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RESUMEN

La cuantificacion de colesterol y triglicéridos en suero es un
procedimiento analitico basico en el diagndstico y seguimiento de
enfermedades metabdlicas, primarias o secundarias. Altos niveles de
colesterol se asocian a riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares. En esta practica se realizara la determinacion en suero
de colesterol total, colesterol-HDL vy triglicéridos.

Palabras claves: colesterol, lipoproteinas, triglicéridos

Abreviaturas: 4-AP: 4-amino fenazona, CHE: colesterol estearasa, CHOD:
colesterol oxidasa, GK: Glicerol Kinasa, GPOD: Glicerolfosfato oxidasa, HDL.:
lipoproteinas de alta densidad, LDL: lipoproteinas de baja densidad, POD:
peroxidasa, VLDL.: liproproteinas de muy baja densidad

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El perfil lipidico lo constituye la cuantificacion analitica de una serie de
lipidos que son transportados en la sangre por los diferentes tipos de
lipoproteinas plasméaticas. La determinacion de estos pardmetros es un
procedimiento analitico basico para el diagnodstico y seguimiento de
enfermedades metabdlicas, primarias o secundarias. Entre estos parametros
analiticos que se pueden determinar estan: el colesterol total, el colesterol
transportado por las LDL, el colesterol transportado por las HDL, los
triglicéridos totales, ciertas apoproteinas particulares etc.

Altos niveles de colesterol se asocian a riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, en especial aquel unido a las LDL (colesterol malo). El
colesterol de las HDL (colesterol bueno), puesto que representa aquella
fraccion de colesterol que se transporta al higado para su metabilizacion y
excrecion por via biliar, no se asocia con riesgo de enfermedad.

Los objetivos de la practica son la determinacion en suero de colesterol
total, HDL-Colesterol y triglicéridos, para lo que se utilizaran kits comerciales.

1.1. Determinacién de colesterol total



Para la determinacion de colesterol total se utilizan reactivos comerciales
gue incluyen las enzimas y sustratos necesarios para la cuantificaciéon de todas
las formas de colesterol presentes en el suero (Kit comercial de
LinearChemicals). Las reacciones que tienen lugar son:

CHE

Esteres de colesterol + H,O - Colesterol + Ac. Grasos
CHOD

Colesterol + O, + H,0O —  Colestenona + H,0,
POD

H,O, + Fenol + 4-AP —  Quinona + H,0O

1. Una colesterol estearasa (CHE) hidroliza los ésteres de colesterol a
colesterol mas &cidos grasos libre.

2. A continuaciéon una colesterol oxidasa (CHOD) oxida todo el colesterol a
colestenona y peroxido de hidrégeno.

3. El peroxido de hidrégeno es sustrato de una peroxidasa (POD) que
junto con 4-amino fenazona (4-AP) da lugar a la formacién de una
quinona roja.

La quinona formada es proporcional a la concentracion de colesterol en
la muestra.

1.2. Determinacién de HDL-colesterol

Para la determinacion del colesterol presente en las principales lipoproteinas
que lo contienen como HDL (lipoproteinas de alta densidad) y LDL
(lipoproteinas de baja densidad), es necesario:

Primero, la separacion selectiva de la lipoproteina correspondiente con
agentes precipitantes.

Segundo, la cuantificacion del colesterol presente en dicha lipoproteina
como se indic6 anteriormente.

Entre estos reactivos precipitantes estan el acido fosfotungstico y magnesio
que precipitan a las LDL y VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) mientras
que las HDL permanecen en solucion.

1.3. Determinacion de triglicéridos

Para la determinacion de triglicéridos en suero se utilizan reactivos
comerciales (Kit comercial de LinearChemicals) que incluyen las enzimas y
sustratos necesarios para la cuantificacion por espectrofotometria visible.

Las reacciones que tienen lugar son:

Lipasa
Triglicéridos + H,O - Glicerol + Ac. Grasos



GK

Glicerol + ATP - Glicerol-3-P + ADP
GPOD

Glicerol-3-P + O, - Dihidroxiacetona + H,0O,
POD

H,O, + p-clorofenol + 4-AP —  Quinona + H,0

1. Una lipasa hidroliza los triglicéridos dando glicerol mas &cidos grasos
libre.

2. El glicerol formado es sustrato de una glicerol quinasa que en presencia
de ATP lo fosforila a glicerol 3P.

3. El glicerol 3P es oxidado a dihidroxiacetona por una glicerol fosfato
oxidasa dando también peréxido de hidrégeno.

4. El peroxido de hidrogeno junto con los cromdgenos p-clorofenol y 4-AP
son sustrato de una peroxidasa para formar una quinona roja
cuantificable a 505 nm. La quinona formada es proporcional a la
concentracion de triglicéridos presente en la muestra.

2. LISTADO DE MATERIAL NECESARIO

Tubos de ensayo

Pipetas automaticas
Espectrofotbmetro

Suero

Estandar de colesterol (200 mg/dl)
Reactivo de trabajo para el colesterol
Reactivo precipitante

Estandar de triglicéridos (200 mg/dl)
Reactivo de trabajo para triglicéridos

3. PROTOCOLOS A REALIZAR
3.1. Determinacion de colesterol total
Disponer de tubos de ensayo rotulados como blanco, estandar y muestra. La

muestra se refiere al suero a valorar y se colocan tantos tubos muestras
COMO sueros se quieran valorar.

Pipetear los componentes indicados en la Tabla |, afiadiendo en ultimo lugar
el reactivo de trabajo de colesterol.

Tabla I. Protocolo para la cuantificacion de colesterol total

Blanco Estandar Muestra
Etandar de - 20 ul -
colesterol
Suero - - 20 pl
React. de trabajo 2ml 2 ml 2 ml




Mezclar e Incubar 5 min a 37°C (6 10 min a temperatura ambiente).

Leer la absorbancia a 505 nm.

Calcula la concentracion de colesterol total de cada una de las muestras de
suero del suguiente modo:

Amuestra

mg/dl = x Conc. estandard

Aestand ard

3.2. Determinacién de HDL-colesterol

1. Mezclar 1 ml del suero con 0,1 ml del reactivo precipitante. Incubar 10 min a
temperatura ambiente y centrifugar durante 20 min a 4000 rpm (6 2 min a
12000 rpm).

2. La determinacion de HDL-colesterol se realiza con 40 ul del sobrenadante
como se indica en la Tabla Il y utlizando el reactivo indicado en la
determinacion de colesterol total

3. Pipetear los componentes indicados en la Tabla Il, afiadiendo en ultimo
lugar el reactivo de trabajo de colesterol.

Tabla Il. Protocolo para la cuantificacion de colesterol de las HDL

Blanco Estandar Muestra
Etandar - 20 ul -
Sobrenadante - - 40 pl
H.O 40 ul 20 ul -
React. de trabajo 2 ml 2 ml 2 ml

Mezclar e Incubar 5 min a 37°C (6 10 min a temperatura ambiente).

Leer la absorbancia a 505 nm.

Calcula la concentracion de colesterol de las HDL del siguiente modo:

Abs. Muestra x 320 = mg/dl HDL-colesterol (505 nm)

3.2. Determinacion de triglicéridos




Disponer de tubos de ensayo rotulados como blanco, estandar y muestra. La
muestra se refiere al suero a valorar y se colocan tantos tubos muestras

COMO sueros se quieran valorar.

Pipetear los componentes indicados en la Tabla Ill, afiadiendo en ultimo

lugar el reactivo de trabajo de triglicéridos.

Blanco Estandar Muestra
Etandar - 20 pl -
Muestra - - 20 pl
React. de trabajo 2 ml 2 ml 2 ml

Mezclar e Incubar a 37°C 4 min (6 10 min a temperatura ambiente). Leer la
absorbancia a 505 nm.

Calculos

Amuestra

mg/dl = x Conc. estandard
Aestandard

4. RESULTADOS ESPERADOS

Los resultados esperados son aquellos que se indican a continuacién y se
corresponden con los valores de referencia encontrados en la poblacién sana y
gue varian segun sexo y edad

4.1. Colesterol total

Hasta 30 afios: 120-215 mg/dI

30- 39 afios: 135-240 mg/dl

40-49 afios: 140-280 mg/dl

50- 59 afos: 145-295 mg/di

4.2. Colesterol-HDL

Hombre > 55 mg/di
Mujer > 65 mg/dl

4.3. Triglicéridos

36-165 mg/dI

5. DISCUSION Y COMENTARIOS

Ademas de la cuantificacion de estos tres parametros en la practica el alumno
debera presentar un esquema de:
- Las principales lipoproteinas.



- Principales dislipemias (tipos, causas, parametros bioquimicas vy
riesgos).

- Qué otras determinaciones analiticas se pueden realizar para valoracion
de las dislipemias.
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ANEXO
SOLUCIONES

Estédndar de colesterol: 200 mg/dI

Reactivo de trabajo de colesterol que se prepara segun las indicaciones del
fabricante y que contiene: 300 U/l de colesterol estearasa, 300 U/l de colesterol
oxidasa, 1250 U/l de peroxidasa, 0,4 mmol/l de 4-AP, 26 mmol/l de fenol en
tampdn pipes 90 mM, pH 6,9

Reactivo precipitante: 14 mmol/l ac. fosfotungstico y 2 mmol/l MgCl,

Esténdar de triglicéridos: 200 mg/dl

Reactivo de trabajo de triglicéridos que se prepara segun las indicaciones
del fabricante y que contiene: 150000 U/I de lipasa, 500 U/l de GK, 2500 U/l de
GPO, 440 U/l de peroxidasa, 0,1 mmol/l de 4-AP, 0,126 mmol/l de fenol en t
mmol/l de ATP, 2 mmol/l de p-clorofenol en tampén 50 mM pH 7,5.

MATERIAL BIOLOGICO

Suero, estable 6 dias a 2-82C.



	RESUMEN
	1.1. Determinación de colesterol total
	Calcula la concentración de colesterol de las HDL del siguie

	Cálculos
	Los resultados esperados son aquellos que se indican a conti
	4.3. Triglicéridos
	SOLUCIONES

	MATERIAL BIOLÓGICO

