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RESUMEN

Este trabajo tuvo como finalidad establecer valores referenciales de Colesterol, HDL,
LDL, VLDL y Triglicéridos. Se obtuvieron muestras de sangre de 42 caninos en estado
de ayuno, mayores de 7 afios, sin tomar en cuenta, sexo, raza. Se realizaron los examenes
de laboratorio para determinar colesterol total, HDL, LDL, y triglicéridos, mediante
métodos enzimaticos y con colorimetria. Para las fracciones HDL y LDL se usé
previamente, reactivo precipitante. Para el célculo del VLDL se utilizé la formula de
FRIEDWALD. Donde el Colesterol VLDL estd representado por: Col —VLDL =
Colesterol Total — (HDLcol + LDLcol). Se us6 el método de Shapiro — Wilk para
conocer si los valores eran paramétricos o no. El resultado arrojé que las LDL, VLDL y
triglicéridos siguieron una distribucion normal, mientras que colesterol total y HDL tenian
una distribucion no paramétrica. Para determinar los valores de referencia para colesterol
y HDL, se sometieron al método de los percentiles, cuartiles de 25 y el 75%
respectivamente, y para los de distribucion normal se usé el método de los promedios
(X£2DE). Se obtuvo como valores referenciales para las diferentes variables lo siguiente
en mg/dL: colesterol 161,9 — 197,7, HDL 85,0 — 98,7, LDL 43,2 - 62,8, VLDL 22,8 - 30
y triglicéridos 113,7 — 150,4 mg/dL. Los valores referenciales son similares a los

reportados por otros autores.

Palabras claves: Perfil lipidico, lipidos, colesterol, HDL, LDL, VLDL, triglicéridos.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to establish reference values for Cholesterol, HDL, LDL,
VLDL and Triglycerides. Blood samples were obtained from 42 canines in a fasting state,
older than 7 years, regardless of gender or breed. Laboratory tests were performed to
determine total cholesterol, HDL, LDL, and triglycerides, using enzymatic methods and
calorimetry. For the HDL and LDL fractions, precipitating reagent was previously used.
For the calculation of VLDL, the FRIEDWALD formula was used. Where VLDL
Cholesterol is represented by: Col-VLDL=Total Cholesterol-(HDLcol+LDLcol). The
Shapiro-Wilk method was used to find out if the values were parametric or not. The result
showed that LDL, VLDL and triglycerides followed a normal distribution, while total
cholesterol and HDL had a non-parametric distribution. To determine the reference
values, the non-parametric distributions of total cholesterol and HDL were subjected to
the method of percentiles, 25% and 75% quartiles, respectively, and for those with normal
distribution, the method of means (X+2SD) was used. The following values were obtained
as reference values for the different variables: total cholesterol, high, low and very low
density lipoprotein cholesterol and triglycerides were 161.9-197.7; 85.0-98.7; 43.3-62.7,
11.3-51.2; 113.7-150.4mg/dL. The reference values are similar to those reported by other

authors.

Keywords: Lipid profile, lipids, cholesterol, HDL, LDL, VLDL, triglycerides.



INTRODUCCION

Las grasas aportan calorias y acidos grasos esenciales, facilitan la absorcion de las
vitaminas solubles (1). El aumento en el porcentaje de grasa corporal que ocurre con el
envejecimiento del animal es, en parte, el resultado de un aumento de la incapacidad del
cuerpo para metabolizar los lipidos. Una ligera disminucion de la cantidad de grasa en la
diete puede beneficiar a los caninos y gatos gerontes, siempre que la grasa que permanezca

en la dieta sea de alta digestibilidad y rica en acidos grasos esenciales (2) .

Los perfiles bioquimicos, en este caso el perfil lipidico se ha utilizado en Medicina
Veterinaria para la evaluacion clinica de los pacientes que llegan a los establecimientos
veterinarios con el objetivo de determinar sus concentraciones en el cuerpo del animal y

valorar el estado metabolico de lipidos.

Los valores de referencia sirven para interpretar los resultados de las pruebas en paciente,
por eso se recomienda que cada laboratorio clinico debe producir sus propios valores de
referencia, y cada médico clinico debe interpretar los datos procedentes de un laboratorio
clinico determinado segun los intervalos de referencia establecidos por ese laboratorio.
Pero la realidad es tozuda y, en este caso, las recomendaciones se han seguido muy poco,
probablemente debido a las dificultades econdémicas y practicas que conlleva la

produccién de valores de referencia (3).

Existen factores de riesgo que predisponen a contraen trastornos metabolicos de las grasas,
tales como: edad, sexo, obesidad, sedentarismo, consumo excesivo de carbohidratos,

grasas, enfermedades cardiovasculares, etc. (4)



Los objetivos especificos de esta investigacion fueron: a) determinar las concentraciones
séricas de colesterol en suero sanguineo, b) determinar las concentraciones séricas de
HDL en suero sanguineo, ¢) determinar las concentraciones séricas de LDL en suero
sanguineo, d) determinar las concentraciones séricas de VLDL en suero sanguineo, €)

determinar las concentraciones séricas de triglicéridos en suero sanguineo.

La investigacion pretende establecer valores de referencia para colesterol total, HDL,

LDL, VLDL vy triglicéridos en caninos mayores de 7 afos.

El método utilizado esta conformado por una ficha clinica para obtener informacion de
los individuos en estudio para evaluar, verificar y calificar para formar parte de la muestra
de estudio. Las muestras de estudio obtenidas fueron transportadas a la clinica veterinaria
donde se realizé las técnicas de METODO ENZIMATICO y COLORIMETRIA para
colesterol, HDL, LDL vy triglicéridos, para VLDL se calculé con la férmula de
FRIEDWALD, obteniendo asi datos para su procesamiento estadistico con el método de
los promedios y cuartiles, y asi obtener valores de referencia para perfil lipidico en caninos

mayores de 7 afos.



1.1.

CAPITULO |

MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

1.1.1.

ESTUDIO DEL PERFIL LIPIDICO EN CANINOS POR EDAD Y SEXO

En Colombia en la Universidad de Caldas, Laboratorio de Bioquimica
Clinicay Patologia Molecular, se realiz6 un estudio de comparacion de perfil
lipidico en 6 grupos de caninos, diferenciados por edad y sexo. Los valores
obtenidos (X+DE), expresados en mg/dL, para todos los grupos fue de:
colesterol total 214,91 + 75,3; triglicéridos 50,01 + 42,5; col-HDL 133,73 +
40,11; col-VLDL 10,00 £ 8,51; col-LDL 71,17 + 57,12. De acuerdo con los
valores obtenidos por los grupos descritos anteriormente se encontrd que, en
los machos jovenes y los machos adultos, la variable colesterol total presenta
diferencia estadistica significativa con un nivel de confianza del 95%. Para
las variables triglicéridos, colesterol VLDL y colesterol LDL no se encontrd
diferencia estadistica significativa para ninguno de los 6 grupos. Para la
variable HDL se encontré diferencia estadistica significativa con un valor de
0,0377 en valor p del test F (p < 0,05) en el grupo jovenes y adultos con un

nivel de confianza del 95% siendo mas alto en caninos jovenes (5).

. COLESTEROL TOTAL Y HDL EN EL ENVEJECIMIENTO DE CANINOS

Se analizaron 138 muestras de adultos sanos de raza criolla o sus cruces (74

machos y 64 hembras) mediante el método enzimatico colorimétrico, para



establecer los valores de referencia para algunos lipidos sanguineos. Una
diferencia estadisticamente significativa no fue encontrada al comparar los
valores obtenidos para los machos y las hembras. El usar la prueba t para
comparar los diversos grupos de edades, los datos de 35 animales mayores
de 7 afios, muestran una diferencia significativa (X £ DE) (p< 0,05) para el
colesterol total 163,6+22,5 mg/dL y el HDL 47+19 mg/dL. Al comparar el
grupo de los menores de 7 afios valores medios (intervalo de confianza del

95%) de 201,311 mg/dL colesterol total y 71,94+6,3 mg/dL HDL (6).

. PERFIL LIPIDICO EN CANINOS ADULTOS BAJO TRES DIETAS

En el trabajo de investigacion, denominado “Evaluacion del perfil lipidico
en caninos adultos bajo tres dietas, realizado en Arequipa 2018 se evaluo el
perfil lipidico de caninos bajo 3 tratamientos: alimentados con comida
casera, comida balanceada 1 y comida balanceada 2. Se evaluaron niveles de
triglicéridos, colesterol, HDL, VLDL y LDL. No encontrandose diferencias
significativas entre los 3 tratamientos para ninguna de las variables
evaluadas. En el caso de los resultados del tratamiento 1 se tomaron 5

caninos y sus resultados se expresa en la Tabla 1 (7):



Tabla 1: Evaluacion del perfil lipidico en caninos adultos alimentados

con comida casera.

Triglicéridos  Col. Total ColHDL  Col.VLDL  Col. LDL

N° Nombre

mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
1 Campanito 338 233,6 166,6 6,76 60,24
2 Linda 66,1 165 127,9 13,22 23,88
3 Lola 47,9 173,8 1311 9,58 33,12
4 Martin 36,8 190,1 101,8 7,36 80,94
5 Martina 47,7 130,7 112,1 9,54 9,06

Carrillo, 2018

PERFIL LIPIDOS EN CANINOS MAYORES DE 7 ANOS

En el trabajo de investigacion realizado en la ciudad de Cajamarca “Perfil

lipidico en caninos (Canis lupus familiaris) Mayores de 7 afios bajo dieta

diferentes en la ciudad de Cajamarca”, se reporta valores de referencia

(Tabla 2) para caninos geriatricos bajo tres dietas diferentes: a) dieta

comercial, b) dieta mixta (compuesta por la mezcla de dieta comercial y dieta

casera) y c) dieta casera. De este trabajo se obtuvo los resultados para los

caninos mayores de 7 afios, con una condicion corporal aparentemente

normal, alimentados con dieta casera y clasificados y distribuidos por sexo

(8).



Tabla2: Valores de referencia para caninos geriatricos Cajamarca bajo
dietas diferentes: a) comercial, b) mixta (compuesta por la

mezcla de dieta comercial y casera) y c) casera. Cajamarca,

2015.
Machos Hembras
Perfil C.V. C.V.
Lipidico X+ DE Rango % X + DE Rango %
Col. total 1739+5,8 162,2-185,6 34 1745+6,8 160,9-188,1 3,9

Triglicéridos 1311+43 122,4-139,7 33 128,1 +59 116,3-140 4,6

HDL 888+31 82,7-95 34 90,2+2,4 85,4-95 2,7
LDL 51,2+48 41,5-60,9 9,4 52,0+272 47,6-56,4 4,2
VLDL 26,2+0,9 24,5-0,9 3,3 256+1,.2 23,3-28 4,6

Seminario y Oblitas (2015).
Leyenda: X: Promedio, DE: desviacidn estandar,

C.V: coeficiente de variacion, %: porcentaje.



1.2.

BASES TEORICAS

1.2.1.

GERIATRIA CANINA

El inicio geriatrico, se da a partir de las tres cuartas partes de la vida esperada
de acuerdo a la raza. Los caninos mas pequerfios tienen mayor esperanza de
vida, alcanzando el rango a partir de los 11,5 afios. Los caninos méas grandes,
por otro lado, alcanzan antes, variando el tiempo segun su peso corporal (a
partir de 7,5 a 10.9 afios). Solamente el envejecimiento no es una
enfermedad. Esto es si un proceso fisioldgico de reduccion progresiva de

funciones bioldgicas (9).

La fisiologia de la vejez ha sido poco estudiada y aun hoy se generan muchas
dudas en cuanto a los mecanismos. El proceso de envejecimiento esté bajo
la influencia de factores genéticos, nutricionales y ambientales, ademas, la
edad cronoldgica puede no reflejar con exactitud la edad fisioldgica del

animal (10).

Se considera que una mascota esta entrando a la tercera edad por varios
factores, entre ellos la genética de la raza, el tamafio, los habitos de ejercicio,

enfermedades previas, la alimentacion, etc. (11).

La dieta es una parte primordial para mantener a un perro en buenas
condiciones de salud, disminuyendo en su dieta el consumo de proteinas y
grasas principalmente de mala calidad, ofreciendo alimentos de mejor

calidad en proteina y grasa, debido a que los caninos geriatras tienen una



1.2.2.

baja en su metabolismo y una actividad fisica limitada, es muy posible que
la falta de ejercicio haga que tienden a acumular grasa y por lo tanto a un

cuadro de obesidad (12).

La obesidad se define cualitativamente como un exceso de grasa corporal
suficiente para producir enfermedad. Tambien ha sido definida como una
condicién de balance energético positivo y una excesiva formacion de tejido

adiposo con efectos adversos en la morbilidad y mortalidad (13).

La salud y la longevidad se ven afectados por los depdsitos excesivos de
grasa en el cuerpo. Las enfermedades asociadas con la obesidad o que la
obesidad exacerba, incluyen desordenes ortopédicos traumaticos o
degenerativos, enfermedad cardiovascular que se manifiesta con
insuficiencia cardiaca congestiva, intolerancia al ejercicio y al calor,
predisposicion a la diabetes mellitus, hipertension, hiperlipidemias,
carcinoma de células transicionales en vejiga y compromiso de la funcién
inmune. Por otra parte, la obesidad y el sobrepeso aumentan el riesgo de
sufrir tumores mamarios, y esto relacionado no solo con la obesidad sino con

el consumo de comida casera y de carnes rojas.(13).
LirIDOS

Son compuestos apolares hidréfobos polimérficos, son parte esencial de los
organismos vivos y pueden originarse completamente o en forma parcial de

condensaciones de tioésteres o unidades de Isopreno (14).



1.2.3.

1.2.4.

Los lipidos en el plasma se encuentran en su totalidad asociados con
proteinas formando complejos lipoproteicos llamados lipoproteinas (LP) que
aseguran su transporte. Existen diferentes tipos de LP que difieren entre si
por su composicion, tanto en sus componentes lipidicos como proteicos,
clasificandose segun su densidad en cinco grupos: quilomicrones (Q), LP de
muy baja densidad (VLDL), de baja densidad (LDL), LP de densidad

intermedia (IDL) y LP de alta densidad (HDL) (15).
PERFIL LIPIDICO

Un perfil lipidico, también denominado lipidograma y perfil de riesgo
coronario, es un grupo de pruebas o examenes diagnosticos de laboratorio
clinico, solicitadas generalmente de manera conjunta, para determinar el
estado del metabolismo de los lipidos corporales, cominmente en suero

sanguineo (16).
COLESTEROL

El colesterol es un componente de vital importancia para la estructura y la
funcién de la membrana celular de los vertebrados. Es esencial para el
crecimiento tisular y la sintesis de hormonas esteroideas. Los metabolitos
del colesterol, tales como las sales biliares, las hormonas esteroideas y los
oxisteroles realizan funciones bioldgicas importantes. Es evidente que la

regulacion adecuada de la homeostasis del colesterol es esencial (17).
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El colesterol puede ser sintetizado practicamente por todas las células,

aunque los niveles de sintesis mas elevados tienen lugar en el higado y el

intestino (18). El organismo sintetiza aproximadamente 1 g de colesterol al

dia a partir del acetil-CoA (19).

1.2.4.1.

ESTRUCTURA DEL COLESTEROL:

Esta compuesto por una molécula de
ciclopentanoperhidrofenantreno, una cadena lateral formada por 8
atomos de carbono, dos grupo metilo, un grupo hidroxilo y también
contiene un doble enlace (20).

El colesterol es un componente esencial de las membranas de las
células de los mamiferos. También es el precursor de componentes
importantes, como los acidos biliares, las hormonas esteroideas y la
vitamina D (21). Se encuentran en sus mayores concentraciones en
las membranas plasmaticas (hasta un 25% del contenido lipidico).
Las membranas son estructuras fluidas ricas en fosfolipidos y
esfingolipidos, en las que las moléculas de lipidos y proteinas se
mueven y experimentan cambios conformacionales (22). Cuanto
mas fluida es la bicapa fosfolipidica, mas permeable serd la
membrana. A la temperatura corporal, las largas cadenas
hidrocarbonadas de la capa lipidica disponen de un grado
considerable de movilidad. El colesterol se coloca entre estas

cadenas hidrocarbonadas, formando uniones laxas y, de ese modo,
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reduciendo la fluidez. Esta relativa rigidez se ve incrementada aun

si el colesterol se encuentra adyacente a acidos grasos saturados. El

colesterol se acumula en regiones en el interior de la bicapa lipidica

(23).

SINTESIS DEL COLESTEROL:

El colesterol es un compuesto de 27 carbonos que consta de cuatro

anillos y una cadena lateral (24). Se sintetiza a partir de acetil-CoA

mediante una via larga que puede dividirse en cinco pasos (21, 24).

Primer paso: Biosintesis de mevalonato: la HMG-CoA (3-
hidroxi- 3-metilglutaril CoA) se forma por las reacciones que
se usan en las mitocondrias para sintetizar cuerpos cetonicos.
Empero, dado que la sintesis de colesterol es extramitocondrial,
las dos vias son diferentes. Al principio, dos moléculas de
acetil-CoA se condensan para formar acetoacetil-CoA, lo cual
es catalizado por la tiolasa citosélica. La acetoacetil-CoA se
condensa con otra molécula de acetil-CoA, paso catalizado por
la HMG-CoA sintasa, para formar HMG-CoA, a la cual el
NADPH reduce a mevalonato, reaccion catalizada por la
HMG-CoA reductasa. Este es el principal paso regulador en la
via de la sintesis de colesterol, y es el sitio de accion de la clase

méas eficaz de farmacos que disminuyen el colesterol, las
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estatinas, que son inhibidores de la HMG-CoA reductasa. (21,
24).

Segundo paso: Formacién de unidades isoprenoides: el ATP
fosforila de modo secuencial el mevalonato mediante tres
cinasas y, luego de descarboxilacion, se forma la unidad
isoprenoide activa, el isopentenil difosfato (21, 24).

Tercer paso: Seis unidades isoprenoides forman escualeno: el
isopentenil difosfato es isomerizado por medio de un
desplazamiento del doble enlace para formar dimetilalil
difosfato, que después se condensa con otra molécula de
isopentenil difosfato para formar el intermediario de 10
carbonos geranil difosfato. Una condensacién adicional con
isopentenil difosfato forma farnesil difosfato. Dos moléculas
de este ultimo se condensan en el extremo difosfato para formar
el escualeno. En un inicio se elimina el pirofosfato inorganico,
lo cual forma prescualeno difosfato, que luego se reduce
mediante NADPH con eliminacion de una molécula de
pirofosfato inorganico adicional (21, 24).

Cuarto paso: Formacion de lanosterol, el escualeno puede
plegarse hacia una estructura que semeja de manera estrecha el
nucleo esteroide. Antes de que se cierre el anillo, una oxidasa

de funcién mixta en el reticulo endoplasmico, la escualeno
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epoxidasa, convierte al escualeno en escualeno 2,3-epoxido. El
grupo metilo en el C14 se transfiere hacia C13y el grupo metilo
en C8 se transfiere a C14 conforme sucede ciclizacion, lo cual
es catalizado por la oxidoescualeno:lanosterol ciclasa (21, 24).
Quinto paso: Formacion de colesterol, la formacion de
colesterol a partir de lanosterol tiene lugar en las membranas
del reticulo endoplasmico, e incluye cambios en el nlcleo y la
cadena lateral esteroides. Los grupos metilo en C14 y C4 se
eliminan para formar 14-desmetil lanosterol y después
zimosterol. El doble enlace en C8-C9 luego se mueve hacia C5-
C6 en dos pasos, lo que forma desmosterol. Por Gltimo, el doble
enlace de la cadena lateral se reduce, lo que genera colesterol

(21, 24).

IMPORTANCIA BIOMEDICA DEL COLESTEROL

Es un esterol anfipatico y, como tal, es un componente estructural

esencial de la membrana celular de los animales, donde es

importante para la integridad y funcionamiento de esta. Sirve para

modular la rigidez y el mantenimiento de la permeabilidad y la

fluidez correcta, y de la capa externa de las lipoproteinas

plasmaticas el colesterol esta presente en los tejidos y en el plasma,

sea como colesterol libre o combinado con un acido graso de cadena

larga como éster de colesterol (almacenamiento). En el plasma,
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ambas formas se transportan en lipoproteinas (24). La sintesis tiene
lugar en el reticulo endoplasmético de practicamente todas las
células animales a partir de la acetil-CoA, y es el precursor de todos
los otros esteroides en el organismo, incluso corticosteroides,

hormonas sexuales, acidos biliares y vitamina D (24, 25).

Como un producto tipico del metabolismo en animales, el colesterol
se encuentra en alimentos de origen animal, como yema de huevo,
carne, higado y cerebro. La lipoproteina de baja densidad (LDL)
plasmaética es el vehiculo que aporta colesterol y éster de colesterol
hacia muchos tejidos. El colesterol libre se elimina de los tejidos
por medio de la lipoproteina de alta densidad (HDL) plasmatica, y
se transporta hacia el higado, donde se elimina del cuerpo, sea sin
cambios o después de conversion en acidos biliares en el proceso
conocido como transporte inverso de colesterol. El colesterol es un
constituyente importante de los calculos biliares. Sin embargo, su
principal participacion en procesos patoldgicos es como un factor
en la génesis de ateroesclerosis de arterias vitales, lo que da por
resultado enfermedad cerebrovascular, coronaria y vascular

periférica (24).
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1.2.5. LIPOPROTEINAS
Aunque el término lipoproteina puede describir a cualquier proteina que esté
unida de forma covalente a grupos lipidicos, suele utilizarse para un grupo
de complejos moleculares que se encuentran en el plasma sanguineo de los
mamiferos (en especial en el de los humanos). Las lipoproteinas plasméticas
transportan de un 6rgano a otro las moléculas lipidicas (triacilgliceroles,

fosfolipidos y colesterol) a traves del torrente sanguineo (26).

Triacilgliceroles

(
Ll T =4
Ll =
HLL [ Esteres
4 - de colesterol

Colesterol libre

Fosfolipidos
Apoproteina

Figura 1: Estructura de una Lipoproteina (27).

1.2.5.1. CLASIFICACION DE LAS LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas se clasifican segin sus densidades, que se
demuestran por medio de su separacion centrifuga. Esa densidad va
aumentando desde los quilomicrones (QM, la densidad mas baja)

pasando por las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las de
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densidad intermedia (IDL) y las de baja densidad (LDL), a las

lipoproteinas de alta densidad (HDL) (28).

Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL):

Se forman a partir de los triglicéridos y se sintetizan en el higado,
ya sea de novo o por reesterificacion de los acidos grasos libres. Las
VLDL contienen también algo de colesterol, vienen de las HDL que

hay en la circulacion (28).

Lipoproteinas de baja densidad (LDL):

Son las principales transportadoras de colesterol, mayormente en
forma de ésteres de colesterol. Las LDL se forman a partir de las
VLDL por medio de las IDL. Las LDL pasan por las uniones entre
las células del endotelio capilar y se adhieren a los receptores de
LDL que hay sobre las membranas celulares que reconocen la Apo
B-100. A esto sigue una internalizacion y una degradacion

lisosémica con liberacion de colesterol libre (28).

Lipoproteinas de alta densidad (HDL):

Las lipoproteinas de alta densidad, o HDL, se caracterizan por su
contenido en Apo A-Il, teniendo también como componente
principal los ésteres de colesterol. Su sintesis depende, por una

parte, del catabolismo de las particulas ricas en triglicéridos
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(quilomicrones y VLDL) y, por otra parte, de la sintesis de Apo A-
I, en un principio no asociado a lipidos, por parte del higado y del

intestino (29).

METABOLISMO DE LIPOPROTEINAS

Se ensamblan en la superficie citoplasmica del reticulo
endoplasmatico del hepatocito. Las moléculas nacientes de VLDL
contienen apolipoproteina B-100, triacilgliceroles, fosfolipidos,
colesterol y ésteres de colesterol. Una vez que las VLDL se secretan
a la sangre, se transforman en VLDL maduras con la adquisicion de
apolipoproteinas C-l1l y E, que se transfieren desde las HDL. A
continuacion, las VLDL proceden a descargar los triacilgliceroles,
cuando se encuentran con la LPL (activada por la apolipoproteina
C-11), situada sobre todo en la superficie de las células blanco. Los
acidos grasos transportados a los adipocitos se convierten de nuevo
en triacilglicerol que confluyen en gotitas de grasa. Los acidos
grasos que se transportan a las células musculares se oxidan para
generar la energia necesaria para sostener la contracciéon muscular

(26).

Una vez que se agota el contenido de triacilgliceroles de las VLDL,
se denominan lipoproteinas de densidad intermedia (IDL). La

eliminacion de las IDL de la sangre por endocitosis esta mediada



18

por la union de la lipoproteina E con su receptor en la superficie de
los hepatocitos. El contenido de triacilgliceroles de las IDL se
reduce mas por efecto de la lipasa hepéatica. Una vez que las IDL
tienen mayor contenido de colesterol que de triacilgliceroles, las
lipoproteinas se denominan LDL. Las LDL se liberan del higado
hacia la corriente sanguinea, que las lleva a los tejidos blanco (26).
Después de la unién de la apolipoproteina B-100 con los receptores
para LDL, éstas ingresan a las células por endocitosis y ahi liberan

su contenido, primariamente de colesterol (26, 15).

Apo C-ll
= Apo E
(procedentes de HDL) o

TEJIDOS

Apo C-lly apo E se (p. &j., el adiposo)
transfieren de la HDL
a la VLDL naciente. 1 CAPILARES
VLDL
El higado secreta particulas ka "s’;‘)‘e’; ;’r';’"a
VLDL nacientes abundantes pf 1 tivad
en TAG que contienen DA 3(‘; “ L]
principalmente lipidos z"' fa‘a‘; 2
sintetizados de manera s sl
endogena. enla VLDL.
La LDL se une a receptores
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higado y se endocitan. Lipoproteina
lipasa .
Acidos
Apo C-lI grasos libres
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Figura 2: Metabolismo de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad
(LDL). Apo B-100, Apo C-lIl y Apo E son apolipoproteinas que constituyen componentes
especificos de las lipoproteinas plasmaticas. C, colesterol; EC, ésteres de colesteril, lipoproteina
de densidad intermedia; HDL, lipoproteina de alta densidad; TAG, triacilglicerol (30).
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Figura 3: Metabolismo de las particulas de lipoproteinas de alta densidad (HDL). ABCA1,
proteina transportadora; Apo, apolipoproteina; C, colesterol; EC, ésteres de colesterilo; IDL,

liproproteinas de densidad intermedia; LCAT, lecitina: colesterol aciltransferasa (30).

1.2.5.3.

IMPORTANCIA BIOMEDICA DE LAS LIPOPROTEINAS

La grasa que se absorbe a partir de la dieta, y los lipidos sintetizados
por el higado y el tejido adiposo deben transportarse entre los
diversos tejidos y drganos para su utilizacion y almacenamiento.
Dado que los lipidos son insolubles en agua, el problema de como
transportarlos en el plasma sanguineo acuoso se resuelve al asociar
los lipidos no polares (triacilglicerol y ésteres de colesterol) con
lipidos (fosfolipidos y colesterol) y proteinas anfipaticas para hacer
lipoproteinas miscibles en agua. Los omnivoros (como el humano)
que estan alimentandose ingieren calorias en exceso en la fase

anabdlica del ciclo de alimentacion lo cual va seguido por un
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periodo de balance cal6rico negativo cuando el organismo recurre
a sus reservas de carbohidratos y grasas. Las lipoproteinas median
este ciclo al transportar lipidos desde los intestinos como
quilomicrones y desde el higado como lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) hacia casi todos los tejidos para oxidaciény hacia
el tejido adiposo para almacenamiento. El lipido se moviliza desde
el tejido adiposo como acidos grasos libres (FFA) unidos a la
alb0mina sérica. Las anormalidades del metabolismo de
lipoproteinas dan por resultado diversas hipolipoproteinemias o
hiperlipoproteinemias. La mas frecuente de éstas se observa en la
diabetes mellitus, en la cual la deficiencia de insulina origina
movilizacion excesiva de FFA y subutilizacion de quilomicrones y
VLDL, lo que conduce a hipertriacilglicerolemia
(hipertrigliceridemia). Casi todos los otros estados patoldgicos que
afectan el transporte de lipidos se deben principalmente a defectos
hereditarios, algunos de los cuales causan hipercolesterolemia y
aterosclerosis prematura. La obesidad en especial la abdominal es
un factor de riesgo para mortalidad aumentada, hipertension,
diabetes mellitus tipo 2, hiperlipidemia, hiperglucemia y diversas

disfunciones endocrinas (24).
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1.2.6. TRIACILGLICEROLES

También son denominados grasas o triglicéridos. Polimeros que consisten
en un esqueleto de glicerol unido por enlaces éster a tres acidos grasos,

comunmente llamados grasas (31, 32).

Los triacilgliceroles del tejido adiposo son la principal reserva de

combustible del cuerpo (24).

1.2.6.1. ESTRUCTURA DEL TRIACILGLICEROL

Para hablar de su conformacién, empezaremos hablando de la
estructura de los acidos grasos. Los acidos grasos son cadenas de
hidrocarburos largas, no ramificadas con un unico grupo carboxilo
en un extremo. Debido a que los dos extremos de una molécula de
acido graso tienen una estructura muy diferente, también tienen
distintas propiedades. La cadena de hidrocarburos es hidrofobica,
mientras que el grupo carboxilo (-COOH) que tiene una carga
negativa a pH fisioldgico, es hidrofilico. Se dice que las moléculas
que tienen ambas regiones hidrofébicas e hidrofilicas son
anfipaticas, tales moléculas tienen propiedades inusuales vy

bioldgicamente importantes (32).
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Figura 4: La estructura basica de un triacilglicerol (también llamado triglicérido o una grasa
neutra). El resto glicerol, indicado en naranja, esta unido por tres enlaces éster a los grupos
carboxilo de tres acidos grasos cuyas colas estan indicadas en verde (30).

1.2.6.2.

BIOSINTESIS DE TRIACILGLICEROL

La sintesis de los triacilglicéridos, que tiene lugar en el reticulo
endoplasmico liso (REL) de células adiposas y hepaticas, se origina
mediante la esterificacion secuencial de una molécula de glicerol-
3-fosfato con tres moléculas de acil CoA (&cidos grasos activados).
Requiere la formacion previa de un fosfolipido intermediario, el
acido fosfatidico, compuesto por dos acidos grasos, glicerol y un

grupo fosfato (27).

El proceso de sintesis del acido fosfatidico se puede dividir en

diversas etapas:
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Sintesis de glicerol-3-fosfato, a partir de glicerol por la accion
de la glicerol quinasa (principalmente en higado y rifién) o
mediante la reduccién de la dihidroxiacetona fosfato a glicerol-
3 -fosfato por catélisis de la glicerol-3-P deshidrogenasa,
reaccion tipica de los adipocitos (27).

Activacion de los acidos grasos, por efecto de la acil CoA
sintetasa (27).

Transferencia de los &cidos grasos activados para originar el
acido fosfatidico, gracias a la actuacién de acil transferasa que
transfieren los acidos grasos de la molécula de acil CoA a la
posicion 1y 2 del glicerol-3-P (27).

El &cido fosfatidico originado no solo sirve para la sintesis de
triacilglicéridos, sino también para la sintesis de
fosfoglicéridos. En la formacion de un triacilglicérido, el acido
fosfatidico debe desprenderse del grupo fosfato presente en la
posicion 3, proceso que ocurre gracias a la accion de una
fosfatasa. El acido fosfatidico fosfatasa deja, tras su accién, un
diacilglicerol. El diacilglicerol se transformara en
triacilglicerol mediante la acil transferasa que transferira un
acido graso procedente de una molécula de acil CoA a la
posicion 3. Finalmente, los triacilgliceroles pueden

almacenarse en el citoplasma en grandes gotas, como ocurre en



1.2.6.3.

24

los adipocitos, o incorporarse en vesiculas de secrecion (en
lipoproteinas), en intestino e higado, o leche en la glandula

mamaria (27).

IMPORTANCIA BIOMEDICA DEL TRIACILGLICEROL

Los lipidos son un grupo de compuestos heterogéneos, que incluye
grasas, aceites, esteroides, ceras y compuestos relacionados mas por
sus propiedades fisicas que por sus propiedades quimicas. Tienen
la propiedad comun de ser: 1) relativamente insolubles en agua y 2)
solubles en solventes no polares, como éter y cloroformo. Son
constituyentes importantes de la dieta no s6lo debido al alto valor
energético de las grasas, sino también porque los acidos grasos
esenciales y las vitaminas liposolubles y otros micronutrientes
lipofilicos estan contenidos en la grasa de los alimentos naturales.
Se cree que los complementos de la dieta con acidos grasos Omega
3 de cadena larga tienen efectos beneficiosos en diversas
enfermedades cronicas, entre ellas enfermedad cardiovascular,
artritis reumatoide y demencia. La grasa se almacena en el tejido
adiposo, donde también sirve como un aislante térmico en los
tejidos subcutaneos y alrededor de ciertos 6rganos. Los lipidos no
polares actan como aislantes eléctricos y permiten la propagacion

rapida de ondas de despolarizacion a lo largo de nervios
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mielinizados. Los lipidos son transportados en la sangre,

combinados con proteinas en particulas de lipoproteina (24).

Cuando la alimentacidn se torna irregular, no balanceada y se altera
el equilibrio de los nutrientes prevaleciendo grasas y carbohidratos
se pierde el beneficio inicial de los lipidos obtenidos en el
metabolismo y son responsables de la presentacion de diversas
enfermedades como la obesidad, diabetes e hiperlipoproteinemia.

(24).

1.3. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

> Hiperlipidemia: Son trastornos en los lipidos en sangre caracterizados por un

aumento de los niveles de colesterol y triglicéridos.

» Diabetes mellitus: Es un grupo de enfermedades caracterizadas por
hiperglucemia como consecuencia de defectos en la secrecion y/o accion de la

insulina.

> Tioester: Son compuestos que resultan de la unién de un sulfuro con un grupo
acilo con la formula general R-S-CO-R". Son un producto de la esterificacion

entre un cido carboxilico y un tiol.

> Isopreno: son lipidos no hidrolizables presentes sobre todo como aceites

esenciales (terpenos, carotenos).
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» Lipoproteinas (LP): Son macromoléculas cuya funcion es empaquetar los
lipidos insolubles en el medio acuoso del plasma y transportarlos desde el
intestino y el higado a los tejidos periféricos y, desde éstos, devolver el colesterol
al higado para su eliminacion del organismo en forma de &cidos biliares

fundamentalmente.
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2.2.

CAPITULO II

MARCO METODOLOGICO

UBICACION GEOGRAFICA

El Laboratorio Clinico Veterinario “Huellitas” estd ubicado en la ciudad de
Cajamarca, capital de la region del mismo nombre, que se ubica en el valle
interandino del rio Mashcon, perteneciente a la vertiente occidental de los Andes del
norte del Perd, a una altitud de 2750 msnm. En la ciudad de Cajamarca y alrededores
el climaes seco, templado y soleado durante el dia, refrigerado en la noche. Estacion
de lluvias intensas setiembre - abril. Las lluvias determinan durante el afio dos
estaciones: secos y lluvioso. Esta ubicada en Latitud: 7° 9' 23" Sur, Longitud:78°

30' 56" Oeste’.

DISENO DE LA INVESTIGACION

Este presente estudio se clasificd dentro de una investigacion no experimental, en
otras palabras, este trabajo se realizé sin manipular deliberadamente las variables.
Se baso fundamentalmente en la observacion de las concentraciones de lipidos y
fracciones tal y como se encuentran en su contexto natural para después

cuantificarlos. Se desarrolld dentro del disefio no experimental, un disefio

1 SENAMHI- CAJAMARCA
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Transeccional de tipo descriptivo, 0 sea, se recolectaron datos sobre cada una de las

variables y se reportaron los datos que se obtuvieron previo anlisis de laboratorio.

El trabajo de investigacion procesado incluyé las siguientes etapas: observacion,
definicién del problema, investigacion (planificacion, evaluacion de las evidencias),
formulacién de la hipotesis, experimentacion (prueba de la hipétesis), evaluacion y
analisis.

Sin embargo, antes de plantear las etapas de la investigacion cientifica se tomé en
cuenta el objetivo que es establecer valores referenciales de lipidos séricos de
caninos (Canis lupus familiaris) de 7 afios a mas, sin tomar en cuenta sexo, raza,
dado que este determiné los objetivos especificos a sequir y los métodos que se

eligieron para el logro de estos.

Al no haber contado con estudios y/o informacion relativos a valores referenciales
de las concentraciones de colesterol, HDL, LDL, VLDL Yy triglicéridos, se planteo
recolectar informacion a partir de los analisis de laboratorio de muestras sanguineas
de una poblacién de caninos representativos, sin tomar en consideracion sexo y

edad.

Los criterios que se tomaron en cuenta fueron: 1) estudiar un numero representativo
de caninos, en concordancia con los criterios de la patologia clinica, que nos
permitio llevar exitosamente la investigacion con ahorro de tiempo y recursos; 2)
estudiar a la totalidad de los caninos con las caracteristicas expuestas; 3) preservar
la calidad del estudio, al disponer de materiales y equipos en dptimas condiciones,

el nimero de observaciones y mediciones efectuadas a un nimero de individuos, tal
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como se planted, que pueden ser méas exactas; 4) en un sentido estricto y ético no
fue necesario estudiar al total de la poblacion ya que con una proporcién de animales

en estudio se puede alcanzar los objetivos del estudio.

El uso de instrumentos de investigacion se aplicd permanentemente durante todo el

estudio.

METODO DE INVESTIGACION

Se emple6 un método hipotético-deductivo porque se tomd como punto de partida
una hipotesis o explicacion inicial, para luego haber obtenido conclusiones
particulares de ella, que fueron comprobadas analiticamente. Es decir, se dio un paso
inicial en base a inferencias empiricas (observacion) que permitieron deducir una

hipotesis inicial que luego fue sometida a analisis_de laboratorio.

Descriptivo: Porque permitio tener una medicion de las concentraciones de los
lipidos presentes en los caninos, la observacion y registro de las concentraciones
lipidicas individuales, ademas he podido comparar todos los datos obtenidos,

apoyados en el analisis estadistico.

POBLACION, MUESTRA Y UNIDAD DE ANALISIS

Poblacidén: Una aproximacion de 20 mil animales abandonados y unos 3 mil caninos

del perimetro urbano de Cajamarca (33).


https://concepto.de/hipotesis/
https://concepto.de/observacion/
https://concepto.de/experimentacion-cientifica/
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Muestra: Se han utilizado 42 caninos mestizos con similar conformacion, de 7 afios

a mas, de ambos sexos, sin tomar en cuenta sexo y raza. Los animales en estudio

fueron del perimetro de la ciudad de Cajamarca.

Unidad de anélisis: Fueron 42 muestras de sangre tomadas de caninos mestizos de

7 afios a mas, que se encontraron en el perimetro de la ciudad de Cajamarca, a los

cuales se les extrajo sangre, para el analisis correspondiente.

Tamafio muestral: Se tomd deliberadamente o por juicio, lo que implica que los

investigadores seleccionaron cuidadosamente a cada individuo para que forme parte

de la muestra.

TECNICAS E INSTRUCCIONES DE RECOPILACION DE LA INFORMACION

2.5.1.

2.5.2.

OBTENCION DE LOS CANINOS

Fueron mascotas mayores a siete afios aparentemente, sanos que se
encontraban dentro del perimetro de la ciudad de Cajamarca sin tener en
cuenta raza y sexo. Contando con el permiso y consentimiento de los
duefios para la toma de muestra con quienes se coording, un dia antes del

muestreo, el ayuno del canino por un minimo de 12 horas.
OBTENCION DE MUESTRA DE SANGRE

Se tomo las muestras aproximadamente entre las 7:00 y 8:00 am. Se realizé
preferentemente del miembro anterior derecho efectuando una puncion de
la vena cefélica, previa desinfeccion con alcohol de 70°, se uso el sistema

al vacio y la recoleccidn de sangre se hizo en tubos sin anticoagulante (tapa
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color rojo?). Luego, se transportd al Laboratorio “Huellitas” donde se dejo
coagular a las muestras para posteriormente someterlas a incubacion en
bafio maria por 60 minutos a 37°C. Transcurrido ese tiempo se separo el
coagulo de las paredes del tubo y se centrifugd a 1500 rpm por 10 minutos.
Se separd el suero obtenido en 2 tubos de 1,5 mL de capacidad cada unoy

se refrigerd entre 2 a 8°C hasta su andlisis respectivo.
2.5.3. RECOPILACION DE LOS DATOS

Los resultados de las pruebas laboratorio, informacion requerida, datos del
canino y del duefio se registraron en una ficha expresamente elaborada para

este fin.
Determinacion de perfil lipidico

v" Colesterol total sérico: Método enzimatico para la determinacion de
colesterol en suero o plasma, mediante el reactivo Colestat enzimatico®
(anexo 2).

v' Colesterol-HDL sérico: Método para la separacion de lipoproteinas de
alta densidad en suero o plasma, mediante el reactivo HDL colesterol —
reactivo precipitante® (anexo 3).

v' Colesterol-LDL sérico: Método para la separacion de lipoproteinas de
baja densidad en suero, mediante el reactivo LDL colesterol — reactivo

precipitante® (anexo 4).

2 Tubos al vacio Vacutainer®©. Laboratorios BD Vacutainer
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v" Colesterol-VLDL en sangre: Método matematico usando la férmula de

FRIEDWALD. Donde el Colesterol de la fraccion LDL esta

representado por: Col — LDL = Colesterol Total — (HDLcol + %)

donde vendria a ser que el Col — VLDL = (%)

v" Triglicéridos séricos: Método enzimatico TG-color/GPO-PAP AA®

(anexo 5).
TECNICAS PARA EL PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LA INVESTIGACION

Los procedimientos desarrollados fueron los siguientes:

> El procesamiento estadistico de los datos se hizo en Microsoft® Excel®
para Microsoft 365 MSO (version 2204 compilacion 16.0.15128.20158)
de 64 bits. real Statistics Resource pack for Excel.

> Por medio de tablas y gréficos estadisticos se representa los resultados,
los cuales se elaboraron teniendo como origen los datos obtenidos en los
andlisis respectivos. Se hallaron, también, medias, desviacion estandar,
mediana y rango intercuartilico. Para determinar la normalidad de los
resultados obtenidos se utilizo el disefio estadistico de Shapiro - Wilk
(n<50) donde se encontrd que los resultados de Colesterol Total y HDL
no son paramétricos y el resto de las variables provienen de una
distribucion normal. De acuerdo a este resultado, para encontrar los
valores referenciales, en el caso de colesterol total y HDL se empled el

Método de los Percentiles, en el cual se consideraron los valores
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minimos cuartil 25% y los valores maximos cuartil 75% (valores de
referencia no paramétricos) y en los de distribucion normal el Método
de los Promedios, que es un método tradicional que se calcula en base
al valor matemaético del promedio, mas menos el doble de la desviacion
estandar (X+2DE), el cual es considerado un proceso de calculo

parameétrico.

2.6. EQUIPOS Y MATERIALES

2.6.1. MATERIAL BIOLOGICO
Cuarenta y dos caninos mestizos de 7 afios a mas, indistintamente del sexo

y raza, del perimetro de la ciudad de Cajamarca.

2.6.2. MATERIALES PARA LA TOMA DE MUESTRA
v Guantes
v’ Torundas de algodon
v" Alcohol etilico al 70 % (v/v)
v Agujas hipodérmicas # 21
v' Ligadura
v’ Bolsas para residuos bioldgicos
v" Tubos de vacio Vacutainer? sin anticoagulante
v' Gradilla para tubos

v’ Lépiz

3 Tubos al vacio Vacutainer. Becton, Dickinson and Company



https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Becton,_Dickinson_and_company&action=edit&redlink=1
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v' Libreta con datos del paciente
v' Ficha clinica

v" Chaqueta blanca

MATERIALES DE LABORATORIO

v" Espectrofotémetro UV-VIS, marca Mettler-Toledo, modelo Excellence
v" Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indicados

v Tubos de ensayo de 10mm x 10mm, marca Kimax®

v" Cubetas Standard®, marca Mettler — Toledo

v' Bafio maria 37°C

v" Reloj de laboratorio

v Agua oxigenada

REACTIVOS

Prueba colestat enzimatico (ver anexo 2).

Prueba HDL Colesterol Reactivo Precipitante ((ver anexo 3).
Prueba LDL Colesterol Reactivo Precipitante (ver anexo 4).

Prueba TG color (ver anexo).



CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. PRESENTACION DE RESULTADOS

3.1.1. DETERMINACION DE COLESTEROL TOTAL, HDL, LDL, VLDL Y
TRIGLICERIDOS

Tabla 3: Promedios y coeficiente de variacion (C.V.) de Colesterol Total,
HDL, LDL, VLDL Yy triglicéridos en caninos mayores de 7 afios de edad sin
tener en cuenta el sexo ni raza.

Promedio C.V.

Variable
(mg/dL) (%)
Colesterol 176,8 9,7
HDL 92,6 9,9
LDL 53,0 9,1
VLDL 26,4 7,0
TG 132,1 7,0

Luego de determinar las caracteristicas de la poblacion para ver si estaba
distribuida normalmente o no, mediante el método de Shapiro — Wilk
(n=<50) la cual arrojé como resultado que solo las LDL, VLDL y
triglicéridos siguieron una distribucion normal y colesterol total y HDL

tenian una distribucion no paramétrica. En la elaboracion de valores de
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referencia, para los de distribucion normal; se usé el método de los

promedios y de los cuartiles 25 y 75 % para los no paramétricos.

De acuerdo con estas premisas se obtuvo los resultados mostrados en la

Tabla 4.

Tabla 4: Valores de referencia de colesterol total, HDL (cuartiles 25y 75
%), LDL, VLDL vy triglicéridos (X£2DE) de caninos mayores de 7 afios

sin tener en cuenta sexo ni raza.

Promedio = DE Valores Referenciales
Variables
(mg/dL) (mg/dL)
Colesterol Total 176,8 £ 17,2 161,9 - 197,7
HDL 92,6 +9,2 85,0 — 98,7
LDL 53,0+ 4,9 43,2 - 62,8
VLDL 264+1,8 22,8-30
Triglicéridos 132,1+£9,2 113,7- 150,5

En la tabla 4 se puede observar los valores de referencia (mg/dL) de
colesterol total, HDL, LDL, VLDL y Triglicéridos, son: 161,9 — 197,7;
85,0 — 98,7; 43,2 — 62,8; 22,8 — 30,0; 113,7 — 150,5, respectivamente. En
la misma tabla se observa que el VLDL y triglicéridos se presentaron con
valores elevados, esto se deberia al tipo de comida casera que los animales
consumen, la cual en su mayor parte esta constituida por carbohidratos y

restos de grasa animal.
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COLESTEROL TOTAL

El promedio para colesterol total en caninos mayores de 7 afios (X+DE) es
de 176,8 £ 17,2 mg/dL. Estudios realizados por Osorio (5) en la
Universidad de Caldas, Manizales, Colombia, donde se evalu6 el perfil
lipidico de 156 caninos en estado de ayuno, diferenciados por sexo y edad
(32 machos y 34 hembras menores de un afo, y 42 machos adultos y 48
hembras mayores de un afio), mediante el método colorimétrico para
colesterol total, triglicéridos y HDL, y para LDL y VLDL con el método
de Friedewald, determinando una media para colesterol de 214,91 + 75,3.
Mufioz, y Morgaz et al (34), reportan valores de referencia en caninos,
indicando para colesterol total un rango de 100-300 mg/dL. Del mismo
modo, Nelson y Couto (35) informan valores de referencia para colesterol
de 125 — 300 mg/dL. Como se advierte, los valores obtenidos en este
estudio son menores que los encontrados en las otras investigaciones. Esta
diferencia puede deberse a las caracteristicas dadas en el manejo, sanidad
y salud de estos animales; también a la edad (>7 afios) donde se aprecia un
metabolismo mas lento, factores ambientales adversos, enfermedades

asintomaticas y a una deficiente nutricion.

COLESTEROL HDL
La concentracion promedio de Colesterol HDL en este estudio es de 92,6
+ 9,2 mg/dL con valores referenciales de 85,0 — 98,7 mg/dL. Segin un

estudio realizado por Coppo et al (36), donde se evaluaron 59 caninos
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normocolesterolémicos de distinta raza, sexo, edad y tipo de alimentacion,
se obtuvieron valores referenciales de 89 — 149 mg/dL. Los valores
encontrados en el presente estudio son diferentes a los reportados por
Coppo et al (36) que resultan ser méas altos, situacién que se deberia a una
mayor dispersion de datos obtenidos en el trabajo argentino debido a que
no se tomaron en cuenta los factores etarios, sexo, raza y tipo de

alimentacién, ocasionando mayor variabilidad.

COLESTEROL LDL

El promedio para colesterol LDL en caninos mayores de 7 afios (XxDE) es
de 53,0 £ 4,9 mg/dL, con valores de referencia de 43,2 — 62,8 mg/dL. Es
asi que, segun un estudio realizado por Coppo et al (36), donde se tomaron
muestras a 59 caninos clinicamente sanos (33 hembras y 26 machos) de
distintos barrios de las ciudades de Corrientes y Resistencia, pertenecientes
a casas de familia y a un criadero privado; fueron agrupados de acuerdo al
sexo, edad (1 a 12 afios), raza (varias) y alimentacion (balanceada o restos
de comida). Tomando 10 caninos del grupo etario de 7 a 12 afos,
obtuvieron (X £ DE) de 40 £ 17 mg/dL, este valor esta por debajo del
promedio de nuestro estudio. Esta diferencia podria deberse a un mayor
contenido de grasas en la comida casera de los animales de este estudio o
podria ser a algunas enfermedades como es la pancreatitis y colestasis (19),
en el caso de Coppo et al a la variedad de razas en estudio, sexo, variables

fisioldgicas, dietas ricas en grasa (36).
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COLESTEROL VLDL

El promedio obtenido para VLDL en caninos mayores de 7 afios (X+DE)
es de 26,4 + 1,8 mg/dL, con valores de referencia de 22,8 — 30 mg/dL.
Estudios realizados por Osorio (5) en la Universidad de Caldas, Manizales,
Colombia, donde se evalu6 el perfil lipidico de 156 caninos en estado de
ayuno, diferenciados por sexo y edad (32 machos y 34 hembras menores
de un afio, y 42 machos adultos y 48 hembras mayores de un afio) mediante
el método de Friedewald, obteniendo una media para VLDL de 10,0 + 8,51.
Como se advierte, los valores obtenidos en este estudio son diferentes y/o
mas elevados que los encontrados en esa investigacion. Esta diferencia se
deberia a las caracteristicas dadas en el manejo, sanidad, fisiologia de los
animales de este estudio, factores ambientales (36) o a la presencia de
enfermedades como  son: caquexia,  sindrome  nefrotico,

hiperadrenocorticismo (37).

TRIGLICERIDOS

El promedio obtenido para triglicéridos en caninos mayores de 7 afios
(X£DE) es de 132,1 +£ 9,2 mg/dL, con valores de referencia de 113,7-150,5
mg/dL. Estudios realizados por Osorio (2), donde se evalud el perfil
lipidico de 156 caninos en estado de ayuno, diferenciados por sexo y edad
(32 machos y 34 hembras menores de un afo, y 42 machos adultos y 48
hembras mayores de un afio) mediante el método de Friedewald. La media

para triglicéridos es 50,01 + 42,5. Como se ve los valores obtenidos en este
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estudio, cuyos animales muestreados son alimentados a base de residuos
de cocina (comida casera) y en la que predominan los componentes grasos
y de carbohidratos, son mas elevados que los encontrados en esa
investigacion. Probablemente esta diferencia se deba a factores
nutricionales, fisiolégicos y enfermedades coronarias que son poco
conocidas en esta especie (5). El consumo de alimentos muy ricos en grasa
puede provocar una hiperlipidemia y una elevacion moderada de las

concentraciones séricas de triglicéridos y de colesterol (19).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

Los valores de referencia de colesterol, HDL, LDL, VLDL vy triglicéridos séricos
son, respectivamente: 161,9 — 197,7; 85,0 — 98,7; 43,2 — 62,8; 22,8— 30; 113,7-

150,5, estan dentro de los parametros normales comparados con otros autores.

Los resultados en colesterol total y HDL mostrados en este trabajo y comparados
con la bibliografia demuestran que éstos son mas bajos con respecto a los de

animales menores de 7 afos de edad.



CAPITULO V

SUGERENCIAS

Se recomienda realizar otros estudios en poblaciones caninas tomando en cuenta
factores que alteren el perfil lipidico, como es el caso de la obesidad, las
enfermedades (diabetes mellitus, hipotiroidismo, pancreatitis, colestasis, caquexia,
sindrome nefrético, hiperadrenocorticismo), las razas especialmente las que
presentan riesgo (Collie y el Border collie), las dietas ricas en grasa, el estado fisico

del animal o el sedentarismo.
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ANEXO 1. Ficha Clinica

Historia clinica

Datos del propietario

Nombre

Direccion

Datos del paciente

Nombre

Raza

Sexo

Valoracién clinica

Constantes fisiol6gicas

Resultados

To

FC

Estilo de vida

Antecedentes médicos:
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Teléfono

Fecha

Peso

Edad

Especie

FR

Pulso



Medicamentos administrados:

Esterilizacion

Si O

No

49
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enzimadtico
Método enzimdtico para la determinacién de colesterol
en suero o plasma

REACTIVO EMPLEADO PARA LA DETERMINACION DE

SIGNIFICACION CLINICA

La determinacion de colesterol en forma aislada tiene utilidad
diagndstica limitada. Se ha visto que el colesterol es uno de
los factores contribuyentes a la formacién de ateromas dado
que las complicaciones arterioscleréticas prevalecen en indi-
viduos hipercolesterolémicos.

Estudios epidemiolégicos demuestran que el riesgo de con-
traer enfermedad cardiaca coronaria para individuos de méas
de 40 afos con colesterolemia menor a 2,10 g/l es 3 veces
menor que entre individuos con mas de 2,30 g/l y 6 veces
menor que entre individuos con méas de 2,60 g/.

FUNDAMENTOS DEL METODO
El esquema reaccional es el siguiente:

sa o
ésteres de colesterof > colesterol + dcidos grasos

colesterol + O, > colesten-3-ona +H,0,

H,O, +4-AF + fenol > quinona coloreada + H,O
REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucion de 4-aminofenazona 25 mmol/l.

B. Reactivo B: solucién de fenol 55 mmol/l.

C. Reactivo C: suspension conteniendo lipasa fungal 300 U/ml,
colesterol oxidasa (CHOD) 3 U/mi y peroxidasa (POD) 20 U/mi.
S. Standard: solucion de colesterol 2 g/l

Concentraciones finales
Lipasa ...
POD ..

REACTIVOS NO PROVISTOS
Agua destilada. Ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Standard: mezclar por inversion antes de usar.

Reactivo A: listo para usar.

Reactivo B: listo para usar. Ver PRECAUCIONES.
Reactivo C: homogeneizar por inversion antes de usar, evi-
tando la formacién de espuma.

Reactivo de Trabajo: segun el volumen de trabajo colocar
en una probeta 50 partes de agua destilada, 5 partes de Reac-
tivo A, 5 partes de Reactivo B y llevar a 100 partes con agua
destilada. Agregar 2 partes de Reactivo C previamente homo-

geneizadas. Mezclar por inversién, sin agitar. Rotular y fe-
char.

Pueden prepararse distintas cantidades respetando las pro-
porciones establecidas. Es importante ademas, respetar el
orden de agregado de los reactivos y asegurar una perfecta
homogeneizacién de los mismos, a fin de que el Reactivo B
no deteriore el Reactivo de Trabajo.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnéstico "in vitro".

El Reactivo B (fenol) es toxico e irritante. R36/38: irrita los
ojos y la piel. R25: toxico por ingestion. S24/25: evitese el
contacto con los ojos y la piel. $37/39: usar guantes adecua-
dos y proteccion para los ojos/la cara.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. No mante-
ner a temperaturas elevadas durante lapsos prolongados.
Reactivo de Trabajo: en refrigerador y en frasco de vidrio
color caramelo es estable 1 mes a partir del momento de su
preparacion.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Durante el uso, el Reactivo de Trabajo puede desarrollar un
ligero color rosado que no afecta los resultados siempre que
se procese un Blanco con cada lote de determinaciones y un
Standard periédicamente. Desechar cuando las lecturas del
Blanco sean superiores a 0,160 D.O. o las lecturas del Stan-
dard sean anormalmente bajas.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccién: se debe obtener suero o plasma de la ma-

nera usual.

b) Aditivos: en caso de que la muestra a emplear sea plas-

ma, se recomienda Unicamente el uso de heparina como an-

ticoagulante para su obtencion.

c) Sustancias interferentes conocidas:

- Excepto la heparina, los anticoagulantes comunes interfie-
ren en la determinacion.

- Los sueros con hemalisis visible o intensa producen valores
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falsamente aumentados por lo que no deben ser usados.

- En sueros fuertemente hiperlipémicos puede observarse tur-
biedad: en tal caso, diluir el volumen final de reaccién a 1/2
6 1/3 con Blanco de reactivos, repetir la lectura y multiplicar
el resultado por el factor de dilucién.

- No interfieren: bilirubina hasta 200 mg/l, &cido ascdrbico hasta
75 mg/l, &cido trico hasta 200 mg/, ni hemdlisis ligera.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las

drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de aimacenamiento: el co-

lesterol en suero es estable 1 semana en refrigerador (2-10°C)

y 2 meses congelado, sin agregado de conservadores.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro o fotocolorimetro.

- Micropipetas, pipetas y material volumétrico adecuados.

- Frasco de vidrio color caramelo.

- Tubos o cubetas espectrofotométricas de caras paralelas.
- Bafio de agua a 37°C (opcional).

- Reloj o timer.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 505 nm en espectrofotémetro o en fotoco-
lorimetro con filtro verde (490-530 nm).

- Temperatura de reaccion: 37°C

- Tiempo de reaccién: 15 minutos

- Volumen de muestra: 20 ul

- Volumen de Reactivo de Trabajo: 2 ml

- Volumen final de reaccién: 2,02 mi

Los volumenes de Muestra y Reactivo pueden aumentarse o

disminuirse proporcionalimente (Ej.: 10 ul de Muestra + 1 ml

de Reactivo de Trabajo 0 50 ul + 5 mi).

PROCEDIMIENTO

En tres tubos de fotocolorimetro o cubetas espectrofoto-
métricas marcadas B (Blanco), S (Standard) y D (Desco-
nocido), colocar:

B S D
Standard = 20 ul -
Muestra > - 20 ul
Reactivo de Trabajo 2ml 2mi 2ml

Incubar 15 minutos en bafio de agua a 37°C o 30 minutos
atemperatura ambiente (25°C). Leer en fotocolorimetro con
filtro verde (490-530 nm) 0 en espectrofotémetro a 505 nm,
llevando el aparato a cero con el Blanco.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de reaccién final es estable dos horas, por lo que la
absorbancia debe ser leida dentro de este lapso.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

2,00
donde f= A

colesterol (g/l) =D x f
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CONVERSION DE UNIDADES

colesterol (g/l) = colesterol (mg/dl) x 0,01
colesterol (mmol/l) = colesterol (g/l) x 2,59
colesterol (g/l) = colesterol (mmol/l) x 0,39

METODO DE CONTROL DE CALIDAD
Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas
de colesterol, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA
El panel de expertos del National Cholesterol Education Pro-
gram (NCEP) provee los siguientes valores de colesterol:

Deseable: < 2,00 g/l
Moderadamente alto: 2,00 - 2,39 g/t
Elevado: > 2,40 g/l

No obstante, se recomienda que cada laboratorio establezca
sus propios intervalos o valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

Otras causas de resuitados erréneos son:

- Los reductores disminuyen la respuesta de color mientras
que los oxidantes colorean el Reactivo aumentando los Blan-
cos. Dichos agentes son frecuentemente encontrados en el
agua destilada empleada para preparar el Reactivo de Tra-
bajo, por lo que se recomienda controlar la calidad de la
misma.

- Los detergentes, metales pesados y cianuros son inhibido-
res enzimaticos.

- Incubacién incorrecta. El nivel del agua en el bafio no debe
ser inferior al de los reactivos en los tubos.

- Uso del Standard de un equipo con los reactivos de otro. Los
reactivos y el Standard de cada equipo forman un conjunto
perfectamente controlado y estandarizado.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando replicados de las mismas
muestras en 10 dias diferentes, se obtuvo:

Nivel D.S. c.V.

1,57 gh +0,033 g/l 2,32 %
2,90 g/ +0,085 g/l 2,23%
4,71 g +0,102 /1 213%

b) Recuperacién: agregando cantidades conocidas de co-
lesterol a distintos sueros, se obtuvo una recuperacion entre
98 y 101%, para todo nivel de colesterol entre 1,90y 4,79 g/l.
c¢) Limite de deteccién: depende del fotometro empleado y
de la longitud de onda. De acuerdo con la sensibilidad re-
querida, el cambio minimo de concentracion detectable para
0,001 D.O. seré aproximadamente de 0,007 g/l.

d) Linealidad: ia reaccion es lineal hasta 5 g/l. Para valores
superiores, diluir 1/2 con el Blanco y repetir la lectura multipli-
cando el resultado final por 2.

PRESENTACION
- 250 mi (C6d. 1220101)
-1000 ml (C6d. 1220102)
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Empleando los reactivos de Colestat enzimatico junto con
HDL-Colesterol Reactivo Precipitante o HDL-Colesterol
FT y LDL-Colesterol Reactivo Precipitante (provistos se-
paradamente por Wiener lab.) es posible determinar el coles-
terol ligado a las lipoproteinas de alta densidad (HDL-coleste-
rol) y a las lipoproteinas de baja densidad (LDL-colesterol).
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SIMBOLOS
Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reac-
tivos para diagnéstico de Wiener lab.

tos por la Directiva Europea 98/79 CE de productos
sanitarios para el diagnéstico "in vitro"

c € Este producto cumpte con los requerimientos previs-
[ECTREF. Representante autorizado en la Comunidad Europea
Uso diagndstico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)

No congelar

Riesgo biolégico

Volumen después de la reconstitucion
Contenido

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

lrritante

Consultar instrucciones de uso

Calibrador

Control

Eﬂgg@vwslﬁlﬁlaaﬁ'\wq@

Control Positivo

Control Negativo

|

Numero de catalogo

‘WisnerLaboratoriosSAl.CA
Riobamba 2944
2000 - Rosario - Argenti

BT et Caa @ Wiener lab.

Autorizado AN.M.AT.
5660/99

Producto : :
Disp. N°: 5083/83 2000 Rosario - Argentina
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REACTIVO EMPLEADO PARA LA DETERMINACION DE HDL

HDL Colesterol

Reactivo Precipitante

Para la separacion de las lipoproteinas de alta densi-
dad (HDL) en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

Las lipoproteinas plasmaticas son particulas esféricas que
contienen cantidades variables de colesterol, triglicéridos,
fosfolipidos y proteinas. Estas particulas solubilizan y trans-
portan el colesterol en el torrente sanguineo.

La proporcién relativa de proteina y lipido determina ia densi-
dad de estas lipoproteinas.

La funcién principal de las lipoproteinas de alta densidad o
HDL (high density lipoprotein) en el metabolismo lipidico es la
captacion y transporte de colesterol desde los tejidos perifé-
ricos al higado en un proceso conocido como transporte re-
verso de colesterol (mecanismo cardioprotectivo).

El HDL colesterol bajo, esta asociado con un alto riesgo de
enfermedad cardiaca. Por este motivo la determinacion de
HDL colesterol es una herramienta util en la identificacion de
individuos de alto riesgo.

FUNDAMENTOS DEL METODO

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) se separan precipi-
tando selectivamente las lipoproteinas de baja y muy baja
densidad (LDL y VLDL) mediante el agregado de sulfato de
dextran de PM 50.000 en presencia de iones Mg**.

En el sobrenadante separado por centrifugacion, quedan las
HDL y se realiza la determinacion del colesterol ligado a las
mismas, empleando el sistema enzimético Colesterol oxidasa/
Peroxidasa con colorimetria segin Trinder (Fenol/4-Ami-
nofenazona).

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucién de sulfato de dextran (PM 50.000)
0,032 mmolfl.

B. Reactivo B: solucién de cloruro de magnesio 1,5 M.

REACTIVOS NO PROVISTOS
Colestat enzimatico, Colestat enzimatico AA o Colestat
enzimatico AA liquida de Wiener lab.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivo Precipitante (A+B); preparacion: en el frasco pro-
visto, medir 2,5 mide Reactivo Ay 2,5 mi de Reactivo B. Mez-
clar por inversion y colocar fecha de preparaciéon. Pueden
prepararse cantidades menores de acuerdo a las necesida-
des, respetando la proporcién 1 + 1 para ambos reactivos.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnostico "in vitro”.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de quimica clinica.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables a temperatura ambiente
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja.

Reactivo Precipitante: es estable 6 meses a temperatura
ambiente o 1 afio en refrigerador (2-10°C) a partir de la fecha
de preparacion.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Cualquier indicio de contaminacion bacteriana puede ser sig-
no de deterioro de los reactivos.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccion: obtener la muestra de la manera habitual.
b) Aditivos: en caso de utilizar plasma, recogerio Gnicamen-|
te con heparina.

c) Sustancias interferentes conocidas: anticoagulantes dis-
tintos de la heparina y bilirrubinemia mayor de 50 mg/l son
causas de interferencia.

Referirse a la bibliografia de Young para fos efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: se-
parar el suero dentro de la hora de la extraccion. Las Lipid
Research Clinics recomiendan refrigerar la muestra hasta la
realizacion del ensayo. El almacenamiento o conservacion
de las muestras a temperatura ambiente altera la composi-
cién lipoproteica de las muestras atin antes de las 24 horas.
Algunos autores mencionan estabilidad de 3 dias a 4°C que
se prolongan al congelar, pero existe mucha variabilidad entre
muestras diferentes, por o que se recomienda mantener la
muestra refrigerada y procesar dentro de las 24 horas.

i
|
i
!
i

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro o fotocolorimetro.

- Micropipetas y pipetas.

- Tubos de Kahn.

- Tubos o cubetas espectrofotométricas.
-Bariio de agua a 37°C.

- Reloj o timer.

CONDICIONES DE REACCION
- Longitud de onda: 505 nm en espectrofotémetro o en fotoco-
lorimetro con filtro verde (490-530 nm).
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- Temperatura de reaccion: 37°C

- Tiempo de reaccion: 45 minutos

- Volumen de muestra: 500 ul

- Volumen de Reactivo Precipitante: 50 ul

- Volumen de Sobrenadante: 100 ul

- Volumen de Reactivo de Trabajo de Colestat enzimatico o
Colestat enzimatico AAfliquida: 2 mi

- Volumen final de reaccién: 2,1 ml

PROCEDIMIENTO

En un tubo de Kahn medir 0,5 ml (500 ul) de muestra, y
agregar 50 ul de Reactivo Precipitante. Homogeneizar agi-
tando (sin invertir) durante 20 segundos y dejar 30-40 mi-
nutos en refrigerador (2-10°C) o 15 minutos en bafo de
agua a la misma temperatura. No colocar en congelador.
Centrifugar 15 minutos a 3000 r.p.m. Usar el sobrenadan-
te limpido como muestra.

En 3 tubos marcados B, S y D colocar:

B S D
Sobrenadante - - 100 ul
Standard - 20 ul -
Reactivo de Trabajo 2ml 2ml 2ml

Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C si se usa el Reactivo
de Trabajo de Colestat enzimatico AA/liquida o 15 mi-
nutos a 37°C cuando se usa el de Colestat enzimatico.
Retirar del bafio y enfriar. Leer a 505 nm en espectrofoté-
metro o en colorimetro con filtro verde (490-530 nm), lle-
vando a cero con el Blanco.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de reaccion es estable 2 horas por lo que la absor-
bancia debe ser leida dentro de ese lapso.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

0,457
HDL Colesterol (g/l) =D x f f= .
VF, V.
0,457 =2 (gl) x —— x VR x—-  donde:
V, VR, V.

VF_ = volumen final de extracto = 0,55 ml

V,, = volumen de muestra procesada = 0,5 mi

VR, = volumen de reaccién con extracto = 2,1 ml

VR, = volumen de reaccién con Standard = 2,02 ml

V, = volumen de Standard en la reaccién = 0,020 mi

V. = volumen de extracto en la reaccion = 0,1 mi

Si se emplean volumenes de Reactivo diferentes de 2 mi el
factor 0,457 varia y debe ser calculado nuevamente, reempla-
zando en la formula VR_ y VR,.

VALORES DE REFERENCIA

El panel de expertos del National Cholesterol Education Program
(NCEP) provee los siguientes valores de HDL colestero:
0,40 - 0,60 g/l
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Es recomendable que cada laboratorio establezca sus pro-
pios valores de referencia. No obstante, valores mayores
de 0,40 g/l se consideran recomendables y los que se en-
cuentren por encima de 0,60 g/l se han considerado como
protectivos. Por el contrario, valores de HDL colesterol por
debajo de 0,40 g/l se consideran como indice significativo de
riesgo de enfermedad cardiaca coronaria.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA

La exactitud y precision de la determinacion dependen funda-
mentalmente de la observacion de las condiciones de precipi-
tacion, por lo que los tiempos y temperaturas establecidos,
si bien no requieren un control riguroso, deben ser respeta-
dos.

Cuando el HDL colesterol no puede separarse por completo
en una centrifuga comun debido a niveles elevados de triglicé-
ridos puede efectuarse la determinacion de la siguiente ma-
nera: seguir las instrucciones indicadas en PROCEDIMIEN-
TO hasta la incubacién a 4-10°C y luego de la misma, colocar
la mezcla de reaccién en tubos capilares y centrifugar en
centrifugas de microhematocrito a 10.000 r.p.m. durante 5
minutos. Cortar el capilar desechando el precipitado y utilizar
el sobrenadante limpido para la prueba.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando replicados de una misma
muestra en el dia se obtienen los siguientes valores:

Nivel DS. CV.
0,299/ +0,011 g/ 38%
063/ +0,023 g/ 37%

b) Linealidad: 1a reaccion es lineal hasta 5 g/l.

c) Limite de deteccién: en espectrofotdmetro, para una va-
riacion de absorbancia de 0,001 D.O., el cambio minimo de
concentracion detectable seré de 0,0063 ¢/l de colesterol.

PRESENTACION
Equipo para procesar 100 muestras (Cod. 1220103).
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REACTIVO EMPLEADO PARA LA DETERMINACION DE LDL

LDL Colesterol

ANEXO 4.

Reactivo Precipitante

Para la separacién de las lipoproteinas de baja densi-
dad (LDL) en suero

SIGNIFICACION CLINICA
El contenido aproximado de colesterol en cada familia de Ii-
poproteinas es (en % por unidad de peso): 1% en los quilomi-
crones, 18% en las VLDL, 50% en las LDL y 23% en las
HDL. Dado que cada familia posee distinta actividad bioldgi-
ca, el significado clinico de un aumento de colesterol depen-
de de la o las lipoproteinas que se encuentran en exceso.
Por otra parte, los mecanismos reguladores de los niveles
plasmaticos de lipoproteinas son muy complejos y pueden
ser afectados por muiltiples factores (genéticos, ambientales,
fisiolégicos o patolégicos), siendo posible encontrar valores
de colesterol total cercanos al rango normal acompafiados
de alteraciones en las fracciones lipoproteicas.

Las HDL y las LDL han sido las mas estudiadas por su im-

portante actividad biolégica:

- las LDL, producto del metabolismo de las VLDL en plasma,
son las encargadas del transporte del colesterol exégeno (y
en mucho menaes proporcion, endégeno) hacia el interior de
las células;

- las HDL, sintetizadas en el higado, remueven el colestero!
no utilizado por las células (dentro de ciertos limites de con-
centracion), transportandolo hacia el higado para su degra-
dacién.

Diversos estudios epidemioidgicos han confirmado que el ex-

ceso de colesterol de LDL con respecto a un valor critico (1,9

g/l) debe ser considerado como factor de riesgo para el desa-

rrolio de enfermedad cardiaca coronaria, considerando que el

efecto protector de las HDL sélo parece tener relevancia den-
tro de cierto rango de concentraciones de colesterol circulan-
te. Tales hallazgos permiten deducir que los valores aislados
de colesterol de HDL o de LDL no pueden tomarse como
indices predictivos de riesgo, sino que es necesario confor-
mar un perfil lipidico con los valores de colesterol total, coles-
terol de HDL y colesterol de LDL.

FUNDAMENTOS DEL METODO

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL o B-lipoproteinas) se
separan del suero precipitandolas selectivamente mediante
el agregado de polimeros de alto peso molecular. Luego de
centrifugar, en el sobrenadante quedan las demas lipoprotei-
nas (HDL y VLDL); el colesterol ligado a las mismas se de-
termina empleando el sistema enzimatico Colesterol oxida-
sa/Peroxidasa con colorimetria segtn Trinder (Fenol/4-AF).
Por diferencia entre el colesterol total y el determinado en el
sobrenadante, se obtiene el colesterol unido a las LDL.

REACTIVOS PROVISTOS
A. Reactivo A (Reactivo Precipitante): solucion 1 g/l de sulfato

de polivinilo disuelto en polietilenglicol (PM: 600) al 25%, pH
6,7

REACTIVOS NO PROVISTOS
Colestat enzimatico, Colestat enzimatico AA o Colestat
enzimatico AA liquida, de Wiener lab.

INSTRUCCIONES PARA SU USO
Reactivo A: listo para usar.

PRECAUCIONES

El reactivo es para uso diagndstico "in vitro".

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en ei laboratorio de quimica clinica.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE ‘
ALMACENAMIENTO

Reactivo A: estable en refrigerador (2-10°C) hasta la fecha
de vencimiento indicada en la caja.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Todo cambio en la coloracién u otro aspecto fisico del reacti-
vo, puede ser indicio de deterioro del mismo.

MUESTRA

Suero

a) Recoleccion: el paciente debe estar en ayunas (de 12 a
16 horas). Obtener suero de la manera usual y separar del
coagulo dentro de la hora de la extraccion.

b) Aditivos: no se requieren.

c¢) Sustancias interferentes conocidas: los sueros hiper-
trigliceridémicos (con quilomicronemia) producen sobrena-
dantes turbios,; la bilirrubina interfiere en niveles mayores de
50 mg/l.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: el
suero debe ser preferentemente fresco. En caso de no proce-
sarse en el momento, puede conservarse en el refrigerador
(2-10°C) durante no mas de 24 horas contadas a partir del
momento de la extraccion. No congelar.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)
- Centrifuga.
- Espectrofotémetro o fotocolorimetro.
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- Micropipetas y pipetas para medir los volumenes indicados.
- Tubos de Kahn.

- Cubetas espectrofotométricas de caras paralelas.

- Bafo de agua a 37°C.

- Reloj o timer.
PROCEDIMIENTO
En un tubo de Kahn, colocar:
Muestra 200 ul
Reactivo A 100 ul

Homogeneizar agitando (sin invertir) durante 20 segundos
y dejar 15 minutos en un bafio de agua a 20-25°C. Centri-
fugar 15 minutos a 3000 r.p.m. Separar inmediatamente el
sobrenadante. Ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIEN-
TO.

Usar el sobrenadante como Muestra para el ensayo colo-
rimétrico.

En tres tubos marcados B (Blanco), S (Standard) y D (Des-
conocido), colocar:

B S D
Sobrenadante - - 100 ul
Standard - 20 ul -
Reactivo de Trabajo 2mi 2mi 2mi

Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C si se usa el Reactivo
de Trabajo de Colestat enzimatico AA/liquida o 15 mi-
nutos a 37°C si se usa el de Colestat enzimatico. Retirar
del bafto y enfriar. Leer en espectrofotémetro a 505 nm o
en fotocolarimetro con filtro verde (490-530 nm), llevando
el aparato a cero de absorbancia con el Blanco.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
LDL colesterol (g/l) = Colesterol total (*) - (D x f)

0,624

S

(*) Valor obtenido con Colestat enzimatico o Colestat enzi-
matico AA/liquida.

El valor 0,624 surge de:

VE. V Vv
0,624 = 2 (g/l) x —— x Re i
v

V

M S E

donde:

VF_ = volumen final del extracto = 0,3 ml

V,, = volumen de muestra procesada = 0,2 mi (200 ul)

VR, = volumen de reaccion con el extracto = 2,1 ml

VR = volumen de reaccién con el Standard = 2,02 ml

V, = volumen de Standard en la reaccién = 0,02 mi (20 ul)
V. = volumen de extracto en la reaccion = 0,1 mi (100 ul)

Si se emplean volumenes diferentes el factor 0,624 varia y
debe ser calculado nuevamente.
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VALORES DE REFERENCIA

El panel de expertos de! National Cholesterol Education

Program (NCEP) provee los siguientes valores de LDL coles-

terol en relacion al riesgo de contraer enfermedad cardiaca

coronaria (ECC):

- Riesgo bajo o nulo (sujetos normales): valores de LDL
colesterol menores de 1,29 g/l.

- Riesgo moderado a elevado (individuos con probabilidad
de contraer ECC): valores entre 1,30y 1,89 g/l.

- Riesgo muy elevado (individuos sospechosos de padecer
ECC): valores de LDL colesterol > 1,90 g/I.

No obstante, es recomendable que cada laboratorio establez-

ca sus propios valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTQ

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.
Cuando se procesen muestras ictéricas, deberan diluirse los
sueros 1/2 6 1/3 con solucién fisiolégica y emplearse el pro-
cedimiento habitual, teniendo en cuenta el factor de dilucion
para los calculos.

Cuando el LDL colesterol no puede separarse por completo
en una centrifuga comun debido a niveles elevados de triglicé-
ridos, puede efectuarse la determinacién de la siguiente ma-
nera:

Seguir las instrucciones indicadas en PROCEDIMIENTO hasta
la incubacion en bafio de agua a 20-25°C, 15 minutos, luego
colocar la mezcla de reaccion en capilares y centrifugar en
centrifugas de microhematocrito, a 10.000 r.p.m. durante 5§
minutos. Cortar el capilar desechando el precipitado y utilizar
el sobrenadante limpido para la prueba.

En todos los casos en que los valores de colesterol unido a
HOL y VLDL (D x f, segun los célculos) sean superiores a 1 g/l,
se debe repetir la determinacion con los mismos sueros em-
pleando 100 ul de muestra y 200 ul de Reactivo A. Continuar
con la técnica descripta, tomando 100 ul de sobrenadante y
utilizando el factor 1,248 para los célculos en lugar del anterior.
No dejar el precipitado en contacto con el sobrenadante, de-
bido a que puede haber redisolucion provocando valores de
lecturas elevados con la consiguiente disminucion de los va-
lores de LDL colesterol.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando replicados de una misma
muestra en el dia, se obtienen los siguientes valores:

Nivel D.S. C.v.
1,14 g/l +0,03g/l 26 %
2,03 a4 +0,04 g/l 20%

b) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 5 g/l.

c¢) Limite de deteccién: en espectrofotémetro, para una va-
riacion de absorbancia de 0,001 D.O., el cambio minimo de
concentracion detectable sera de 0,0063 g/l de colesterol.

PRESENTACION
Para procesar 100 muestras (Cod. 1220104).

BIBLIOGRAFIA
- Seidel, D. - Ann. Clin. Biochem. 19:278 (1982).
-Levy, R.l. - Clin. Chem. 27/5:653 (1981).
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ANEXO 5:
TRIGLICERIDOS

®

TG Color

GPO/PAP AA

Método enzimatico para la determinacion de triglicéri-
dos en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

Los triglicéridos son lipidos absorbidos en la dieta y también
producidos en forma endégena a partir de los carbohidratos.
Su medicién es importante en el diagndstico y manejo de las
hiperlipidemias. Estas enfermedades pueden tener origen ge-
nético o ser secundarias a otras tales como nefrosis, dia-
betes mellitus y disfunciones endécrinas. El aumento de tri-
glicéridos se ha identificade como un factor de riesgo en en-
fermedades ateroscleréticas.

FUNDAMENTOS DEL METODO
El esquema de reaccion es el siguiente:

A lipoprotein lipasa ) )
triglicéridos ————————————> glicerol + &cidos grasos
glicerol kinasa

glicerol + ATP > glicerol-1-P + ADP

GPO
glicerol-1-fosfato + O, —— H,0, + dihidroxiacetonafosfato
POD L .
2H,0,+4-AF + clorofenol ———————>quinonimina roja

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: viales conteniendo lipoprotein lipasa, glicerol
kinasa (GK), glicerol fosfato oxidasa (GPO), peroxidasa
(POD), adenosina trifosfato (ATP) y 4-aminofenazona (4-AF).
B. Reactivo B: solucion de buffer Good conteniendo clorofenol,
pH75.

S. Standard: solucién de glicerol 2,26 mmoVi (equivale a 2 g/t
de trioleina).

Concentraciones finales
GO0 ..ot 50 mmol/t; pH 7,5
............ 2 mmol/t

[ .. 2500 UN
GPO . > 1500 U
POD .2900 UM
ATP .. .. 2 mmol/l
BBE s R s A 0,4 mmol/l
REACTIVOS NO PROVISTOS

Calibrador A plus de Wiener lab. cuando se emplea la téc-
nica automatica.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Standard: listo para usar.

Reactivo de Trabajo:

-5/10 x 20 mi: agregar 20 mide Reactivo B a un vial de Reactivo
A. Mezclar hasta disolucion completa. Homogeneizar y fechar.

- 4 x 50 mi: reconstituir el contenido de un vial de Reactivo A
con una porcidn de Reactivo B y luego transferir at frasco de
Reactivo B enjuagando varias veces. Homogeneizary fechar.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnéstico "in vitro".

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de anélisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. No mante-
ner a temperaturas elevadas durante lapsos prolongados.
Reactivo de Trabajo: es estable 30 dias en refrigerador (2-10°C).

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

El Reactivo de Trabajo puede presentar una coloracion rosa-
da que no afecta su funcionamiento.

Lecturas del Blanco superiores a 0,160 D.O. o lecturas del
Standard anormalmente bajas, son indicios de deterioro del
Reactivo. En tal caso, desechar.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccion: previo ayuno de 12 a 14 horas, obtener sue-
ro o plasma. Separar de los glébulos rojos dentro de las 2
horas de extraccion.

b) Aditivos: en caso de emplear plasma, se recomienda el
usc de Anticoagulante W o heparina para su obtencion.

c) Sustancias interferentes conocidas: los sueros con he-
molisis intensa 0 marcadamente ictéricos producen resulta-
dos erréneos, por lo que no deben ser usados.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: los
triglicéridos en suero son estables 3 dias en refrigerador (2-
10°C). No congelar.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro o fotocolorimetro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volumenes indicados.
- Tubos o cubetas espectrofotométricas.

- Bafio de agua a 37°C.

- Reloj o timer.
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CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 505 nm en espectrofotémetro 0 490-530 nm
en fotocolorimetro con filtro verde.

- Temperatura de reaccién: 37°C

- Tiempo de reaccién: 5 minutos

- Volumen de muestra: 10 ul

- Volumen de reactivo: 1 ml

- Volumen final de reaccién: 1,01 ml

PROCEDIMIENTO

Homogeneizar la muestra antes de usar, especiaimente
frente a sueros lechosos.

En tres tubos o cubetas espectrofotométricas marcadas
B (Blanco), S (Standard) y D (Desconocido) colocar:

B S D
Muestra - - 10ul
Standard - 10ul -
Reactivo de Trabajo 1mi 1mi 1mi

Mezclar, incubar 5 minutos a 37°C o 20 minutos a fempe-
ratura ambiente (18-25°C). Enfriar y leer en espectrofoto-
metro a 505 nm o en fotacolorimetro con filtro verde (490-
530 nm) llevando el aparato a cero con agua destilada.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de reaccién final es estable 60 minutos, por lo que la
absorbancia debe ser leida dentro de este lapso.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
Corregir las lecturas con el Blanco de reactivos y usar las
lecturas corregidas para los calculos.

24/

S

TG g/l = D x factor factor =

CONVERSION DE UNIDADES
Triglicéridos (g/l) = 0,01 x Triglicéridos (mg/dl)
Triglicéridos (mg/dl) x 0,0113 = Triglicéridos (mmol/l)

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad (Stan-
datrot S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas de tri-
glicéridos, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA
El panel de expertos del National Cholesterol Education Program
(NCEP) provee los siguientes valores de Triglicéridos:

Deseable: < 1,50 g/l

Moderadamente elevado a elevado: 1,50 - 1,99 g/l
Elevado: 2,00-4,99 g/l

Muy elevado: > 5,00 g/t

No obstante, se recomienda que cada laboratorio establezca
sus propios intervalos o valores de referencia.
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

Los reductores disminuyen la respuesta de color, mientras que
los oxidantes colorean el Reactivo aumentando los Blancos.
Las contaminaciones con glicerol producen resultados falsa-
mente aumentados.

PERFORMANCE

a) Reproducibilidad: procesando simultaneamente replica-
dos de las mismas muestras en 10 dias diferentes, se obtu-
vieron los siguientes datos:

Nivel D.S. C.V.
1,14 g/l +0,021 g/ 1,82%
7,414/l +0,074 g/l 2,11%

b} Recuperacién: agregando cantidades conocidas de trio-
leina a distintos sueros, se obtuvo una recuperacion entre
99,2y 100,7% para todo el rango de linealidad del método.
c) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 10 g/l de triglicéri-
dos. Para valores superiores, repetir la determinacion con
muestra diluida 1:2 con solucién fisioldgica. Multiplicar el re-
sultado obtenido por la dilucién efectuada.

d) Limite de deteccién: depende del fotometro empleado.
En espectrofotémetros, el cambio minimo de concentracion
detectable en las condiciones de reaccion descriptas, para
una variacién de absorbancia de 0,001 D.O. sera aproxima-
damente de 0,008 g/I.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion debe consultarse el
Manual del Usuario del Analizador en uso.

Para la calibracién debe emplearse Calibrador A plus de
Wiener lab., de acuerdo a los requerimientos del analizador.

PRESENTACION
-5x20ml (Céd. 1780107).
-10x20 mi(Céd. 1780101).
-4 x50 ml (Céd. 1780105).

BIBLIOGRAFIA

- Fossati, P - Clin. Chem. 28/10:2077 (1982).

- McGowan, M.W.; et al - Clin. Chem. 29/3: 538 (1983).

- Tietz, N.W. - Fundamentals of Clin. Chem. - W.B., Saunders
Co. - Philadelphia, Pa. (1970), pag. 329.

- Expert Panel of National Cholesterol Education Program -
JAMA 285/19:2486 (2001).

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 4" ed., 2001.

870920022/ 06 p. 2/9



