ESTUDIO DE UN NUEVO METODO PARA LA DETERMINACION
DIRECTA DEL CCLESTEROL SERICO TOTAL

— Lab. Gabriel Sulbordn Solis.

Encargado de la Seccidn  de  Bioguimica
del Institute de Investigacidn Clinica.



Mumercsos y variados métedos hon side desarrollados pora lo de-
terminacién deal colesteral sanguines, lo mayoria de les cudales no han sa-
tisfecho las exigencios octuales de sencillez, ropidez y precision, que lo
practica dioria impane o esta prueba, de gran valor en el diognéstico y
prondstico de muchas circunstancios clinicos, en relacién eon les cuales nu-
merosos estudios han hecho resaltar su importancia, hociendo que su usa
se extiendd dia a dia.

Hosto ohorg, lo moyer porte de las récnicos consumer tiempo y poro
un labaratoric corriente presenton dificultodes que afectan, en mayer o
mencr grade, lo sensibilidad y reproducibilidad vy hacen dificilmente com-
parables entre si los resultados que con ellas se oblienen.

Par esta rozén, Oltimomente han aleanzado extenso oplicocidn los
meétodos que fienden a simplificor, sin menoscobo de lo exoctitud,

En este frobojo proponemeos umao modifieacidn o las técnicos deriva-
daos del método de Ferra y Ham (1) para lo determinocién directa dal co-
lesteral sérico total, que redne sencillez, ropidez; bajo coste y un buen gra-
do de seguridad.

MATERIAL ¥ METODOS

Reoctivas:

1. Mezclo ocética:
anhidride acética 9 wol.
dicide ocético al 509 1 vol.
2, Acddo sulfdrico Q. P,

3. Stondard de 100 y 200 mgrs. 95
Se prepora disslviends 100 y 200 mgrs. de colesteral Q. P. res-
pectivamente en 100 cc. de acido océtice glacial.

Procedimiento:

En frosco de Erlenmeyer de 50 cc. colocar 5 co. de lo mezcla acética
v ogregar 1 oo, de acide sulfirica QUP. Se produce una ligero reoccién
exofermico. Esperor que lo mezclo wvuelva a temperaturas ambiente |5 mi-
nutos regularmente| v ogregear 0.1 cc. del suero preblema, agitande in-
mediofomente,
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Esperar 15 minutos v leer en colorimeftro en longitud de ondo de 540
mu [filtre verde] usando agua como blanco y calcular 8l resultade compa-
rande contra el standard més aproximaodo.

Los standards se preparon en igual forme, sustituyende el suers por
0.1 cc. de cada uno de ellos.

La mezclo ocética puede usorse inmediatomente después de prepo-
roca y dura de 4 o & semonos o temperatura ambiente,

El moterial de vidrio usodo debe estor escrupulosaments limpio v
seca,

EXPERIMENTAL

En un métods directs coma el ogui propuests, sin extroccianes y pu-
rificociones previas, es preciso considerar los posibles efectos de substan-
cias interferentes, entre las cuales la bilirrubing, las proteinos séricas v fo
hemoglebing, tal vez sean las més comdnmente responsables de oltero-
cienes en el desarolle del color y por tonto, proboble couso de errer,

En el grafico N7 1, las curvas A y B nes muestran el espectre de ob-
sorcion de la bilirrubing, obtenido en un espectrofotémetro Beckmon DU,
comporddos con el del colesteral de la eurva C. Concentraciones relotiva-
mente altas de 1.0 vy 2.0 mgrs. revelan un minime de absorcidn en torno
a las 550 mu de 0.22 y 0.05 respectivamente, lo que eguivaldria a un por-
centaje adicional muy pequefio para cualquier lectura,

En el grafico W' 2 lo curvo A represanta lo obsorcion de 0.1 mi de
suaro conteniends 209 mgrs, 9, de colestersl |medio de 4 determinacio-
nes segln el método de Bloor (2), entre los 400 y 700 mu, siguiendo el
método ogui descrito). Lo curva B es la caracteristica desarrellada por el
standard de 200 mgrs. %, de colesteral puro usado en nuestro procedi-
mienta, en le misma vorionte espectral, Lo curvo €. es lo expresidn gré-
fica de la diferencia entre las curvas A y B,
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Como podemos wer, |los proteinos vy probablemente otras subston-
cios generan interferencia en lo reselucian del caler, la cual luce amplia
entre las 400 y 500 mu y se reduce al minime en las 540. Lecturas per
debojo de 500 mu nos llevarion a un error cierto, mientras que en la lec-
tura propuesta (540 mu] la sensibilidad de inferferimiento es despreciable.

Aun cuande el segundo pico hace el méxima cerca de las &S00 mu,
longitud en la cual también pueden hacerse los lecturos, en 540 se cum-
ple uno bueno absorcién y es tombién practica par estor selecionoda en
filtras parg muches colorimetros,

En el cuadre N7 1 tenemos uno demostrocion de la reproducibilidad
con variantes entre — 0.6 % vy + 2.4 % v un promedio del total de 1.2 %,
que significo una excelente repraducibilidad.
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DESWIACION PROMEDIO [l

Se hicieron recuperaciones en 10 suerss diferentes y los resultades se
exponen en el cuadro N° 2. Observamos variocicnes entre 90.8 v 1053 %
de recuperacidn, con una media de 97.0 %, lo que es muy aceptable den-
tre de la analitica de procedimientos.

Para estudiar los efectes de lo hemélisis hemos desificods el coles-
teral en 8 sueros antes y después de provocor en los mismos cierfo grodo
de hemdlisis por frituracién de su respective codgulo. los resultados los
vemos en el cuodro N® 3.

Finalmente se hize uno comparocidén de nuestra precedimiento con
a| cldsico matodo de Bleer en 20 sueres de diferentes concentracionas, Los
resultados se muestran en el cuadro N° 4 y en &l podemos ver que los va-
lores estan entre 2,5% y 19.09% (promedic 9.7 %) mas elevados en nues-
fro método.
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DISCUSION

lo comparecidn con otres métodos conocidos, tante clasicos come
de colorimetria diresta, comprueba uno eficocia no inferior y wn aspecto
practica superior d lo gue, en ese sentide, ofrecen la mayoria de aquelles.

Entre los métodas clisicos, de los cuales tomames el de Bloor como
prototipo, algunos hocen lo extroccion del colesteral del suero, evoporan
los solventes usodos en dicho extroccién, redisuelven én ofro medio dpro-
piade v finalmente desarrollon el colar cen la reaccién de Liebermann-
Burchard [3.4), Lo necesidod de eliminar los solventes de extroccion, la
inestabilidad del color y la rigurosa regulocién de tiempos y femperatu-
ras para ohtener un trabojo reproducible, constituyen las principales des-
ventajas de estos procedimientos, Es probable que en estos procesos de
precipitacién de fas proteinos y extraccién de los lipoides haya derto re-
tencién de los mismos v que o ello se debon los volores ligeraomente mas
bojes hollodos en &l métoda de Blaar.

El métode de Cchosnheimer y Sperry |5) es engorroso y de lorga du-
racian; wtiliza el clorure férrico v el dcide sulfirico,

Klungsyr |6 v cols, exiraen el colesteral con oleohal acetato etilico y
emplean en lo reaccién tinal el clorure férrico y el dcide sulflrico,

Zlatkis |7) y cols. cuyo método directo estéd hoy bostante extendida,
desarrollon el coler con deido acético, clorure férrico y acido sulfirico.

Zak y Epstein {8), volorando nuevos reactivos o bose de sales fé-
rricas propuestas poro lo determinacion del colesterol, estudian la solu-
bilidad del sulfate ferrose v estabilidad del ion ferrose en los sistemas oso-
mados y concluyen gue el sulfato férrica y el ferrose son cosi insolubles en
ticide acético glocial. El ferroso es odemas inestable y facilmente oxidable
a su forma Trivalente mds estable.

El primer métado para dosificar colesteral sérico por colorimetria di-
recta, desarrollando el color por lo especifica reaccién de Liebermann:
Burchard, aparecié en 1953 publicade por Pearson (9) y cels, En él, un
andlisis directo del colesteral sérico es hecho sin extracciones previgs ana-
diencs ol suero sutesivamente, anhidride acético, Acido poratoluensulfa.
nico y ocido sulfirics. Pero este métede, aungue aparenfemente exacto,
es inopropiade para el trabojo rutinorio debide @l peligre de explesién
par porte del dzide parateluensulfénico, gue odemds es rostoso y se altera
facilmente.

Rappapert (10] y cols. y Wright {11] y cols. en modificaciones a la
técnica de Pearson sustituyen el écido paratoluensulfénice por el acide sul-
fosalicilico, méas estoble y no explosive, pero &l color desarrollade no es
estable, por lo cunl las lecturas deben hocerse o fiempas fijos.

En 1960 Ferro ¥ Ham publican un métede directo y muy sencilic para
gl colesternl térico, desarrallande &l color mediante la reaccion de Lisber-
mann-Burchard, Utilizan una mezelo de écido acético y anhidride acético
o lo que posteriormente se agrega dcide sulfdrico.
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El ogua necesaria pora cotalizar la reaccién es ogregada al suero,
sobre el cual, ya diluide, se vierte lo mezcla generadora del color. Este al-
canza su maximo cerca de los 90 segundes y lo mantiene alrededor de un
minuto,

El procedimiente aqui propuesto nos parece ofrecer algunaos venta-
|as o aspectos faverables tendientes a uno mayor seguridod y precision
en los resultadaos.

Lo mezcla final coloreada es de una perfecta tronsparencia, sin lo
mas ligera tfrazo de turbidez. La digestion de las proteinas séricas es com-
pleta y mayor la liberacién de los lipoides. A este concurre la proparcién
guardada en los reactives y muy probablemente la inclusién en ellos del
ogua de catolizacidn.

Lo estobilidad del color da un buen margen de seguridad. El desarre-
lle maximo apaorece o los 5 minutos y es estable por mas de | hora,

El aendlisis del estudic anteriormente expuests nos parece lo sufi-
cientemente convincente en la valeracién del procedimiento para ‘su apli-
cabilidad en la préctica corriente,

RESUMEN

Se describe una modificacién a los métodes directos derivades del
Ferro y Hom para lo dosificacién del colestersl sérico total, que redne sen-
cillez, ropidez, bajo coste y un buen grodo de seguridad. Se utiliza la
reaccion especifica de Liebermann-Burchard en el desarrolls del color y
0.1 ml de suero. Se demuestra experimentalmente su precisién y repro-
ducibilidod, se comparan los resultades con los obtenidas por el métadeo
de Bloor y finalmente sus posibilidodes de oplicabilidad son revisadas
y discutidas al compardrlas con las de ofros métodes conacidos.
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Eduardo €. Kendall

Estudic en 1a Universidad de Columbia, Se dectord en Quimdica. Adslé
le hormeons tirvides. Lo obtuvo en estado de pureza en 1914 v le dio
&l nombre de ticoxina,

En 1926 logro extrasr glutation de les levaduras.

Inicits e Rochester investigaciones. sobre natursleza, composicion y
acevin, haelogwa de las hormonss de la corteza suprarrenal Estu-
divs gue hecin al mismo tempo Beichitein en Suies ¥ Winchestersiner
en Nueva York,

La primesa sebftancis crigtaling dotada de actividad bioldgics, fue
abtenida por Kendall en 1934, De los compuestes adentificados por
Kendall, cuatra (A, B, E, ¥ F) demostraren poseer actividad fisio-
ligiva de importancia. Postoriormente, junto con Larett v colabors-
dores, logrd perfeccionor los procedimientos de obtencidn del fector E
{que ¢} habia denominado cortisona) ¥ s hieo posible su experiowen-
taciom climica. De los resultados obtenidos, Hench v Kendall dijeron:
“In cortisona es el bombero que apaga el fuego; no el curpinters que
rehace ol edificio”.

Los resultados del tratemiento com cortisoma, seiislaron en medicins
una fecha tan importante come el descubrimiento de la nsuling, la
aplicacion del higado en samemia pernicioss, o el sdveminnents de los
antibidticos. Su aplicecion clinice significa el macimiento de un nwe-
vo concepto patoldgico ¥ terapéubico, Por sus-trabajos en suprorre-
noles, Kendell (jumto con Hench v Rewchtoin) recibid en 1950, el
premio Nobel.
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