato ds etilo, grado analitico, y etanol grado unali
tico. El acetato de etilo debe estar libre de fcido acé
tico y el etanol debe ser absoluto, debido qul'al agua-
y el &cido acético impiden la adsorcibn de la bilirrubi
na por el gel de aluminio.
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b) Gel de aluminic (Al(UH)j)

c) Acido sulflirico J.P.

d) Reactive de color: disglver 100 mg de FaCl3.6H20 en 100 -
ml de acetato de etilo grado reactivo, (proteger sl cloru
ro férrico de la luz).

8) Solucién patrén en suerc para colesterol sérico elevado.

PROCEDIMIENTO:

o=

2.-

30-

Se=

60-

7.-

Marcar tubos de ensayo 13 x 100 mm, para el blenco de resctivos, -
el patrén, y los sueros problemas.

Colocar 3.0 ml de reactivo de extraccién en cada tubo.
Afadir 120 mg de AL(DH)3 en cada tubo.

Afadir 0.2 ml de suero (0.2 ml de sol. (e) para el patrébn y 0.2 ml
de agua para el blanco); tapar, agitar enérgicamente y dejar repo-
sar por lo menos dos minutos para gue se efectle la adsorcibn, in-
vertir cuando sea necesario para mantener la suspensibn.

Centrifugar a velocidad moderada durante 2 & 3 minutos.

Tomar 0.5 ml del sstracto de cada tubo, y agregar 2.5 ml del reac-
tivo de color a cada unoj mezclar.

Afiadir 2.0 ml de fcido sulflrico concentrado, mezclar perfectamen-

te y dejar enfriar.
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8.- Leer la absorbancia del patrén y del problema en longitud de onda a
550 nm contra blanco de reactivos.

Para determinar simulténeamente los ésteres del colesterol y colestercl
total: Afadir los siguientes pasos después del No. 6 del procedimiento
anterior.

6a.-Después de retirar una 6 mas partes alicuctas de cada tubo para de
terminar colesterol totél, afiadir 7 mg de digitonina con una peque
fia esp&tula a cada tubo de extraccién incluyendo el blanco, tapar -
y agitar durante 20 segundos para precipitar el colesterol libre --
como digitbnido.

6b.-Centrifugar.

6c.-Tomar 0.5 ml de extracto de cada tubo, y agregar 2.5 ml de reactivo
de color, dentro de tubos marcados y mezclar.

Para determinar colesterol total: se usan los valores de los &steres del
colesterol del patrén en los célculos.

Para determinar colesterol libre: restar el valor de los ésteres del co-
lesterol del valor del colesterol total,

A
CALCULDS: mg/dl de Colesterol = suero prob. mg/tl petrbie
R del patrén

VALORES DE REFERENCIA: COLESTEROL total : 125 & 250 mg/dl.
COL. ESTERIF. : 50 al 75% del Colest. total.
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DETERMINACION DE BETA LIPOPROTEINAS.=- METODO BIOQUIMICU28 *

Fundamento : Las Beta lipoproteinas son precipitadas con heparina y =--
CaClz, puesto que contienen alrededor del 35% de coleste-
rol, es determinado dicho contenido por la combinacién con
el anhidrido acético y &cido sulfiiricc concentrgdo para -
formar una solucifn verde azulosa (Reaccifn de Lisbermann).
Y la intensidad de la coloracién es proporciocnal al conte-
nido de colesterol, y por lo consiguiente también al conte
nido de Beta lipoproteinas.

Material
Bioldgico:  Susros frescos libre de hemolisis.

Aparatos: Espectrofotometro & fotocolorimetro.
Bafio de agua de 20-25° C.
Centrifuga clinica.

Material Tubos de 13 x 100 mm
Pipetas de 2 y 5 ml.
Micropipetas de 0,050 ml.

Reactivos: 1) Sol. patrbn de colesterol 200 mg‘de colestesrol por 100
ml de &cido acBtico glacial).
2) Sol. de cloruroc de calcio-heparina (25mM de CaClZ, -—
0.0125 mg/dl de heparina, 3.8 mM ds NaCl).
3) Reac. de colesterol (50mM de fcido dimetilbenzosulféni
co, 7.0 M de 4cido acktico, 6.5 M de anhidrido acktico).
4) Acido sulflirico Q.P.
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PROCEDIMIENTO: En tubos limpios pipetear los siguiente:

Suero Problema 0.05 ml
Sol. Caclzlheparina 2.0 ml

Mezclar perfectamente y reposar durante 15 minutos a temperatura ambien
te y centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos, separar el sobrenadante cui
dadosamente y desecharlo, eliminar cualquier sobrenadante residual por-
gscurrimiento sobre una hoja de papel filtro seco y utilizarlo como el-
tubo problema , obtenido en el pasoc anterior.

Blancoe Patrbn Problema
Agua destilada 0.05 ml

Sol. Patrbn de Colest. - 0.05 ml -
Sol. React. de colest. 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml

Mezclar y reposar todos los tubos en un bafio de agua a 20-25°C durante

5 minutos y adicionar 0.50 ml de &cido sulfirico Q.P. a todos los tubos
mezclar répidamente y dejar en un bafio de agua por un lapso de 10 minu-
tos , vaciar a celdillas secas y medir la Absorbancia de' la puastra - -

(A ) y del patrén (A ) contra el blanco de reactivos.

muestra patrbn

Nota.- Para determinaciones arriba de 1700 mg/dl de Beta lipoproteinas-
se hacen diluciones con 0.2 ml de sueroc més 0.2 ml de sol. salina fisig
logica tomando de esta mezcla 0.05 ml y el resultado final por dos.
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* Equipos comercializado Boe ringer TC-Lp cat. No. 15945 TLAG para -
(25-50 determinaciones).

Longitud de onda: 560-580 nm
Celdillas de vidrio: 1 cm.
Temperatura: 20-25° c.

CALCULDS:
A
mg/dl de Beta lipoproteinas = problema x 570
“patrbn

. A
mg/dl de Colest. de B Lipoprot. = problema x 200

Apatrﬁn

A = Absorbancia.

Esta determinacibn esté lbasada sobre el contenido de colesterol de las
Beta lipoproteinas, el factor 200 representa la concentracifn an mg/dl
de colesterol-patrfn y el factor 570 usado para los célculos de las Be
ta lipoproteinas es derivado de 1a siguiente manera: Puesto que las Be
ta lipoproteinas contienen aproximadamente el 35% de colesterol y los-
200 mg/dl del colesterol-patrfn son equivalentes al factor 570 mg/dl de
las Bete lipoproteinas.

35% colest. 100% de Beta lipoprot.

200 mg/dl patrén__ X

X = 570 mg de Beta lipoproteinas.
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VALORES DE REFERENCIA: 360 & 640 mg/dl de Beta lipoproteinas en suero.

Nota.- Disolver completamente el precipitado despufs de la adicibn del
acf{do sulflirico, cuidando que la temperatura no suba pufs el cg
lesterol es muy sensible, cuando se trata de sueros hiparlipéml
cos 8s imposible precipitar las Beta lipoproteinas aunque se ha
gan diluciones de dichos sueros.
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DETERMINACION INMUNOLOGICA DE LAS BETA LIPOPROTEINAS POR EL METODO DE

INMUNODIFUSION EN PLACA.

29

Fundamento: El suero aplicedo (antf{geno) se difunde radialmente en una

Reactivos:

Material:

capa de agar uniformemente delgada conteniendo un anticusr
po especifico (suero antiB-lipoproteinas), gque después de
cierto tiempo reaccionan combinféindose para formar una zona
anular de precipitaciﬁn, cuyo difmetro es directamente pro .
porcional a la concentracifn de antlgano en el suero mues-
tiaadn e inversamente proporcional a la concentracifn del-
anticuerpo y cuando la difusibn es completa se grafican sl
cuadrado del difmetro del anilloc de precipitacibn contra -
concentracifn del patrén.

Placas de Inmunodifusién M-Partigen (Bshring) que contie--
nen antisuero monoespecifico contra las Beta lipnpnotainaa
disuelto en una capa de agar gel.

Pipetas de 1 ml

Capilares calibrados de 0.005 ml
Cémara himeda.

Regla

Papel milimétrico
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PROCEDIMIENTO:

Te=

3.-

lOo-'

Sacar la placa de la bplsa de aluminio y revisar cuidadosamente --
los pozos para verificar que no contengan agua de candenaaciﬁn, en
caso contrario dejar la placa abierta durante 5 minutos para que -
se avapore el agua.

Llenar los pozos 1,2 v 3 con 0.005 ml de la sol. patrdn de Beta 1i
poproteinas correspondiente, (dils. 1:4,1:2 y 1:1, respectivamente)
y en los pozos restantes colocar 0.005 ml se sueros problemas.

Tapar la placa y dejar a temp. ambiente en una cémara himeda por 48
horas.

Medir el difmetro de la zona de precipitacifn en las trses diluciones
del patrén, utilizando la regla y empleando la escala de valores ele

vados al cuadrado.

Graficar estos valores en el eje de las ordenadas contra las concen
traciones de las dils. del patrén gque se situéin en el eje de las ab
cisas, obteniéndose una linea recta. (vAlido por 2 semanas).

Medir el difmetro de la zona de prgcipitacibn de los problemas, tam
bién en la escala de valores al wmadrado y buscar sus valores corres
pondientes en la curva de calibracibn, para obtener asi en el eje -
de las abcisas la concentracifin en mg/dl.

CALCULOS: SE Llevan a cabo extrapolando en la curva de referencia.

VALORES DE REFERENCIA: 250 & 800 mg/dl en suero.
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METODD RAPIDO PARA EL AISLAMIENTO DE LIPOPROTEINAS DEL SUERG HUMANG POR
PRECIPITACION CON POLIANIONES. >

Una mezcla de Beta y Prebeta lipoproteinas pueden ser precipitadas con-
heparina y MnCl2 6 sacarosa con MgClz, sin la necesidad de recurrir a -
la ultracentrifugacién siendo la precipitacién reversible, sslectiva y
complaeta.

E1 aislamiento altamente concentradoc de lipoproteinas fué obtenido 1li--
bre de otras proteinas plasmitices comprobado por métodos inmunolbgicos
y electroforéticos.

Fundamento: Los sulfatos de polisaclridos & pH nesutro pueden formar com
plejos insolubles con las lipoproteinas de baja densidad --
del suero, por esa razbn, los polisachridos de bajo peso mo
lacular se usan tal como la heparina y cationes bivalentes-
para precipitar las LBD, bajando la fuerza ifnica del medio
con sacarosa cuando se utiliza Mgz+ & ca*

Material: Tubos de centrifuga con tapén esmerilado de 5 ml
Bolsas de diflisis
Vaso de precipitadoc de 1000 ml
Centrifuga
Bafio de agua a 37" &.

Reactivos: Heparina sddica al 5% en 0.15M de NaCl
MgCl, 2M
Sacarosa Q.P.
NaCl 5%
Amortiguador Tris HC1 D.02M pH 7.7



- 58 -

Citrato de sodio al 10%
Amortiguador Tris-HCl-NaCl conteniendo NaCl al 1%
BaCl2 al 5%.

PROCEDIMIENTO:

o=

2.-

l‘.-

S5e=

Disolver 0.5 g de sacaros en 0.5 ml de suero humanoc, expandiendo -
el volumen a 0.8 ml.

Afiadir 0.08 ml de heparina sbdica al 5% y 0.4 ml de MgCl2 2M.

Inmediatamente aparece una turbidez después de 15 minutos y centri
fugar la mezcla en tubos tapados durante 30 minutos por 6000 ge.

Debido a la alta densidad del medioc por la sacarosa, las lipuprntai
nas flotan formando una pelicula sobre la superficie del snbrehadag

te claro.

Desechar el sobrenadante y centrifugar por 1 min. para sedimentar -

la pelicula.

Disolver el precipitado con 0.10 ml de NaCl al 5% e incuber a 37° ¢
durante 30 minutos.

Eliminar las proteinas séricas contaminantes con la adicién de 0.5
ml de amortiguador Tris HC1l y 0.125 ml de MgCl2 2M.

Puesto que la fuerza ibnica es baja la precipitacién da.léa lipopro
teinas ocurre sin la presencia de sacarosa, sedimentar el precipita
do por 10 minutos a 6000 g, disolver otra vez con 0.1 ml de NaCl al
5%, reprecipitar les lipoproteinas para eliminar las (ltimas trazas
de impurezas.
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9,~ Disolver el precipitado lzvado en 0.25 ml de citrato de sodio al-
10% y dializar durante 24 horas con 200 ml del amortiguador Tris-
HC1-NaCl para desechar el citrato y el catién Mg®

10.- Para quitar la heparina trensferir la bolsa de diflisis a un reci
piente con BaCl2 al 5% durante 24 horas y eliminar la sal insolu-
ble formada heparina-ifn bario por centrifugacitn a &¥ c.

11.= Dializar nuevamente el sobrenadante con el regulador Tris-HCl-NaCl
para desplazar sl clorurc de bario.

12.- E1 resultado es una solucién amarilla clara concentrada de lipeprg

teinas.

Por este mbtodo se obtiene una mezcla de LBD y LMBD que pueden ser se-
paradas una de la otra por ultracentrifugacibn después de 24 horas a -
100,000 g formando una capa opace en la superficie del tubo las LMBD y
un sedimento amarillo claro de Beta lipoproteinas en el fondo del tubo.

RESULTADDS:

Se obtuvo una solucidn concentrada de lipoproteinas siguien
do las instrucciones anteriores, cuya pureza fué corrobora-
da por un anélisis electroforftico resultando una banda co-
rrespondiente a8 la fraccién Beta y un trazo densitom&trico-
indicendo el 100% de Beta lipoprotsinas (Foto 1).
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CENTIMETERS
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Foto (1) Electroforasis en acetato de celulpsa y trazo densito
métrico de una solucibn concentrada de 8-lipoproteinas.



RESULTADOS
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TABLA I.- VALORES OBTENIDOS DE 55 SUEROS DE MUJERES APARENTEMENTE - -

No.

O 0O 900 m F W a

AN NN O O QO @ @ & @ & a D
N 2 DWW D N 00U & Wi a0

*
" SANAS "
Lipidos Trigli-
totales céridos

mg/dl mg/dl
1000 163
1000 159
1000 105
948 76
1000 135
500 90
912 126
1000 150
1000 8o
626 105
780 90
874 126
748 105
1000 119
1000 148
567 105
798 90
1000 172
814 90
900 107
540 40
680 90

Colest.
total
mg/dl

250
250 .
250
249
246
238
237
234
232
222
218
21
214
21
212
212
210
208
201
193
190
189

Colest.
esterif.
mg/dl

179
158
195
181
175
130
120
166
182
142
113
131
145
160
141
128
135
132
138
139
106
107

Col. de B-
lipoprot.
mg/dl

207
209
204
204
186
b
174
210
154
3

95
168
196
197
156
176
192
('yj
160
157
150
157

B-Lps.
Biog.
mg/dl

590
596
580
580
530
410
496
598
438
406
271
479
560
562
(NN

500

548
418
457 -
L45
428
L48

B-Lps.
Inmuno.
mg/dl

596
600
584
591
538
428
500
600
L42
15
280
L85
570
568
450
509
555
438
Le0
LL7
LuL8
452
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No. 1ipidos Trigli- Colest. Colest. Colw de B- B-Lps. B-Lps.
totales céridos total esterif. lipoprot. Biog. Inmuno.,

mg/dl  mg/dl  mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl”
23 840 83 187 118 178 407 410
24 960 119 185 73 17 419 420
25 758 76 184 152 132 377 378
26 758 97 184 141 135 385 390
27 Bk 56 181 113 7 418 420
28 840 109 181 - 102 154 438 443
29 777 76 179 122 150 426 432
30 750 140 178 131 113 323 324
31 655 176 178 9 138 393 405
32 916 133 178 131 152 432 432
33 755 190 178 65 154 439 b2
34 975 133 177 137 147 420 426
35 880 176 176 135 156 L45 451
36 486 76 175 85 127 363 378
37 711 90 168 115 139 375 382
38 458 52 162 130 122 348 358
39 592 47 156 119 135 386 - 390
L0 666 90 156 119 135 384 390
41 552 119 156 05 130 369 37%
42 800 87 156 93 126 360 366
43 576 126 155 119 110 314 324
Ll 800 130 151 87 139 397 408
45 640 60 18 92 77 220 221
u6 - 56 62 1%3 M 132 351 352

L7 670 40 42 82 122 349 352
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No. L{pidos Trigli- Colest. Colest. Col. de B- B-Lps. B-Lps.
totales cbridos total esterif. lipoprot. Bioq. Inmuno

mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl . mgddl mg/dl  mg/dl
L8 530 76 11 82 107 305 323
49 496 w7 135 7 80 226 226
50 600 . bl 134 92 114 325 328
51 900 97 129 90 122 348 356
52 639 68 127 86 119 339 341
53 536 76 127 77 105 299 300
54 452 40 127 77 114 325 331
55 642 S0 126 65 95 271 273

M 752.67 101.31 18L.42 120.34 W6.49 413.78 420.04
Sx 177.12 37.86 37.03 32.10 33.02 92.69 93.19
ES 23.87 5.10 4.99 L.33 L.45 12.49 12,56

Los valores se expresan en mg/dl de : Lipidos totales, Triglicéridos,
Colesterol total, colesterol esterificado, Colesterol de Beta lipopro
tefnas, Beta lipoproteinas por el método Bioguimico y Beta lipuprotai
nas por el método Inmunolbgico; enlistados en forma decreciente toman
do como base la cantidad de colestercl total.

.
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TABLA II.- VALORES OBTENIDOS DT 45 SUERDS DE HOMBRES APARENTEMENTE - -
*
" SANDS "

No. Lipidos Trigli- Colest. Colest. Col. de B- B-Lps. B-Lps.
total céridos total esterif. lipoprot. Biog. Inmuno.

mg/dl mg/dl  mg/dl mg/d1 mg/dl mg/dl mg/dl
1 1000 170 250 189 222 633 640
2 1000 169 248 173 205 585 594
3 878 100 246 137 202 577 581
4 915 172 238 160 203 579 586
5 880 105 234 180 201 574 587
6 861 139 234 100 164 467 478
7 898 107 232 148 197 560 560
8 1000 172 230 160 151 430 440
9 920 171 229 141 154 L35 450
10 856 169 223 117 159 L54 458
11 717 133 214 122 200 570 580
12 41000 158 212 137 200 570 590
13 740 100 210 169 138 393 398
1% 814 126 200 134 139 395 L)
15 782 106 200 L6 146 416 425
16 825 140 197 109 186 529 539
17 750 82 194 167 160 455 LE6
18 770 126 192 126 139 395 410
19 907 140 192 114 184 523 530
20 9Lk 134 192 152 127 362 378
21 724 90 192 109 158 450 Le0o
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No. Lipidos Trigli- Colest. Colest. Col. de B- B-Lps. B-Lps.
totales céridos total esterif. 1lipoprot. Biog. Inmuno.

mg/dl mg/dl  mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl

22 962 110 191 11 175 498 500
23 729 119 190 152 10 399 406

24 620 86 190 107 122 348 352
25 770 172 188 a9 128 366 378
26 893 97 187 139 139 396 406

27 755 171 185 102 167 475 490
28 900 153 180 124 165 479 480
29 814 162 180 114 113 320 333
30 760 96 177 1l 162 460 460
31 688 63 173 122 105 298 300
32 635 83 169 125 109 310 320
33 686 83 165 110 160 455 460
34 814 132 160 116 132 376 380

35 660 76 159 90 133 379 390
36 720 126 157 102 146 415 425
37 660 105 9 109 w3 406 ° 406

38 750 13 W7 102 124 353 358
39 500 9% 135 7% . 108 311 318
40 537 87 134 76 126 358 358
41 541 56 129 75 92 262 266
42 480 105 128 95 113 321 . 333
43 577 83 126 7% 116 331 333
44  LD8 119 120 82 108 308 324

45 406 68 113 80 86 244 258

M 765.47 120.0 186.20  122.98  149.96 427.11 436.53
Sx 157.49  34.22 37.30 30.37 33.94 97.00 96.99
E8 23.47  5.10  5.56 4.53 5.06 thobé b5

* Lps valores obtenidos se enlistaron de la misma forma que la Tabla I.
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TABLA III.- VALDRES OBTENIDOS DE 20 SUEROS CON HEPATITIS.

No. Lfpidos Trigli- Colest. Colest. Col. de B- B-Lps. B-Lps.
totales céridos total esterif. lipoprot. Biog. Inmuno.

mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl  mg/dl

1 3655 491 1340 1020 1266 3608 3630

2 3125 4L82 1290 624 1173 3544 3554

3 3250 419 1160 566 1118 3188 3220

b 1630 345 410 264 353 1007 1095

5 1892 305 382 226 324 895 918

6 1150 190 333 212 291 829 a4o

7 1190 312 396 173 317 905 923

8 1254 179 345 198 290 826 853

) 1247 176 330 201 292 832 840

10 1220 455 294 198 215 612 635
11 1260 405 280 147 256 727 750
12 1144 219 272 183 220 627 640
12 1098 157 270 158 240 684 700
14 1118 157 268 173 246 701 720
15 1040 192 266 168 210 598 . 617
16 1130 184 263 150 228 650 671
17 1044 219 254 168 206 580 598
18 1030 205 250 140 200 570 593
19 1420 L55 242 14 217 618 630
20 940 140 220 123 192 547 556

* Los valores obtenidos se enlistaron de la misma forma que en la Tabla I.
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TABLA IV.- VALORES OBTENIDOS DE 15 SUEROS CON DIABETES.

No. Lipidos Trigli- Colest. Colest. Col. de B- B-Lps. B-Lps.
totales céridos total esterif. lipoprot. Biog. Inmuno.
mg/dl  mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl  mg/dl

1 1145 180 276 182 212 603 615
2 1103 209 258 132 200 570 581
3 1070 175 248 175 186 530 542
b 1076 226 234 170 104 410 427
5 857 90 230 212 203 579 586
6 855 176 220 96 176 503 516
7 826 62 218 120 161 460 Leb
8 756 102 173 98 156 Lue LL8
9 625 126 165 138 132 377 380
10 674 178 152 70 139 3% 40O
11 750 140 128 58 117 333 336
12 792 93 120 72 . 100 -285 283
13 535 108 118 72 102 292 300
14 593 108 113 75 100 285 . 290

15 400 L8 112 50 104 297 302

* Los valores obtenidos se enlistaron de la misma forma que en la tabla I.
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TABLA V.- VALORES DOBTENIDOS DE 15 SUEROS CON PANCREATITIS‘

No. Lipidos Trigli- Colest. Colest. Col. de B- B-Lps. B-Lps.
totales céridos total estarif. lipoprot. Bioqg. Inmuno.

mg/dl mg/dl mg/d1 mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
1 1092 248 271 198 195 555 570
2 940 198 240 188 211 600 605
3 915 291 238 160 212 604 626
4 856 219 230 127 149 424 434
5 1600 291 225 183 200 569 574
6 1002 288 206 169 174 496 516
7 1500 250 183 128 168 479 587
8 981 312 181 102 154 438 445
9 860 262 160 115 w3 407 411
10 632 180 155 122 137 390 ¢ 394
1 775 172 150 119 119 340 350
12 880 195 132 97 13 382 408
13 812 183 123 90 121 346 350
14 760 205 120 88 100 285 286
15 -+ 800 185 107 7% 86 24k 248

* Los valores obtenidos se enlistaron de la misma forma que en la Tabla I.
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TABLA VI.- ECUACIONES DE LAS RECTAS Y CORRELACION LINEAL (r) DE LA COM
- PARACION ESTADISTICA DE LOS METODOS BIOQUIMICOS £ INMUNOLO-
GICOS EN MUJERES Y HOMBRES.  (GRAFICA II).

BETA LIPOPROTEINAS contra BETA LIPOPROTEINAS

(Met. Inmunolbgico) (Met. Bicquimico)
Ey = 42685 Ex = L1834
2 2
Ey" = 19114970 Ex- = 18503898

Exy = 18896491
a8 = =6.75 b, = = 77.56
8, = 1.04 by = 1.16
Y = 1.04 X - 6.75
X = 1.16 Y - 77.56

r = 1.00476

* Los valores obtenidos fueron calculados por medic del mé&todo de -
Minimos cuadrados y Regresifn lineal cuyas férmulas ss encuentran
en el Apéndice A.
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TABLA VII.- COMPARACION ESTADISTICA DE LOS METODOS BIDQUIMICO E INMUND
LOGICO DE LAS BETA LIPUPROTEINAS, RELACIONADO CON EL SEXO
FEMENINO Y MASCULINO POR LA t DE 'STUDENT"..

BETA LIPOPROT. vs BETA LIPOPROT.
(Met. Biog.). (Met. Inmuno.)

MUJERES MUJERES
M = 413.78
Sx = 92.69
t108= 0.350
n = 55

Grado de libert. = 108
0.7<P< 0.8

BETA LIPOPROT. vs BETA LIPOPROT.
(Met. Biog.) (Met. Biog.)

MUJERES HOMBRES
M = L20.44
Sx = 94 .66
tBB = 0.410
n = 100
Grado de libert. = 98
0.6 <P £ 0.7

* |Los valores obtenidos fueron calculados por medio de la t de "Student”

BETA LIPOPROT. vs BETA LIPOPROT.
(Met. Biog.) (Met. Inmuno.)

HOMBRES HOMBRES
M = 420.04
8x = 93.19
tBB = 0.320
n = 45

Grado de libert. = 88
0.7 <P <0.8

BETA LIPOPRDT. vs BETA LIPOPROT.

(Met. Inmuno.) (Met. Inmunc.)

MUJERES HOMBRES
M = 428.28
Sx = 95005
tQB = 0.410
n = 100

Grado de libert. = 98
0.6 <P 0.7

cuyas formulas se encuentran en el Apéndice A.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Para realizar el objetivo de nuestro trabajo se hizo prime-
ro las determinaciones de Lipidos totales, Triglicéridos, Colesterol-
total y Esterificado de los cien casos estudiados, donde la M de todos
los parémetros analizados se ajustaron dentro de los valores medios -
gue no sobrepasaron los limites de aceptacifn, sefialando Gnicamente -
que el colesterol total tanto en mujeres como en hombres fueron préc-
ticamente los mismos, pués presentaron diferencias minimas.

Después de establecer la metodologia correcta se prosiguid-
a valorar las Beta lipoproteinas por los dos métodos: Inmunolégico y-
Bioquimico, siendo el primero muy especifico por el tipo de reaccibfn-
antigeno/anticuerpo que se lleva a cabo formando un halo de difusibn-
completa, en cambio el segundo es una precipitacibn de las Bsta lipo-
proteinas con polianiones, basado en el contenido del 35% de coleste-

rol gque contienen ellas mismas.

Las Beta lipoproteinas para el m8todo Inmunolbgico son lige
ramente mayores que para el método Bioquimica, sin embsrgo, clinica--
mente no ofrecen diferencias significatives para ambos sexos, indican
do que se puede usar indiferentemente cualquier método bas&ndose en -
lps resultados obtenidos. (Tabla I y II). o
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Los datos de loa cuadros patolbgicos encontramos en Hepatitis
valores muy dispersos, en cambio en Diabetes y Pancreatitis ss asemejan
a los casos normales. (Tabla III, IV y V).

El factor de correlacién lineal en la comparacifn sestadistica
de los métodos Bioguimico e Inmunolbgico para mujeres y hombres es acep
table por los resultados obtenidos. (Tabla VI), loc mismo se pueds decir
con respecto a la t de Student puesto que las Probabilidades calculadas
en las diferentes combinaciones se hallan en el mismo rango.(Tabla VII).

Y por (ltimo haremos mencibn de la precipitacién de Beta lipg
proteinas con heparina y un catién bivalente de un suerc analizado, don
de se obtuvo una solucifn concentrada de lipoproteinas, que electroforé
ticamente resultf una banda que en el trazo densitométrico correspondse-
al 100% de Beta lipoproteinas. (Foto 1).
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RESUMEN

Revisibn de los aspecto histbricos, bioquimicos, fisiolégicos y pa
tolbgicos de las Beta lipoproteinas.

Definicibn de la metodologia adecuada cuantificando Lipidos totalss,
Triglicéridos, Colestercl total y Colesterol esterificado para deter
minar el patrén bioquimico lipidico de cade musstra.

Dosificacifin de las Beta lipoproteinas por los métodos: Bioquimico -
(Precipitacibn con polianiones), & Inmunolbgico (Inmunodifusibn Ra--
dial simple).

Elaboracién del anflisis Estadistico de los cien caesos normales y pa
tolégicos (Hepatitis, Diabstes y Pancreatitis), y determinacibn de -
la Media (M), Desviacibn esténdar (Sx) y Error esténdar (ES).

Obtencibn de la gréfica y ecuaciones de las Rectas de regresibn (Y,X)
por el método de Minimos cuadrados y su correlacién linesl (r) para-
fines comparativos de los métodos Bioquimico e Inmunolbgico da los -

cien casaos normales.

Comparacién Estadistica de los dos métodos mencionados anteriorments
por la t de "Student", obteniendo las Probasbilidades tanto en hombres

como en mujeres.
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CONCLUSIONES

a).- Para los casos analizados en esta tesis y de acuerdo a las técni-

b)e=

cas usades para la determinacién de Beta lipoproteinas, apoyéndo-
se en los chlculos estadisticos empleados para los métodos Bioguf
mico & Inmunolbgico, podemos concluir que no hay una difencia sig
nificativa entre ambos, en base a los fuapltadua desarrollados en

este trabajo.

Lo mismo se puede concluir con respecto 8l contenido de Beta lipg
protei{nas, relacionado con el sexo femenino y sexo masculino no -
hubo una disgrepancia significativa, sefialando Onicemente que en

las mujeres es menor debido a factores hormonales.
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APENDICE A.- FORMULAS EMPLEADAS PARA LOS CALCULDS ESTADISTICOS

Ex
1.~ Media M =
n
E (x - i)z
2.~ Desviacibn esténdar Sx =
n
3.- Error esténdar ES = X
\In
4.~ Desviacibn esténdar para dos muestras:
E 1™ %% v (X2 " %0
Sx =
n, +n, - 2
X, - X n, n
5= t de Student t = A : s Rt
Sx n, + 0

Grados de libertad = n, +n, = 2

6.- Ecuaciones de las Rectas de regresibn por el método de Minimos cua-

drados:
Y = a  +a, X X = bD + b1 Y
EY = aDN + 8, EX EX = bDN + by EY
EXY = a_ EX +a, EX> EXY = b EY + b, EV?
(] 1 o 1

,»i?<§§
y{"ﬁ“ ) 4\

\ ”"w.m:.a
wy\ *

A
QUM
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(EY) (EXZ) - (EX) (EXY)

a =
e NEXS - (EX)°

N EXY = (EX) (EY)

a =
1 N EX® - (EX)?

(EX) (EYZ) - (EY) (EXY)

—

o N EV? - (EY)

= N EXY = (EX) (EY)

N EVC - (EY)®

7.~ Coeficiente de correlacifin lineal:

Xy

\J OGS

8.- Error Tipico de la estima:

E (vpract.' Vealc.’

2

Syx =
N

2
E(xpract =~ Xcolc.?

Sxy =

N

9.- Porciento del Error tipico de la estima:

Syx
% Syx =

Sxy
100

% Sxy =
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APENDICE B.-COEFICIENTES DE CORRELACION DE LOS VALORES NORMALES Y PA

TOLOGICOS.
MUJERES MET. BIOQUIMICO MET. INMUNOLOGICO
B-Lps./L.T. 0.985890 0.994310
B-Lps./T.G. 0.953300 0.960316
B-Lps./C.T. 0.991612 0.992432
B-Lps./C.E. 0.984257 0.984214

HOMBRES

B-Lps./L.T. ' 0.988160 0.983310
B-Lps./T.G. 0.967670 0.968700
B-Lps./C.T. 0.990970 0.991450
B-Lps./C.E. 0.958690 0.980820
HEPATITIS

B-Lpse/LeTe 0.955370 0.964910
B-Lps./T.G. 0.856840 0.861240
B-Lps./C.T. 1.001720 1.002160
B-Lps./C.E. 0.976269 0.976880

DIABETES

B-Lps./L.T. . 0.960100 0.986580
B-Lps./T.G. 0.944230 0.945940
B-Lps./C.T. 0.994740 0.995270
B-Lps./C.E. i 1.044370 1.,044L370

PANCREATITIS

B-Lps./L.T. 0.972560 0.977250°
B-Lps./T.G. 0.980250 0.979110
B-Lﬁs./C.T- 0-993800 00991130

B-Lps./C.E. 0.994850 0.989440
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APENDICE C.- APLICACION DE LAS FURMULAS 6,7,8 y 9 DEL APENDICE A EN
COLESTEROL TOTAL vs BETA LIPOPROTEINAS POR LOS METODOS
BIOQUIMICO E INMUNCLDGICO.

Syx
%Syx
Sxy
%Sxy

COLESTEROL TOTAL

MUJERES

€:)) ¢9)
22858 22102
9880820 10172598
10143 10143
1944585 1944585
L3466623 4413978
41.33 L6.88
0.34 0.33
88.79 37.53
1.77 2.07
41.33+0. 34X 46.88+33X
88.79+1.77Y 37.53+2.07Y
0.991612 0.992432
21.84 21.53
11.84 11.68
54.99 53.36
13.23 12.70

vs BETA LIPOPROTEINAS

HOMBRES

(8)

18976
8632078
83970
1626357
3711086
71.07

0.27
-112.18
2.86

71.07+0.27X
2.86Y-112.18
0.990970
22.29

11.92

64.79

15.17

(D

19583
8942372
83970
1626357
3780994
55.30

0.30
37.34
2'13

55.30+0.30X
37.34+2.13Y
0.991450
21.85

11.68

56.65
12.95
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En las gré&fices 1,2,3 y & se hace una integracibn de los re-
sultados de la fraccibn principal gque corresponde al colssterol to--
tal contra Beta lipoproteinas por los métodos Bioquimico e Inmunolb-
gico (Apéndice C), y los valores patolbgicos (Hepetitis, Diabetes y
Pancreatitis), sefialando los limites normales de cada determinacibn
en mujeres y h ombres con el objeto de apreciar la correlacibn exis
tente entre ambos.

Las pendientes obtenidas en cade gr&fica se observa que su-
coeficiente da correlacifn lineal (r) es cercano a la unidad, indi-
cando que guardan cierta relacién entre ambos métodos y soleaments -
dar& resultados ligeramente bajos el método Biogquimico que sl méto-
do Inmunologico consideréndose més especifico.
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