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optar al Titulo de DOCTOR EN,6 CIENCIAS VETERINARIAS.-

!
'
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1°.- €onsideraciones Generales.-
)
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a).- Colesterol,

b) .- Triglicéridos,

c).- Lipemia.-

3°.- Materiales y métodos. utilizados.-
4° .- Resultados.-

5°.- Discusiébn.-

6°.- Conclusiones.-

7°.- Bibliograffa.-
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ALGUNOS. ASPECTOS SOBRE COLESTEROL, LIPIDOS Y TRIGLICERIDOS:
LIPIDOS:

Los 1ipidos son substancias orginicas insolubles en agua y solubles
en disolventes. organicos (€ter, acetona). Se incluyen en el grupo -
las susbstancias grasas, los &cidos grasos, los esteroles (coleste-
rol y otros), las ceras, varios complejos (fosfolipidos y lipoprote
inas), las vitaminas A, D, q y K, sales biliares y cuerpos cetfni -
cos. - |

Las fracciones principales de los 1lipides plasmiaticos son los fosfo
1ipido§, el colesterol y sus esteres y los triglicéridos. La mayo -
ria de ellos estin asociados a globulinas alfa y beta. Una pequefia
fraccién, que tienen un recambio rdpido, los &cidos grasos no este-
rificados (4cidos. grasos libres), estén unidos a albGiminas. En los
rumianteS‘hay-icidos grasos. de cadena corta (voldtiles) en forma de
iones.-

Los lipidos se dividen en:

1°) Grasas o €steres de icidos grasos con glicerina.-

2°) Ceras o &steres de Gcidos grasos con ciertos alcoholes, pero no
con glicerina.-

3°) Fosfolipidos,. constituidos por grasas que contienen, ademis, &-
cido fosférico y grupos nitrogenados (lecitina, cefalina y es -
fingomielina).-

4°) Cerebrbsidos, combinacién de un &cido. graso, un azGcar y una -
substancia nitrogenada (frenosina, querasina, etc.).-

5°) Esteroles, que son derivados hidrogenados del fenantreno (coles
terol, ergosterol, etc.).-

Las grasas y los aceites, tales como el de oliva y el de higado de
bacalao,. estan formados por mezclas de glicéridos, que son compues-
tos de glicerina y uno o ma3s &cidos grases (generalmente el estefiri
€o, palmitico o el oleico).-

Una grasa se origina por 1la combinacién-de un &cido (generalmente -
de peso molecular elevado) con el alcohol glicerina.-

Las grasas y los aceites son an8logos quimicamente. En general, las

/



grasas son sb6lidas a la temperatura ambiente, en tanto que los a-

4

ceites son liquidos.-

Las ceras son ésteres formados por &cidos grasos con alcoholes de
elevado peso molecular, pero nunca con glicerina (lanolina, cera
de abeja, etc.).-

Los fosfolipidos son constituyentes de todas las cé&lulas vegeta -
les y animales (corazbn, cerebro, haba de soja, etc.). Los tres -
fosfolipidos principales son la LECITINA, CEFALINA y ESFINGOMIELI
NA; todos ellos contienen nitr6geno y f6sforo, ademids de carbono,
hidr6geno y oxigeno. En la lecitina y en la cefalina la relacibn

N:P es de 1:1 y en la esfingomielina es de 2:1.-

Los cerebrésidos son denominados también cerebro-galactfsidos y -
galactolipidos, se encuentran principalmente en la masa encefdli-
ca y no se conocé con seguridad su funcién fisiol6gica. Se dife -
rencia de los fosfédtidos por la ausencia de Acido fosférico.-

Estan formados por combinaciones de &cido graso, esfingosina y ga
lactosa, y difieren entre si por la molécula de &cido graso pre -
sente.-

Los esteroles son alcoholes monohidroxilados complejos que se en-
cuentran en plantas y animales, bién libres 8 bién como &steres -/
(combinados con &cidos grasos de elevado peso molecular). Quimica
mente son derivados del fenantreno o mis correctamente, del ciclo
pentano-perhidro-fenantreno, por lo tanto, tienen estructura muy
parecida a la de los &cidos biliares, hormonas sexuales, etc. El
mejor conocido de todos es el colesterol. Se ha propuesto la deno
minacidn general de. esteroides para todo el grupo de compuestos -
afines: esteroles, ficidos biliares, hormonas sexuales, saponinas,

etc.'

COLESTEROL:

La f6rmula bruta del colesterol es: C,, H, O y 1le corresponde la
f6rmula desarrollada siguiente:



Se presenta como una substancia blanca que cristaliza en placas rec
tangulares en alcohol caliente. Es insoluble en agua, y si es solu-
ble en cloroformo, benceno, eter, etc. Se sabe que el colesterol es /
un alcohol con enlace no sat;}ado, formado por un anillo hidroaromid
tico y una cadena lateral de nueve enlaces, alifatica y ramificada.
Son constituyentes esenciales de todas las células donde parece guar
dar equilibrio quimico y funcional con los lipidos; existen ademéis-
en la sangre. Se encuentran casi a la vez al estado libre y combina
dos con ésteres de &cidos grasos, existiendo en general una relacibén
fija entre ambos estados. Sin embargo existe libre el colesterol en
la bilis y principalmente libre en los eritrocitos y el cerebro, -
mientras que en el plasma mas de la mitad est8 esterificado. El co-
lesterol se encuentra en la sangre al estado de suspensoide, en su
mayor parte combinado con betaglobulinas, de peso molecular elevado.
Las alfa y betaglobulinas que solo comprenden el 8% de los prétidos
del suero, transportan todo el colesterol de la sangre circulante.-

Las grasas sufren hidr6lisis en el intestino hasta &cidos grasos y

glicerol, absorbiéndose de esta forma. Las grasas son insolubles en
agua, pero los &cidos grasos formados por su hidré6lisis son hidroso
lubles en presencia de bilis. Las sales biliares entran en combina-
cién quimica con los &cidos grasos aumentando su solubilidad. La bi
lis es necesaria para la absorcidén normal de las grasas.-

En ausencia de esta secrecién la mayor parte de las grasas aparecen
en las heces, no en forma de grasa neutra, sino de 4cidos grasos, 1lo
qué indica que el disturbio no es de fragmentaci6én sino de absorcién.
La penetracifén se lleva a cabo en los extremos libres de las células
epiteliales del revestimiento intestinal y entran en su interior.-

Las células presentan numerosas gotitas de grasa en su citoplasma -



que se originan por la sintesis de grasa neutra a partir de los &-
cidos grasos y el glicerol. Estudios recientes con is6topos reve -
lan que aparentemente forman su propio glicerol.-

Los gl6bulos grasos a medida que se aproximan al extremo basal de
la célula, disminuyen de tamafio. Ahora penetran en los espacios ti
sulares de la tGnica propia y pasan de ellos a los capilares linfd
ticos de las vellosidades. La corriente linfitica los arrastra a -
los linfaticos mesentéricosi& al conducto toraxico, que drena en -
el sistema venoso anterior al corazén. La grasa asi finamente divi
dida, estd en forma de emulsién de color lechoso que se llama qui-
lo.-

Durante la absorci6én de las grasas existe un activo metabolismo -
fosfolipidico en la mucosa intestinal. Los &dcidos grasos de los -
fosfolipidos de la mucosa se intercambia con los Acidos grasos de
los alimentos, lo que indica que los fosfolipidos ejercen un papel
de intermediarios en la sintesis de grasa neutra a partir de los &
cidos grasos.-

Se cree que sus 4cidos grasos son desplazados por los &cidos gra -

sos derivados de los alimentos. Después ceden estos 4cidos grasos

a la linfa y reciben otros del canal alimenticio. Los &cidos grasos
aparecen en la linfa como grasa neutra. Parte de los propios fosfo
lipidos sufren absorcibén a 1la linfa.-

Aunque se est8 de acuerdo generalmente en que los fosfolipidos se
forman en las células de la mucosa intestinal, algunos investigado
res los consideran como productos finales, y no como compuestos -
intermediarios en la resintesis de las grasas.-

Durante la absorcifn se acumulan leucocitos en la mucosa y ha sido
muy debatida su significacién en la transferencia de la grasa des-
de las células epiteliales al sistema linfitico; trabajos recientes
indican que no son importantes.-

En el intestino se dan buenas condiciones para la hidrélisis de las
grasas, existiendo la duda si las grasas se absorben hidrolizadas.-
Seglin 1a absorcién de las grasas, la fraccifén glicérida de la grasa
en el intestino, o sea la fraccib6n sin hidrolizar, se absorbe prin-
cipalmente via linfatica, mientras que la fraccién &cidos grasos se



absorbe principalmente por la circulacién porta.-

Aparentemente la absorcidon del colesterol requiere la presencia de
sales biliares, asi como la absorcidén simultinea de erasa. Una bue-
na varte del colesterol se convierte en ésteres durante la absorcién.
El colesterol se absorbe vrincinalmente vor la linfa.-

El colesterol tiene una concentracién en sangre que vroviene de la -
sintetizacién del mismo vor:/varte del oreanismo (colesterol endbee -
no) v la fraccidn aue ineiere (colesterol ex6eeno). E1 hicado es su
fuente princivnal de la fraccibén endb6eena. bpero también se puede sin
tetizar en otros teiidos.-

Se tiene conocimiento en lo referente a la sintesis end6ecena. aue -
en el proceso de oxidacién de los &cidos g¢rasos. llegados a la eta-
vpa de formacidén de la ACETILCOENZIMA-A ésta se condensa con el OXA-
LOACETATO v entra en el ciclo de KREBS para transformarse en CO2 L4

0,.-

Cuando hav mavor. oxidacién de los acidos erasos, la Acetilcoenzima-
A se acumula mas riapidamente que su capacidad de combinacién con el
Oxaloacetato, se tiende a la formacién de acetoacetato y posiblemen
te colesterol. En efecto, el colesterol end6geno se formaria a par-
tir de sucesivas transformaciones de €sta molécula en las cuales el
dimetilacrilato y el escualeno serfa parte intermediaria.-

Por esa causa, cuando se acelera la oxidaci6n de los &cidos grasos,
como ocurre en la diabetes o cuando se agrega colina u otros lipo -
trépicos a las dietas colesterdlicas, la sintesis es facilitada en
la formacién del colesterol end6geno, lo cual nos ha de explicar la
hipercolesterolemia observada en estas condiciones. Esto nos demues
tra lo infitil y perjudicial que puede resultar el uso de los lipo -
tr6picos en la prevencibén y tratamiento de la aterosclerosis humana.-

In vitro se produciria la inhibicidn de la formacidén del colesterol
endégeno a partir del acetbacetato,.dichas substancias son ciertos-
ficidos aromiticos como el alfa-fenil-butfdico y el beta-fenil-valé-
rico y algunos hombélogos.-

Una parte del colesterol del organismo se oxida hasta llegar a Co,
y HZO' Otra parte se transforma en hormonas esteroides v en 8cidos



biliares que se forman por un proceso de oxidacién en el higado. Si
por alguna causa se retarda esta oxidacién como ocurre en los perros
alimentados con colesterol-tiuracilo y en el hipotiroidismo humano,-
el colesterol aumenta en la sangre, lo mismo ocurre cuando se acumu-
lan acidos biliares en la sangre, sea por defectos en su eliminacién
por la bilis (enfermedades hepdtica) o experimentalmente, por su in-
gestidon en grandes cantidades en las dietas colestéricas.-

El colesterol es eliminado como tal por la bilis y se pioduce su ex-
cresi6én por las paredes intéstinales, pudiendo entonces volver a ser
reabsorbido juntamente con el colesterol ingerido en los alimentos o
ser transformados directa o indirectamente sobre todo por acciones -
microbianas a través de la formacién de colesterona 6§ coprestene en
dihidrocolesterol 6 coprosterol que son esteroles escasamente absor-
bidos.-

Los sulfamidicos y arsenicales retardan la transformacién de coleste

rol en coprosterol y a su vez favorecida por ciertos estractos de cg'
rebro e hidrocarbonados, los cuales, no han posido ser utilizados en

la terapéutica humana. La sintesis del colesterol es regulada por -

factores hormonales.-

Cuando en un animal se le hace la hepatectomizacién, se ve una dismi
nucibén en la esterificaci6én de gran parte del colesterol sanguineo -
que estd combinado con los &cidos grasos formando ésteres. Cuando -
hay lesién hepiatica la proporcién de &steres del colesterol sanguf -
neo disminuye.-

En los enfermos del higado no es posible apreciar una modificacién -
en la concentracidén total del colesterol. En cambio, se observa que
los ésteres disminuyen su proporcién en relacién al colesterol libre
de acuerdo al grado de insuficiencia, al punto que pueden llegar a
desaparecer y ser reemplazados por colesterol libre; los casos no -
muy frecuentes en que el libre también disminuye deben considerarse
como de mal pronéstico.-

Esta prueba de la relacién libre esterificada estid basada en la su-
posici6n de que es el higado el finico que posee el poder de esteri-
ficar el colesterol; sin embargo, la experimentacién tiende a demos
trar lo contrario, pues se ha observado que la sangre posee poder -



esterificante y que en los animales hepatectomizados, sigue exis -
tiendo un poder de esterificacién.-

Como hemos dicho el higado es uno de los sitios mds importantes de
sintesis y estd comprobado que los dos atomos de carbono del aceta
to pueden proporcionar el carbono necesario para el colesterol. Se
cree que 1la sintesis ocurre por condensacibn del acetoacetato con
acetato para formar el 4cido beta-hidroxi-beta-metil-glutédrico, de
cadena ramidicada, que puede ser convertido en &cido mevaldnico, es
cualeno y finalmente en colesterol. Este es convertido en &cidos bi
liares por el higado y 90% es excretado en la bilis. El colesterol
en los tejidos estd en forma libre y esterificada, y la relacidn en
tre ellas es constante para cada tejido en condiciones normales.-

Los tejidos con mayor recambio activo de colesterol tienen una rela
cién alta de colesterol esterificado a colesterol libre. Se ha sos-
pechado por largo tiempo que el colesterol puede ser un precursor -
de las hormonas adrenocorticales y sexuales.-

d )

La conversién de los quilomicrones de colesterol a lipoproteipas -
plasmiticas y la liberacifn de colesterol ex6geno y endégeno dentro
de la sangre como lipoproteénas parece ocurrir en el higado. En 1la /
ictericia obstructiva del hombre hay aumento en el colesterol total
sérico.-

Esto puede ser debido a sobre produccién por el higado, no solamen-
te a la retencibn.-

En la lesidén hepatocelular se reduce la esterificacidn y disminuye
la relacibn colesterol esterificado a colesterol total.-

‘El colesterol parece intervenir en los procesos siguientes:

a) Desempefia algGn papel en la absorcidn y transporte de las grasas.

b) En la permeabilidad de las mambranas celulares y por lo tanto en
.l intercambio de agua y soluto.-

c) En las vainas de los nervios parece ser un aislador del impulso -
nervioso y se encuentra en gran cantidad en su sustancia blanca.

d) Neutraliza ciertas sustancias citoliticas y hemoliticas como ser
la saponina y ciertos derivados de fosfolfipidos (lisocitina y 1i-
socefalina); esto le ha hecho atribuir exageradamente un poder -



antit6xico universal.-
e) Es un constituyente importante del estroma de los corpfisculos ro
jos de la sangre.- ’



MATERIAL Y METODOS:

El material utilizado para las determinaciones de los valores, ha -

sido el siguiente:

1°)

2°)

3°)

4°)

5°)

6°)

7.0)

Suero Sanguineo: obtenido por centrifugaci6én de sangre de equi-
no, procedente del Oeste de la Provincia de Buenos Aires y de -
varias provincias del pafis, que se faenaban en el frigorifico -
ubicado en 1la ciudad defTrenque‘Lauquen (Bs. As.); cuya edad -
oscilaba entre los dos afios y nueve afios, de estado general bue
no y cligicamente sanos; estos animales eran sacrificados para

consumo. La Inspeccibfn Veterinaria estd a cargo de Médicos Vete
rinarios pertenecientes al Ministerio de Agricultura y Ganade -

ria.-- - - —

Los sueros utilizados fueron aquellos que reunian todas las ca-
racteristicas de normalidad (transparencia, color, etc.).-

Es necesario hacer notar que todo el material de vidrio necesa-
rio para estas determinaciones antes de utilizarse era objeto -
de una minuciosa limpieza con liquidos detergentes, agua de ca-

nilla y por Giltimo enjuague con .agua destilada y secado perfec-

to. Los factores de limpieza y sequedad son muy importantes pa-
ra la exactitud de estas determinaciones, cosa que hemos compro
bado sobre todo para el colesterol donde la utilizacién de mate
rial engrasado o hGmedo da resultados inexactos.-
Fotocolorimetro.-

Espectrofotbémetro.-

Bafios Maria de 37°C y 56°C.-

Pipetas de 0,1; 0,2; 1; 2; 10 ml.-

Tubos de centrifuga.-

Tapones de corcho 6 goma.-



METODOS DE TRABAJO:

Los métodos empleados para efectuar las determinaciones, son los si
guientes:

LIPEMIA:

Método colorimétrico para la determinacién de los lipidos totales -
del suero.-

FUNDAMENTOS DEL METODO:

Los 1lipidos séricos, incluyendo los 4cidos grasos no saturados 1li -
bres y esterificados y el colesterol y sus €steres reaccionan con -
la vainillina en medio fosférico, previa accifn del &cido sulftGrico
en caliente. El1 cromfgeno rosa violdceo asi obtenido es proporcio -
nal a la concentracién de los lipidos totales de la muestra y se -
lee fotocolorimétricamente a 530 mm.-

CARACTERISTICAS DEL SISTEMA:

La técnica es sencilla y reproducible. Se emplean 50 ul de muestra

y los resultados se obtienen en 20 minutos. La concordancia con la

Ley de Beer permite el uso de un factor que se calcula procesando -
un Standard Gnico en su tipo: se trata de una solucién acuosa de de
rivados etoxilados de lanolina. No contiene solventes (alcohol, clo
roformo, etc.) que interfieren en la reaccién colorimétrica o que -
se evaporan modificando la concentraciédn del standard.-

REACTIVOS:

Reactivo 1: 120 ml de &cido sulfiirico 96%. Corrosivo. Estable a tem

---------- peratura ambiente.-
Reactivo 2: 300 ml de solucibén de vainillina purfisima 9,02 mmo1/1 -
---------- en 8cido fosférico. Corrosivo. Estable a temperatura am

biente. La conservaci6n en heladera prolonga su estabilidad.-
Standard: 4 ml de solucifn acuosa estabilizada de derivados etoxila
ceeeem-- dos de lanolina, equivalente a 10,0 g/1 de lipidos tota -
les. Estable a temperatura ambiente. La conservacién en heladera -
prolonga su estabilidad.-



MUESTRA:
_— -

~
Usar suero fresco, o plasma recogido con anticoagulante, con ayuno

previo de 12-24 horas. Si no.se procesa en el dfa, la muestra pue-
de conservarse refrigerada 24 horas.-

TECNICA:

En dos .tubos de ensayo marcados S (Standard) y D (Desconocido) co-
locar:

S D
Standard 50 ul ---
Muestra s -- 50 ul
Reactivo 1 2 ml 2 ml

Agitar vigorosamente para homogeneizar. Colocar en Bafio Marfa hir-
viente durante 10 minutos. Enfriar.-

En tres tubos de fotocolorimetro marcados B (Blanco), S (Standard)
y D (Desconocido) colocar: (1)

B S D
Reactivo 1 200 ul --- ---
Mezcla S .- 200 ul -———
Mezcla D --- --- 200 ul
Reactivo 2 5 ml 5 ml 5 ml

Mezclar con varilla mezcladora realizando unos 20 movimientos sua-
ves ascendentes y descendentes, -desde 1la superficie del 1fquido al
fondo del tubo. Colocar en Bafio:Marfa a 37°C durante 10 minutos. -
Retirar. del bafio y dentro de 1los 30 minutos lee en espectrofotfme-
tro a 530 nm .o en fotocolorimetro con filtro verde (entre 500 y --
550 nm) llevando el aparato a cero con el Blanco.-

(1): Los 200 ul del digesto suero/SO4H2 (Mezcla D) deben ser depo-
.. sitados MUY LENTAMENTE en el fondo del tubo D.-
(2): E1 volfimen del Reactivo 2 puede aumentarse a 6 6 7 ml segln -
requerimientos del fotocolorimetro usado.-



CALCULOS:

Lipidos g/1 = D x £

£ = 10,0 g/1
S

Los valores del Standard son reproducibles, pero se aconseja repetir
1o con cada lote de determinaciones. Valores superiores a 20 g/1 es-
capan al rango itil del fotocolorimetro. En todo debe dilufrse la so
lucién coloreada final 1:2 6 1:5 con Reactivo 2 de acuerdo con la in
tensidad del color. De este modo -se determinan hasta 100 g/1 de 1ipi
dos-sin repetir la determinacién.-

REPRODUCTIBILIDAD DEL SISTEMA EN REPLICADOS DE SUERO:.

Nivel D.S. Coef. variacién
5,0 g/1 + 0,21 g/1 4,2%
11,5 g/1 + 0,21 g/1. 1,7%

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

Debe tenerse especial cuidado en la interpretaci6én de las hipolipe -
mias provacadas por fiebre, anemias severas y malnutricifén, etc. y -
la hiperlipemia que se produce durante el Gltimo trimestre del emba-

Trazo.- ¢



TRIGLICERIDOS:

Método fotocolorimétrico para la determinacién de Triglicéridos Séri
cos.-

FUNDAMENTOS DEL METODO:

Los triglicéridos séricos son extraidos selectivamente por particiém
entre nonano y agua/isopropéno/SO4H2. Una alicuota del extracto noni
nico libre de fosfolipidos, se trata con alc6xido que libera el gli-
cerol de los triglicéridos por transesterificaci6n. La oxidacién a -
formol se realiza con &cido pery6dico en medio acuoso, que simulté -
neamente extrae el glicerol en una segunda particién entre solventes
y lo oxida a formaldehido que se cuantifica colorimétricamente a 410
nm como 3,5-1,4-diacetildihidrolutidina. E1 reactivo de acetilaceto-
na provee el pH 6ptimo para desarrollo de color y un reductor con ca
talizador, que elimina el exceso de oxidante.-

CARACTERISTICAS DEL SISTEMA:

La doble purificacién por particién entre solventes hace al sistema
absolutamente especffico. No interfieren los fosfolipidos ni ningin
otro componente normal o patolbégico del suero.-

El extractante en una fase Gnica simplifica y standariza la extrac-
cién al requerir una sola medicién.-

El transesterificante libera el glicerol en pocos segundos, y la oxi
dacién a formaldehido es igualmente rapida. De esta manera se elimi-
nan operaciones que anteriormente llevaban horas.-

La técnica es sumamente sencilla, y todo el proceso requiere unos 10
minutos, adaptéindose especialmente al trabajo en serie. Valores de -
hasta 12 g/litro pueden procesarse directamente sin repetir el ensa-

yo.-

La reaccidén de color de la acetilacetona es especifica para el for -
mol, y sigue estrictamente la Ley de Beer.-



REACTIVOS:

Extractante 1: Solucién de 4cido sulfGrico 0,15 N/nonano/isopropanol

------------- Si antes de su uso se observan dos fases, entibiar 1i
geramente y homogeneizar por inversién. Después de su uso tapar inme
diatamente. No refrigerar.-

Standard 2: Solucién de triglicéridos en nonano que en las condicio-
----------- nes del método equivale a 1,50 g/1. Después de usar ta -
par inmediatamente. Inflamable.-

Transesterificante 3: Et6xido de potasio 0,50 mol/1 en butanol secun
---------- “--------- dario, Para usar reemplazar la tapa por un go-

tero.-

Oxidante 4: Acido pery6dico 4 -mmol/1l en &cido sulffirico 0,35 mol/l.-

Buffer: Acetato de amonio 5 mol/l, arsenito de sodio 190 mmol/1l, ca-
------ talizador y estabilizadores. Téxico.-

Acetilacetona: 2,4 pentanodiona. Todos los reactivos son estables a

------------- temperatura ambiente.-

Reactivo de color 5: Preparacibén: Transferir el contenido de una am

------------------- polla de acetilacetona (2 ml) a un frasco de vi
drio color caramelo o de polietileno. Agregar el contenido del fras-
co Buffer (100 ml) y 400 ml de agua destilada. Agitar hasta disolu -
cién completa de la acetilacetona. Rotular y fechar. T6xico. Estable

un afio en heladera.-

MUESTRA: Obtener con ayuno de 12-24 horas, suero o plasma recogido -
---~--- con anticoagulante. Separar de los gl6bulos rojos dentro de
las 2 horas de la extraccidn.-

Antes de usar, se debe homogeneizar la muestra de modo de resuspen -
der los quilomicrones especialmente frente a sueros lechosos.-

Los triglicéridos son estables en el suero refrigerado, pero un au -
mento de la lipasa pancrefitica puede ocasionar su rapida descomposi-
cién, por lo que es recomendable efectuar la determinacibén a la bre-
vedad, manteniendo el suero en heladera. No se debe congelar.-



TECNICA:

En un tubo de extraccién (son tubos aforados a 4,5 ml) medir exacta-
mente 0,5 ml de suero y agregar Reactivo Extractante hasta el aforo.

Tapar, invertir y agitar vigorosamente 15 segundos. Dejar el tubo en
posicidn vertical hasta separacién en dos capas. En tres tubos de fé
tocolorimetro marcados B (Blanco), S (Standard) y D (Desconocido) -
puesto en bafio de agua entré 55 y 65°C colocar:

B S D
Capa superior --- --- 200 ul
Standard --- 200 ul ---
Transesterificante 3 gotas 3 gotas 3 gotas

Mezclar suavemente. Dejar en el bafio por lo menos 30 segundos.-
Oxidante 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

Agitar vigorosamente 10-15 segundos sin invertir. Dejar en el bafio -
por 1o menos 30 segundos. Luego agregar:

Reactivo de color 6 ml 6 ml 6 ml

Mezclar la fase acuosa inferior con una varilla mediante 3 6 4 movi-
mientos descendentes y ascendentes. Dejar en el bafio 5§ minutos. En -
friar en bafio de agua y lee en espectrofotémetro a 410 nm o en foto-
colorimetro con filtro azul de longitud de onda mds prb6xima, llevan-
do a cero el aparato con el blanco. E1 color obtenido es estable --
tres horas.-

La fina capa superior de solvente que se observa no interfiere en la
lectura, como tampoco algunas gotas que pudieran quedar adheridas a
las paredes del tubo.-

CALCULOS:
TG g/1 = D x factor

factor = 1,50 g/1
S



Los valores del Standard son reproducibles dia a dia y por lo tanto
definitivos. Sin embargo, se aconseja su repeticién peri6édica como
control del fotocolorimetro y del sistema analitico.-

CAPACIDAD REACCIONAL DEL SISTEMA:

Valores superiores a 3,00 g/1 suelen escapar al rango Gtil de lectu
ra del fotocolorimetro. En estos casos diluir la soluci6én coloreada
final (Blanco y Desconocido) hasta 1:4 como miximo con agua destila
da, con lo que puede cuantificarse hasta 12 g/1. La lectura puede e
fectuarse de inmediato y la estabilidad del color es la misma que -
en la reaccibn original.-

SUEROS LECHOSOS :

De acuerdo al grado de turbiedad, emplear cantidades menores de sue
TOo que las indicadas en técnicas, completando hasta 0,5 ml con solu
cién fisioldgica. El resultado debe corregirse proporcionalmente.-

CURVA DE CALIBRACION:

La reaccibén colorimétrica sigue estrictamente la Ley de Beer, pero
debe constatarse que el fotocolorimetro tenga respuesta lineal en -
esta longitud de onda.-

En cuatro tubos de fotocolorimetro numerados 1, 2, 3 y 4 colocar:

Standard Lectura Concentracién
1 --- 0 0,00 g/1
2 100 ul 0,75 g/1
3 200 ul 1,50 g/1
4 400 ul 3,00 g/1

Procesar seglin se indic6é en técnica, llevando el aparato a cero con
el tubo 1 (Blanco). Representar DO . en funcibén de TG en g/1 en un -
sistema de coordenadas, colocando DO en ordenadas y TG en g/1 en ab
cisas.-

Si la lectura del tubo 4 (3,00 g/1) no difiere en méds del 10% del -
doble de la del tubo 3 (1,50 g/1), se considera que la respuesta es
lineal y puede usarse el factor, en caso contrario debe usarse la -
curva de calibracién.-



IMPORTANTE:

La medida del transesterificante (3 gotas) no es critica. Para evi-
tar contaminaciones debg emplearse con un gotero.-

SUEROS ICTERICOS:

Sueros con altos niveles de bilirrubina no conjugada dan sobrenadan
tes nonanicos verdosos. Durante la segunda particifn entre solven -
tes con el reactivo oxidante, se elimina completamente esta interfe
rencia.-

CONTAMINACIONES CON FORMALDEHIDO:

Al preparar el Reactivo Color deben evitarse frascos que hayan' con-
tenido formaldehido, debido a la sensibilidad de la reaccifn colori
métrica. No usar frascos de Inhibidor de Fosfatasa.-



COLESTEROL:

Método colorimétrico para la determinacién de colesterol.-

CONCENTRACION DE_LAS SOLUCTONES:

Reactivo 1: Colesterol 200 mg/100 ml de &cido acético glacial

Reactivo 2: Acido dimetilbencenosulfénico 50 mM; dcido acético 7.0 M
------ ---- anhidrido acétic¢o 6.5 M.-

REACTIVOS AUXILIARES:

Acido sulfGrico conc. p.a.-
TECNICA:

Longitud de onda: 560-580 nm.-

Cubeta de vidrio: 1-2 cm de paso de luz.-

Temperatura: 20-25°C.-

Medir contra blanco.-

Para cada serie de determinaciones se necesita solamente un blanco y
un standard.-

Usar solamente material de vidrio seco.-

Tener precaucién con los reactivos corrosivos.-

Pipetear en tubos de ‘ensayo secos

Blanco Standard Prueba
Agua destilada 0.10 ml --- ---
Solucién 1 --- 0.10 ml ---
Suero --- --- 0.10 ml
Solucién 2 2.50 ml 2.50 ml 2.50 ml

Mezclar. Dejar 5 minutos en bafio de agua fria. (No inferior a 15°C)
Acido sulfdrico 0.50 ml 0.50 ml 0.50 ml
Mezclar r8pidamente y dejar en bafio de agua fria por otros 10 minu -

tos. Verter en cubetas secas y medir la Extincién de la prueba (E -
prueba) y del Standard (E standard) contra el blanco.-



Con valores sobre 600 mg de colesterol/100 ml suero, diluir 0,50 ml
de suero con 0,50 ml de solucidén fisiolégica y repetir la determina
cién con 0,10 ml de esta dilucidén (resultado 2).-

CALCULOS:

Los valores de la concentraci6én de colesterol se calculan segfin:

E prueba 200 = mg de colesterol/100 ml suero.-
E standard '
OBSERVACIONES:

La reacci6n es muy sensible a la temperatura, por lo tanto es absolu
tamente necesario colocar los tubos de ensayo en bafio de agua fria -
durante el agregado de sulfirico.-

Con temperaturas por debajo de 15°C puede congelarse el acido acéti-
co glacial y por lo tanto cristalizar el colesterol. En este caso, -
colocar el frasco cerrado en un bafio de agua aproximadamente 50°C, -
durante 20 minutos hasta descongelar el 8cido acético glacial y redi
solver completamente el colesterol.-

Si el volGmen final no es suficiente para llenar las cubetas, dupli-
car todos los volimenes indicados. Los cialculos son 10os mismos.-

FUNDAMENTO DEL METODO:

El colesterol, en presencia de anhidrido acético y &cido sulffirico -
concentrado, forma un compuesto verde-azulado, cuya intensidad de co
lor, medida entre 560-580 nm de longitud de onda es proporcional a -
la concentracién de colesterol.-

No es necesario desproteinizar el suero.-



RESULTADOS :

PURA SANGRE MESTIZO
ANIMAL N° | TRIGLIC. [LIPEMIA [OLEST, | |ANIMAL N°| TricLic. |Lipevra |coLesr.

gr/l gr/l | mg/% gr/l gr/l | mg/%

1 0,44 g/1| 4,73 g/1] 166 mg/¥ 1 5,90 g/1| 0,42 g/1 160 mg/y
2 0,22 5,78 174’ 2 5,90 0,36 160
3 0,31 4,73 174 3 7,42 0,48 192
4 0,25 4,73 184 4 6,15 0,60 112
5 | 0,25 4,20 166 5 7,90 0,44 114
6 0,25 4,20 202 6 5,82 0,36 162
7 0,25 4,73 160 7 8,05 1,14 160
8 0,38 4,20 200 8 7,25 2,20 177
9 0,35 5,78 178 9 7,37 0,62 143
10 0,29 2,96 172 10 7,90 0,60 124
1 0,63 3,18 150 1" 8,00 2,57 156
12 0,25 4,66 200 12 7,39 1,56 | 143
13 0,38 4,75 146 13 7,97 2,04 176
14 0,70 4,00 174 14 7,20 0,68 110
15 0,57 3,50 132 15 7,80 1,29 103
16 0,41 2,75 174 16 5,95 2,00 140
17 0,25 4,25 142 17 6,49 0,28 132
18 0,28 2,50 146 18 5,50 0,72 115
19 0,54 3,50 142 19 6,79 1,01 104
20 0,35 2,25 134 20 6,60 0,69 162
21 0,46 5,38 126 21 5,36 0,26 099
22 0,43 6,92 126 22 7,40 0,38 094
23 0,43 4,61 110 23 6,70 0,37 | 096
24 0,37 6,15 110 24 5,44 0,29 184
25 0,86 5,38 106 .25 5,90 0,70 172
26 1,23 4,61 136 26 6,42 1,14 126
27 0,28 5,38 110 27 7,14 1,37 156
28 0,74 5,38 118 28 7,90 2,15 108
29 0,63 5,38 114 29 8,12 1,70 088
30 0,74 4,61 112 30 8,00 0,50 100




ANALISIS DE CORRELACION:

Coeficiente de correlacifén lineal r entre las variables en estudio
y nivel de significacién del mismo.-

MESTIZOS:

VARIABLES Coef. r SIGNIFICACION
TRIGLICERIDOS- COLESTEROL 0,12 N.S.
LIPEMIA- COLESTEROL -0,17 N.S.
LIPEMIA-TRIGLICERIDOS ' 0,46 S: p<0,01
PURA_SANGRE:

TRIGLICERIDOS- COLESTEROL -0,45 S: p<0,01
LIPEMIA-COLESTEROL -0,26 N.S.
LIPEMIA-TRIGLICERIDOS 0,06 N.S.

N.S.: Correlaci6fn no significativa.-

S: Correlacifn significativa a nivel p.-

'MEDIA (Xm), DESVIO STANDARD (S) y ERROR STANDARD (ES) DE LAS VARIA-
BLES EN ESTUDIO:

'MESTIZOS:
VARIABLES Xm s ES
TRIGLICERIDOS 0,964 0,682 0,125
LIPEMIA 6,924 0,911 0,166
COLESTEROL 135,6 30,891 5,640
PURA SANGRE:
TRIGLICERIDOS 0,451 0,230 0,042
LIPEMIA 4,506 1,097 0,200

COLESTEROL 149,S 29,725 5,427



INTERVALOS DE CONFIANZA:

Se calcularon intervalos de confianza para la media con muestras -

de tamafio n=30 para mestizos y pura sangre, con 95% de confianza.-

INTERVALO DE CONFIANZA

TIPO VARIABLE LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR
PURA SANGRE  TRIGLICERIDOS 0,36 0,54
MESTIZOS TRIGLICERIDOS / 0,70 1,22

PURA SANGRE LIPEMIA 4,10 4,92

MESTI ZOS LIPEMIA 6,58 7,26

PURA SANGRE  COLESTEROL 138,4 160,6
MESTIZOS COLESTEROL 124,1 147,1

DIFERENCIAS DE LOS VALORES MEDIOS ENTRE PURA

SANGRE Y MESTIZOS PARA

CADA UNA DE LAS VARIABLES EN ESTUDIO (Prueba
de medias).-

de "t" para diferencia

VARTABLE n DIFERENCIA VALOR DE "t" SIGNIFICACION
TRIGLICERIDOS 30 0,51 3,88 S: p<0,001
LIPEMIA 30 2,41 9,26 S: p<0,001
COLESTEROL 30 13,9 1,78 N.S.

S: Diferencias significativas.-

N.S.: Diferencias no significativas.-
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DISCUSION:

Este trabajo ha tenido por finalidad demostrar la importancia que -
reviste el conocimiento de valores medios normales de COLESTEROL; -
TRIGLICERIDOS Y LIPEMIA en la especie Equina.-

Por otra parte, consideramos que serid de real utilidad en su compa-
racibén a valores obtenidos en animales en estado patolégico, circuns
tancia que dari lugar a nuevas apreciaciones llamadas a tener verda-.
dera importancia en el desarrollo y mantenimiento de calidad y sani-
dad de razas equinas que habitan nuestro pais.-

CONCLUSIONES :

Se hace una consideracién general sobre la importancia metabélica y
fisiopatolégica de cada uno de los elementos a determinar.-

Se determinan los valores correspondientes a COLESTEROL, TRIGLICERI-
DOS Y LIPEMIA.-

Se dan los métodos de trabajo detalldndose las técnicas utilizadas -
y los reactivos correspondientes a las mismas.-

Las determinaciones y términos medios hallados se consignan en plani
llas especiales, donde quedan protocolizados, especificamente, cada
uno de los valores.-

Finalmente recalcamos que se hace imprescindible que estas determina
ciones sean realizadas en forma permanente en las especies domésti -
cas, ya sean de consumo o bién destinadas a reproduccién, por cuanto
los datos obtenidos y relacionados a otras investigaciones analiti -
cas, permitirin un exacto control metab6lico cuando las circunstan -
cias asi 1o requieran.-
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LA pLATA’b de noviembre de 1979.- |

Sefior

Profesor

Dr. EDUARDO M., ZACCARDI
PRESENTE, -~

Tengo el agrado de dirigirme a Ud.,
con el objeto de comunicarle que ha sido designado miembro in
tegrante de la Comisién que debera expedirse sobre la admisi-
bilidad o el rechazo, en el trabajo de tesis presentado por -

JORGE L., RODRIGUEZ MERA o~
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Saludo al seifior Profesor, con aten-

ta y distinguida consideracién.- E ;
mco A

AAYDEE C. R. 4s PERETTO
OIRECTORA DE ENSENANZA

INTEGRAN;

Dr. EDUARDO M. ZACCARDI
Dr.. MARTA I MONINA
Dr. MIGUEL A. NOIA
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REGLAMENTACION, DE.IESIS

Aptobada por el Consejo Academico en sesibén del 24 de junio de 1930.-

ART.1) .-Despues de haber aprobado todas las materias del plan de estu-
------ dios serd obligatoria para 1los ex-alumnos de la Facultad,la pre-
sentacidn de tesis para optar por el titulo de Doctor en Medicina Vete-
rinaria.

ART.2) .-Las tesis versarén sobre temas relacionados con la Medicina Ve-
--=----terinaria,en que los autores hayan intervenido personalmente.

ART.3) .~E1 autor de la tesis pondra a disposicién del Jurado el diario
----=-de investigaciones,las preparaciones y todo otro elemento que
constituya la parte vital del mismo,sea en los recintos de la Facultad,
0 sea en los laboratorios donde se hubiera realizado.

ART.4) .-La presentacidn de la tesis para su dictamen se har8 em tres
------ ejemplares escritos & mdquina y dentro del periodo escolar,o sea
desde el lro.de abril al 15 de noviembre,indefectiblemente.

ART,5) .-El Jurado se reunird en el local de la Facultad,para determinar
------ gsobe la aceptacidnm o rechazo,labrdndose un acta especial y sus
miembros deberdn consignar y fundamentar en ella los votos que hayan
emitido y las razones que los hubiera motivado.Asimismo cada miembro
formulard (en caso de ser aceptada) una proposicién accesoria sobre te-
mas no tratados en la tesis respectiva.El Jurado deberd expedirse den-
tro de los treinta dias de presentado el trabajo.

ART.6) .~E1 Jurado rechazard toda tesis que contravenga las disposicio-
------ nes de las Ordenmanzas vigentes,consignando en su resolucién la fal-
ta de que adolezca y ordenard que sea archivada.,

ART.7) .-Cuando el trabajo presentado mereciera por su importancia una
------ mencién especial,la Comisidn respectiva propondrd al Consejo Di-
rectivo la publicacién de un resumen de la misma,en la Revista de la
Facultad.

ART.8) .~E1 ex-alumno cuya tesis fuera rechazada por el Jurado,podrd pre-
----- sentar una nugva,despues de transcurrido un plazo no menor de tres
meses.,

ART.9) .~La Facultad no se hace solidaria de las versiones vertidas en
------ la tesis.,

ART.10) .~Todas las tesis llevaran escrito en la primera pdgina la ndmi-
------ na de las agutaidades de 1la Universidad y de la Facultad;en la se-
gunda la de los profesores titulares,suplentes y extraordinarios,con
especificacién de las respectivas catedras y de los jefes de Trabajos
Pradcticose;y en la {iltima pdgina llevard la transcripcidmn del art.9 de
esta Reglamentacidn.

ART.11) .-Una vez aprobada la tesjis el candidato debera sostenerla ante
------- la Comisidn designada e integrada por dos sefiores Consejeros y
presidida por el seiior Decano.-
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Impresiones Generales,julio 1972.
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