Ministerio de Educacién de .a Nacién
Universidad Nacional de lLa Plata

Facultad de Qufmica y Farmacia

"Nuevo Método p:-re la determinacidén de colesterol librey

usando sulfato de oxiquinolina®

por

ISABEL CATALINA TALIBERTI

La Plata

1956



INTROLUCCION

Desde el aio 1909 en gue Windaus halld la pro
pigdad del colesterol libre ds combinarse con la digitonina pa-
r: formar un precipitado insolublc en éter de petréleo, alcohol,
éter sulfdirico, etcs, propiedad que no tiene el colesterol com—
binado, se emplea este digitdnido para determinar colesterol 1i
bre en sangre.,

A partir de ese afio, la bibliograffa cita enorme
cantidad de métodos rropuestos, para la determinacién de este -
tipo de colesterolemia, métodos gue, con alguna variante, apli-
can como rcaccidn fundamen.al la formacidén del colesterol digi-
ténido, pero, hasta 1935, ningin asutor introdujo una técnica ~-
que fuése innovadora.

Fué recién en 1936 cyando Sotel, Drekter y Natel
son(l)'(2) descubren la interesante propiedad del colesterol 1i
bre de precipitar del éter de petréleo como sulfauto d.: coleste~
ril piridina y la aplicaun en su método para determinar el coles
terol total y sws fracciones en sangre,

Hacen ademds estos autores una interesunte obser
vacién acerca de los valores de colesterol libre determinados =
sor el sulfato de piridina que son un tercio més bajos que los
obtenidos en la precipitacidén con digitonina, 1o que les hace -
supo..er la existencia de dos formas de colesterol no esterificado:
gna libre que preci.ita con el sulfato de piridine y otra en ~-
combinacidén, posiblemente con proteinas gue precipita conjunta-
mente con la libre yes mencionada, con la digitonina.

Estas observaciones han scrvido de base par: el
pre.ente trabajo de tesis en el que nos proponiamos estudiar el
método yue ha tenido tan poca difusidn hasta el presente; tra-
var de modificarlo en el sentido de hacerlo mds réfido y senci-
1llo para un posterior estudio en la determinacién de la frae-
cién del colesterol libre, que reacciona distintamente con digl »
tonina y sulfato de piridina, es decir, esa fraccién que los au
tores denominan: colesterol "flo jamente unido®, que estudiado -
en las distintas enfermeandades, pudiera ser un aporte eén 6l - -

diagnéstico.
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A
La técnica que proponen los autores en su nmétodo
no conformd, puesto que los resultados, de acuerdo a nuestros -
trabajos fueron inseguros, Istus dificultades se originadan, en
ls facilidad con que los reactivos e impurificen puesto que es
necesario trabajar en medio casi totalumente anhidro, ya que el
sulfato de piridina es muy higroscépico y en minutos de expues-
to 2l aire se disuelve en el agua absorbida,

(3)

posterior (1951), referent al citado anterioraente, modifican

Sobel y otros colaboradorea s ©n un trabajo =
la técnica par: salvar este inconveniente, produciendo el sulfa
to de piridina en el seno del lfguido, partiendo de piridina y
dcido clorodulfénico.

siendo el &cido clorosulfénico de un manejo difi
¢ll y habiendo en mis ensayos descubierto la propiedad del sul=-
fato de oxiguinolina, de combinarse con el coles.erol libre pa-
ra formar una substaneia que precipita del “ter de petrdieo —-
cuen itativazcnte & 0° C, ajusté la técnica para eplicarla como
método cuen-.itativo, en la determinacidén de la colesterolemia -

libre y combinada,

Parte experimental
El trzbajo se inicid, tratando de aplicar el mé-

(1) loc.cit. ajusténdonos & ~-

t.fo de Sobel, Drckter y Katélson
las normas yue dan los autores y ante discrepancias en los re-
sulfados resolvimos estudiar los distin.os factorcss reactivos,
temperatura, etc. sin llegar a reducir los errores en las con-
ciones de nuestras ex eriencias a los valores gue dan los auto-

rcs del método.

Sobel A.E., (uno de los autores del método) con-

loc.cit
(3) loc.e 'en un traba~

Juniamente con Goodman J. y Monte Blau
jo posterior (afio 1951), llegado a nosotroes cuando estdbamos -
finalizando estas seriea de experiencias descriptas reconocen
estos inconvenientes del método y proponen, entonces, producir
el sulfato de piridina en el seno de la solucidén de colesterol
a determinar, para evit:r esta hidratacién que es tan perjudi-
cial, Utilizan para ello piridina y dcido clorosulfénice disuel

tos sepuradamente en tetracloruro de carbono como soluciones sa



turadas.

No intentamos ensuyar estas modificaciones, por-
gque a nuestro eéntender, si posiblemente el método .ejora en al-
gunes aspectos, en otros resulta perjudicado, puesto que, ea =
bien conoglda la agresividad del £cido clorusulfdnico.

Sin embargo, & pesar de que este tipo de mdtodo
no aicanza los niveles de marcha analftica, fdcil conservacién
de reactivés y resultados van prdéximos a la exactitud de los mé
todos gue reecurren a la digitonina, debemos reconocerle e estos
autores: Sobel A.E,, Drekter S.J. y Natelson S. el enorme méri-
t0 de haber introducido en Andliusis Bioiégicos una innovecién
completamente original al descubrir la interesante propiedad de
la formacidn del sulfato de colesteril piridina, insoluble en.
éter de petrdleo, substancia cuya férmula qufmica ha sido eatu~
diada perfectamentc (que no ocurre con el colesteril-digiténi-
do) y yue conduce 8 un nuevo camino en ¢l estudio dei coleate-

rol.

Sulfato de 8-oxiguinolina

Ante la discrepancla entre nuestros rcsu.tados y
los de los autores y basados en la idea de los mismos, sstudia~
mos las propledades de 1los derivados del ndicleo pirldico. Del
estudic de estas drogas consideramos la &-oxiquinolina, cuyo -
sulfato, es un 8flido esimble, de punto de fusién definidos —-
178~180° ¢ ‘(sin descomposiecidn). Poco higrosclpico, de fdekl =
adquisicién puest. que, es de uso corrientc en farmacia, que =
se puedd obtener puro, gue permite ser scado en estufa a 1009
Cy, y que por su fidcil mene jo resulturfa un reasctivo ideal,

Presuniendo un comportamiento similar al .el sul-
fz.0 de piridina se hicieron ensayos par  comprobar su reaceién
frentec el colesterol libre, y su inactividad frentc el colestc-
rol esterificado; cn lo que respecta a formar compuestos inso-

utles en los sclventcs del colesterol. Una solucidn de coles—
t.1r0l en benceno ge tratéd con enhidrido acético-piridina 1l:1,
se acregd una pizca de sulfato de oxiquinolina y se continud -
trabajando de scuerdo a la técnica de Sobel, Con enorme :satis-
faccién comprobamos que el colesterol libre reaccionaba efecti-
vamente con el sulfato de oxiquinolina dando un compuesto inse-

luble en éter de petrdleo,
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Hicimos una serie de experiencias con soluci:ones
de. concentracidn oonocida de colesterol en tenceno y aplicamos
la técnioa que Sobel, Lreckter y Netelson emplean pur: el sulfa-
to de piridina a estc nuevo reactivo gue es €l sullato de oxi-~
quinolina.

Haviendo comprobado jue el sulfato de oxiquinoli-
na precipita al colesterol libre hicimos un ensayo para saber si
precipita al colesterol esterificado como acetato. i'ara ello se
sosetid una solucién de colesterol puro a la acetilacilén, obte-
niéndose acelato de colesterilo, yue tué lavado perfectamen e,
purificado por sucesivas cristalizaciones y determinado su pun~
0 de fusidn: 114° C. Con este compuesto se prepard uns soiu- =
cin en tetracloruro de cartono, que se sometid sl procedimien-
to del sulfato de oxiquinolina y no hubo formacién de precipita-
do, como tampoco reaccidn de Lieberumann-Burchard positiva des-
pués de hab.r decantado sl étcxr de petrdleo.

3iendo los resultados tan alentadores, res.lvimos
continuar con las experiezncias par: 1o cuel r-aligzawcos un estu-
dio de:
a) Humedad del sulfzto de oxiguinolina.
b) Forma de agregado del sulfato de oxiquinolina,
¢) bleccidn del solvente.
d) Temperatura
e) Agitacién
£) Lentidad de r-wactivo sulfato de oxiquinolina.
g) Cantidad de éter de petrdleo.
Y une vez ajustado el método con soluciones puras
de colesterol se hicieron experiencias con suero sanguineo con
el fin e selecclonar solventes y técnicas ext.activas.



Ensayos de recuperacidn

3¢ hicieron ensayos, sobre sueros humanos, ex-
trayendo con alcohol-acetona 1l:1, en caliente, con el fin de
estudiar la recuperacidn _ue puede acusar el método del sulfato
¢@ oxiguinoline en e. colesterol agregado a sueros cuyo coleste-

rol libre se determind prev.amente:

Cantl Bolest, Colest, Total jTotal Cantidad

dad @ deteymi agrege~- P recupe Dife~ Error
suere nado do veorico hallado 4, rencia %
enml ng ¥ mgP mg¥ mgH ng %

0.2 48.3 15 63.3 62,6 14.3 0.7 4.6
0.2 52.2 15 67.2 66,7 14.5 0.5 3.3
0.2 47.7 15 62.7 62,0 14.3 0.7 4.6
0.2 50.4 15 65.4 64,6 14.2 0.8 5.3
0.2 60.1 15 75.1 T4 .4 14.3 0.7 4,6.
0.2 38.6 15 53.6 52.9 14.3 0.7 4.6
0.2 59.0 15 74.0 T3.3 14.3 O'.T ieb
0.2 42,0 15 57.0 56.4 14.4 0,6 4,0
0.2 60,0 15 75,0 T4 .4 14.4 0.6 4.0
0.2 49,8 15 64.8 64,1 14.3 0.7 4.6
0.2 65,9 15 80.9 80.3 14.4 0.6 4.0
C.2 54.2 15 69,2 68.4 14,2 0.8 5.3
0.2 50,9 15 65.9 653 14.4 0.6 4.0

La recuperacién del colesterol a;regado es de
un 95.58 %, promedio de la serie de ensayos realizados.

Control del método en la deierminacidn ce la colesterolemia

libre

En una serie de sueros se deteruind por el método

de la oxiguinolina colesterol libre compardndolo con el método

de la digitonina,

Cantidad mg % de co mg # de co

Ensa- de lest.libre lest.libre
yo suero léiodo de Métedo de Diferencia Error %
ne la Digitom 1la Oxiqui-
en ml nina nolina
1 0.2 63.6 57«9 5.7 8.9
2 0.2 T2.,0 63,9 8,1 11.0
3 0.2 60,0 54,2 5.8 9.6
4 0.2 56. .8 529 5.9 9.4
5 0.2 61,0 56.6 4.4 7.2
6 0.2 57 .2 50.4 6.8 11.9
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7 032 6500 5906 504 803

8 002 65.2 60Q2 800 11.9

9 0.2 T1.0 6440 740 9.8
10 0.2 62,0 58.0 4,0 6.4
11 0.2 58.7 50,0 8.7 1‘.0
12 0,2 58,0 514 7.4 12.7
13 0.2 64.4 58.0 6.4 9.9
14 0.2 76.0 69,9 6.1 8,0
15 0.2 59,2 46,7 6.2 10.4
16 0.2 72.0 67.2 4.8 6.6
17 0.2 45.0 39.0 6.9 15.3
18 0.2 71.0 60,9 11,1 15.0
13 0,2 T4.8 65.1 57 T.4
20 0.2 67,0 60.4 6.6 9.8
21 0.2 9.9 53.9 6.0 10,0
22 0.2 58,2 49,2 9.0 15.0
23 0.2 64.1 55.0 9.1 14,0
24 0.2 T7C.2 62.6 Te6 10.0
25 0.2 65.0 60.2 448 Ted
26 Oa2 69.2 5846 10,6 15.0
27 0.2 76,0 69.2 6.8 8.9
28 0.2 69.2 61.9 T.3 10,5
29 0.2 62,0 56.9 5.1 8,2

se puede ayreciur gque el método en estudio, con-
trolado con ¢l méi.do a2 .a ¢i.zy tonina, acusu errores en mevse gue

cscilan entre 6.4 y i5.3 % con un prumedlo de error en las expe-

riencias realizadas de: 10.43 #.

Control del método en le .etermiracidn de la colesterolemia total

pr.via scponificacidn, cowperativemente con el método directo -

(gue przctica la r.sccidn de Liebermann-Burchard directements en

el cxtroet. c-in ningin trataniento posterior).

mgh de co- mg % de co

Ensa~ lest.totul lest.total Diferencia Error %

yo n® HMdtodo Kétcdo oxi

directo quinolina
1l 268.0 252.0 16.0 5.9
2 209,.,9 188.9 11.0 52
3 204,2 189,0 15.2 7.4
4 208.0 182.8 1942 Te3
5 182.,0 168.0 14.0 7.6
6 212,0 198.0 14.0 6.6
7 298.0 2J4oo 23.8 709
8 240.0 228.2 11.8 4.9
9 189.4 174 .9 14.5 Te9
10 238.0 222.0 16.0 6.7
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; El método ensayado acusa un error gque oscila de
5.9 & 7.9 % cuando se comparaj .a colesterolemia totel preyia
sa_onificacidén y preciiitacidn como sulfato de colesieril oxi-
quinolina, con el método corriente gue practica directamente la
reaccidén d4 Liebcrmann~Purchard,

wiegamos finalmente a proponer el siguiente méto-

do:
1étodo propuesto

Reuetivos:

1) Alcohol absolu.o-acetona, 1:1 (en volumen) purificados.

2) Tetracloruro de carbono, purif.cado.

3) Sulfato de 8-oxiquinolina.

4) Piridina, pur.ficada e,

5) Anhicrido acético puro, recient:mente destilado.

6) lMezcla anhidrido acético~piridina 2:1, rec entemente pre-

par:da,

7) Eter de petréleo 30-42° ¢ purificado,

8) Acido acético purisimo.

9) Acido suLfirico purisimo,

10) Colesterol .uffsimo.

11) Solucidn de hi.rdéxido de potasio alcohélico 0.5 N.

12) Anhfdrido acético-dcido sulfurico 25:1, recientemente pﬁ§~

A
R

parado, enfriado. Reactivo A,

Solucidn testigo
Testigo 1 ~ 40 mg de colesterol f100 ml &cido acétiico

l ol = 0.4 mg

Testigo 2 ~ 10 mg de colesterol/ 100 ml &cido acético
lml= 0.1 mg

Testigo 3 = % mg de colesterol/ 100 ml dcido acético
lnl=20,05mg

Determinacién de colesterol libre
Extraceiédn segin: Sobel, Goodman y Monte Blau
0.2 ml de suero se agregan gota a gota & 4 ml de

alcochol-acetona 1:1, cn un tubo de centrifuga; se agita y cen-
trifuga a 2,000 r.p.m., 10 minutos, se vi:irte el lfquido sobre=
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nadant: en un tubo paru .a reacci‘n, Se lava el procipitado de
protelnas con 1 ml de alcohol-acetona 1il, centrifuga y vamlea

el sobrenadante en el tubo de reaccidn, Iste se lleva a un bafio

a 60° C, se aasciende la teaperaturaz lenta.ent de modo gue 45 mi:
nutos mds tarde sea de 100° C y se deja 1% minutos hasta evapora
cién total, El extracto scco so d.suelve en 0,5 ml de tetracloru
ro de Garbono, Inmediamtuiente se agreg: 0,1 ml de la solucidn 33.’
guiente, prcparada en el actot

Sulfuto de 8-oxiquinolina: a;roximadawncnte 90 mg
(cantidad gue puede abarcar la yunta de un bisturf) yue se di-
suelve en:

Anhidrido acético 0e2 ml
Piridina 0,1 ml

Se tepa el tubo con un tapén de corcho aisldndole
as{ de la humedad ambiente, Se a;ita 2 minu.os dando con elf@éﬁo
=olpes suaves en el fondo del tubo, e descansa 1 minuto y se re
pite dos veces mda, ic coloca en estufa a 37-50° C durunte 15 mi
nutos, se suca y agita 2 minutos mds y se vuelve & la cstufa due
rante 10 minutos, S¢ lleva & la heladerw dondie se deja 20 minu-
tos, se e_regan 7 ml de éte. de petrbleo enfriado en heladera,se
aita y s deja en la heladera durzante 40 minutos, e centrifuga
8 2,000 rypem, durante 10 minutos, Se decunia el éter de petré-
leo yue lleva disueltos ilos &steres ée colesterol y el sedimento
ge suspyende en 4 ml de &ter de petrdleo s;itando con una varilla,
que adends sirve para .esprender el precipitado de sulfuto de co
lesteril oxiquinolina adherido a las paredes del tubo, Se retira
la varilla y se centrifuga. se decanta el &ter de petrileo sobre
nadunte y se r.pite este lavado una vez més,

Una vez dec ntodo el éter de petrdéleo se evajsoran
loe ¥ltimos vesiigios col cando el tubo y la verilla en la espu-
fa a 45° C.

Se u.sueive el residuo en 1 ml de dcido acético
syudando con la varilla y calentando en un dbafio a 45° ¢, En o~
tco tubo de reaccidn s8 coloca 1 ml de solucidén testigo n° 3.

38 agrega & asbos 3 mk del Reac.ivo A.Se deja en
1z obscuridad 25=-30 minutos y se ¢ mpara colorimédiricamente.

Colesterol totels e extrae de 0.2 ml de suero co
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mo para colesterol libre,con alcohol-acetona 1l:l,que una vez evapora-
do se d:isuelve en 1 ml de dcido amcético, se le agrcga el Reactivo A,
se nezcla y se aeja en la obscuridad 25«30 minutos y se compara con 1
ml de la solueidn tipo de colesterol n® 1 irat:do en la misma forma.

Colesterol comdbinados e obtiene p r diferencia entre el
colesterol total y el colesterol libre.,

Paxbi’‘n se puede determinar s-ponificando el residuo de
evaporacidn del éter de petrdleo decantado de la separacién de colesw
terol libre y precipiténdolo como sulfato de colesteril oxiguinolina
utilizando la siguiente solucidn testigos
20 mg de colesterol / 100 ml de dcido acético lml = 0,2 ng

Con el método del sulfato de oxiquinolina se hicieron ‘de
terminaciones de colesterol libre,combinado y total con la técnica
que describimos anteriormente,sobre sueros de h mbres y mujeres,cuyos
andlisis de sangre y orina, practicados a los efectos del certificedo
de buena salud,resultaron normales,

22 ﬁg%?gt €°b°fﬁf¥8%eﬁf % §a1r01 Relacidén combinade ‘al
1recto total %
1 58.0 210.0 268.0 78,35
2 49,2 169.7 209,.9 76.55
3 55.0 149.2 204.2 73.06
4 62,6 145.4 208,0 T1.25%
5 60.2 121.8 182.0 66,92
6 5846 153.4 212.0 T2.35
7 69.2 228,8 298,0 76.10
8 61.9 178.1 240.0 T74.20
9 50,6 138.8 189.4 73.28
10 56,9 181.1 238.9 76.09
11 49,2 163.8 213.0 T76.90
12 52463 179.7 232,0 T7.46
13 48,9 138.0 186.9 73.83
4 39.6 140.3 179.9 77.98
15 53.0 15732 210.2 77.78
16 46.0 150,2 196.2 76.55
17 42,9 155.1 198.0 78.33
18 50.4 153.9 204.3 7933
19 62,0 168.0 230.0 T3.04

ComentiariosLoo rcsuliados consignados en ia pdg.6 (compa-
racién del método de la oxiguinolina con el método directo)acusun una
disminucién not. ble en Lo (ue respecta al promedio de error y & la am
plitud de los errores frente a los resultados de comparacién del méto
do de le oxiguinolina con el de la digitonina (_4g.5).

Zstus diferencias podrfan atribuirse a gque en las ultimds
experiencias estamos trabajando con cantidades relatiyamente grandes
de colesterol gue oscilan entre 168 mg® y 252 mg# mientras que en
las de comparaciéﬂgga método de la digitonina van desde 39.0 a 69.¢
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Tembién pude impu arse a que tantola d:gitonina como la ©.
xiguinolina puedan ccmportarse frente a frueciones de colesterol li-
tre y adn del combinado en diferente forma y no podemos opinar sobre
cual de los dos reactivos vrecipitantes estd més préximo a la resli-
dad, uesto que reguiere un amplio estudio dada la complejidad del es~
tado del colesterol en la sangre,

Conclusioness 1) E1l método de Sobel,Drekter y Natelson,en
las condiciones de nuestras expcriencias y trzbajando con soluciones
de colesterol puro,scusa un error de 10 a 124 que no estd de acuerdo
con el vue dan los autores,

2) Por la accidn del sulf:to de oxiguinolina sobre el colestarol
lidre en medio anhidrido acético/piridins se obtizne un compuesto in-
soluble en déter de .etrsleo,posiblemente sulfato de colesteril oxigui
nolina,

3) Esta reaccién es prdcticamente euan itativa y no se produce
con el ester acetato de colesterilo. .

4) Basacos en este r-accidn,proponemos un método para la déiérﬁl
nacién de la colesterolemia libre y coabinads. "

El error que acu..a con scluciones puras de colesiercl es
de: .
minimos 3.2 % mizimo: 5.3 % promedio: 4.42 %

Del colesterol libre agregedo a suercs (15 mg %) la reéu-
peracién fué: B
nfnima: S4.7 % méximas 95,7 % promedios 95.§Bfﬁ

Por compar:cidn con el método de la digitonima el erioy

fué:

minimos 6.4 % miximos 15,3 % promedio: 10,83 %
Por compar=cién con el método directo ¢l error ful:

ninimo: 4.9 % méximos 7.9 % Jrouedios 6.T4 %
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