NOTA TECNICA Revista FABICIB, Ao 1999, Volumen 3, pags. 167-172

Influencia de la temperatura de
incubacion en la determinacion

de Colesterol unido a Lipoproteinas
de Alta Densidad por separacion con
acido fosfotungstico-MgCl,

Camara Maria Silvia'; Gatti Paula?, Gomez Ayet Mario®

' - Laboratorio de Control de Calidad - Sociedad de Bioquimicos de Santa Fe, Avda. Urquiza 2657, Santa Fe (CP 3000). Argentina
FAX 0342-455-2708; e-mail: sbstafe@alpha.arcride.edu.ar
? - Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas (UNL) - Paraje El Pozo CC 530 Santa Fe (CP 3000) Republica Argentina

- Deparlamento de Bioquimica Clinica - F. de Bqca. y Cs. Bioldgicas (UNL) - Paraje EI Pozo CC 530 Santa Fe (CP 3000) Republica
Argentina e-mail maga@Ibcb.unl.edu.ar

RESUMEN: La incorporacion del dosaje de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad a las practicas de rutina del laboratorio
de anlisis clinicos, para evaluar el riesgo de enfermedad cardiovascular; estd condicionada a la disponibilidad de métodos
precisos, exactos, simples, rapidos y econoémicos.

En nuestro medio el método mas empleado se fundamenta en la separacion de las fracciones lipoproteicas por precipitacion con
acido fosfotungstico/MgCl,, y dosaje de colesterol en el sobrenadante.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la temperatura sobre la etapa de separacion, paso critico del método,
empleando una técnica modificada.

Se procesaron replicados de 20 pooles de suero a diferentes temperaturas.

El analisis estadistico de los resultados indica que no existen diferencias significativas en los resultados obtenidos entre 15° C y
30°C.

Se concluye que la técnica modificada permite aprovechar nuevas propiedades operativas y conserva la ventaja de trabajar 2
temperatura ambiente.

SUMMARY: EFFECT OF INCUBATION TEMPERATURE ON HIGH DENSITY LIPOPROTEIN CHOLESTEROL DETERMINATION BY
SEPARATIION WITH FOSFOTUNGSTIC ACID/MGCI, Camara Maria Silvia'; Galti Paula?; Gomez Ayet Mario® The incorporation
of high density lipoprotein cholesterol measuremenl to the routine laboratories, in order to evaluate the risk of coronary heart
disease is conditioned to the readiness of precise, accurate, simple, rapid and economic methods.

In our country most laboratories use the method based on lipopratein fractions separation by precipitation with fosfotungstic acid/
MgCl,, and cholesterol measurement in the supernatant.

The aim of the present work was 10 evaluate the effect of the temperature on the separation stage, critical step of the method,
using a modified technique.

Serum pools (20) from fasted people were assayed for HDL-cholesterol at different temperatures.

The statistical analysis of the results indicates that significant differences don't exist in the results obtained between 15° C and 30°
C.

We conclude that the modified technique allows to take advantage of new operative properties and it conserves the advantage of
working at ambient temperature.

Introduccion

El Segundo Informe del Panel de Tratamiento
del Adulto (junic 1993) del National Cholesterol
Education Program (NCEP) , ha reafirmado laimpor-
tancia del colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad como factor mayor de riesgo de Enferme-
dad Cardio-Vascular (ECV), recomendando que se
incluya su determinacién en las practicas de labora-
torio si se dispone de un método que aseqgure exacti-
tud y precision (1).

Lainclusion del dosaje de colesterol-HDL den-
tro de las practicas de rutina destinadas a evaluar el
riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV) signifi-
ca un importante desafio analitico, por las dificulta-
des metodoldgicas que se plantean siempre que se
trata de cuantificar especies quimicas de composi-
cién indefinida y heterogénea y por que los requeri-
mientos metodolégicos son muy exigentes.

Estas exigencias estan justificadas:

1) por el estrecho rango que separa los valo-
res “de riesgo” y los valores “protectores”.
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2) por que el punto de corte para considerar
los valores de riesgo esta situado en el extremo infe-
rior del intervalo de concentraciones de colesterol-
HOL, rango en el que pequerios errores son relativa-
mente importantes.

3) por que el valor obtenido analiticamente
para colesterol-HDL se emplea frecuentemente para
estimar, por calculo, la concentracion de colesterol-
LOL; por lo tanto los errores en la estimacion del
primer valor se propagan con igual magnitud y signo
contrario (2).

Se han establecido objetivos analiticos a lograr
en 1998, La exactitud debe ser = 5% respecto del
Método de Referencia del Centers for Disease Con-
trol and Prevention (CDC). Para la precision de los
replicados, se ha establecido un limite de tolerancia
del CV de hasta el 4% (2).

La precipitacion diferencial de las lipoproteinas
con soluciones polianiénicas, es una técnica comun
y adecuada para el laboratorio clinico, debido a su
simplicidad, la eliminacién de instrumentos costo-
$0s, rapidez y bajo costo.

Los dos métodos mas usados se basan en el
uso de dextran sulfato/MgCl, y acido fosfotingstico/
MgCl, (AFT-Mg). Numerosos trabajos han compara-
do estos métodos entre siy con respecto al método
de referencia (3,4).

El método original de AFT-Mg tiene la ventaja
de separar mas eficientemente las fracciones
lipoproteicas en presencia de concentraciones ele-
vadas de friglicéridos; pero tiene como inconvenien-
tes una relacion muestra/reactivo precipitante muy
desfavorable (10:1) y lainestabilidad de la solucion
precipitante, razon por la cual es necesario mante-
ner separadas, hasta el momento de su utilizacian,
las soluciones de cido fosfotungstico y de cloruro
de magnesio.

Por su parte el método de dextran-Mg tiene el
inconveniente de requerir una incubacion a baja tem-
peratura del precipitado, antes de la centrifugacion
para separar el sobrenadante que contiene las parti-
culas HDL.

Draeger, Wahlefeld y Ziegerhorn (5) han pro-
puesto un cambio de las concentraciones de acido
fosfotiingstico y de iones magnesio del reactivo AFT-
Mg; logrando asi una solucion de menor pH, que es
mas estable y mas eficiente para separar las parti-
culas lipoproteicas. Esta modificacion ha permitido
el desarrollo de un reactivo consistente en una solu-
cion unica y estable, mediante la cual se pueden
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precipitar las particulas que contienen apoproteina B
con una mejor relacion muestra/reactivo (1:2).

Diversos trabajos han verificado la exactitud y
precision de la técnica modificada, demostrando que
es apta para el uso cotidiano (6,7).

Una de las caracteristicas de la técnica original
es que la incubacion a que se debe someter la mez-
cla muestra + reaclivo precipitante antes de
centrifugar para separar las fases, se puede realizar
atemperatura ambiente, lo cual constituye una mar-
cada ventaja sobre el método de dextran-Mg.

Con el objeto de verificar si la temperatura de
incubacion del precipitado influye en el valor final de
Colesterol-HDL cuando se emplea la técnica modifi-
cada, hemos diseniado el presente experimento.

Materiales y Métodos
Reactivos

Para la realizacion de la precipitacion selectiva
de las lipoproteinas que contienen apoproteina B, se
utilizé un "reactivo precipitante inico” con [a siguiente
compasicion:

Acido fosfotungstico (E. Merck):

0,55 mmol/l
Magnesio Cloruro (Sigma Chemical Co):
25 mmol/l

La determinacidn del colesterol ligado a las HDL
en el sobrenadante se realizé mediante el método
enzimatico colesterol esterasa/colesterol oxidasa/
peroxidasa/Rvo.Trinder (8), empleando un reactivo
comercial (“SB” Sociedad de Bioguimicos de Santa
Fe)

Instrumental

a. Espectrofotometro: las lecturas finales de
los ensayos se realizaron en un espectrofotometro
de doble haz UV-VIS SHIMADZU 1601

b. Balanza analitica: Bosch s-2000

c. Centrifuga

d. Baro termostatizado

e. Micropipetas de constriccion de 20 y 100
microlitros.

Muestras

Se obtuvieron muestras de sangre por puncién
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venosa efectuada a individuos con un ayuno previo
de 10 a 12 horas; las extracciones de sangre se rea-
lizaron a primera hora de la manana, Las muestras
se dejaron coagular a temperatura ambiente y se
separo el suero por centrifugacion dentro de las dos
horas de obtenidas (2).

Cuando las determinaciones no se pudieron
realizar en el dia de la extraccion de las muestras,
los sueros se conservaron a 4° C por un maximo de
48 horas.

Se trabajo sobre pooles de suero, preparados
mezclando y homogeneizando las muestras indivi-
duales media horas antes de efectuar los dosajes.

Técnica operatoria

La precipitacion de las lipoproteinas que con-
tienen apoproteina B se realizd en tubos de hemalisis
(12x100 mm), colocando 0,5 ml del pool de sueros a
analizary se le agrego 1 ml del “Reactivo Precipitante
Unico". Se agitd manualmente para homogeneizar
sin invertir y se dejé en reposo 10 minutos a una
determinada temperatura. Luego se centrifugd a 4000
r.p.m. durante 10 a 15 minutos.

Para la determinacion del colesterol ligado a
las HDL, se trabajé con 100 microlitros del
sobrenadante de la precipitacion y 2 ml del “Reactivo
Final de Trabajo“.

El blanco de reactivos se prepar6 con 2 ml del
reactivo de trabajo; el standard con 20 microlitros de
solucion patron de colesterol (2 g/) y 2 ml de reactivo
final de trabajo.

La determinacion requiere de una incubacion
en bano de agua a 37° C durante 15 minutos; luego se
efectud lalectura a 505 nm contra blanco de reactivos.

Los volumenes de los sobrenadantes de las
precipitaciones, standard y pool de sueros se midie-
ron con micropipetas de constriccion y el reactivo
final de trabajo se midid con volpipeta.

Para calcular los valores de colesterol-HDL en
gramos/litro se utilizé un factor de célculo obtenidc a
partir de la lectura de la solucion standard de
colesterol y teniendo en cuenta que la solucion pa-
tron y las muestras fueron sometidas a diferentes
condiciones de trabajo.

Diseiio experimental

Se analizaran 20 pooles de sueros; para cada
uno de ellos se practicaron nueve (9) precipitacio-
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nes con “Reactivo Precipitante Unico®, los tubos se
dejaron en reposo durante 10 minutos; 3 de ellos a
15°C,3a20°Cy los 3 restantes a 30°C

La posterior determinacion del colesterol de las
HDL se efectud por triplicado a partir de cada tubo de
precipitacién y se obtuvieron asi 9 valores de
colesterol-HDL para cada pool y para cada tempera-
tura de trabajo.

Andlisis estadistico

Para establecer si las medias y/o medianas
del muestreo a las distintas temperaturas de trabajo
(15, 20 y 30° G ) eran significativamente diferentes
se realizd un estudio preliminar consistente en la
graficacion de los datos mediante el método de “box
plot" y posteriormente se aplicd el Andlisis de
Varianza.

Para el procesamiento de los datos se empleo
el software SPSS version 6.1.3/95.

Resultados y Discusidn

Por diferentes circunstancias se perdieron da-
tos, razon por la cual al analisis estadistico final in-
gresaron 147 valores pareados para cada tempera-
turas, que se resumen en las siguientes tablas:
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Tabla 1. Valores promedio de cada pool para cada temperatura ensayada, ordenados en
orden creciente respecto a la concentracién colesterol-HDL (gramos/litro)
Pool media a 15° C media a 20° C media a 30° C
1 0,28 0.28 0.28
2 0,36 0,36 0.36
3 0,43 0,43 0,43
4 0,43 0,43 047
044 045 043
6 0,45 0,40 0.41
i 0,45 0,44 0.41
8 0,46 0.46 0,46
9 0,47 0,45 0.45
10 0.47 0,45 0,46
1 0,48 0,49 0,49
12 049 0,50 0,48
13 0.52 0.51 0,51
14 0,55 0,56 0.56
15 0,56 0.54 0.54
16 0,58 0,55 0,59
17 0,59 0.56 0.53
18 0,61 0,62 0,61
19 063 0.63 0,66
20 0,70 0.73 0.73
Tabla 2. Promedio y rango de valores de colesterol-HDL (g/l) observados
para cada temperatura ensayada
Grupos n (nro. de muestras ) Promedio General Valor Menor Valor Mayor
152 C 147 0.485 0,28 0,70
2000 147 0.489 0,28 0.73
0°C 147 0.488 0.28 0.73
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Figura 1. Grafico "Box plot” donde se agrupan los datos para cada temperatura.
La "caja" representa el 50 % de los valores centrales y |a linea gruesa la mediana.
Los circulos representan los valores de colesterol-HDL hallados fuera de los percentilos 5° y 95°
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Tabla 3. Los datos que se obtuvieron con el ANOVA se resumen en la siguiente tabla

Origen de la Suma de Grados de | Promedio de ; Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilldad para F
Entre grupos 0.00444127 2 0.002220635 | 0.22713 0.79691 3.01631
Dentro de los grupos 428227891 438 0.00977689
Total 4,28672018 440
Tanto la expresion grafica de los resultados ~ Conclusién

como los pardmetros estadisticos resultan conclu-
yentes al mostrar claramente que los datos obteni-
dos entre los 15 y los 30° C son estadisticamente
indistinguibles.

De esta forma se verifica que el reactivo modi-
ficado conserva la capacidad de separar
eficientemente las fracciones lipoproteicas indepen-
dientemente de la temperatura de incubacion, dentra
de un rango térmico que hace innecesario el uso de
un baro termostatizado, permitiendo la incubacion a
“temperatura ambiente”.

Considerando los resultados obtenidos, el mé-
todo de 4cido fosfotiingstico-MgCl, modificado de
acuerdo a Draeger, Wahlefeld y Ziegenhorn constitu-
ye una excelente alternativa metodoldgica para el
dosaje de colesterol unido-a lipoproteinas de alta
densidad por cuanto conserva las propiedades posi-
tivas del método original respecto de la independen-
cia de la temperatura de incubacion del precipitado y
eficiente separacion de las fracciones lipoproteicas
a la vez que introduce significativas ventajas
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operativas, pues mejora la estabilidad del reactivo
precipitante y la relacion muestra/reactivo, lo que
permite disminuir el volumen de muestra necesario
para la determinacion.
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