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RESUMEN
Se ha efectuado el presente estudio con el objeto de seleccionar
el m&todo més adecuado de valoracién del colesterol para cada uno ée los 11-

quidos bioldégicos examinados, procurando establecer las condiciones Sptimas

para la ejecucidn de dichas técnicas; como resultado del trabajo experimen-
tal efectuado se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1) Se realizd un estudio comparativo de varias técnicas (especial-
mente las de Grigaut, Sackett y Braier-Chouela), para la determinacién del
colesterol en sangre, lfquido de sondeo duodenal y lfquido cefalorraqufdeo.-

2) Las determinaciones realizadass mediante la técnica de Grigaut
en suero y plasma humanos, acusaron resultados ligeramente inferiores a los

obtenidos con las otras técnicas.-

3) Siguiendo la técnica descripta por Braier-Chouela, se obtuvie-
ron valores mds elevados que con las de Grigaut y Sackett, lo que indica po-
siblemente una mejor extraccién.-

4) E1 mé&todo de Braier-Chouela presentd la ventaja de ser de eje-
cucién répida, y permitié obtener una coloracién verde perfectemente compa-
rable con las de las de las soluciones testigos, cuando se trabajé en suero,
en plasma o en sangre entera.-

5) Empleando la técnica de Sackett se obtuvo con frecuencia una
coloracién verde, que cuando se observé a simple vista presenté una tonali-

dad denominada de "hoja seca" distinta a las obtenidas con las soluciones
tedtigos.—

' 6) Trabajando con extractos acetdnicos de sangre, se estudiaron
los siguientes factores que pueden influenciar el desarrollo de la colora-
cién de Liebermann-Burchard: a) Temperatura; b) Tiempo; c¢) Luz; d) Cantidad
de los reactivos y forma de afiadir los mismos; e) Estado del colesterol 1li-
bre o combinado). Como resultados de ecstos ensayos se aconseja:

a) Realizar la extraccidn del colesterol siguiendo la técnica descrip—
ta por Braier~Chouela,-

b) Efectuar la reaccién de Liebermann-Burchard a une temperatura lo més
préxima posible a 22°C.-

c) Realizar 1la lectura de la reaccidén entre los 12' y los 14', pués es
este el lapso 8ptimo para el desarrollo de la coloraciéné-
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d) Mantener los tubos en la oscuridad durante el desarrollo de
la coloracién en la reaccién de Liebermann-Burchard.

e) Los reactivos (20 mls de anhidrido acético - 1 ml. de 4ci-
do sulfirico) deben mezclarse antes de afiedirlos a la so-
lucién cloroférmica de colesterol; la mezcla mencionada,
conservada en la heladera, puede utilizarse hasta 60' des-
puds de haber sido efectuadas

7) No hemos podido reproducir los resultados de las
experiencias realizadas por Reinhold en 1935, que 1le permitieron va-
lorar el colesterol libre y el combinado trabajando a bajas tempera-
turas; hemos realizado las determinaciones entre 0% y 2°C, como in=-
dica el autor citado anteriormente, no habiendo obtenido coloracién
verde adn después de 60' de iniciada la reaccidn.-

8) Ademfs de los métodos indicados en el pérrafo 1.,
se efectud un estudio comparativo del método de Zlatkis, Zak y Boyle,
habiendo obtenido los siguientes resultados:

a) El método nos ha dado resultados mds altos que los mé&to-
dos de Grigaut, Sackett y Braier-Chouelas-

b) Cuando en los sueros examinados el valor de la bilirrubi-
nemia sobrepasd los 10 mgrs. por mil, se observé que se
obtenfan datos adn m4s elevados, lo cual aumenté la diver-
gencia de los resultados obtenidos con este m&todo y con
los de Grigaut, Sackett y Braier-Chouela:-

¢) Cuando no se empled 4cido ac&tico "pro-anélisis", se pro-
dujo una turbiedad que impidié la comparacién.-

9) Se efectuaron determinaciones en lfquidos de sondeo
duodenal « En Bilis A y Bilis C se efectud una comparacién entre las
técnicas de Grigaut y de Braier-Chouela, obteniéndose resultados acep-
tables y semejentes con ambas técnicas.-

10) Con Bilis B se compararon las técnicas de Grigaut,
Braier-Chouela, Deulofeu-Bavio y Bloor. Siguiendo las técnicas descrip-
tas por Grigaut y Braier-Chouela se obtuvieron coloraciones débiles o
de tonalidades distintas a las de los testigoss< Con las té&cnicas de
Deulofeu-Bavio y de Bloor se obtuvieron buenas coloraciones y resulta-
dos comparables. E1l método de Bloor resultd més répido y simple que el
de Deulofeu~Bavios-

11) Se efectuaron determinaciones en 1fquido cefalo-
rraqufdeo siguiendo las técnicas de Grigaut, Sackett y Brajier-Chouela,
habiendo encontrado en lfquidos normales cifras comprendidas entre
0,0020 y 0,0045 grs. por mil.-

12) En 1lfquidos cefalorraqufdeos patolégicos se en-
contraron en todos los casos cifras superiores a las encontradas en
1fquidos normales .-

13) Al comparar las diferencias técnicas en 1fquidos



cefalorraqufdeos, se observd que al igual a lo encontrado
en sangre el m&todo de Grigaut acusé resultados m&s bajos
que con los otros métodos; los valores méds altos se obtu~
vieron siguiendo la técnica de Braier-Chouelas-

T ———
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El colesterol fué conocido a mediados del siglo XVIII y
extrafdo de los cdlculos biliares, por primera vez, en 1762 por Poulle-
tier de la Salle; recién en el siglo siguiente, en 1816, encontramos
estudios sobre su naturaleza quimicae, siendo realizados dichos estudics
por Chevreuil (1) que determind su punto de fusién y seilalé que es de
137°C. Boudet, en 1833, indicé su presencia en la sangre y once ailos
més tarde Becquerel y Racier dieron las primeras cifras sobre la canti-
dad del colesterol sanguineo: 0,10 - 0,20 expresado en gramos 0/00.
Flint (2), en 1862, utilizando el &ter como disolvente del colesterol
sobre la sangre desecada, encontrd valores més elevados y & principios
de este siglo Zulkomsky, Soxhlet y otros autores emplearon otros disol-
ventes del colesterol e idearon aparatos de extraccién mejores que per-
mitieron obtener cifras mayores en la sangre de una persona normal. En
1903 Liebermann (5) presenté un trabajo en el que realizé el primer en-
sayo de saponificacién de los lfpidos que se encuentran en la sangre y
en los tejidos, y cinco afios mas tarde otros dos autores Kumagawa y Su-
to perfeccionaron este procedimientos Windaus (%), en 1910, realizé di~
versas experiencias comprobando.la propiedad que tiene el colesterol de
combinarse, en medio alcohélico, con la digitonina para dar un compues-
to insoluble que permitfa la diferenciacidn y separacién de las dos
formas en que se encuentra el colesterol en la sangre: libre y combina-
doe-

Posteriormente, Gerard llegd a demostrar que el coleste-
rol es capaz de unirse con el aldehido benzoico en forma de un compues-
to insoluble en alcohol; pero, concordadas estas experiencias y las de
Windaus, se verificé que se obtenfan resultados superiores con este mé-
todo lo que indicarfa que el aldehido benzoico no alcanzarfa a precipi-
tar todo el colesterol; llegamos asf al afio 1913 en el que Grigaut (4)
presentd su tesis " Le Cycle de la Cholestérinémie ", proporcionando
un método exacto para determinar el colesterol en la sangre, que se ba-
saba en la saponificacién, extraccidn etérea y determinacién del coles—
terol sobre un posterior extracto clorofdrmico, aplicando para ellc la
reaccién de Liebermann que era conocida desde 1885 y que habfa sido me-
jorada por Burchard.
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ESTRUCTURA DEL COLESTEROL

E1l colesterol es el mas difundido y estudiade de todos
los esteroles conocidos; recordemos que los esteroles son alcoholes
gsecundarios, naturales, del grupo de los esteroides y estos constitu-
ven una parte muy importante de las sustancias naturales de estructu-
ra pcliciclica derivada del ciclopentanoperhidrofenantrenos Debemos,
pues, establecer la estructura de este hidrocarburo para llegar a la
del colesterol.-

El ciclopentanoperhidrofenantreno rcsulta de la conden-
sacién de un ndcleo ciclopenteno con el fenantreno y es por hidrogena-
cidn total de €l que obtenemos el cieclopentanoperhidrofenantreno. En
los esteroides naturales, el ciclopentanoperhidrofenantreno posee siem-
pre dos grupos metilos en los carbonos 10 y 13, que sc¢ denominan meti-
los angulares; la estructura general estd representada de la siguiente
maneras

Este nuevo hidrocarburo, con los metilos anguleares, tiecne al igual que
el ciclopentanoperhidrofenantreno seis carbonos asimétricos, que son
aquellos comunes a dos ciclos y llevan los ndmeros: 5,10; 8,9; 13,14.
De acuerdo al ndmero de carbonos asimétricos podrfan existir 64 isd-
meros del mismo, pero, salvo pocas excepciones, los esteroides natura-
les se diferencian tan s6lo en la estercoisomerfa de los carbonos 5 y
10, que son comunes a los ciclos A& y B, Dando una posicién fija al
metilo del carbono 10, el 4tomo de hidrégeno del carbono 5 puede tener
las dos posiciones relativas siguientes: a) Estar del mismo lado del
plano de la molécula que el grupo metilo, es decir en posicién "cis";
b) Estar del otro lado del plano de la molécula en que estd el grupo
metilo, es decir en posicién "trahs". El hidrocarburo que resulta en
este caso se denomina androstano y de &1 derivan, entre otros, el co-
lestano.
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El hidrocarburo fundamental del que deriva el coleste~
rol es el colesteno, que a su vez procede del colestano por formacién
de una doble ligadura entre los carbonos 5 y 6; posee, ademds,una ca-
dena lateral en el carbono 17:

P

Por existir esa doble ligadura, el carbono 5 deja de ser
asimétrico y no hay posibilidad de isomerfa en cuanto a la unién de
los ciclos A y B. Muchos esteroides naturales poseen en el carbono 3
una funcién alcohélica secundaria; este carbono es entomces asimétri-
co y pueden presentarse dos casos: a) que el hidroxilo del carbono 3
esté del mismo lado del plano de la molécula que el metilo unido al
carbono 10, 0 sea en posicidn “cis" con respecto &l mismo; esta posi-
cién del hidroxilo con el metilo se designa con la letra griegqﬁ(jﬁOH).
En quimica orgénica es habitual designar a estos isémeros que se dife~
rencian por invertirse la posicién de un 4tomo o de un grupo de 4to-
mos, en el carbono asimétrico, como epfmeros; en el cggo de estos es-
teroldes es el grupo hidroxilo el que se invierte:;

Lic
|

COLESTANOL

o
b
A

H ——
COLESTANO Ho,l/\j;/ EPTCOLESTANOL

y de estos dos dltimos, derivan respectivamente: el colesterol y el
epicolesterol ( % oL colesterol). Esquemfticamente, podemos represen—



tar el colesterol de la siguiente forma, recordando que su férmula
quimica es 027H450H

ke
No .y

PROPIEDADES DEL COLESTEROL

Bs una sustancia blanca, que cristaliza de alcohol ca-
liente en placas rectangulares; es insoluble en agua, pero d4 solucio-
nes coloidales al estar disperso en ella. Segdn Bloor (Biochemistry of
fatty acids, 1943) " el colesterol es insoluble en agua y funde apro-
"yimedamente a 148°C; es levorotatorio, variando la rotacién con el
“solvente; por exposicién a la Iuz y al aire experimenta cambios len-
"tamente: su punto de fusién baja, su solubilidad cambia y las reaccio-
"nes de coloracién se hacen indefinidas; admite, también, que es esca-
"samente soluble en alcohol frfo, fdcilmente soluble en alecohol calien-
"te y en los disolventes generales de las grasas, siendo el tetacloru-
"ro de carbono su mejor disolvente, mejor adn que el cloroformo". Ra-
per y Leathes sefialan que el punto de fusién es de 148°-150°C y que
no contiene agua de cristalizacién; del alcohol y algunas veces del
&ter se forman cristales con.una molécula de agua de cristalizacién:
consisten en placas rémbicas, teniendo frecuentemente un 4ngulo entran-
te; en dcido acético glacial es sélo debilmente soluble y cuando se le
calienta se convierte parcialmente en acetatos Indicamos a continuacién
las solubilidades del colesterol en distintos solventes, expresadas en
gramos por % y teniendo en cuenta la temperatura:

Solvente Temperatura Solubilidad
Etanol absoluto 18°%¢ 2,28
Etanol de 96° o 0,68
Etenol de 96° 20 v 1,29
Etanol de 96° 60 " 7,85
Etanol de 96° 78,5" 27,70

Metanol 40 " 1,80
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Solvente Temperatura Solubilidad
Metanol 64,1 °C 5,32
Cloroformo 20 v 15
Eter 20 " 26
Piridina 20 " 68,10
Agua 20 " 0,26

Sefialaremos, también, los principales derivados del co-
lesterol con sus correspondientes puntos.de fusién: dibromuro, p.f.:
116°C acetato, .p.f+:114°C; benzoato, p«f+:145,5°C; palmitato, pef.:
78°C; olesto p;f;:44,5°0; dibromoacetato, pef.:115°C,

REACCIONES DEL COLESTERQOL

El colesterol produce reacciones ceracterfsticas y co-
munes con otros esteroles; sus principales reacciones de coloracién
son las siguientes:

Reaccién de Hager—Salkowski: a una solucién de coleste-
rol en cloroformo se le afiade igual volumen de 4cido sulfdrico con=
centrado, quedando los 1lfquidos separados; en la zona de contacto
aparece un anillo coloreado y agitando se observa que el cloroformo
se tifle de rojo intenso y el d4cido sulfdrico toma una fluorescencia
verde. Esta reaccién la producen otros esteroles¢=

Reaccién de Rosenhein (11): El colesterol disuelto en
cloroformo se calienta suavemente con un exceso de 4cido tricloroa-
cético al 90 %, apareciendo una coloracién rojiza que pasa luego al
azul, También la producen otros esteroles.-

Reaccién de Schulze (15): E1 colesterol disuelto en
cloroformo, adicionado de 4cido nftrico y evaporado d4 una maencha
azul que ante el afiadido de amonfaco vira al rojos--

Reaccidén de Barden y Robinson: 0,10 grs. de colesterol
disueltos en 5 ml. de &ter de petrdleo liviano dan con exceso de
furfuraldehide una débil coloracién pdrpura que aparece lentamente;
con 0,50 grss d4 inmediatamente un intenso color ante el afadido de
4cido sulfdrico concentrado .-

Reaccidn con el Formol-Acido Sulfdrico: a 2 mls de solu-
cién clorofdrmica de colesterol se afiade, en un tubo de ensayo seco,
2 ml. de solucién de formol en dcido sulfirico (1 parte de formol
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al 40 % en 50 partes de dcido sulfdrico); se comprobard que el clo-
roformo toma color cereza; se vierte este en otro tubo y se le afia-
den 2 6 3 gotas de anhidrido acético, produciéndose un color azul.-

Reaccién de Walker y Antener (12): los autores descri-
ben la reaccién con 1,2 y 4 gotas de una solucién de furfural al 1 %
en alcohol y afiadiendo 4cido sulfUrico; seflalen, terbién, que es
realizable con este ultim> unicamente; indican lo siguiente: " a)
“inmediatamente se obtiene un anillo violeta y luego encima de este
"un anillo azul, cuando la cantidad de furfural es pequefia; cuando
"es grande embos anillos aparecen sinultaneamente. Después de dejar-
"1o 3/4 hora el cuadro de colores es el siguiente: b) Colesterol més
"una gota de furfural y 4cido sulfdrico concentrado, d4 un anillo de
"varias partes de diferentes colores en la sigzuiente serie de abajo
"hacia arriba: anaranjado amarillo; marrdn viol4ceo, violeta claro,
"azul grisdceo; b').colesterol méds dos gotas de furfural y 4cido sul-
"fdrico concentrado, d4 un anillo andlogo al anterior con los colo-
"res en la siguiente forma; violeta, anaranjado, negro, azul; b")
"colesterol més cuatro gotas de furfural y 4cido sulfdrico concentra-
"do, d4 un anillo andlogo & los anteriores con los colores en el si-
"guiente orden: violeta, marrén, negro, azul; c) colesterol més 4ci-
"do sulfdrico concentrado, d& un anillo de tres colores: anaranjado
"marrén, anaranjado claro, amarillo verdoso".-

Reaccién de Scherrer (13): La reaccién es descripta por
su autor en forme andloga a la anterior, con le variante del uso del
benzaldehido en lugar del furfurales-

Reaccién de Nath (14): también en cste caso el autor pro-
cede en la forma indicada en las dos reacciones anteriores, pero uti-
liza acetato de mercurio.-

Reaccién de Schultz (15): el reactivo utilizado para po-
ner de manifiesto el colesterol es: alumbre férrico sl 2,5 % y par-
tes iguales de écido sulfdrics concentrado y dcido acético glacial;
el colesterol y sus esteres dan un color azul-verde en pocos minutos
que a los treinta minutos se decolora pasando al pardo.-

Reaccién de Liebermapn-Burchard: una solucién de coleste-
rol en cloroformo, &cido acético o anhidrido acético, y fcido sulfd-
rico concentrado permiten obtener una gema de colores transitorios,
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pasando por el rojo pdrpura y el azul hasta que el color se estabi~
liza en el verde azulado por un cierto tiempo y al cabo de unas ho-
ras desaparece para dar luger a un color amerillo-marrén intenso.
Sperry-Brand dicen que la reaccién se produce mejor en solucién de
anhidrido acético y no en cloroformo como generalmente se hace.,

De las distintas reacciones que pueden realizarse con el
colesterol, la uUnica précticamente empleada es.la de Liebermann-Bur-
chard., Respecto de ella dicen Marenzi, Cardini, Villalonge (20):

"la naturaleza del pigmento no se conoce; el anhidrido acético pue-
"de formar compuestos coordinados o puede reaccionar qufmicamente
"con compuestos no saturados; parece probable, ademnfs, que se origi-
"nen por deshidratacién compuestos no saturados durante la reaccidn.
"E1l no ser una reaccién qufmica definida y el hecho de que depende
"de una serie de factores son las causas de los inconvenientes més
"srandes que presenta".-—

Anderson y Nabenhauer, en un trabajo publicado en 1924,
admiten lo siguiente: " al estudiar la reaccién de Liebermann-Bur-
"chard nos convencimos de que solamente los esteroles no saturados
"desempefian algdn papel en la formacidn del color que se produce;
"de hecho un compuesto se forma entre los esteroles no saturados y
* el 4cido sulfdrico y cuando se afiade el anhidrido ac&tico d€ un co-
"lor azul intenso o verde. Este compuesto permanece disuelto cuando
"la concentracién es tan baja como la que suele encontrarse en las
"sustancias donde esta prueba se aplica. Sin embargo cuando estdn
"presente grandes cantidades de esteroles no saturados, la cantided
"total del compuesto coloreado puede ser separada de la solucién clo-
"roférmica por la adicién de unas pocas gotas de agua".-

Esta reaccidén es, pues, tfpica de los esteroles no satu-
rados, pero no es especifica del colesterol; el caroteno también
la produce, pero la velocided de obtencidn del méximo de color es
mucho més répida y en las condiciones corrientes el caroteno no in-
terfiere en las determinaciones corrientes efectuadas en la sangre.
Concluyamos diciendo que esta reaccidn, realizada en condiciones
bien espec{ficas, es cuantitativa y permite la valoracién del coles-
terol libre y combinado y de allf que valore el.colesterol total &
diferencia de la digitonina que se une al libre. La reaccidén ha sido
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sometida a varios estudios a fin de eliminar las posibles causas de
error que presenta.-

Reaccidén con la Digitonina: el colesterol y otros estéri-
dos presentan la propiedad de dar combinaciones moleculares con algu-
nas saponinas y especialmente dtil es la que producen con la digito-
nina. Esta sustancia es un raro, escaso y caro glucésido existente en
las semillas de digital conjuntamente con otras saponinas; contiene
un pentasacérido (4.moléculas de galactosa y 1 de xilosa) unido a un
ndcleo de sapogenina, y tiene la férmula empfrica 057 Hg, O29
y un peso molecular de 1229, siendo su estructura la sigulente:

P

b
o

N
v
A NL_CH
siendo altamente hidroxilada, es muy soluble &n agua e insoluble en
éter. E1 derivado que forma con el colesterol es monomolecular y se
denomina digiténido; la reaccién es sensible 1:10.000¢ La precipita-
cién con digitonina es especIfica para los esteroides conteniendo gru~
po hidroxilo en el carbono 3 de la configuracién (cis), utiliz4ndose
esta reaccién para establecer la presencia del grupo 3 oxhidrilo y
para separer los derivados epi(trans)s
El complejo formedo por la digitonina con el colesterol,
es del tipo unién.coordinativa y es un compuesto sélido, cristalino,
insoluble en agua, en acetona y éter; es poco soluble. en alcohol de
96°C, fécilmente soluble en alcohol absoluto caliente, en metanol, en
dcido acético y especialmente en piridina; es estable frente a la ma-
yor parte de los solventes, y el xilol durante varias horas de ebulli-
cién lo disocia extrayendo el colesterols La formacién del precipitado
no responde a una ecuacién quifmica definida y la composicién del mismo
puede variar segin las condiciones de la operaciéns Schoenheimer y
Dam ( 19%3) estudiaron las condiciones de foruacién de los digiténidos
del colesterol, dehidrocolesterol y coprosterol, y las solubilidades
de los mismos. Segin el exceso que se emplea de la solucién de digi-
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tonina, la cantidad de precipitado obtenido es distinta, dependiendo
también de la calidad de digitonina utilizada; con un 20 % de digito-
nina en exceso se tiene la composicién tedrica y a mayor exceso el
precipitado es mayor. En la precipitacién con digitonina, junto al
colesterol se separan o veces fosfolfpidos y otras sustancias que
impurifican el digiténido, ademés de un exceso de digitonina; los
primeros se eliminan con solventes como éter, acetona o alcohol y la
digitonina por lavado con agua.-

Windaus (1910) fué el primero sn &plicar la reaccién pa-
ra la valoracién del colesterol libre y del esterificado en los teji-
dos. La solucién alcohélica del colesterol se precipita con una solu-
¢ién alcohélica al 1% de digitonina; después dec varias horas se fil-
tra, se lava con alcohol y éter, se seca a 110°C y se pesas En el
filtrado los esteres se hidrolizan y se vuelven a precipitar. Esta
téenica de Windaus d4 un error de 2 - 3 % y es considerada una de
las més exactas; ha sufrido varias modificaciones a fin de adaptarla
a cantidades menores de tejidos o0 sangre y de subsanar algunos erro—
res que provienen de la solubilidaed del digiténido en alcohol; Scho-
enheimer y Sperry (1934) precipitan en medio alcohélico dilufdo. El
tiempo de reaccién puede acelerarse por evaporacién de las solucio-
nes a sequedad y lavando luego el residuo con agua, para eliminar el
exceso de digitonina y con éter, acetona y alcohol para purificar el
digiténido. Sturges y Knudson realizan la precipitacién en medio #£ci-
do, demostrando que se realiza en mejores condiciones que en medio
neutro.-

En el organismo existe un activo metabolismo del coleste-
rol, y la cantidad de esta sustancia presente en el mismo es expre-
sién de un equilibrio dindmico existente entre el colesterol absor-
bido y el sintetizado en el organismo por una parte, y el excretado
y destrufdo por la otra. El colesterol tiene, pué¢s , dos orfgenes:
uno, exdégeno, por ingestién de alimentos, y otro, endégeno, por sin-
tesis en los tejidos; se considera que, de acuerco a las necesidades,
el orgenismo puede sintetizar entre % y 5 grs. de ceolesterol por dfa.
El colesterol existe, en los tejidos y en la sangre, en dos formas:
libre y combinedo; combinado en su mayor parte como ester con los 4-
cidos grasos y en parte como lipoprotefnas. En el animal en ayunas
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los tejidos tienen colesterol libre y combinado en una proporcién
fija, pero hacen excepcién & esta regla la bilis y los glébulos rojos
que no contienen esteres de colesterol; en el plasma ambas formas
existen, representando los esteres del colesterol, en promedio, el 73%
con variaciones normales que van del 70% al 76%. En los tejidos y en
la sengre, casi todo el colesterol estd combinado, juntamente con o-
tros 1lfpidos, a las protefnas formando lipoprotefnas.-

La sangre contiene cantidades muy variables de coleste-
rol adr durante el ayuno, la concentracién puede variar dentro de 11—
mites muy amplios; comunmente se dan como cifras normales de 1,50 a
1,90 grs. 0/00, pero estos 1fmites pueden extenderse hacia uno y otro
ledo sin que ello signifique alteraciones patolézicas de su metabo-
lismo; es asf{, que vemos que muchos autores den como lfmjtes norma-
les de 1,00 a 2,30 grs. 0/00.-

En los lfquidos del organismo en colesterol se encuentra
en pequefla proporcién; en la orina, en el 1lfquido cefalorraqufdeo, en
los 1fquidos de edema, la cantidad de colesterol hallada es practi-
camente insignificante; encontramos, en cambio, cantidades variables
en los tres tipos de bilis; en 1l9Ys lfquidos pleurales se encuentra
cantidades que van de 0,50 a 2,00 grs., 0/00.-

El colesterol se encuentra repartido en todos los teji-
dos del organismo; al iguel que en la sangre, puede existir en los
estados libre y combinado; de todos los tejidos el més rico en coles-
terol es el tejido nervioso ya que se ha determinado que representa
el 97% de los esteroles existentes en el cerebro humano, existiendo
una pequefia cantidad de colesterol al estado combinado. Windaus dié
las primeras cifras de colesterol en los rifiones: 2,20 grs. por mil
y hallé en las gléndulas suprarrenales de ovejas cifras que van de
1,40 a 5,30 grs. 0/00.-

ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICO

Cuando la energfe luminosa atraviesa un medio cualquiera
sufre modificaciones que son apreciadas ya sea por el ojo del obser-
vador a simple vista o con la ayuda de un dispositivo especiale Se
considera a la luz una vibracién transversal del éter, que tiene una
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determinada longitud de onda la cual varfa con los distintos colores
de que se compone la luz blanca.-

El ojo humano capta clerta vona de esta serie de longi-
tud de onda a la que llamamos energfa luminosa; esa zona se extiende
desde 750 R a los 430 R y las distintas longitudes de onda intercala-
das corresponden a los. distintos colores de que se compone le luz.

Al atravesar un medio incoloro, la luz blanca perderd energfa pero
permanece blanca por la calidad de incoloro del medio atravesado;

al aparecer color cuando la luz blanca atraviesa una sustancia,sig-
nifica que ese medio es coloreado al contemplarlo entre la fuente lu-
minosa y la retina, eso nos indica que la luz se ha modificado por

la energfa absorbida por la sustancia interpuesta; cuendo contempla-
mos una solucién y decimos que tiene color rojo se quiere significar
que las radiaciones que pasan menos modificadas son las correspondien-
tes a la zona roja delespectros Si ademds de coloreado, el medio es
turbio se produce ademds de una absorcién, la reflexién de los rayos
lumfnicos por las partfculas que estén dispersas en el medio, lo que
disminuird la cantidad de luz transmitida. Pero este fenémeno no se
produce tan simplemente, debido a que al perderse el paralelismo de
los rayos luminosos como consecuencia de la difraccién, estos rayos
oblicuos provocan interferencias y nuevas reflexiones lc cual hace
que la luz transmitida final no pueda servir estrictamente para la
medicién indirecta de lo absorbido como en el caso de ser perfecta-
mente transparente.-

La fotometrfa, en el sentido en que se emplea el término
en qufmica analftica, consiste en la medida de la capacidad de trans~—
mitir la luz de una solucién con el fin de averiguar el contenido de
material absorbente de luz. Se d4 el nombre de transmitancia (T), de
una solucién, a su capacidad para transmitir la luz; hablando riguro-
samente, la transmitancia se define como la relacién entre la inten-
sidad (I) de la luz que sale de la solucién y la intensidad inciden-
te (Ie); sin embargo, es més préctico definir la transmitencia de una
solucién que contenga una concentracién C de material absorbente de
luz como la relacién entre la intensidad de la luz que emerge de la
solucidn (Ic) y la intensidad de la luz.que sale de una solucién de
referencia (Ib), que es, por lo general, el disolvente incoloro, exa-
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ndndose ambas soluciones en condiciones equivalentes de.longitud de
onda, intensidad de luz incidente y espesor de soluciéns De esta ma-
nera no es necesario determinar la intensidad de la luz incidente,

ni la pérdida de luz no especffica; tampoco interfieren en el andli-
sis los vestigios que contaminan la sustancia que se estudia o los
reactivos naturalmente coloreados. El cambio provocado en la trans-
nitancia por la presencia de la sustancia depende exclusivamente del
incremento de absorcién de luz por encima de un nivel que se toma ar-
bitrariamente como cero.-

La transmitencia es, pues, una medida relativa y es siem-
pre menor de 1,0 , si hay algdn material que absorba la luz; puede
expresarse numericamente par una fraccién decimal o bien en un por-
centaje. Un mod~ mas satisfactorio de expresar la transmitancia de
una solucién es en funcién de su logeritmo, o sea de - log. T, reci-
biendo este valor el nombre de Densidad Optica (0).-

Determinacién de la transmitancia: se realiza usando un
fotéuetro; se han descripto muchos tipos de fotémetros y son numero-

sos los modelos que se encuentran en el mercado; sin embargo, cual-
quiera sea su construccién, el principio en que se basan es el mismo:
se deja pasar la luz de una longitud de onda adecuada a través de una
solucién de referencia, por lo general el disolvente incoloro coloca-
do en un recipiente de dimensiones fijas, al que se dé'el nombre de
cubetas La intensidad de luz que emerge de la solucién de referencia
se fija en un valor arbitrario por cualquiera de los métodos que se
describirédn mas adelante, correspondiendo por lo general a una lectu-
ra en la escala del fotémetro de ¢ de densidad éptica o de 100 por
100 de transmitencia; la solucién testigo se reemplaza por la solu-
cién problema, colocando & esta en la misma cubeta y se mide la in~-
tensidad de la luz emergente en relacién a la establecida para la so-
lucidn que se examina; esta relacién mide la transmitancia de la solu-
cién que se examina.-

La Intensided de la luz que emerge de una solucién puede
establecerse por medios visuales, fotogréficos o fotoeléctricos; de
todos estos métodos, el mas comunmente usado es el dltimo. Con los
aparatos fotosensibles se utiliza la variacién de intensided en la
corriente producida como medida de la variacién de la intensidad de
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la 1luz; si se ajusta la corriente producida a un valor arbitrario con
la solucidén de referencia en el sitio correspondiente del fotdmetro,
sucede que la transmitancia de una solucién desconocida es igual a
la relacién entre la corriente producida con esta solucidn y la de
la solucién de referencia¢ Se supone que la corriente producida es
rigurosamente proporcional a la intensidad luminosa. Recordemos que
la ley de Beer dice que la transmitencia de una solucién que conten-
ga un material que absorba la luz depende de: a) la naturaleza de la
sustancia; b) la longitud de onda de la luz; c¢) la cantidad de mate-
rial absorbente de luz que existe en la trayectoria luminosa. La re-
lacién entre esos diversos factores fué demostrada por Beer para las
soluciones coloreadas y puede expresarse asf: para una determinada
longitud de onda : T =10 ~K.leCe gjendo k: constente caracterfstica
de la sustancia; c:concentracién del material absorbente de la luz;
¢c: concentracién de material absorbente de luz; d) espesor de la so-
lucién atravesada por la luz. De la férmula anterior deducimos:

loge T = - keélice y de esta: -loge T = kilsc.; estas son las ecua-
ciones que sirven de base al andlisis fotométrico. Cuando es aplica-
ble la ley de Beer, la densidad éptica es directamente proporcional
a la concentracién y para calibrar un procedimiento en funcién de
la lectura de un patrdn simulténeamente preparado, se aprovecha es-
te hecho; por consiguiente: para dos soluciones de la misma sustan-~
cia a diferentes concentraciones, a la misma longitud de onda y a
igual espesor de solucién, tenemos la siguiente relacifdn:

Ls; D1, _ _Ci_ donde significan: L. Dj: lectura de la solucién pro-
L.. D.2 @2

blema; L. Dp: lectura de la solucidn testigo; C1: concentracién de

la sclucidn problema; Cp: concentracién de la solucién testigoe-
Relacidn entre transmitancia y longitud de onda: esta re-

lacién viene dada por el llamado espectro de absorcién de la sustan—

cia; este se determina cuantitativamente midiendo la transmitancia
para una concentracifn y espesor determinados de solucién a diversas
longitudes de onda y representando gréficamente los resultados en for-
ma de una curva que relacione la transmitencia y la longitud de ondas
El espectro de absorcién de una sustancia suele ser caracteffstico de
la misma y puede servir para identificerla. Se obtiene la méxima sen~
sibilidad en los procedimientos fotométiricos con la longitud de onda
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a la que se produce la variacién méxima en la transmitencia por uni-
dad de variacién en la concentracién.-

Filtros de luz: La longitud de onda a la que se deben ha-
cer las medidas fotométricas puede determinarse empleando filtros de
luz ( filtrofotdémetros ) o produciendo un espectro completo y aislan-
do la porcidn deseada ( espectrofotfmetro ); la mayor parte de los
fotémetros de uso corriente son filtrofotémetros. Los filtros lumi-
nosos consisten en trozos de vidrio seleccionados que puedan trans-—
mitir la luz en una porcién limitada del espectro; asf, poniend? un
filtro de esa clase en la trayectoria luminosa del fotémetro, pue-
den efectuarse medidas en la regién espectral correspondiente a los
1fmites de transmitancia del filtro. Es costumbre designar los fil-
tros de acuerdo con la longitud de onda correspondiente al méximo de
la transmitencia; asf, un filtro "num. 540" tiene su mdxima transmi--
tancia en una longitud de onda de 540 milimicras.-

Para eliminar los inconvenientes de los fotémetros de
una sola cubeta, se han ideado diversos tipos de aparatos que emplean
dos fotoceldas en un circuito compensado, de los cuales es un ejem-
plo el aparato de " Cromoién " j;uno anélogo hemos utilizado en la ma-
yor parte de nuestras determinaciones: para manejarlo, con un filtro
adecuado en su lugar, se coloca la solucién testigo en una cubeta y
dsta en la trayectoria de la luz, que incide en una de las fotocel-
das; ésias se hallan dispuestas en un circuito de potenciémetro de
m0do que la corriente de una celda sea contraria & la de la otra a
través de un instrumento que seflala cero (galvanémetro de poca sen-
sibilidad)+ Con la escala del fotmetro puesta en cero (correspondien-
te a densidad éptica cero) la corriente generada por la segunda cel-
da fotoeléctrica se ajusta de modo que neutralize exactamente la que
procede de la celda sobre la que actda la luz que emerge de la solu-
cién; esta neutralizacién queda indicada por la lectura cero en el
galvanémetro. Luego se reemplaza la solucién testigo por la solucién
problema; cualquier absorcién de luz por esta solucién equilibraré
eléctricamente las dos celdas, debiéndose restablecer la neutralidad
haciendo girar el cuadrante del potencimetro hasta que el galvané-
metro llegue nuevamente a cero; la lectura de la escala del pctencid-
metro en este punto mide la absorcién de luz por la solucidn.-
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El foco luminoso es una ldmpera de 100 wattios alimenta-
da directamente por la corriente eléctrica ordinaria; el circuito
conpensado impide que las fluctuaciones en la intensidad de la luz
influyan sobre las lecturas. El aparato estd construfdo para usarlo
con filtros luminosos de una transmisién espectral relativemente re-
ducida; las cubetas necesitan aproximadamente 5 mls de solucidn,
pudiendo emplearse microtubos que requieren 2 ml.; el espesor efecti-
vo de solucidn, con las cubetas grandes es de 1 centfmetro.-

Hemos realizedo la calibracién de este colorimetro y del
que vende la casa Crudo-Caemafio, para la valoracién del colesterol,
procediendo en la siguiente forma: preparamos una solucién de coles-
terol "Merck", puro, al 2 0/00 en cloroformo anhidro; tomemos de la
misma en distintos tubos de ensayo, perfectemente secos, 0.25, 0.50,
0,75, 1.00, 1,25, 1,504 1,75, 2,00 ml., afiadiendo en cada caso la
cantidad necesaria de cloroformo para hacer un volumen total de 5 ml.;

los tubos fueron colocados en un terméstato que se hallaba a 2290;
Al cabo de 5' les hemos afiadido 2 mls del reactivo a cada uno de
ellos (el reactivo habfa sido preparado mezclando 20 ml. de anhidri-
do acético y 1 ml: de dcido sulfdrico concentrado "Merck"), Las lec-
turas en el fotocolorimetro, fueron realizadas entre los 12' y los
14' y con los valores obtenidos se efectué las respectivas curvas
de calibracién.-

CUADRO 1

Calibracién del fotocolorimetro " Cromoién " pars la veloracién del
colesterol:

Extincién Colesterol
- log.T grs s0/00
330 0,50
390 1,00
450 1,50
510 2,00
570 2,50
620 3,00

680 3,50



CUADRO 2

Calibracidn del fotocolorfmetro de la casa Crudo-Caamafic para la va-

loracién del colesterol:

Extincién Colesterol

~log.T 8rs«0/00
350 0,50
500 1,00
650 1,50
800 2,00
950 2,50
1100 3400
1250 3450

———E SO e ——
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CAPITULO II

Métodos de determinacidén del colesterol de la sangre
y comparacién de las técnicas de Grigeut, Sackett y
Brajer-Chouela,
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La mayorfa de los métodos colorimétricos que se han uti-
lizado y se utilizan para la determinacién del colesterol existente
en la sangre, se basan en la reaccién que produce este esterol con
el anhidrido acético y el 4cido sulfdrico, es decir la reaccién de
Liebermann-Burchard. Se han establecido dos métodos generales de ex-
traccidn del colesterol: a) extraccién previa desecacién de la sangre;
b) extraccién directa por medio de distintos disolventes; a) entre
los métodos que realizan una extraccién cloroférmica de la sangre se-
cada por calor o por agentes deshidratantes, se encuentran los siguien-
tes:

Myers y Wardell (1), secan el suero o plasma sobre yeso de Parfs, ex-
traen con cloroformo y dosan colorimetricamente con la reaccién indi-
cada.-

Leiboff (3), (4), (5), (6), describe un procedimiento en
el que la muestra se seca sobre un pequefio trozo de papel absorbente
que se extrae en un matraz especialmente disefiado.-

Gettler y Baker (1916), utilizen para el secado el papel
de filtro, al igual que Ling (1931), empleando en cada caso disposi-
tivos especiales para la extraccidn.-

Reinhold y Shiels (2), utilizan el sulfato de sodio an-
hidro, sefialando Reinhold que el empleo del yeso es causa de una ex-
traccidn incompleta y a ello atribuye el haber obtenido con dicho des~
hidratante valores inferiores a Yos obtenidos con el método gravimé-
trico, indicando que cuando emplea el sulfato de sodio las cifras son
més concordantes a las que da la precipitacién con digitonina.-

Los métodos citados han dado buenos resultados realiza-
dos por sus autores, pero presentan el inconveniente que se requiere
un tiempo muy grande para la desecacién de la sangre y la posterior
extraccién en caliente con cloroformo, siendo poco Utiles para apli-
car en la clfnica y sobre todo en aquellos laboratorios donde es ne-
cesario realizer varias determinaciones: b) Debido a esas causas son
generalmente preferidos aquellos métodos que realizan la extraccién de
la sangre entera por medio de alcohol, alcohol-éter, acetona, etc; &
este tipo pertenecen los métodos de: Bloor, Schoenheimer-Sperry; Gri-
gaut; Sackett y Braier-Chouela, que son los més utilizados en nuestros
laborotorios.-



Bloor (7), propuso su método en 1916; consiste en reali-
zar una extraccién de la sangre con une mezcla de % partes de alcohol
v 1 parte de éter, en caliente; después de llevar a volumen y filtrar
se toma una parte alfcuota del filtrado y se lleva a sequedad; se ex-
trae con cloroformo y se realiza la reaccién de coloraciéns Las modi-
ficaciones a esta técnica original de Bloor, sugeridas por los distin-
tos autores fueron las siguientes:

Mueller (1916), lava el extracto clorofdérmico con agua y
luego lo seca con sulfato de sodio anhidro¢-

Stoddard y Drury (1929), propiciaron la saponificacién
previa a la disolucién en cloroformo .-

Sackett (1925), realiza la extraccién (alcohol-éter), sin
calentemiento. Cantoni (193%0); sugiere el agregado de una mezcla de
dcido oleico y palmftico al testigo pera compensar el color.-

Bloor (1928), propuso el uso de un vidrio rojo en el co-
lorimetros

Mufioz(8), introdujo una modificacién que le permite va-
lorar fosfolfpidos y colesterol para lo cual trata la sangre con al-
cohol caliente que extrae la totalidad de los 1lfpidos; el extracto
una vez evaporado se toma por éter de petréleo, en cuyo medio preci-
pitense los fosfolfpidos por acetona y cloruro de magnesio, quedando
on la solucién de acetona el colesterol; se evapora la ecetona y el
extracto se disuelve en cloroformo, eplicando la reaccién de colora-
cién. El método de Mufioz tiene la desventaja de requerir mucho tiem-
po, mucha atencién y de ser costoso, pués requiere varios disolven-
tese~

Schoenheimer y Sperry (9), en 1934, publicaron un deta-
1llado estudio en el cual describen un método, que requiere 0,20 ml.
de suero, para determinar ambas formas del colesterols El procedimien-
to consiste en la precipitacién con digitonina del colesterol libre,
seguida por la aplicacién de una reaccidn de color al precipitado; se
han tenido en cuenta las condiciones para que el precipitado sea com-
pietamente insoluble y puecy ser aislado fécilmente por centrifugacidns
Se puede resumir esquemfticamente asf : a) precipita las protefnas
con alcohol-acetona y filtra; b) sobre una parte alfcuota del filtra-
do precipita el colesterol libre con digitonina y centrifuga; c) se~-
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ca el precipitado, disuelve en 4cido acético, afiade anhidrido acéti-
co y 4cido sulfurico, efectuando la lectura después de 30'; d) otra
porcién alfcuota del filtrado se saponifica con hidréxido de potasio,
se neutraliza con 4cido clorhfdrico y se precipita el colesterol to-
tal con digitonina, procediendo como en a), b) y ¢). En los conside-
randos y discusién del trabajo se consideran: la totalidad de la pre-
cipitacién, las curvas de absorcién de la coloracién, coeficientes de
extincidn del colcsterol y del digiténido en diferentes medios (uti-
liza el fotdmetro de Pulfrich), tiempo requerido para la precipita-
cién, saponificacién de los esteres, comparacién con otros métodos,
precipitacién en presencia de sales, desarrollo del color y exacti-
tud del método.—

Es, evidentemente, uno de los mejores métodos de dosaje
del colesterol, a pesar de ser un micrométodo laborioso y que requie-
re mucho tiempo; pero tiene en su favor la exactitud, aunque el em-~
pleo de 0,15 y 0,05 ml: de sangre que corresponde a las lecturas fi-
nales es exigua y los colores desarrollados resulten muy p4lidos pa-
ra la colorimetria; por estos motivos son los siguientes los métcdos
que mds.se emplean en nuestros laboratorios de anélisis clfnicos:
Grigaut, Sackett y Braier-Chouele ; con ellos efectuamos los dosajes
de colesterol en sangre, procurando poner de manifiesto las virtudes
y defectos de cada uno, encontrar cual de ellos da resultados més e-
xactos y es més Util para las condiciones de nuestro laboratorio.

IRTODO DE GRIGAUT:: reactivos necesarios:
1) Solucién cloroférmica exactamente titulade de colesterol con-

teniendo 0,060 grs. %.
2) Alcohol al 60 %, conteniendo 1#200 grs. de hidréxido de sodios
3) Alcohol al 70 %, conteniendo 1/200 grs. de hidréxido de sodio.
4) Eter sulfdrico.
5) Cloroformo anhidro.
6) Anhidrido acético puro.
7) Acido sulfdrico puros

Técnica para suero o plasma: . colocar en el colesterind-
mets ¢ del autor 2 mls de suero sanguineo, alcohol sodado al 60% has-~
tZ la marca indicadora de 15 ml.; tapar, mezclar invirtiendo varias




veces el aparato, dejar reposar y aiadir éter sulfdrico hasta la se-
gunda marca, mezclar y dejar reposar|;retirar la capa acuosa inferior
reemplazdndola por 20 mls de agua que se mezcla y se deja 5' en re-
poso; nuevcmente se extrae el agua y se efectda otro lavado en 1la
misma forma. Separadas las aguas de lavado, se vicerte el €ter en una
cépsula de porcelana de 60 cc.; se lava el aparato con unos cc. de
dter y se agrega al extracto primitivo evaporéndolo a sequedad en
bafio marfa, quedando en la cépsula unes gotitas de aspecto graso que
se toman por varias porciones de cloroformo hasta completar 5 ml.,
colocdndolas en una probeta graduada de 10 ml.; se practica la reac-
cién.de Liebermann-Burchard, aflediendo a la solucién clorofdrmica

2 ml. de anhidrido acético y 3.gotas de dcido sulifdrico concentrado,
de jéndolo en reposo media horas Al mismo tiempc en otra probeta gra-
duada que sirve de testiszo se mezclan 5 ml. de solucién clorofdérmi-
ca de colesterol al 0,060 grs.% con 2 mles de anhidrido acético y 3
gotas de deido sulfirico.-

De acuerdo con el autor, al cabo de mecia hora la colcra-
cién verde ha alcanzado su méxima intensidad, procediéndose a la lec-
tura colorimétrica; para ello, y segin explica Grtgsut, se puede co-
locar 5 ml. de cada una de elles en los tubos de un colorfmetro de
dilucién y llevar a igualar los tintes diluyendo segdn el caso con
una mezcla de cloroformo, amhidrido acético y 4cido sulfdrico. Sean,
entonces, N el ndmero de ml. marcado por la solucién dilufda; la ci-
fra P que es la colesterina de un litro de suero serd dada por la
siguiente férmula:

1) En 82 caso de la solucién a dosar: P = 0,30 x N gremos

2) En el caso de la dilucién del testigo: p=—[220_ gramos
N .

Al realizar las determinaciones hemos sustitufdo, sin
ningdn inconveniente, el "colesterinémetro de Grigaut” por una ampo-
lla de decantacidén teniendo la precaucién de medir el alcohol soda-
do y el &ter sulfurico; las lecturas fotocoloriméiricas fueron efec-
tuadas a los 15' por huberse verificado que es cuando se obtiene el
méximo en la intensidad de la coloracién; hemos efectuado el céleculo
de la cifra de colesterol de la siguiente manera:
ectura de la solucién desconocido 1,50 '
Lectura de la solucién testigo

= grs.0/00 de colesterol



METODO DE SACKETT: reactivos necesarios:

1) Solucién madre de colesterol: se disuelven 0,160 grss de coleste-
rol en 100 ml. de cloroformos
Solucién testigo: 5 ml. de la solucién madre se llevan a 100 ml.
con cloroformo. -

2) Alcohol al 96 %.

3) Eter sulfurico puro.

4) Cloroformo anhidro.

5) Anhidrido acético.

6) Acido sulfuirico.

Técnica para suero, plasme g sangre entera: en un tubo
de - centrffuga graduado de 15 cc., se colocen 9 ml. de alcohol y 3
ml: de éter y se mezclan bien; a la mezcla se afiade lentamente 0,20
ml¢ de suero, plasma o sangre entera, se tapa el tubo y se agita fuer-
temente durante 1l'; se coloca el tubo en forma horizontal y se le
deja reposar media hora de tal manera que el sedimento se reparta a
lo largo del mismo; se centrifuga répidamente durante 3 ' y se decen-
ta el sobrenadante a un vaso de precipitacién evaporédndclo a seque-
dad en bafio marfa; el.residuo que contiene el.colesterol, se extrae

2 veces con 2-2,50 ml: de cloroformo cada vez, dejando en contacto
el disolvente unos 2'¢ E1l cloroformo se decanta a una probeta gra-
duada de 10 ml: y se completa exactamente con ese mismo disolvente

a 5 ml;.a esta solucién.y, separadamente, a 5 mls.de la.solucién
testigo, se afiaden 2 mls de anhidrido acético y 0,10 ml. de 4cido
sulfirico; se agita bien,.se deja en reposo en la oscurided 15' y se
compara en el colorfmetros El cdlculo del valor de colesterol se rea-
liza as{:

Lectura de la solucién desconocida 2,00

= grss0/00 de colesterol.
Lectura de la solucién testigo

Este método fué realizado como indica su autors
METODO DE BRAIER-CHOQUELA: reactivos.necesarios:

1) Solucidn testigo de colesterol al 2,00 grs.0/00 en cloroformo.
2) Acetona,
3) Cloroformo anhidro.
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4) Anhidrido acético.
5) Acido sulfdrico

Técnica para suero, plasma o sangre entera:En un matréz
aforado de cuello largo y de 25 cc¢ de capacidad, se colocan 15-18
ml: de acetona pura, y se agrega, gota a gota, 2 mls de suero, plas-
ma o sengre enters; se lleva a un bafio marfa a 70°-75°C durante 5 ',
agitando de vez en cuando con cuidado para evitar la ebullicidn tu-
multuosa de lo acetona que puede derramarse< Por lo general el vold-
men queda reducido a unos 12-15 ml¢ aproximadamente; se deja enfriar
y se completa con acetona hasta.25 ml., se filtra por papel de fil-
tro delgado y se miden 12,50 mlé¢ que se pasan & un pequefioc vaso de
precipitacién bien seco y se evapora en befio marfa, en bafio de.arena
o en la estufa a una temperatura que no pase de los 90° -200%C. Si
no se dispone de tiempo suficiente para realizar inmediatamente la
determinacién completa, el extracto acetdnico de la sangre se puede
dejar varias horas apenas retirado del bafio maria, para completar su
volumen mds tarde; si no se desea calentar en-bafio marfa la acetona
se procede asf:.en un matrdz aforado de 25 ml. se colocan 20 mls de
acetona anhidra, se agregan.2 ml: de suero, gota a gota y agitando
el matrdz para mezclar bien, se tapa éste y se deja a temperatura om-
biente hasta el dfa siguiente; entonces se filtra, una vez comple-
tado el voldmen a 25 ml: y se prosigue como se ha indicado antes«-

También puede evitarse la evaporacién del filtrado ace-
ténico en caliente; una vez medidos los 12,50 ml¢ del filtrado en un
vagso. de precipitacién se abandona a temperatura ambiente hasta el
dfa siguiente, dejando.que la evaporacién se produzca easponténeamen-
te en un sitio aireados El residuo seco se disuelve en.2 ml. de clo-
roformo puro y se pasa & una probeta graduada de 10 ml.; se vuelve

a extraer el residuo con 1~2 ml¢ de cloroformoc y una.tercera vez has-
ta completar en total 5 ml. de.extracto cloroférmicos Simultaneamente
en otra probeta se coloca 1 mls de solucién testigo de colesterol y
ge completa con cloroformo hasta 5 ml.; se afiaden a las dos probetas
2 mls de anhidrido acético y después de mezcler bien 0,20 mls de 4ci-
do sulfdrico, se mezcla bien invirtiendo las probetas y se coloca en
la oscuridad alrededor de 15': El cédlculo del valor de colesterol se
realiza de la siguiente menera:



- 26 -

Lectura de la solucién desconocida 2,00 = grs.0/00 de colesterol
Lectura de la solucién testigo

Siguiendo algunas de las técnicas anteriormente detalle-
das, hemos realizado 168 determinaciones de colesterol en plasma san-
gaineo (humano), realizando comparaciones entre los métodos de Gri-
gaut, Sackett y Braier-Chouela.-

CUADRO 3

Comparacién entre las determinaciones efectuades en plasma sanguf-
neo (humano) segin las técnicas de Grigaut y Sacketts Las cifras sx-
presan el colesterol en grs. 0/00.-

Grigaut Sackett ! Grigsut Sackett
1,60 1,80 1,45 1,49
1,94 2,02 1,80 1,92
2,30 2,35 2,04 2,15
2,40 2,50 1,70 1,85
1,69 1,78 1,76 1,80
1,48 1,50 2,16 2,20
2,00 2,04 1,57 1,60
1,50 1,66 1,97 2,00
2,50 2,75 2,30 2,35
1,79 1,80 : 1,16 1,20
2,00 2,10 1,52 1,60
1,48 1,55 1,74 1,80
2,86 3,00 1,82 1,90
1,79 1,85 2,40 2,50

_____ Ommmmme

A través de estes 56 determinaciones se observa que el
método de Grigaut da, generalmente, valores mds bajos que el de Sec-~
kett o«

CUADRO 4

Comparacion entre las determinaciones efectuadas en plasma sangufneo
(humano) segdn las técnicas de Grigaut y Braier-Chouela. Las cifras
expresan el colesterol en grs.0/00.-
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Grigaut Braier-Chouela Grigaut Braier-Chouela
1,50 1,68 1,56 1,70
1,80 Z,00 1,78 1,89
1,46 1,64 1,45 1,58
1,55 1,77 1,63 1,73
1,97 2,12 1,82 1,94
2,26 2,40 2,01 2,15
5,78 %496 1,56 1,59
1,62 1,72 2,%4 2,49
1,90 2,04 1,87 2,01
1,46 1,60 1,56 1,69
1,29 1,43 1,90 2,07
1,51 1,62 1,57 1,7
1,98 2,11 1,90 2,15
2,04 2,15 1,45 1,60

————— o Ll X T

Se observa que hemos obtenido resultados siempre mayores
con el método de extraccién con acetona y estes diferencies fueron
en algunos casos bastante apreciable, término medio de 10%.~

CUADRO 5

Comparacidn entre las determinaciones efectuadas en plasma sangufneo
(humano) segin las técnicas de Sackett y Braier-Chouela: Las cifras
expresan el colesterol en grs. 0/00.-

Sackett Braier—Chouela Sackett Braier—Chouela
1,90 1,92 i,95 1,99
2,50 2,54 i,ol 1,95
2,10 2,15 2,09 2,11
2,85 2,91 1,66 1,69
1,26 1,28 1,78 1,82
1,32 1,33 2,04 2,06
1,59 1,64 2,14 2,17
1,87 1,89 1,45 1,50
2,28 2,3%0 1,89 1,9%
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Sackett Braier-Chouela Sackett Braier-Chouela
2,02 2,05 1,70 1,72
1,46 1,48 1,45 1,50
1,40 1,44 2,14 2,16
1,59 1,61 2,56 2,59
1,72 1,74 1,78 1,83
S S

En este caso, prédcticamente, no encontramos diferencias,
aunque, en la mayorfa de los casos, obtenemos resultados méds altos
con el método de Braier-Chouela. Es evidente que es el método de
Grigaut el que da resultados mds bajos, que podrfa ser atribufdo al
repetido lavedo con agua que arrastrarfa parte del colesterol; este
inconveniente se obviarfa, segin algunos investigadores, dejando el
colesterinémetro durante un tiempo mayor en reposo, después de afia-
dida el agua, para que la separacién de la capa acuosa inferior se
efectie en forma mds definida.-

Procurando encontrar justificativos a las diferencias ha-
lladas, efectuamos.las determinaciones en la siguiente forma: en la
técnica de Grigaut, retiramos la capa acuosa inferior después de 12
horas de reposo aproximadamente y continuamos en la forma indicada
por su autor; en la técnica de Braier-Chouela llevamos a un volumen
de 25 ml: después de filtrar. Se trataba de verificar si esas dife-
rencias serfan atribufdas al hecho de que en el Braier-Chouela al
filtrar hubiera evaporacidn de la acetona con la consiguiente con-
centracién del filtrado. Los resultados obtenidos fueron los siguicen-
tes:

CUADRO 6

Comparacién entre las determinaciones efectuadas en plasma sanguireco
(humano) segin las técnicas de Grigaut y Braier-Chouela, con las mo-
dificaciones anteriormente citadas. E1 método de Braier—Chcuela(l)
fué realizado como han indicado sus autores; el método indicadc co-
mo (2) 1o realizamos llevando & un volumen de 25 ml. después de fil-
trar.-
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Grigaut Braier-Chouela(l) Braier-Chouela(2)
1,58 1,64 1,62
2,54 2,62 2,60
1,50 1,63 1,62
1,64 1,74 1,72
1,80 1,93 1,92
2,44 2,58 2,55
2,02 2,15 2,14
1,55 1,64 1,63
1,82 1,94 1,92
2,10 2,20 2,19

————Qm———

Observamos, a través de estas 30 determinaciones, que
las diferencias encontradas entre ambas técnicas de Braier-Chouela
son insignificantes y que subsisten las halladas con el método ce
Grigaut.-

El método de Grigaut no suele aplicarse a la determina-
cidén del colesterol en sangre entera,. Hemos empleado las técnicas
de Sackett y de Braier-Chouela para la determinacién del colesterol
en el plasma y en la sangre entera de una misma persona, cbteniendc
resultados muy ccncordantes, como se observa en el siguiente cuadro:

CUADRO 17

Comparacién entre las determinaciones efectuadas siguiendo las tée-
nicas de Sackett y Braler~Chouela, en plasma y sangre entera de una
misma personag

En plasma En sangre entera
Sackett. Braier-chouela Sackett Braier—Chouela
1,55 1,60 1,53 1,81
2,21 2,25 2,20 2,22
1,49 1,51 1,50 1,53
1,68 1,73 1,66 1,74
2,02 2,08 2,03 2,07
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En plasma En sangre entera
Sackett BraierfChouela Sackett Braier—Chouela
2,44 2,47 2,44 2,49
1,50 1,54 1,48 1,55
1,89 1,94 1,89 1,95
2,06 2,10 2,07 2,11
1,39 1,44 1,40 1,44
1,87 1,90 1,88 1,91
2,55 2,60 2,53 2,61
s ey o---_

Respecto al método de Sackett digamos que hemos obtenido,
en muchas determinaciones, un color verde distinto al que presenta-
ban las soluciones testigo especialmente cuando trabajamos con sangre
entera; obtuvimos una tonalided llamada de "hoje seca" que es &atri-
buida al hecho de que los disolventes que se utilizan para la extrac-
cién, separan: el alcohol, todos los lfpidos y el &ter sulfdrico to-
dos menos la esfingomielina y posiblemente en los fosfolfpidos que
extraen debe buscarse la causa de esa tonalidad. Por otra parte, sien-
do sencillo y de ejecucién répida, es un micrométodo y por el peque-
fio volumen de material.que se usa los colores resultantes son muy péd-
lidos; hemos observado, también, que existe un retardo en el desarro-
1lo de la reacecién de Liebermann-Burchard comparado con el desarrollo
que se observa al practicar la reaccién segin el método de Braier-
Chouela, lo que posiblemente ocurra por la presencia de los fosfolf-
pidos. Con el objeto de verificar esto dltimo hemos realizado la va-
loracién del colesterol en dos porcicnes de un mismo suero en la si-
guiente forma: una porcién del suero fué analizada por el método de
Braier-Chouela como indican sus autores y la otra porcidén por el mé-
todo de Sackett modificado en esta forma: partimos de 2 mls de suero
y utilizamos el alcohol-éter en una cantidad que luego nos permitie-
ra obtener, al efectuar la reaccién de Liebermann-Burchard, lecturas
fotocolorimétricas cercanas a las que obtenfamos con el método de
Braier-Chouela, para evitar la palidez de los colores obtenibles con



el micrométodo.

CUADRO 8

Desarrollo del coler verde en la reaccién de Liebermann-Burchard, se-
gin las técnicas de Sackett y Braier-Chouelas Las cifras expresan las

desviaciones del fotocolorimetro o sea - log T«
Tiempo de lectura después de afiadir el 4cido sulfdrico.

4* 6' 8" 10' 12' 14' 16' 18' 20' 22

B-Chouela 290 340 4440 501 502 495 490 485 480 480

Sackett 270 330 370 395 455 485 490 495 500 495
————Q———

Observamos que con el método de Sackett obtenemos el mé-
ximo en la intensidad de la coloracién a los 20!, mientras que con el
método de Braier-Chouela se obtiene entre los 12' y los 14'.

Recordemos, ademds, que la técnica de Braier-Chouela es
aplicable, indistintamente, a suero, plasma o sangre entera; esto lo
hemos verificado tomendo sangre de 28 pacientes del Policlfnico Raw-
son y realizando la determinacién en plasma y en sangre entera, obte-
niendo los siguientes resultados:

CUADRO 9

Comparacién entre las determinaciones efectuadas en plasma y sangre
entera siguiendo la técnica de Braier-Chouelas Las cifras expresan
el colesterol en grs. 0/00.-

Plasma Sangre entera Plasma Sangre entera
1,75 1,77 2,15 2,15
2,04 2,05 1,58 1,60
1,39 1,39 2,55 2,57
1,68 1,65 1,84 1,87
2,80 2,82 1,19 1,21
1,54 1,53 1,86 1,84
1,18 1,19 1,95 1,97
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Plasma Sangre entera Plasma Sangre‘entera
1,82 1,84 2,00 2,02
1,37 1,36 1,45 1,46
2,15 2,17 2,10 2,09
2,10 2,11 1,56 1,58
2,01 2,00 1,90 1,92
1,53 1,54 2,08 2,10
1,66 1,68 1,80 1,80

—.——o---.

Observamos que los resultados son muy concordantes y las
variaciones pequeriags.-

Estimamos , en conclusidén, que con el método de Braier-
Chouela hemos obtenido los mejores resultados; recordemos gque la ace-
tona que se utiliza para la extraccién tiene la ventaja, sobre los
disolventes usados en los otros métodos, de no disolver los fosfoli-
pidos, lo que traerfa aparejado el desarrollo del color verde de la
reaccién en menos tiempo que con otras técnicas; digsmos, también,
que la acetona disuelve las grasas, los fcidos grasos y el colesterol,
pero los primeros no molestan en el desarrollo de la reaccién final,
ni la tonalidad ni la intensidad del color; el color verde obtenido
es tan puro como el que obtenemos con la solucién.testigo.-

El método de Braler-Chouela presenta, ademés, la ventaja
de la rapidez con que se puede realizar las determinaciones: la pre-
paracién y filtracién del extracto requieren aproximadamente 10'; la
evaporacién y el dosaje.colorimétrigo 35!, es decir que, en total,una
determinacién de colesterol por este método nos requiere aproximada-
mente 45': En nuestras determinaciones, on el objeto de evitarnos el.
uso del matréz de .25 ccs que aconsejan los autores, hemos utilizado
tubos cilfndricos, largos, de 75 ccs de capacidad lo que nos ponfa a
resguardo de las proyecciones de. la acetona y nos ha permitido, con-
tando con varios de ellos, realizar més de un dosaje a la vez, cuando
los fines del trabajo asi lo requeria.-

ESTUDIO ESTADISTICO

Con las 168 determinaciones efectuadas siguiendo las técnicas de Gri-
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gaut, Sackett y DBraier-Chouela y comparadas en los cuadros 3, 4 y 5
hemos realizado un estudio estadf{stico para dilucidar si las diferen-
cias halladas tenfan, desde este punto de vista significacién. Para
realizar este estudio hemos seguido el planteo que los doctores: Mur-
tagl, Castro Videla, Ferro R¢ y Ferro H< indican en su libro "Ensayo
estadfstico sobre valores sanguineos en lactantes sanos y enfermos".
Las expresiones y férmulas estadfsticas empleadas son las siguientes:
Promedio Aritmético: Ps As- S(x) donde n representa el nimero de

determinaciones y S(x) la sumz de los n valores individuales.-
Desviacién Simple: dx es la diferencia de cada uno de los términos
de la serie con respecto al P.A.-

Desviacién Media: g es el promedio de las desviaciones simples.

Desviacién Tipo, Normal Cuadrética Media o Standards .SI»:SQ

y para n menor de 30 es D.S \/S§dx} ¢« Una D.S. grande indica que
n -

la distribucién en frecuencia estd ampliamente extendida hacia ambos
lados del .P.A.~

Erra Tipo, Normal o Standard: E«S._ D.S« sefiala la dispersidn de
T h
los promedios aritméticos de series ‘. semejantes a la estudiada y

pertenecientes a una misma poblacién. La comparacién de dos promedios.
se realiza calculando el Error Tipo o Standard de la diferencia de

los dos promedios: EaSD;X/ZEQSI)Z # (E.-Sz)2 para aquellos casos
en que n, # n, = 2 es mayor de 30: Decimos que una diferencia entre
dos promedios es "significativa", para series numerosas, cuando la
diferencia de los promedios es igual o mayor que dos veces el error
tipo (standard) de la diferencia de promedios, o sea cuando

P15

- es igual o mayor de 2; a esta relacién se le designa con la

D* letra t ¥, por lo tanto, podemos conclufr que para series
numerosas, la diferencia de promedios es significativa cuando t es
igual o mayor de 2.-

El estudio que expondremos a continuacién nos permitid
conlufir que las diferencias encontradas no tienen "significacién
estadf{stica", ya que t siempre ha resultado menor de 2 y justamente
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ese valor se ha hecho mas pequefio al realizar la comparacién de las
determinaciones efectuadas segin los métodos de Sackett y Braier-Choue-
la. Debemos indicar, ademds, que el objetivo de nuestro trabajo no ha
sido determinar promedios, ni zonas normales y patolégicas, sino
establecer la comparacién estadf{stica de los valores obtenidos con las
técnicas mencionadas «

CUADRO 10

Exémen estadfstico de las determinaciones efectuadas segin los méto-~
dos de Sackett y Braier-Chouela.

Sackett Braier-Chouela
ny dx (ax)? ny ax (ax)?
190 3 9 192 2 4
250 63 969 254 64 4096
210 23 529 215 25 625
285 98 9604 291 101 10201
126 61 3721 128 62 3844
159 28 784 164 26 676
132 55 3025 133 57 3249
187 0 o) 189 1 1
228 41 1681 230 40 1600
202 15 225 205 15 225
146 41 1681 148 42 1764
140 47 2209 144 46 2116
159 28 784 161 29 841
172 15 225 174 16 256
195 8 64 199 9 81
191 4 16 195 5 25
209 22 404 211 21 441
166 21 441 169 21 441
178 9 81 182 8 64
204 17 289 206 16 256
214 27 729 227 27 729
145 42 1764 150 40 1600
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Sackett Braier-Chouela

ng ax (ax)? ng dx (ax)?
189 2 4 193 3 9
170 17 289 172 18 324
145 42 1764 150 40 1600
214 27 729 216 26 676
256 69 4761 259 69 4761
178 9 81 183 7 49
P.A,=187 .; DS = 38 P.As = 190 H D.Se = 38,70
E< S;-= 17,20 ES, = 7,30
E« SD‘ = 10,20
t =320 --187 0,29. No tiene, pues, "significacién estadistica".

10,20

CUADRO 11

Exémen estadistico de las determinaciones efectuadas segin los mé¢todoa
de Grigaut y Sackett.-

Grigaut Sackett
ny dx (dx)2 ng dx (dx)2
160 32 1024 180 20 400
194 2 4 202 2 4
230 28 1444 235 35 1225
240 48 2306 250 50 2500
169 23 529 178 22 484
148 44 1936 150 50 2500
200 8 64 204 4 16
150 42 1764 166 34 1156
250 58 3364 275 75 5625
179 13 169 180 20 400
200 8 64 210 10 100
148 44 1936 155 45 2025
286 94 8836 300 100 10000
179 13 169 185 15 225
145 47 2209 149 51 2605
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Grigaut Sackett

n, dx (ax)? n, dx (ax)?
180 12 144 192 8 64
204 12 144 215 15 225
170 22 484 185 15 225
176 16 256 180 20 400
216 24 576 220 20 400
157 35 1225 160 40 1600
197 5 25 200 0 0
230 38 1444 235 35 1225
116 76 5776 120 80 6400
152 40 1600 160 40 1600
174 18 324 180 20 400
182 10 100 190 10 100
240 43 2306 250 50 2500
P,A, = 192 PfA. = 200
D.S. = 38,50 D.S. = 40
E.-Sl_= 7425 E.',S2 = 7,50
EsSps = 10,3%0

= 10,30

No tiene, pues,"significacién estadfsticas

CUADRO 12

Exdmen estadfstico de las determinaciones efectuadas segin los méto-
dos de Grigeut y Braier-Chouela.-

Grigaut Braier-Chouela
n; dx (dx)? ng ax (ax)?
150 30 900 168 27 729
180 0 0 200 5 25
146 34 1156 164 31 961
155 25 625 177 18 324
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Grigaut Braier-Chouela

ny dx (dx)? ng dx (ax)?
197 17 289 212 2 289
226 46 2116 240 45 2025
378 198 39204 %96 201 4C401
162 18 324 172 23 529
190 10 100 204 9 38l
146 34 1156 160 25 1225
129 51 2601 143 52 2704
151 29 841 162 3% 108¢
198 18 %24 211 16 256
204 24 576 215 20 400
156 24 576. 170 25 625
178 2 4 189 6 36
145 35 1225 158 37 %69
263 17 289 173 22 484
132 2 4 194 1 1
201 21 441 215 20 400
156 24 576 169 26 67¢
2%4 54 2916 249 46 2116
187 7 49 201 6 36
156 24 576 169 26 676
190 10 100 207 12 144
157 23 526 171 24 576
190 10 100 215 20 400
145 35 1225 l 160 35 122°%
P, 180 P.A.= 195
D.S. = 46,60 D.S. = 47
EsSy = 8,79 ES, = 8,86
E.Sp = 12,40
+ = 135 = 180 _ 1,20

12,40

No tiene, pues,'significacién estadfsticad



(1)
(2)
(3)
{4}
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
(10)
(11)
(12)
(13)
(14)
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CAPITULO III

———

Estudio de los factores que pueden influenciar

el desarrollo de la reaccién de Liebermann-Burchard.
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Desde que Autenrienth y Funk (1) y Waston llumaron la
atencién sobre sus inexactitudes, el método colorimétrico para la
estimacién del colesterol basado en la reaccién de Liebermann-Bur-
chard, ha experimentado muchas modificaciones: Con la mayorfia de los
modernos colorfmetros fotoeléctricos, el color producido en la solu-
cién de prueba sola es 1o que se mide y los resultados requeridos se
obtienen consultando un grédfico de calibracién previemente dibujado,
y no por comparacién del color con el de un ~ testigo simulténeamen~
te preparado. Con esta idea en la mente J,Bs Ireland (2) efectud un
estudio de los métodos existentes para el desarrollo del color, con
la idec.de adaptarlos para el uso con el colorfmetro fotocléctrico;
observé, de esta manera, que:

Bloor (3), (4), (5) y (6) deja 15' en la oscuridad o a
la luz a la cual se va a efectuar la comparacién; no indica tempera-
turc.-

hutenrienth y Funk (1913), deja 15' a 35°C.

Weston (1917), aflade 4cido sulfirico, mezcla, deja en la
oscuridad 30'; luego agrega el anhidrido acético y lee & los 15°'.

Cornell (1928), deja 15' en la oscuridad, a la tempera-
tura del laboratorio,-

Schoenheimer y Sperry (19%4), calientan el extracto clo-
roférmico a 25°C antes de afiadir los reactivos, desarrollando el co-
lor en bafio de agua a 25°C ¥ leen entre los 27' y.los 37'. La canti-
dad de dcido sulfdrico afiadida se.describe como 0,10 mls (8 4 gotas).

Reinhold y Sheils (7), dejan 30' a 25°C en la misma luz
a la cual ven a efectuar la comparacién. La solucién no se calien-
ta sino que se agrega une mezcla tibia de los reactivos.-

Kelsey (8), coloca en un bafio de agua a 23°C durante 15
en condiciones moderadas de iluminacidné-

Ireland usé una solucién tipo de colesterol en clorofor-
mo; ninguno de estos métodos le dié resultados satisfactorios y cuan-
do la solucién testigo fué reemplazada por una solucién de coleste-
rol preparada de una muestra de sangre, las variaciones se acentua-
ron en todos los casos. Por tal motivo y visto tales discordancias
nos propusimos el siguiente estudio«-

Los factores concernientes al desarrollo del color son:
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temperatura, tiempo de lectura, luz, concentracién o cantidad de los
reactivos, forma de afladir estos, estados del colesterol: libre o
combinados A ellos hemos defiicado nuestra atencién, utilizendo para
1la .extraceién del colesterol.de la sangre el método de Braier-Choue-
la, Recordemos, a tal efecto, que los autores mencionados luego de
afiadir 2 ml¢ de anhidrido acético y 0,20 ml: de 4cido sulfdrico, de-
jan las muestras "fuera de la luz directa"s Hemos seguido las indica-
ciones dades por esos autores, efectuando lecturas en el colorimetro
fotoeléctrico cada dos minutos, obteniendo los siguientes resultados:

CUADRO 13

Desarrollo de la reaccién de Liebermann-Burchard, sigutendo la téec-
nica de Braier-Chouela, Las cifras expresan las desviaciones del fo-

tocolor{metro o sea - log T.-
Tiempo de lectura después de afiadir el 4cido sulfdrico.

4' 6' 8 10' 12' 14' 16' 18! 20' 22'
-log. T 442 482 459 441 423% 409 397 376 370 358

e s e () e o e

Se comprueba que se obtiene el méximo en la intensidad de
la coloracidén a los 6' de haber afiadido el 4cido sulfdrico, y que a
partir de ese instante la coloracién decrece paulatinamente en su
intensidad. Es, entonces, evidente que al efectuar la lectura a los
15' no obtenemos el méximo en la intensidad de la coloracidn; se pue~-
de objetar que al realizar el testigo en andlogas condiciones nos po-
nemos a resguardo de cualquier contingencia de esta Indole, pues se
supone que pasa lo mismo con esta solucidne« Efectivamente hemos veri-~
ficado que una solucidn tipo de colesterol atraviesa un méximo en su
intensidad de coloracidn a los 6' , para ir luego decreciendo.-

Sin embargo, al efectuar la misma determinacién sobre va-
rias porciones de un mismo suero, hemos comprobado que no se obtiene
uniformidad en los resultados, lo que nos trajo aparejado el obtener
valores distintos y contradictorios ;he aquf los resultados obtenidos
aplicando la técnica de Braier-Chouela a distintas porciones de un
mismo suero.
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CUADRO 14

Desarrollo de la reaccién de Liebermann-Burchard en 5.extractos clo-
roférmicos distintos correspondientes a un mismo suero. Las cifras
expresan las desviaciones del fotocolorfmetro.-

| Tiempo de lectura despuds de afiadir el 4cido sulfdrico.

2! 4 6' 8! 10' 12! 14' 16! 18’ 20'

Porcién 1° - - 460 440 426 412 400 391 380 368
Porcidn 2° - = 465 462 455 445 435 423 413 403
Porcién 3° - 480 460 438 417 405 396 384 372 361
Porcidn 4° 442 482 459 441 423 409 397 376 370 358
Porcién 5° = 470 480 475 465 454 440 430 420 410

et o () o e

Influencia de la temperatura; Procuramos, entonces, tra-
bajar a temperatura uniforme; para ello coloceamos las cubetas del fo-
tocolorfmetro,.en el que se desarrollarén las reacciones, en un ter—
méstato a 2290, contando el tiempo a partir del instante de afiadir
el dcido sulfirico:

CUADRO 15

Desarrollo de la reaccién de Liebermann-Burchard en 5 extractos clo~
roférmicos distintos correspondientes a un mismo suero, trabajando
a una temperatura de 22°C; Las cifres expresan las desviaciones del
fotocolorfmetro.-

Tiempo de lectura después de afiadir el 4eido sulférico.

2' 4v 6' 8' 10 12 14' 16' 18' 20!

Porcidn 1° - 435 465 485 490 485 480 475 470 465

Poreibn 2° - 420 460 475 480 482 480 475 465 460
Porcidn 3° - 440 470 480 476 476 475 472 ATO 467
Porcidn 4° - 414 455 480 483 486 485 479 475 465

Porcién §° =~ 450 475 486 495 493 489 483 478 470
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Se observa en el cuadro anterior, que a pesar de trabajar
sobre una misma de suero, no obtuvimos la uniformidad en los resul-
tados que esperdbamos; ademds es notable la diferencia que existe
en relacién a las anteriores determinaciones, pues el méximo en la
intensidad de la coloracién se obtiene entre los 12' - 14'.-

Influencia de la cantidad de 4cido sulfdrico afladida:Pa-
ra ello trabajamos.con una solucién tips de colesterol al 2,00 grs.
0/00 en cloroformo, en las condiciones descriptas por Braier-Choue~-
la, salvo el hecho que utilizamos un terméstato a 22°C, afiediendo el
4cido sulfdrico y efectuando lecturas cada dos minutos:

CUADRO 16

Desarrollo de la reaccién de Liebermann-Burchard en una solucién ti-
po de colesterol, Se ha afiadido 0,10 ml: de 4cido sulfdrico y tra-
bajado a temperatura uniforme de 22°C;

Tiempos de lectura después de afiadir el 4eido sulfvirico.

4! 6! g! 10* 12¢ 14! 16"’ 18! 20!
- log.T 274 380 445 470 485 495 494 490 480
- () e

CUADRO 17

Desarrollo de la reaccidn de Liebermann-Burchard en una solucién
tipo de colesterol.: Se ha afiadido 0,15 mles de 4cido sulfdrico y tra-
bajddo a temperatura uniforme de 22°C,
Tiempo de lectura después de afiadir el 4cido sulfdrico.
4! 6" 8' 10! 12! 14! 16! 18! 20'
-logs T 310 415 455 472 484 486 480 470 460

——— e ——

CUADRO 18

Desarrollo de la.reaccién de Liebermann~Burchard en una solucién ti-
po de colesterols Se ha afiadido 0,20 mls de &cido sulfdricc y tra-
bajado a temperatura uniforme de 22°C ;~
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Tiempo de lectwra después de afiadir el 4cido sulfdrico.
At 6' 8' 10' 12* 14t 16' 18' 20
-log. T 420 460 475 480 482 430 475 465 480

———— Qe——m
Observamos que la cantidad de £cido sulfdrico afiadida e-
jerce marcada influencia en el resultado final, y el hecho de ser una
pequefia eantidad dificil de medir con suma exactitud aumenta las difi-
cultades., Hemos logrado salvar estos inconvenientes realizando la de-
terminacién en la siguiente forma: efectuamos la extraccién acetdnica
del plasma como indican Braier-Chouela; el extracto lo hemos tomado
con 5 mls de cloroformo y lo colocamos en un terméstato que se encoutrea-
ba a 229C; mientras tanto preparamos el reactivo asf: en un tubo de en~
sayo seco y limpio colocamos 20 ml: de anhidrido acético puro y lo-de~
jamos en la heladera.por espacio de 10'; le agregamos, luego, 1 ml. de
dcido sulfdrico puro, gota a gota y agitendo continuemente, quedando
asf{ 1listo el reactivo para usar; de este reactivo afiadimos 2 ml. a
tres prociones de un mismo suero que habfan sido tratadas en anfloga
forma, efectuando lecturas cada dos minutos (recordemos que Shapirc,
Lerner y Posen (1l1) en 1935 emplean una mezcla conjunta de onhidrido
acético y dcido sulfirico en la proporcién de 15:1 "por la dificultaa
"de medir pequefios volUmenes de 4cido sulfdrico con exactitud").

CUADRO 19

Desarrollo de la reaccién de Liebermann-Burchard en 3 porciones distin-

tas correspondientes & un mismo plasma, trabajando en las condiciones

antedichas. Las cifras expresan las deswiaciones del fotocolorfmetro.
Tiempo de lectura después de afiadir el 4cido sulfdrico.

4* 6' 8 10' 12' 14' 16' 18" 20
Porcién 1° 360 400 469 482 487 480 469 464 460
Porcién 2° 362 401 468 480 487 480 469 465 459
Porcidn 3° 361 398 469 482 488 481 468 464 460
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Comprobamos, asf, que la uniformidad de nuestros resulta-
dos son concluyentes. Tratamos de verificaf si ésta uniformidad se
mantenfa afiadiendo el reactivo después de pasado un tiempo de efec-
tuada la mezcla de sus componentes, pera demostrar si éste mantenfa
su poder reactivo; efectuamos la reaccidn afladiendo el reactivo des-
pués de 15', 25', 35', 45' y 60' de verificada la mezcla con los si-
guientes resultados; recordemos que hemos trabajado sobre 5 mls de
una solucién tipo de colesterol al 2,00 grs< 0/00<-

CUADRO 20

Desarrollo de la reaccién de Liebermann~Burchard en una solucién
tipo de colesterol, afadiendo la mezcla de los reactivos a los 15'
de efectuada la misma.~

Tiempo de lectura después de afiadir el reactivo.

6! 8! 10°' 12! 14! 16! 18! 20!
- logsT 420 450 502 508 500 490 485 480

s (o

CUADRO 21

Desarrollo de la reaccién de Liebermann~Burchard en una solucién
tipo de colesterol, afadiendo la mezcla de los reactivos a los 25
de efectuada la misma.-

Tiempo de lectura después de afiedir el reactivo.

6' 8’ 10! 12t 14! 16! 18' 20!
- logs T 420 489 505 508 500 490 485 480
——— e —

CUADRO 22

Desarrollc de la.reaccién de Liebermann-Burchard en una solucién ti-
po de colesterol, afiadiendo la mezcla de los reactivos a los 35' de
efectuada la misma:-
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Tiempo de lectura despuds de afiadir el reactivo.

5! 8! 10! 12! 14" 16" 18" 20!
-logs T 420 490 502 508 500 490 485 480
—————

CUADRO 23

Desarrollo de la reaccién de Liebermann-Burchard en una solucién tipo
de colesterol,.afiadiendo la mezcla de los reactivos a los 45' de efec-
tuada la misma.

Tiempo de lectura después de afiadir el reactivo.,

6' 8! 10t 12! 14! 16! 18! 20!
- logs T 420 489 502 507 500 489 484 480

CUADRO 24

Desarrolls de.la reaccidn de Liebermann-Burchard en una solucién tipo
de colesterol, afiadiendo la mezcla de los reactivos a los 60' de
efectuada la misma,

Tiempo de lectura después de afiadir el reactivo.

6! 3! 10! 12! 14! 16! 18! 20"
~logs T 345 405 440 452 450 44T 445 440

e () om e

Verificamos , de esta forma, que recién a los 60' de
la mezcla de sus camponentes, el.reactivo no resulta dtil para la de-
terminacién y debe ser desechado.-

Influencia de la luz: Hemos trabajado sobre una muestra de
suero separada en dos porciones, determinando en ambas la cantidad de
colesterol por el método de Braier-Chouela, con la modificacién de a-
fiadir lios reactivos mezclados en la proporcién 20:1 y colocando las:
cubetas del fotocolorfmetro en las que se desarrolla la reaccidén en
un terméstato a 2290; una de las cubetas se ha dejado en la oscuridad,
la otra a la luz del dfa, obteniendo estos resultados:
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CUADRO 25

Desarrollo de la reaccién de Liebermenn-Burchard en la oscuridad.
Tiempo de lectura después de afiadir el reactivo.

6' 8! 10’ 12¢ 14! 16* 18! 20!
-logs T 420 490 502 508 500 490 485 480

Lt ® Ladeded

CUADRO 26

Desarrollo de la reaccién de Liebermann-Burchard a la luz directa:
Tiempo de lectura después de afiadir el reactivo.

6! 8! e 12! 14! 16" 18! 20! 22'
-logs T - 365 430 465 480 485 490 495 492
——-O-——

Verificamos de esta forma que las muestras dejadas a la
luz directa dan soluciones mds p£lidas, que varfan en intensided, de-
bido eprobablemente a desigual iluminaciéns Por tal motivo las deter-
minaciones siguientes se realizaron colocando las cubetas en la oscu-

ridad.~

Influencia de la temperatura: Hemos realizado la determi-
nacidn del colesterol en tres porciones de un mismo suero, siguiendo
el método d« Braier-Chouela y trabajando en las condiciones que, de
acuerdo con lo anteriormente expuesto, nos aseguraba la mayor exac-
titud, es: decir: reactivos mezclados en la proporcién 20:1, colocan-
do las cubetas en distintos bafloa de agua que se encontraban a 15°C,
22°C, 50°C y dejendo las mismas en la oscuridads:

a 15%C no desarrollé el color verde caracter{stico de la reaccién de
Liebermann-Burchard, sino un color azul-verdoso distinto al obtenido
normalmente -

CUADRO 28

Desarrollo de la reaccién de Liebermann-Burchard a 22°C.
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Tiempo de lecturs después de afiadir el reactivo.
6! 8! 10! 12! 14 16! 18! 20!
- log. T 460 475 480 482 480 475 465 460

= e () e e

CUADRO 29

Desarrollo de la reaccién de Liebermann-Burchard a 30°C.
Tiempo de lectura después de afiadir el reactivo.

6! 8! 10! 12! 14! 16! 18 20!
-logsT 502 480 470 460 450 440 430 420

——) ———

Verificamos, asf, que el aumento de la temperaturs en el
bafio de ague acelera en tal forma la velocidad de la reaccién que
se obtiene el méximo de intensidad de coloracién a los 6', para ir
luego decreciendo en forma bastante apreciable, sobre todo cuando
se trabaja a 30°C;

Influencia del esaado del colesterol: Preparamos a tal
efecto, el acetato de colesterol; 100 mgrs. de colesterol fueron
disueltos en 200 ml¢ de anhidrido acético y hervido a reflujo du-~
rente una hora; al enfriar cuaja una masa blanca de acetato de co-
lesterol y se filtré al vacfo exprimiendo bien el precipitedo blan—

co. Para librarlo del anhidrido acético que retiene, hicimos una
‘papilla con alcohol en un mortero y volvimos a filtrar exprimien-
do y lavando con mas alcohol; el producto sin secar se cristalizé
en alcohol. E1 producto obtenido tenfa un punto de fusién de 11400;
era una sustancia blanca, insoluble en agua, poco soluble en alcohol
y muy soluble en cloroformo y éter. Hemos trabajado en dos cubetas
del fotocolorimetro: una de ellas contenfa 5 ml. de solucién cloro-
férmica de colesterol y la otra 5 mls: de solucién cloroférmica de
acetato de colesterol ( contenfa la misma concentracién de coleste~
rol que la anterior); colocadas ambas cubetas en un bafio de agua

a 22°C, se les afiadié 2 ml. de la mezcla de los reactivos (enhidri-
do acético-fcido sulfurico); se colocaron ambas cubetas en la os-
curidad y se efectuaron lecturas cada dos minutos en el fotocolori-
metro. Es posible asi‘verificar, que la diferencia entre las reac-
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ciones dadas por ambas soluciones es mayor en la regién del desarro-
1lo de la méxima coloracién y disminuye cuando los colores se acleran
tendiendo a hacerse constantes; por otra parte el médximo en la inten-
sidad de la coloracifn se obtiene antes con la solucidn cloroférmica
de acetato de colesterol, como comprobamos con los siguientes cua-
dros:

CUADRO 30

Desarrollo de la reaccion de Liebermann~Burchard en una solucidn ti-
po de colesterol.-
Tiempo de lectura después de afiadir el reactivo.

4' 6' 8' 10' 12' 14' 16' 18' 20' 22' 24' 26!
-log.T 290 370 440 456 475 488 485 480 475 465 460 455

vt o () o o e

CUADRO 3%

Desarrollo de la reaccién de Liebermann-Burchard en une solucién ti-
po de acetato de colesterol.
Tiempo de lectura después de afiadir el reactivo.

4* 6' 8' 10' 12' 14' 16' 18' 20' 22' 24' 26!
-log.T 390 460 490 500 510 505 500 495 490 485 480 475
e (o o e

Estas experiencias fueron repetidas a otras temperaturas,
sin poderse encontrar condiciones en las cuales la misma cantidad de
colesterol diera idéntico color en las dos formas o estados.-

Experiencias de Reinhold para valoracién de ambos esta-
dog del colesterol: Justamente este hecho que los esteres. del coles-
terol reaccionan més rédpidamente que el colesterol libre en lea reac-
cién de Liebermann-Burcherd, indujo a John Reinhold (7), que habia
everificado lo mismo para el pilnitato de colesterol, a efectuar la
reaccién a 0° -~ 2°C diciendo que a tal temperatura" sélo los &steres
desarrollan color, mientras que el colesterol libre permanece prac-
"ticamente incdloro", permitiendo la determinacién de ambas formas
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del colesterol; el procedimiento evita el uso de la digitonina y se

realiza asf: el autor ha seguido en la extraccién del colesterol y

para preparar el filtrado, la técnica de Bloor; al extracto se afiade

cloroformo anhidro colocando el testigo y el desconocido en un refri-
gerador & o° - 2°C; el anhidrido.acético y el 4cido sulfdrico se mez-
clan en la proporcién de 1:0,025, enfriéndolos a 0% - 2°C y de esta
mezcla aflade 1 ml. al desconocido y 1 ml. al testigo, colocando los
tubos en un refrigerador a o° - 2%, Después de 40' - 50' se compara
con un testigo artificial consistente en una solucién acuosa de

Naphtil verde B al 0,0025 %< E1l color que aparece en las condiciones

descriptas es el originado por el colesterol esterificado; aunque un

poco de color se desarrolla por el colesterol libre, segin indica el
autor; las soluciones, posteriormente, son calentadas hasta 38°C qu-
rante 40' a efecto de realizar la lectura del colesterol total.-
Hemos procurado verificar tales resultados y para ello
trabajamos en la siguiente forma: en dos cubetas del fotocolorimetro
colocamos, en una 5 ml. de solucién cloraférmica de colesterol, y en
la otra 5 ml. de solucién cloroférmica de acetato de¢ colesterol, equi-
valente a la anterior en colesterol y las hemos dejado durante 30°

en un bafio de agua, hielo y sal que se encontraba entre o° - 290; al

mismo tiempo hemos mezclado el anhidrido acético y el 4cido sulfdri-

co en la proporcién 20:1 y lo colocamos en un bafio a o° - 290; de es-~
ta mezcla hemos afiadido 2 ml. a cada cubeta, mezclamos; conservando

las cubetas en el bafio refrigerante y efectuamos lecturas cada 15!

con los siguientes resultados:

A los 15': no observemos ninguna reaccién manifestable por medio de
color.

A los 30': un leve color azul claro se insinué en l& cubeta que con-
tenfa la solucién de acetato de colesterols

A los 45': se acentud el color azul clero anteriormente citado, ob-
servédndose un leve color azul claro en la cubeta que con-—
tenfa la solucién cloroférmica de colesterol.-

A los 60': el color aumenté levemente en su intensidad en ambas cu-
betas, pero sin alcanzar un color verde que nos permitie-
ra efectuar lecturas en el fotocolorimetro.-

Por consiguiente, nuestros ensayos indican que trabajen--
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do en las condiciones especificadas por Reinhold no hemos logrado
reproducir los resultados de sus experiencias,.-

METODO PARA LA DETERMINACION DIRECTA DEL COLESTEROL EN ©l, SUERQO

Con el objeto de valorar el colesterol de la sangre en
menos tiempo que lo que se requiere con los métodos més usados ac~
tualmente, Zlatkis, Zak y Boyle propusieron en 1953 unea técnice que
"obvia las etapas no deseables que consumen tiempo en los metodos
“ahora existentes, presentando un cromégeno estable y de una sensi-
"bilidad mucho mayor que la ofrecida por todos los otros procedimien-
“"tos publicados". El método.consiste en afiadir un voldmen fijo de
4cido sulfdrico concentrado, 4cido acético glacial y solucién de clo-
ruro férrico a 0,10 ml: de suero en 3,00 ml: de écido acético glacial;
el desarrollo total de la reaccidén requiere aproximadamente un mi-
nuto; el color resultante, que es pirpura, obedece la ley de Beer y
permanece constente durante un perfodo de varias horas,-

Método de Zlatkis, Zak y Boyle: reactivos necesarios:

1) Solucidén tipo de colesterol: disolver 100 mgrs. de colesterol se-
co, libre de cenizas en 100 ml. de 4cido acético glacial al 100%.

2) Solucién de cloruro de hierro: disolver 10 grs. de cloruro de hie-
rro "pPo-andlisis" en 100 ml. de 4cido acético glacial al 100%.

3) Reactivo de coloracién: dilufr 2,00 ml. de la solucién de cloru-
ro de hierro a 200 ml. con dcido sulfdrico concentrado.-

4) Acido acético glacial al 100 %.

Preparacién de la curva tipo: pipetear 0.10, 0.20, 0.30,
0.40, y 0450 mls de la solucién tipo en tubos de enseyo limpios y
secos y dilufr en cada uno de ellos a 3,00 ml: con 4cido acético gla-

cial al 100 %§ agregar 0,10 ml: de agua destilada & cada tubo y mez-
clar; afiadir 2,00 ml. del reactivo de coloracién, dejéndolo caer cui-
dadosamente por las paredes del tubo y mezclando suavemente. Apare-~
ce una suave coloracidn parda, que cambia a un intenso pirpura den-
tro de un minuto; cuendo el tubo se ha enfriado a la temperatura am-
biente, medir la absorcién en un espectrofotémetro a 560 mu.
Técnica para el suero sangufneo: Pipetear 0,10 ml. de

suero en 3 mls de 4cido acético glacial contenida en un tubo de en—
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sayo limpio y seco; agregar 2,00 ml. del reactivo de coloracién y
mezclar cuidadosamente; medir la absorcién de la solucién después
que alcance la temperatuma ambiente y determinar el colesterol total
por la curva de calibracidn.-

PARTE EXPERIMENTAL

Hemos comenzado por realizer la calibracién de nuestro
fotocolorimetro para la valoracidn del colesterol segin el método
antedicho; para ello procedimos en la forma indicada anteriormente,
obteniendo estos resultados:

CUADRO 32

Calibracién del fotocolorfmetro "Cromoién", para la valoracién del
colesterol segin el método de Zlatkis, Zak y Boyle.-

Extincidn Colesterol
~log.T grg,.-O/OO
132 1,00
200 1,50
262 2,00
328 2,50
398 5,00
462 3,50
528 4,00

———-o——-

Procedimos, posteriormente, a la valoracién del coleste-
rol en distintos sueros segin esta técnica y comparamos estos valo-
res com.los obtenidos aplicendo a los mismos sueros las técnicas de
Grigaut, Sackett y Braier-Chouela, con los siguientes resultados:

CUADRO 33

Comparacién entre las determinaciones efectuadas en suero sangufnec
(humano), segdn las técnicas de Grigaut y de Zlatkis, Zak y Boyles
Las cifras expresan el colesterol en grs. 0/00s
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Grigaut Zlatkis,Zak y Boyle Grigaut Zlatkis, Zsk y Boyle
1,60 1,85 1,45 1,50
1,94 2,10 1,88 1.99
2,30 2,43 2,04 2,21
2,40 2,65 2,70 2,91
1,69 1,82 1,57 1,64
1.48 1,57 1,97 2,05
2,00 2,15 2,3%0 2,42
1,50 1,68 1,16 1,2%
1,79 1,90 1.52 1,66
2,00 2,15 2,40 2,60
1,48 1,60 2,29 2.%5
2,86 3,15 1,86 2,01
1,79 1,90 2,24 2,40

CUADRO 34

Comparacién entre las determinaciones efectuadas en suero sangufnec
+humano), segdn las técnicas de Sackett y de Zlatkis, Zak y Boyles
Las cifras expresan el colesterol en grs;O/OO.

Sackett Zlatkis, Zek y Boyle Sackett Zlatkis,zek y Boyle
1,80 1,85 1,49 1,50
2,02 2,10 1,92 1,99
2,35 2,43 2,15 2,21
2,50 2,65 2,85 2,91
1,78 1,82 1,60 1,64
1,50 1,57 2,00 2,05
2,04 2,15 2,35 2,42
1,66 1,68 1,20 1,23
1,80 1,90 1,60 1,66
2,10 2,15 2,50 2,60
1,55 1,60 2,35 2,35
3,00 3,15 1,90 2,01
1,85 1,90 2,30 2,40
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CUADRO 35

Comparacién entre las determineciones efectuadas en suero sangufneo
(humano), segin las técnicas de Braier-Chouela y de Zlatkis, Zak y
Boyle. Las cifras expresan el colesterol en grs. 0/00.

B.-Chouela Zlatkis,Zak y Boyle B.-Chouela Zlatkis,Zak y Boyle
1,82 1,85 1,50 1,50
2,04 2,10 1,93 1,99
2,37 2,43 2,15 2,21
2,55 2,65 2,87 2,91
1,79 1,82 1,61 1,64
1,51 1,57 2,01 2,05
2,08 2,15 2,38 2,42
1,66 1,68 1,20 1,23
1,82 1,90 1,62 1,66
2,10 2,15 2,51 2,60

- () ——

Observamos, a través de las anteriores determinaciones,
que el método de Zlatkis, Zak y Boyle da resultados més altos que los
otros métodos; recordemos que todos los sueros utilizedos tenian con-
centracién normal de bilirrubina (estos valores, determinados segin
el método de Malloy-Evelyn, oscilaron entre 2 y 8 ugrs. 0/00).

Decidimos, luego, verificar la influencia que podfa te-
ner la presencia de una concentracién anormal de bilirrubina, en la
determinacién de colesterol segdn esta técnica; para ello hemos utili-
zado sueros ictéricos y determinamos el colesterol siguiendo las.téc-
nicas de Grigaut, Sackett, Braier-Chouela y Zlatkis, Zak y Boyle, con
los siguientes resultados:

CUADRO 36

Comparacién entre las determinaciones efectuadas.en suero sangufneo
(humano), segdn las técnicas de Grigeut, Sackett, Braier-Chouela y
Zlatkis, Zak y Boyles Se afiade el valor de la bilirrvbinemia de los
mismos sueros, determigeda con el método de Malloy-Evelyns



grss 0/00 de colesterol segin:

¢Bilirrubinemia

Grigaut Sackett B.-Chouela Zlatkis, Zak y Boyle |mgs«0/00 segin

Malloy~Evelyn
1,49 1,60 1,64 1,80 46,50
1,60 1,65 1,66 1,89 52,00
1,30 1,40 1,42 1,69 36,00
1,74 1,80 1,82 1,93 37,00
1,82 1,90 1,91 2,15 106,00
2,16 2,20 2,21 2,38 81,00
1,76 1,80 1,83 2,00 66,00
1,50 1,55 1,56 1,74 64,50
1,90 1,97 1,98 2,15 78,00
1,48 1,55 1,56 1,68 91,00
1,95 2,02 2,04 2,20 105, 50

----- o—--——-

Se comprueba que es adn mayor la divergencia entre los
resultados obtenidos segin el método de Zlatkis, Zak y Boyle y los
que dan los métodos de Grigaut, Sackett y Braier~Chouela.-

En nuestras posteriores determinaciones y al utilizar
4cido acético glacial no suficientemente puro, obtuvimos resultados
muy altos debido a la presencia de una turbiedad que atribufmos a la
droge mencionada.-
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CAPITULO IV

El colesterol en el lfquido de sondeo duodenal
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La determinacién del colesterol en el 1lfquido de sondeo
duodenal, constituye conjuntamente con lea valoracidn de. 1a bilirrubi-

na, de la urobilina y de los 4cidos biliares, la parte mds importante
realizable desde el punto de vista quifmico en dichos lfquidos orgéni-
cos. El andlisis puede realizarse en forma exacta por el cldsico mé-
todo gravimétrico de Windaus (1), que ha sido empleado con tal fin
por elgunos investigadores, pero el método es muy laborioso y por tal
motivo se ha procurado utilizar otros métodos.-

los investigadores probaron las técnicas usadas para la
valoracién del colesterol en la sangre; preferentemente usaron la de
Grigaut, con distintas modificaciones. Encontramos, as{, las realiza-
das por Labbé, Moor y Nepvreux que preclpitan los pigmentos biliares
con agua de barita saturada y contindan con la técnica utilizada por
Grigaut en la sangre; y la de Chiray, Mileschertch y Vasilescu que

realizan la extraccién con éter sulfdirico y prosiguen en forma anélo-
zas Existen, ademds, otros métodos colorimétricos que dan buenos re-

sultados, pero de técnica de larga duracién: Mac Clure (2), Mac Clure
y Hunteiger (3), Mac Master (4).-

En 1932 Deulofeu y Espinel Bavio (5) proponen una técni-
ca de determinacién del colesterol que consiste en secar la bilis con
yeso de parfs, extraer con éter, evaporar y realizar la reaccién de
Liebermann-Burchard. De acuerdo con estos autores cl yeso parece cola
borer en la fijacién de ciertas sustancias que molestan y ademés se
evita la formacién de emulsiones que siempre se producen cuando se

agita la bilis en un embudo de decantacidn. A pesar de que normalmen-

te la bilis es de reaccién alcalina, se le alcaliniza fuertemente an-

tes de la extraccién para evitar que diversas sustancias sean extraf-
das por el éter. La técnica detallada es la siguiente: reactivos:

1) Solucién madre de colesterol: se disuelven 0,160 grs. de coleste-
rol en 100 ml, de cloroformo puro.-

2) Soluciones testigos: a) se diluyen 5 ml. de la solucién madre hasta
100 mls con cloroformo ; b) se diluyen 10 ml. de la solucién madre
hasta 100 mls con cloroformo.

3) Solucién de hidréxido de sodio al 30 %«
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4) Cloroformo anhidro.
5) Eter sulfdrico.

6) Acido sulfurico.

7) Anhidrido acético.

Técnica: a unos 5 grs. de yeso de Par{s colocados en un
vaso de precipitacidén de unos 20 ccs de capacidad, se afiaden 2 ml. de
1fquido duodenal y se mezclan bien, pudiendo emplearse meyor cantidad
de yeso si fuese necesarios Se agregan 0,30 mls de la solucién de hi-
dréxido de sodio y se mezcla bien nuevamente; luego se coloca el va-
sito en una estufa regulada.a 105°Cc - 110°C y se seca durante una horea;
después de secada la mezcla, se pulveriza bien y se pasa el polvo a un
extractor de los empleados por Myers para dosar el colesterol en san-
gre, realizéndose la.extraccién con €ter sulférico durante 90'. Ter-
minada la extraccién, se evapora el éter a baja temperatura y el resi-
duo se disuelve en 5 mls de cloroformo; se arflade 1 ml. de anhidrido
acético y 0,20 ml« de 4cido sulfdrico concentrado, realizéndose la
comparacién con testigos que se preparan a partir de 5 ml., de las so-
luciones testigos, procediendo en anfloga forma; el célculo se reali-
za de esta manera:

' T. 0,0008 d 1000 =
D 5

T, 0,0004 4 1000 =

De 5

Para el testigo II : grs. 0/00 de colesterol.

Para el testigo I : gre 0/00 de colesterol
T.= lectura colorimétrica de la solucién testigo..

D.= lectura colorimétrica dé la solucién problema..

d = dilucién cloroférmica de desconocido para 1 mls de bilis.

Los autores usan dos testigos pues la principal dificultad
consiste en la imposibilidad material de determinar a priori, ni adn
en forma aproximeda, la cantidad de colesterol que puede contener la
bilis.-

Recordemos que el colesterol en la bilis se mantiene en
solucidn por medio de los 4cidos biliares; que es necesario trabajear
con bilis sin filtrar, pues el exdmen microscépico ha demostrado la
presencia de cristales de colesterol en el lfquicdo de sondeo duodenal;
ademds se ha verificado que los 1lfquidos conservados en la cémara fria
se enturbian y dejan depositar una gran parte de colesterols
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PARTE EXPERIMENTAL

Comenzamos por aplicar a las distintas bilis las técnicas
de determinacién de colesterol usadas en la sangre; . traba jamos previa-
mente con bilis A y C que son las menos pigmentadas, obteniendo es~
40s resultados:

CUADRO 37

Comparacidn entre las determinaciones efectuadas en Bilis A, segin
las técnicas de Grigaut y de Braier-Chouela. Las cifras expresan el

colesterol en grs. 0/00,

Grigaut Braier—Chouela
0,58 0,52
0,70 0,78
0,35 0,41
0,27 0,31
0,50 0,55
0,29 0,30
0,49 0,65
0,48 0,52
0,50 0,60
0,50 0,58

--——o———-

CUADRO 138

Comparacién entre las determinaciones efectuadas cn Bilis C, segin
las técnicas de Grigaut y de Braier -Chouela, Las cifras expresan el
colesterol en grs. 0/00.

Grigaut Braier-Chouela
0,491 0,95
0,80 0,84
0,71 0,76
0,70 0,75
0,80 0,84

0,70 0,74
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Grigaut Braier-Chouela
0,81 0,98
0,68 0,72
0,70 0,80
0,82 0,90

Verificamos asf que.se obtienen, con ambas técnicas, re-
sultedos aceptables y semejantes.

Trabajando con Bilis B, determinamoc el colesterol si-
guiendo las técnicas de Grigaut, Braier~Chouela, Deulofeu~Bavio y
Bloore Siguiendo los métodos de Grigaut y de Braier-Chouela se obtuvie-
ron coloraciones débiles o de tonalidades distintas a las de los tes-
tigos, causas por las que no pudimos efectuar las comparaciones colo-
rimétricas. Con las técnicas de Deulofeu-Bavio y.de Bloor se obtuvie=-
ron buenas coloraciones y resultados comparables =

CUADRO 39

Comparacién entre las determinaciones efectuadas en Bilis B, segin
las técnicas de Grigaut, Braier-Chouela, Deulofeu~Bavio y Bloor,.
Las cifras expresan el colesterol en grs. 0/00:-

Grigaut Brajier-Chouela Deulofeu-Bavio Bloor
d d 1,30 1,27
d 1,50 1,60 1,56
d d 1,70 1,67
a a 1,83 1,81
a d 1,90 1,88
d d n 1,55
d d n 1,66
n da n 1,72
n d n 1,68
n d n 1,70

d = se obtuvo coloracién débil, o de tonalided distinta a las solucio-
nes testigos que no permitieron la comparacidén.
no se efectud la determinacién.

o]
]



- 62 =

BIBLIOGRAFTA

(1) AGGASE D.,LAFONT W. Les applications pratiques de laboratoire
a la clinique. Parfis (1920).

(2) MAC CLURE. Boston Meds Surg. Jeur. 633 (1923).

(3) MAC CLURE, HUNTEIGER A. Boston Med. Surg. Jeur. 812 (1926).
(4) MAC MASTER. Jours Exp. Med. 25, 40 (1924).

(5) DEUIOFEU V., Bavio E. Rev: Soc. Args Biol. g, 102 (1932).
(6) WINDAUS A: 2. Physiol: Chems 65, 110 (1910).-

==——Q===



CAPITULO \'A

El colesterol en el liquido cefalorraquideco
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Fué motivo de numerosas discusiones entre los autores
el establecer las cifras normales de colesterol en el 1lfquido cefa-
lorraqufdeo, pues mientras algunos negaban la existencia del mismo
en los casos normales, otros como Pighini, Motty Yy Escuvchen acepta-
ban la presencia de rastros en el lfquido normal; en igual forma o-
pinaban - Mestrezat y Roncati. Posteriorumente, otros investigadores
sefialan que cl colesterol se halla en cantidades que varfan entre:
0,007 y 0,014 grs<0/00. Valores més altos han encontrado Knauer y
Heindrich: 0,0592 grs. 0/00, hallando datos mayores en 1los procesos
destructivos mas diversos. Parece que el colesterol pasa a los 1li-
quidos meningeos en los procesos destructivos mas variados como tumo~
res, traumatismos del cerebro y enfermedades parecidas; en estos ca-
508 se libra el lipoide de las estructuras preformadas por destruc-
cién del complejo "albUmina-lipoide". Plaut y Rudy encontraron un au-
mento de el colesterol en casos de poliomelitis, ciédtica paquime-
ningitis, abcesos del cerebro y tumores; es bastante notable el he-
cho que Holthiaus y Wichmann han comprobado también eumentos de acci-
dentes eléctricos+ Leevay y Mosony han notado una disminucién a va-
lores medios de 0,00066 grs.0/00 en casos de hidrocefalia; se cree
que se trata de una disminucién debido a una dilucién del lfquido
cefalorraqufdeo.-

Respecto del valor que tiene la determinacién del coles-
terol en el lfquido cefalorraqufdeo digamos que nuede llegar a tener
importencia diagnéstica; por ejemplo: en un caso de pardlisis tipo
seccién transversal, el encontrar alto contenido de colesterol indi-
ca un tumor y estd en contra de una esclerosis miltiple. Se puede
observar un comportamiento semejante en caso de aracnoiditis medu~
lar, pués el lfquido extrafdo suboccipitalmente muestra una cifra
de células y una cantidad de albdmina normal, estando el colesterol
tres veces aumentado respecto del valor normal.-

Métodos para la valoracién: La mayor parte de ellos no
eran, antiguemente, apropiados pera fines clfnicos debido principal-
mente a la gran cantidad de material que requerfan. Knauer y Hei-
drich necesitaban 100 ml. para hacer la comprobacién segura del 1li-
polde y solamente en casos muy raros se dispone de tales cantidades
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Es el mérito de Plaut y Rudy el haber elaborado un procedimiento
simple para la extraccién del colesterol; se procede as{: con una
pipeta controlada se mide 1 ml. de lfquido centrifugado y se le vuel-
ca en un tubo de centrffuga de 10 ml; se seca a 37°C en desccador

al vacfc en general el 1fquido estaréd seco a las 24 hs., pero es
conveniente esperar 48 hs. para garantizar un trabajo mds uniforme

ya que la cantidad de humedad es de gran importancia en la extraccidn
siguiente; se disuelve el residuo seco en 3 ml. de una mezcla en par-
tes iguales de cloroformo y alcohol ebsoluto y se raspa cuidadosamen-
te con una espdtula la pared del tubo. Plaut sostiene que usa la mez-
cla mencionada pues admite que en general las mezclas de solventes
disuelven mejor que los componentes bcr s{ sélo. Se ponen los tubos
de centr{fuga en un matraz de vidrio de 100 ml. llenando hasta la
mitad con la mezcla y se pone a hervir suavemente; hay que agregar

a veces algo de la mezcla disolvente porque ésta se evapora. La ex-
traccién dura una horaj luego se vuelve a extraer con cloroformo pu-
ro haciendo con este extracto la reaccién de Liebermann-Burchard; se
deja a oscuras a 30°C durante 10' y se compara con una serie de tu-
bos "standard" cuyo contenido en colesterol es  conocido.

En una de sus publicaciones posteriores Plaut compara los
resultados de las lecturas obtenidas mediante tubos "standard" con
aquellos que se obtenfan mediante el fotémetro de Pulfrich, observan~
do que no existen diferencias apreciables entre ambos modos de obte~
ner el valor final; deducimos de las experiencias de Plaut, que in-
dica como lfmite superior en casos na males la cifra de: 0,003, ex-
presado en grs. 0/00,.y que el colesterol se eleva considerablemen-
te en casog anormaless-

Hemos realizado determinaciones del colesterol en lfqui-
dos cefalorraqufdeos normales y patolégicos, siguiendo los métodos
usados anteriormente en sangre, es decir: Grigaut, Sackett y Braier-
Chouela, con ligeras modificaciones a las téenicas originales; nos
guié a ello, como siempre, verificar que método daba.los me jores re-
sultados y nos ponfa a resguardo de posibles erroress Las modifica-
ciones que hemos realizado y los motivos que nos indujeron fueron
los siguientes: trabajamos en todos los casos cn 4 ml: de lfquido,
es decir con el doble de la cantidad indicada por los autores de los
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métodos, para salvar el inconveniente de la intensidad de la colora-
cién obtenida como consecuencia de la escasa cantidad-de colesterol;
los extractos, en cada caso se han tomado con 2,50 ml. de cloroformo
y hemos utilizado para efectuar las lecturas microcubetas cuya ca-
pacidad es de 3 ml, y que nos permitfa la determinacién en el colo-
rimetro fotoeléetrico de la casa Crudo-Caamafio; utilizamos la curva
de calibracién de dicho colorfmetro para este determinacién; los re-
sultados obtenidos se detallan en el Cuadro 40, y a través de esas
determinaciones es posible conclufr que las cifras normales varfan
entre 0,0020 y 0,0045 grs.0/00, encontrédndose cifras mayores en ca-
so de 1lfquidos cefalorraquideos que presenten alteraciones patélogi-
cas.

Observamos que nuestros valores Ge colesterol en lfquidos
normales son superiores a los encontrados por otros autores; el mé-
todo de Grigaut nos ha dado los resultados més bajos, obteniéndose
los més altos con el método de Braier-Chouela.-

CUADRO 40

Comparacién entre las determinaciones efectuadas en Lfquido Cefalo-
rraquideo, segdn las técnicas de Grigaut, Sackett y Braier-Chouela,
Las cifras expresen el colesterol en grs. 0/00.

Grigaut Sackett Braier-Chouela Otros datos del L.C.R.
0,022 0,025 0,026 Lfquido xantocrémico.

Albdmina: 0,98 grs.0/00.
Citologfa:3,30 elementos.
Nonne-Appelt: posditova ++,
Pandy: positiva ++.

0,009 0,010 0,011 Lfquido lig: xantocrémico.
Albdmina: 0%18 grs«+0/00.

Nonne-Appelt: positiva +,
Pandy: nositiva +.
0,0025 0,003 0,003 Albdmina: 0,20 grs.0/00.
Citologfa: i1 e1emento.
0,0040 0,0042 0,0045 Normal.
0,0035 0,0034 0,0038 Normal s
0,0240 0,0260 0,0296 Meningitis meningocéccica..
0,0020 0,0025 0,0026 Normal.

0,003%2 0,00%4 0,0037 Normal.
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Grigaut Sackett Brajer=Chouela Otros datos del L.C.R.

0,0029 0,003%0 0,0032 Normal.

0,0038 0,0039 0,0040 Normal.

0,0075 0,0084 0,0085 Albdmina: 0,40 grs. 0/00.
Citologfa:1,90 elementos.
Nonne-Appelt: positiva ++.
Pandy: .positiva +++,

0,0025 0,0028 0,0030 Normal.

0,0035 0,0037 0,0037 Normeal,

0,0031 0,0039 0,0042 Albdmina: 0,38 grs: 0/004
Citologfa: 2,60 elementos.
Nonne~Appelt: positiva +.
Pandy: .positiva +¢

0,0025 0,0029 0,0030 Normals

0,0037 0,0039 0,0040 Normal s

0,0026 0,0030 0,0035 Normel.,

00,0018 0,0020 0,0022 Normal.

0,0029 0,0029 0,00%4 Normal,

0,0035 0,00%6 0,0040 Normal ¢
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CCHNCLUS TO0IiES

1.) Se realizé un estudio coiparativo de varias técnicas
(especialiente las ce CGrigavt, Sackett y Braier-Chouela), para la
deterniinacién del cclestercl en sengre, liquido de sondeo duodenal
y lfquido cefalorraquideo.--

2.) Las decterrinacicnes realizadas mediante la técnica
de Crigaut cn suero y »nlasma humanog, acusaron resultados ligera-
mente inferiores a los obtcniidos ccn las otras técnicas.-

5.) Siguiendc la técnica descripte pnor Sraier-Chouels,
se obiuviercn velores mus elevados que con las de Grigaut y Sackett,
lo que indica posibleinente uria mejor extraccidén.-

4.) ELl métodc de Braier-Chouela presentd la ventaja de
ser de ejecucidén répida, y permitié obtener una coloracién verde
perfectamcnte comparable con las de las soluciones testigos, cuando
se trabajd en sue.,,o, en plasma O en sangre entera.-

5.) Emplecando ia técnica de Sackett se obtuvo con fre-
cuencia une coloracién verde, que cuando se observé a simple vista
presenté une tonalidad denominada de "hoja seca" distinta a las ob-
tenidas con las solucicnes testigos.-

6.) Trabajando con extractos aceténicos de sangre, se es-
tudiaron los siguientes factores que pueden influenciar el desarro-
110 de la coloracidn verde en la rcaccién de Liebermann-Burchard:

a) Temperatura; b) Tiempo; c¢) Luz; d) Cantidad de los reactivos y
forma de afiadir los mismos; e¢) Estado del colesterol(libre o com-
binado). Como resultados de estos ensayos se aconseja:

a) Realizar la extraccidén del colesterol sizuiendo la técnica
descripta por Braier-Chouela.-

b) ZIfectuar la reaccion de Liebermann-Burchard a una tempera-
tura lo mds préxime posible a 22°C.

c) Realizar la lecturs de la reaccién entre los 12' y los 14,
pues es este el lapso 6ptimo para el desarrollo de la colo-
racidn.-

d) Mantener los tubos en la oscuridad durante el desarrollo
de la cclorscién en la reaccién de Liebermann-Burchard.

e) Los reactivos (27 ml. de anhidrido acético-l ml. de 4cido
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sulfdrico) deben mezclarse antes de afiadirlos a la solucidén

cloroférmica de colesterol; la mezcla mencionada, conservada en

la heladera, puede utilizarse hasta 60' después de haber sido
efectuada.-

7.) No hemos podido reprcducir los resultados de las ex~
periencias realizadas por Reinhold en 1925, que le permitieron vé-
lorar el colesterol libre y el combinado trabajando a bajas tempe-~
raturas; hemos realizedo las determinaciones entre 0% y 2°C, COMmo
indica el autor citedo antcriormente, no habiendo obtenido colora-
cién verde aun después de 60° de iniciede la reaccion.-

8.) Ademds de 1lcs métodos indicados en el pérrafo 1.,
se efectud un estudio comparativo del método de Zlatkis, Zak y Boy-
le, habiendo cbtenido los siguientes resultados:

a) El método nos ha dado resultados m§s altos que los métodos
de Grigaut,Sackett y Braier-Chouela.-

b) Cuando en los sueros examinados el.valor de la bilirrubine-
mia sobrepasé los 10 mgrs. por mil, se observ$ que se obtec-
nian datos aidn més elevados, lo cual aumenté la divergencia
de los resultados obtenidos con este método y con los de
Grigaut, Sackett y Braier-Choucla.-

¢) Cuando 2o se empled dcido acético "pro-andlisis", se produ-
jo ua turbieded que impidid la comparacidbn.-

9.) Se efectuaron determinaciones en lfquidos de sondeo
duodenal.s En Bilis 4 y Bilis C se efectud una couperacién entre las
técnicaes de Grisaut y de Braier-Chouela, obteniéncose resultaedos

aceptables y semejantes con ambas técnicas.-

10.) .Con Bilis B se compararon las técnicas de Grigaut,
Braier-Chouela, Deulofeu-Bavii y Bloors Siguiendo las técnicas des-
criptas por Grigaut y Braier-Chouela se obtuvieron coloraciones dé-
biles o de tonalidades distintas a las de los testigos. Con las tée-
nicas de Deulofeu~Bavic y de.Bloor se obtuvieron buenas coloracio-
nes y resultados comparables. El método de Bloor resultd mds rdpido
y simple que el de Deulofeu-Bavio.

11.) Se efectuaron determinaciones en lfcuido cefalorrs-
guideo siguiendo las técnicas de Grigaut;Seckett y Braier— Chouela,
habiendo encontrado en lfquidcs ncrmales cifras comprendidas entre
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0,0020 y 0,0045 grs. por mil.-
12,) En 1lfquidos cefalorraqufdeos patolégicos se encon-
traron en todos los casos cifras superiores a las encontradas en 1li-

quidos normales.-

13.) Al comparar las diferentes técnicas en lfquidos ce-
falorraqufdeos, se observé que al igual a lo encontrado en sangre
el método de Grigaut acusé resultados més bajos que con los otros
métodos; les valores més altos se obtuvieron siguiendo la técnica de
Braier-Chouela.~

e ¢ L
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