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Las determinaciones de colesterol actmabmente han alon-
rado uns importancia consderable; o que ha ocasionado que
gran namero de crentificos intenten encontrar un micuslo de
dosificacion vipido v sencillo, via que los méusdon entablecidos
pecan de enonme nborwosedad v exagen gran ndmero de ma-
mipulaciones s Pearsen, 1550 que van on perpiicio de by exae-
tted, v oen alsinas ooasiones de o rapsdes necesaria para las
dostficaciones, espectadmente clineas

Laos detalles aeerca de fa conmsntuadn guimics v propiedas
des del colesterol, no son sbieto del presente rabajo, en el
cual ¢ restntin GnIEnente sts caneristieas s esene
oy

Fl colosterol s of mejor connado de tados Tos estevaides
(Harrow, 14570 Fsoun aliohiol moneatamico que contiene
una doble union vy cava fdrmuala oy (G HLOH {(Hawk, tan4)
st estructuta os fa sizwenic:

\9
3 &1 (CH (CHY; CHICHY,

/ \‘;\

CH3

\/

o cuatio anillos forman el micleo ciclo pentano perhidro
(cn.umcnn, el cual s cracteristico no solo del colesterol y de
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otros esteroles vegetales v animales, sino tambidn de una gran
varicdad de compuestas existentes en Lo natnralesn v cuyo sig
nificado finoldeicn o8 o exiramnn diverso, Fotie ostes alranos
se encuentran wiled hibtares, hormoros estegotdes, citam v
estervoles, Lo poronn s dmiea sde bos glucdnada o anhintdnieos
fhigind, ot Las sapogennnas, prshessbine e lusr wosbien
sgui oy hidioosrbhuros Carandgenos del apeo del feoantienns

Flcolesterod e encuentia constininenda noe de dos Tipdos
cehubiones prmordiates oo cantiletos baatanwe graedes en ool
topedo nervioss P san g0 Se b cnuentra tambien en
Ly b siendo iy abuindanie on ciento tgae de calendos B
Jrares, Fxste tamnbadn on Las hoves v toche,

Pl coleserol ve pnesenta oo b sangre o formn de colewe
rol hibre v de esteres ddel colosterol Fanel plasisn s hadlan o
}.‘\ vis cok sterod 51§)h' % Lail'il!i\;ﬁsina (48 4 Yo ;;;a")'{xuif,z“, ',{'jlﬂ ainfa
mente pruece ostar paesente fa forma hibre Paracel andbses s
prefiore o] phonue o b wingre wad, saque e L fracadn deld
plistes tenen hucay Lo mavor patte sde Las vanooones patola
gicas, on Lo cantidad totad v distoaboodn enoe b B hibre
¥ L esterihwada,

P colesterol de Lo sangie novmal parece mantencive aun
mivel comstriuciois! gue os caaoeriston para b mdividua,
voeon vospecto b caall se producen de ordinaaso desviadiones
npportantes Con todo se enctentoa vatiaciones constdera
bles cuire diterentes madn duos sicmndo tos Timtes vorasites
aproxitadinnente do o o mgs por oo mlo deosaeto o
})I“.\!H.l [KSAS T 1Y «LH-:\ 05('[»( Hlik i x‘.(} z!'.(A'hnin L‘!n‘ixl("ngn. h(“ ("\!.I
(.Hllit‘..u‘., .ill"‘(iniu! e U ercio o8t x:'rn"s('i'-.!,(' ety feren ‘!t.‘
(nl('xu‘!ul [xfl ¢ ooolne Ty huase o | %m-. i;til.lt i«’un t e «“'..‘,i\n
N ue Os seneiabioe aeoptada con s v ool resto estd
esterthicado cottespondionda o un Goes 0T ded total,

Stohien muochos de Toan dios que igoran en Le Heratars,

son e funcon del colesteral total, L deinbucion Je dae ene
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tre la forma hbre v Ly estenficada ostd rectbiomdo mayor aten-
cign, en cspectal para ol dasassties de Las enfermedades del
higado, Scgun Sperry ba deterinnacdn habuual del colesterol
de Ja wngre ol debrery abanebomarse, va gque ko gldbulos
conticnen salimente (olesterol hibie 4 en cantidad bastante
constantc, no habidmloe obnervado variaciones en los estados
;-;_un!f;-tirns Fi calesterol del suero aumentr, ¢ L determina:
cion tene valor dlipe s co Ly acfromig hptmia, diabeter azus
carada, ol hipotrouhiine v Ly obanwadn nbar debada a
cileulod o otras s
S encuentig aumentedo tastdacen en ol onbarazo v des
puds de v diets sl en bpades T cantsdad i!c colesterol
en ol sucio ecmenor en Jovoacde pertirardouno, ancimia
perticosa y setios tipes de enfeomedades del hifyg tfu, e oAy
althnas Ly proporaon cntee of colesterod esterificado y ¢l total
pucde domnvn o bastante pata ser de amportanciy on el
diagniniuo

l,(fys uz("tmfug ;uiui:imﬁns §‘m!.! 3.& (irigfuumm lf’sﬂ d{‘ (,Hk‘&tt‘-!

rol se pueden dioidie e ddos wrandes grupos (Reany, g
9 en ol cual L principal vanaaon escioen b forma de exirace
cidn del colesterol, va que L producciin del color en todos
cllon, se hace de wouerds con bo reaccidn de L i(:bcrm;mn ¥
Burchard, Inddundos on ois osting o} mdtado e Myens
Wardell (1qgisi los wictodo de Lol Qigagy ¥ Shefitel
{14040, Suckete {rauns s Blooy (vgad).

I mdtdo de Prinder cranzr utiliza potasa aleoholica
para hidrotizar los esteres del colesterof v el enlesterol libre se
extrac con petroleo, wdo como dsolvente dictoruro sde e
leno s devaotlindo of color con u eedha sde acento viicido
sulfiirico

Por to cencral Lis sebstine s empleadas parac by extraceion
del colesteral e los mctodos antetiormente Atados son ez
clas des aloohob erer, alcohobacetonn, et sa que Drckeer y
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colaboradores  (1941n), demostraron que ol volesterel cuaba
presente en dos diferentes fracoiones: una parte cter wolable &
otra combinada con proteings que requeria b desnaturala
¢10n con aleohol,

Tambicn s han hedhio intenten de estimar el eolestetol
ditcotamente on ddotoforme avsdo, en oy ncestos de Sob
(rag7 v Zuchorman v Natehon gy

En el o grupo se mndunen totdon lon mretisdon que tengan
como base Ly preapaiacon ded colesterol cmno digtonudo, ol
cual pucde ser detenmmadn g unctinanente por los et
dos de Gandier « Gannboaoueh ger o Bosd saaa o Man
y Gildea crogas Pambuon so b determanade casometnica
mente pot ko, Pase = Van Shie grgexg

Loy mcwsdns crdos antorornente, perteneoentes a2
grupo, no oson sdecmadin oo Lo clinmea sa e se tequise
re una ran canOdad de e v cqutpo espenal,

Ll mctoda estudinto on el presenie tabuago se basa en las
determmnaaiones de Peasson, Sternos My Ganvac b cvgnu duan
y consiste en L preapaandon de Lo protemnes por mnedio de un
reactva precipitante doe chrwo teriec en oo wectivo gl
cial, fliracion y sobre vna abicuoia del Biloado desaarolio ded
color con cido sulfvrico, B omdrado de Benne Zak gty
para colesterol total vy sty esvteres cominte en aextraccon deld
colesterol con mezcta aloohalacctona tiltrando v dovidiendo
el Nltrado en dos partes, detevminado sobie v de ellas el
colesterol total v sobre L otta ol calesterol Hbre

Las lecturas de B demsidad opaica del color desivollado
se hacen en ol fotocolornneno de Leits con filive 550,

El mecanibiuo de Lareacaion que tene lugar en el méto-
do de Bennie Zab no ha podido ser sanstactoniamente explic
cado (Bennie Zak, vg5%) 0 pero se aree que exista i bise de
oxidactim, va que se forno una cantdad proporcional de ion
ferroso. Aparte de esta oxedacion, existe probablemente una
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deshidratacidn del eolesterol, puesio quc la solucidn final no
acuosa contiene dcido sulflrico al g0 % (Beanme Zak, 1957).
Esto pandria ser elerto, ya que de acuerdo con los trabajos de
Feigl {159 v Nath fraz4n a6 ol colesterol puede ser
deshidratado v sulfonade por ol dcido sulfirico en deido acéti-
to para formar e csdo sallimico derivade del colesterilene.
La solvactdon es un fonbmeno reconocido en cualguier reac-
citm on e formen compuesiog colorcadon como prrxlucm
de adicidn del dado sulliran v depende de b poibilidad de
courdhnacein de b Gtomes, o gropos de dtomos del compuesto
con ol dcdo sulfurico. Bl color puade extmerse por dilue
ciin con aguas o8 posible que by forma exidada del colesterol
sea deshudratdy por ol sado sulbiunne fo bien que se inviena
el otden de T din panen dde it vl COmpUesio for.
mado seosolvata con el acudo sultaros. Hay por lo tanto una
posibilidad de sulfonaciin, solvacon, deshidratacion y con.
densacion u oxadaciin en by produccion del color.

7
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MaTEriaL

-

Matraces volumétricos,

Matraces Erlenmeyer, t
Pipetas.

Tubos de ensave.

Fmbudes.

Tubkos graduados de 10y 25 ml,
Parnilla cléeurica,

Centrifusga,

Fotocolerimeuro de Leite.

Reacrivos é

q)

. Solucidn saling fistoldg

Acromdtodo de Bennie Zok

Solucion patrdn de colesterol,

Solucidn tipo de colesterol.

Solucidn patrdn de clorure férrico.

Blanco v reactivo diluyente de dorure férrico,

a.

~

Acido sulltrico . i
Soluaiion de diguonina.,
Mescl alcohol-drer
Acctona . p

Mdtodo de Bloor {modificado)

. Solucion pardn de colesterol.

Solucton tipo de colesterol,
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PROCEDIMIENTO
Obtencion de la curva de calibracion

1. Hacer diuciones meadando: cero, 2.0, 40 v 6o ml de
solucion tipo de colesterol, recientemente preparada, con
.o mb ded reacuvo diluyetite de clarura férrvico,

2. Anadiv o2 ml de solucian saling Bsiologica a cada tubo.
Tomar una pane alicuoty de 6o ml v estratificar g0 ml
de dcdo sulivrco concentrado,

.

hd

4. Mescha Lssoludiones vigorosunente v dejar que s cons
tenidos adguieran wmperatura ambiente  (aproximada.
menie 107,

5 Leer al fotocolotimeni, con biltro s comparando con el
bLlanco v hacer Lo gridfna de porcentage de transninancia,
ca relaoun con carentinaGn, on papel semilogzaritmico:
colocando vonmw orderadis o p«}!tﬂ!l;!it.‘\ de transmitan-
et v comw abeisaes by concentreaon del colesterol on i
urarnos pav cien msthilitios de sucrn,

Pucde hacerse rambicn o tabla en papel miliimdisico po-
nicndo on lss ordenadas of logarione del porcentage de da trans
mitancia o bren b densidad Gptica, o sen ~~log de la transmi-
tancia {(Hawk, rgnqi.

o Medir g mil de suers, anadir 8.0 ml o de reactuivo prec}
pitame de dornro fermcos Mezsdlar perfectamente as so-
luciones.

2. Al cabo Jde s osinutos Oluar aosnescda,

N

3. Tomar una parte alicuotode 6.0 mid del Bloado amarillo
claro v anadn estratificando ool de dcido sulfarico,
Mezehar los reactivos o depr que Leomesdla adquiera la
temperatury wnbicme.

4y



Cloraforme o, p.

Reactivo de anhidndo aceticn v dods sulfinco.
Mesla alesholorer

Solurion de dignoning,

Etcy de prudlea,

ME ot

Lo Micvamidiodo de Henmne Feack para cedfesteral total

Reactieon

Solucidn patrdn de dlorare férrivn Pewar Sgo aig. de ddee
quro ferpice hewhidratado v shiadoer con e ndo aretien
shacial; pasar w manrae solmetticn e vosr b meachar
por anserson. Debe consersase ool refngerador para
tntvor estabalutad del rescrsa

Reactivo procipanie de clorany ferpo o Diluiy Tasolu
aon paton o con wado woctio ghoals Pste reativo
anbicn debe relnigeiarse,

Blinco de Jdorun tenrien vorcactng diduvente - Dol
Syl de bsoluon pandn o vos sl con aondo acdio
pliacial,

Solucidn pardn de colesterol - Disolver sooomg de coles
terel puro s sico e oo woetioo glicid, pasaslo aoun
.y volumcin o de oo mbo v dibun st e manea
con Lcido aectico slacnal

Solucion tipo doe colesterel . Medis exaetamenie oo ml
de L soluaiin pattin de dolosterel v oane il de Lo ol

cron pattdn de detara ferreo, Hevar wouny manay volue

metneo deoioomhoy aberar con aondo woenco whioal,

L preparaaon de estas soludiones we debe hacer inmedia-
H

tinente antes de cimpean L determnon.,

X!
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PROCEMIMIENTO
Qbicncian de 1o curvia de calibracion

1o Hacer diluciones meerdlandos ceto, o, g v Buo ml, de
solucian tpo de coléaerol, recentemente prepatackh, con
fomlb del reactive b ente de dovuro (frvice,

g Avadie ol de sduadn sahina fswldgica a tada tubo.

4 Toaur voa pase shivnnis de bo ol s estranfiear go ml,
de dcuds sulivin o copcentrado.

4 Maerchar das solusones sigotoannenie v odejar que sus cone
temdios dguieran touperanita anbiente (aproximadas
moente vey

oo Leer sl fotocoloriimerno con Bl o comparande con ¢l
blanieo v huaces Lo yrafu de poscentaje de tovmmiandia,
C1 b tOn o Conlo iy iog, o gmg:f! sertlogariomico;
colocanda como vrdenadas e parcentages due transmitan-
Cia v ocoteo abnise o concenttaodn del colesterol en milie

wraries o e pubiditeos e suero

Puade hacerse tanbien b bl en papel milincorice po-
nicndo en Lo ordenadas ol fozariono ded porcentaje de lnrans.
mitinci o bien by deasuiad opticd, o sea —-log de Ly transmi-
tancia (Hlawh, vy

Dieterminacion de colesterol en suero

b Medie oozl de suero, aiadie Bao il de reactivo prect-

- pitante de dono tarico Meschar perfectamente las so-
Tuciones

2o Al cabo de oy naoates hoar b meadda,

4. Vonan vog paate alicoota de 6o ml ded Hiloado amaritlo
(o v anadn estianicando o ml de sdodo sullarico,
Mesckar Tos reaonives v depe que bomesda adqguiera a
tetnperatuia ambiente.

iy
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g

Lecor ol forecolorimstin con Oltro G560 (,‘nu‘kp.n'.]ndu ¢ an ¢!
blanceo v deternnnar ba ronceniracion e calesterald Pt

oo ml, de sucroen Legrafea 1

Nota: La weenca onnnal con ectura on ol espeatrnfon
metro de Colenunn cmplea tnwamente oo wil de stern
v cantidades propoiconales sle los reactves, pero s ha
acido conveniente duplivar eb volumen con objer de que

L celdilla del fote olorimerso poeda Henarse tonidhincnte

Mdtodo de Bennie Zack pare Lo ddetevminicsm de coleste.

ol Iihre v total,

REACIIVOS

M4
-

th.

~

i

4

by A

Solucidn patron de dorure férrico < Pesar exin tarsente
g mg. de clotaro férico hexahidiaado, disolver en et
do acdético ghcml en oo volumdocs de vas mb D
latr hasta Lo marcs v mesdar por atveradn,

Solucion tpo de doturo énce. Db Le solucon pa
tron 1 o con acnlo oo vhaesal,

SoluciGn patron e colosterol - Dsolver von iy, de o
lesterol o o oseco en doado accticn yhacnal, enoun maras
volumctiin Jde von b Mot con aondo acético
glacial.

Solucion de dytommas Disolver o graomae de digitont
IR Y] no Hl!_ ti(‘ L‘l.HH)l \ (illz!!! Jgd 0 beny HIL O} J;{'U;g :[{tsv
tilada,

Mescla extractora adeoholacetona. Preparar b oweada

| SN

Acctom .

Acido sultirico . p.



Procepisirs 1o

La preparacion de las curvas de calibracibn se hace de

igual mancra que para ¢l eolesterol ol

TEexica

i.

s

Medis exacuanmente oo mi de suero: vacisrhos on un ma.
taz volumdtrion de 2o ml, 2l que previamente se le ha
afadido 10wl de mezely extracion de alcohal acetona;
dilusy Busss Lo manes aetassdo vigorosamente,

Filtrar, muntenicndo cubiento o embudo con wn vidrio
de reloy,

Lamar sooml ded filirvado s colocarto en un tabo de cen-
trifuga para b detcrminaadn de colesterol libre.

Medie 5 mbded Gilrado aleoholacetona y pasarlos 2 un
tho de sreavo para determinar coldesterol wtal,
Evaporar ol catemdo del wbo de ensave a sequedad y
el contendo del nha de ocontrifuga aoun velumen de
RTSSE RPN

Anadir tooml de Iroseluaon tpo de dorure férnico al
contentdo del tabo de ensavo para disolver ¢l vesiduo.
Estratificar poo ol de dcido sulfinico concennado y mee
clar Las solutiones vigorosanente.

Despues de osperar vo minuts {aproximadamented leer
al fotecadotimetro, comparando con ol blanco, con tiltro
THIS

Anadi al contenido ded tubo de centrifuga un ml de so-
Tucion de dignoning

Dejar 1eposan 1 minutos 3 centrifugar por 1o nunutos.
Decarar o Tuado sobreadante v aiadin 8 ml de acero-
na . e de vl nanens que se logre dispersar ¢l precipi-
tdo; amitar perlectunente hasta que B suspension: del

precipitedo sea homogenea.

25
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15

Una e que lo anterior ha sucedidn, decantar v solver a
centrifugar,

Tnverdr of tabo, v secar sus pareides oon un papel absor.
bente, Anadhiv of reactnng e chsruse Inrten,

Fatranficar o ood sde aopdo anlidorn e

Leer sl inceanlorpmessn e etz comparassde con of blan.
HEH

Filter o

Cir (0

16, Obtener on bosrafrea 1 o conventracion de calestosnl pot

20
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Tuextea pe Broos
Riacriva

1. Meada aleohob-érer. Mesclar tres volfimenes de alcobol
de g2, con un volumien de éee i

>4

Reartivo de valesterol o prrpara putamente antes de ser

wadad . Enoun Boasee con tapon, poner 2 ml de anbidri
do avctin por cubs probleson afmdie oo b de dendo sul
furio conventrado pur cada el de sabideido ¢ fpue 20 haya
pucsto frpeabar s denr cnfinars

~

A Sodueion parrdn dJde eolesorot . Pras

.

v i mg, de coleste-
ved v oadorar o D con doreforme.

4 Solucion de shguomsna o Sotucion al vy 9, cn alcohol
di gy,

5 Eter de petdles e p

Procepinvee s

Lit cunva de cabibracuin se hace con diluciones de la solu-
citn patrin, contespondicntes o las angeriormente hechas para
el ool dv Bennie Zack v haciendo la grdfica en la
mistg form,

Dicterviinaeiion de colesteral total

EoEn g matrar o tubo sdorados a2y ol colocr: 1 ml de
meacly alcohol-Gler; wnadiv lentamente v con constante
agitacion del recipiente vooml de suero; dilvir hasia la
gradun idn con mescl adoohalfrer; dejar reposar o mi-
nitton Gagitando ocsaomdineniey v i,

27




En un matraz Erlenmeyer de zo ml colocar v oml del
filtrado; evaporar 4 sequedied en parnbia eléctniea. Fxe
trier ¢ colosternt del residun hirviendo tres veces sucesi-
vas con 2 ml. de cloraforme cada vee.

Decantar a un tibo mavexdo en 1o mb v el sohunen de
los diferentes extrarton. diluithn a 1ol con dorofarme.
Afiadir 2 il de reactive de colesteroll invertir varnas
veees, Dejar repesar on la elscursdad por 2o munttes,
Leey al fotwolotinesro con Hiltro bgo

Determinacton de colesterol totsd 5 sus eirees

1.

Se colocan 1ol del filtrado aleohiol éer en un vase de
precipitados, se anade o mib de selucidn de digironing,
se meschy perdecinnente v ose evapora xosequedad 2 bano
marie.

Anadir 1o ml de dter de perrddeo, Hevar a0 bado waria
hasta chulhaidn y decantar 1 0o vaso de predipatados. re-
peiir la extracaidn tres veees s,

Evaporar a bano nuais los extractos combuados de éter
de peurdleo,

Exuraer ¢ restdun tres veces comsecutivas con porciones
de 5 ml de doroforma.

Afdiv = mbde reacivo de eolesterol; agitar perfecta
mente.

Leer al fomocolorimetro con filiro tyo.
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Se determing colesterol total y esteres del colesterol segiin

I téemica de Bennie Zack v colaboradores adapiada al foto-
colorinictro cn fo sucies supmieston notmales ¥ s compararon

o

1.

0,

rosultados con Lo téenua de Bloor,

CONULUSTONES

El mctodo o sulicentemenie exacto como pare ser adop-
indo on ol ibaatoria clineo.

Las diferencias enconuadas en la comparacian con ol mé-
todo de Bloor o exveden 870 v se ba observado que
Lt mavor parte son diferending por exceso, L cuales po-
drian atntbuirse o una meomplets extraccion en el mé.
todo de Bloor.

Fael 229 de tos tesultados exste una diferencis no ma-
vor de v oz Eonoel oo 70 de los cases estudiades coinciden
exactinnente loy resultados de o dos métodos efectuados.
Con respecto a b determinacion de esteres, el mibximo de
difevencia enconuado fue del 108340 o 209 de los
casos coincidizron. En el 27 € de los ausos fa diferencia
no es mayor gque 2y Y. L diferencia os monor de uno
en el 897 de los casos,

Con la previa preapitacion de las protefnas, en el méto-
do de Benmnie Zack para colesterol otal, se ha obviado Ia
crusa de crror debidic al tripta’ano, que se presemtaba en
¢l método original,

La pequena cantidad de suero que requiere este procedi.
micnto lo hace apto para Las dosificaciones en recién na-
cidos, ninos v animales de liboraorio,
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Fl color es edable husts peor wia hora

R. EI métndo o senalla, sapido v econdmicn,

b determinacon ftene o mmeonvenente de Lo mmesaabt
Biclaod ode bem peaciinns, 3 toin ;»m atuty wnhirnie o conees
van duranre un minnno de 2 dias, o o relrigerador sn
tempo e comervanion se prodonga

1 3

Fn e} s e e Giiteamette e ttate o edtener volee

terol tatal, o puede cinploar o retonlo nilinero FREC au
prime s sanpiiaoenes vz, del menls :s{z"ﬂtt’n §}
No odntante Loosnanor s omphivas won del metalo e B4

para colostenod %;ix:;- ol con resperetes 4 b d:::s:mzm.x-

cion de codesterol sotal del o witton, resnles smuwcho
s sencitlo y ipido gae coalguirer otta metisto 31.1:_; de

et colosternd total o libee.
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