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DESCRIPCION
Ensayos rapidos, con bajo volumen de muestra, para colesterol y triglicéridos
Antecedentes

Los lipidos, y en particular el colesterol, desempefian un papel vital en la salud y las enfermedades humanas.
El colesterol es un nutriente esencial y un componente critico de membranas lipidicas que forman las fronteras que
rodean las células y organulos celulares.

Sin embargo, el exceso de colesterol es muy peligroso, ya que puede acumularse como "placas" en los vasos
sanguineos y puede provocar trombosis, apoplejia y otras consecuencias potencialmente letales en los seres
humanos. Para mitigar estos riesgos los lipidos, especialmente el colesterol, se encuentran empaquetados en
lipoproteinas para su transporte a través del organismo, en el seno de la sangre.

Se conocen varias formas heterogéneas de lipoproteinas que contienen colesterol (C) y triglicéridos (TG), entre
ellas, por ejemplo, quilomicrones, lipoproteina de muy baja densidad (LMBD, siglas en inglés VLDL), lipoproteina de
baja densidad (LBD, siglas en inglés LDL) y lipoproteina de alta densidad (LAD, siglas en inglés HDL). Al contenido
de colesterol de estas lipoproteinas se le denomina respectivamente colesterol de LMBD (C-LMBD), colesterol de
LBD (C-LBD) y colesterol de LAD (C-LAD).

Rutinariamente se realizan mediciones, o valores derivados, del contenido de colesterol de LMBD, de LBD, de LAD y
del contenido de colesterol total (CT) del plasma o suero sanguineo con el fin de evaluar el riesgo de aterosclerosis y
los efectos beneficiosos de los farmacos "que reducen el colesterol”, tales como las estatinas.

En métodos de la técnica anterior, la centrifugacion de muestras de sangre proporciona fracciones distinguibles de
LMBD, LBD y LAD en suero o plasma sanguineo; estas fracciones forman bandas distintas que se mueven a
diferente velocidad bajo la fuerza centrifuga debido a su distinta densidad. También se pueden separar lipoproteinas
por precipitacion mediante el uso de precipitacion diferencial utilizando reactivos tales como sulfatos de dextrano,
sulfatos de ciclodextrina y cationes. Por ejemplo, se pueden precipitar por completo la LMBD y la LBD, mientras que
se deja toda la LAD en soluciéon. Una vez eliminadas las LMBD y LBD por centrifugacion o filtracion, el colesterol
restante esta asociado solamente con la fracciéon LAD. Se pueden emplear otros métodos de la técnica anterior para
estimar C-LAD y C-LBD que utilizan enzimas que han sido modificadas, por ejemplo, uniendo covalentemente
cadenas de polietilenglicol (PEG). Se cree que el PEG restringe la actividad de la enzima a fracciones lipoproteicas
especificas. Estos métodos de la técnica anterior también pueden utilizar reactivos especificos que solubilizan o
protegen selectivamente fracciones lipoproteicas especificas, de manera que en un ensayo solamente se precipita o
puede reaccionar con la quimica del ensayo una Unica fraccion lipoproteica.

Para que estas mediciones del contenido de colesterol sean validas resulta esencial que sean muy precisas y
exactas (error inferior a 5%), ya que pequefas diferencias son clinicamente significativas. Los medios
convencionales para medir las subfracciones de colesterol implican varios ensayos independientes (tipicamente al
menos tres, para CT, C-LBD y C-LAD) y/o medir tres analitos (CT, TG, C-LAD) mas un valor calculado para C-LBD
utilizando la formula de Friedewald:

C-LAD=CT-C-LBD-kx TG

donde "TG" es el nivel de ftriglicérido, "x" indica multiplicacion y "k" vale 0,2 para cantidades medidas en mg/dL
(k vale alrededor de 0,45 si las cantidades se miden en mmol/L).

La formula de Friedewald se puede expresar de manera equivalente en términos de C-LBD de la siguiente manera:
C-LBD=CT-C-LAD-kx TG

donde, nuevamente, "TG" es el nivel de triglicérido, "x" indica multiplicaciéon y "k" vale 0,2 para cantidades medidas
en mg/dL (k vale alrededor de 0,45 si las cantidades se miden en mmol/L).

Tienen importancia critica los niveles relativos de las subformas de colesterol lipoproteico: por ejemplo, la relaciéon de
C-LAD con respecto a CT (C-LAD/CT), la relacion de C-LBD con respecto a CT (C-LBD/CT) o la relaciéon de C-LMBD
con respecto a CT (C-LMBD/TC). Los niveles de las subformas de colesterol lipoproteico se miden tipicamente por
separado o mediante métodos de separacion fisica caros y complicados, tales como centrifugacion o electroforesis.
Dado que estos niveles se miden convencionalmente en varios ensayos independientes, cada uno con sus propias
fuentes de error, el error acumulativo en las proporciones calculadas de las subfracciones de colesterol sera mayor
que el deseado para el diagndstico y control eficaz de la terapia. Ademas, los costes del analisis de las
subfracciones de colesterol lipoproteico aumentan debido a la necesidad de varios ensayos.

Los documentos EP 0230786 y US 4495293 describen reactivos para uso en ensayos. El documento EP 1577398
describe un método para medir LBD y colesterol total en una muestra.
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Compendio

La presente invencion proporciona un método para medir al menos dos componentes lipoproteicos en una muestra
de sangre procedente de un sujeto, en donde dichos al menos dos componentes lipoproteicos se seleccionan de
colesterol total (CT), colesterol de lipoproteina de baja densidad (C-LBD) y colesterol de lipoproteina de alta
densidad (C-LAD), comprendiendo dicho método:

combinar al menos una parte de dicha muestra de sangre con un primer reactivo para proporcionar una primera
solucion combinada, en donde dicho primer reactivo comprende un agente de solubilizaciéon de lipoproteina, un
interactuante con lipoproteina y un tampén;

en donde el interactuante con lipoproteina comprende un polisacarido cargado negativamente y un cation divalente,
o una sal del mismo, en una proporcion entre 0,001 y 0,1 y en donde dicho interactuante con lipoproteina esta
presente a un nivel de concentracion que origina la conversion de colesterol de LAD en un producto coloreado
medible, a una velocidad sustancialmente distinta que la conversiéon de colesterol de LBD en un producto coloreado
medible y a una velocidad sustancialmente distinta que la conversion de colesterol de LMBD en un producto
coloreado medible

afiadir a dicha primera solucidn combinada un segundo reactivo para proporcionar una segunda solucion
combinada, en donde dicho segundo reactivo comprende un tampén, un agente anfifilo, una colesterol esterasa, una
colesterol oxidasa y un colorante, en donde a dicho momento de adiciéon de dicho segundo reactivo a dicha primera
solucion combinada se le denomina momento inicial; y

medir la absorbancia luminica de dicha segunda solucién combinada dentro de un primer periodo de tiempo, dentro
de un segundo periodo de tiempo y después de un tercer tiempo, en donde dichos periodos de tiempo y dicho tercer
tiempo se pueden determinar con respecto a dicho momento inicial, y

medir las cantidades de lipoproteina de al menos dos componentes lipoproteicos en la muestra de sangre a partir de
dichas mediciones de absorbancia,

con lo que se miden al menos dos componentes lipoproteicos en una muestra de sangre procedente de un sujeto.

Los solicitantes han encontrado que se pueden obtener valores muy precisos y exactos para CT, C-LBD y C-LAD en
un Unico ensayo para colesterol lipoproteico empleando mediciones cinéticas, sin necesidad de precipitacion de
lipoproteinas y sin pasos de separacion. Ensayos descritos en la presente memoria utilizan una lipasa (p. €j., una
colesterol esterasa), una oxidasa (p. €j., una colesterol oxidasa) y una peroxidasa para formar un producto
coloreado. Ensayos descritos en la presente memoria pueden utilizar una lipasa (p. €j., una colesterol esterasa), una
deshidrogenasa (p. €j., una colesterol deshidrogenasa) y nicotinadenindinucleétido para formar un producto que
absorbe luz (p. €j., NADH) u ofro producto detectable. Tales productos pueden ser medibles mediante
espectrofotometria. En los ensayos descritos en la presente memoria, la cantidad de producto formado a partir de
todas las especies lipoproteicas que contienen colesterol es directamente proporcional a la cantidad de colesterol
convertido. Los ensayos, métodos, reactivos y kits descritos en la presente memoria son Utiles para ensayos rapidos,
eficaces y baratos de colesterol lipoproteico y de subfracciones de colesterol lipoproteico, y proporcionan
ventajosamente mediciones de colesterol lipoproteico y de subfracciones de colesterol lipoproteico en un Unico
ensayo. Ensayos descritos en la presente memoria proporcionan ventajosamente mediciones de colesterol
lipoproteico y de subfracciones de colesterol lipoproteico sin necesidad de precipitacion de lipoproteina. Ensayos
descritos en la presente memoria proporcionan ventajosamente mediciones de colesterol lipoproteico y de
subfracciones de colesterol lipoproteico sin necesidad de centrifugacion ni de electroforesis.

Los solicitantes han encontrado que es posible proporcionar condiciones de ensayo (p. €j., reactivos, protocolo y
temperatura) tales que la cinética de las reacciones que convierten C-LAD, C-LBD y C-LMBD en producto coloreado
discurra a velocidades significativamente distintas, permitiendo a la vez la reaccién esencialmente completa de todas
las especies lipoproteicas (p. €j., LAD, LBD y LMBD) al final del ensayo. Por ejemplo, en ensayos descritos en la
presente memoria el curso temporal para C-LAD tiene una semivida estimada inferior a un minuto, mientras que la
conversion de C-LBD tiene una fase de retraso y una forma general sigmoide centrada en aproximadamente tres
minutos. En ensayos descritos en la presente memoria, el colesterol lipoproteico restante (quilomicrones y C-LMBD)
reacciona incluso mas lentamente (semivida de aproximadamente cinco minutos o mas). Estas diferencias en la
semivida y en la cinética de reaccion entre distintas especies de colesterol permiten desagregar una sefial de
ensayo en lo atribuible a cada especie utilizando un algoritmo simple aunque, por ejemplo, durante determinados
momentos del ensayo esté generando sefial mas de una especie. Por consiguiente, las formulaciones de reactivo
para uso en los ensayos y métodos descritos en la presente memoria estan disefiadas para lograr la diferenciacion
cinética de las especies lipoproteicas LAD, LBD y LMBD en un Unico ensayo. Los novedosos métodos y ensayos
descritos en la presente memoria hacen uso del sorprendente hallazgo de los solicitantes de que, en estos ensayos,
las subespecies de colesterol se convierten a distinta velocidad en el producto medido. Por consiguiente, el C-LAD
se convierte muy rapidamente en producto, mientras que el C-LBD se convierte en producto mas lentamente de lo
que el C-LAD se convierte en producto, y el C-LMBD y el colesterol quilomicrénico se convierten ain mas
lentamente. La conversién completa del colesterol total en producto es incluso mas lenta que la conversiéon del
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C-LAD o el C-LBD en producto. Tales diferencias en las velocidades de conversion en producto permiten realizar la
medicion del colesterol de diferentes especies lipoproteicas en una unica solucion a distintos tiempos, disminuyendo
asi el numero de pasos requeridos para tales mediciones, reduciendo posibles errores y simplificando los
procedimientos.

Por consiguiente, los solicitantes describen en la presente memoria métodos para determinar C-LAD, C-LBD y CT en
una unica muestra, o parte de una muestra, de sangre. Estos métodos permiten determinar C-LAD, C-LBD y CT en
una unica muestra, o parte de una muestra, de sangre sin precipitacion sustancial de lipoproteina, p. €j. sin
precipitacion sustancial de LAD o LBD en la muestra, o parte de una muestra, de sangre durante la determinacion.
Segun se describe en la presente memoria, se puede medir la cantidad de C-LAD en una muestra de sangre sin
precipitacion sustancial de lipoproteina mediante la determinacién colorimétrica de la cantidad de peréxido formado
en un primer periodo de tiempo después de la combinaciéon de reactivos que permiten la oxidacién de colesterol
liberado desde lipoproteinas de la muestra. El primer periodo de tiempo puede ser, por ejemplo, un periodo de
tiempo que sea inferior a unos 3 minutos, y en algunos casos puede ser un periodo de tiempo de aproximadamente
2 minutos. Segun se describe en la presente memoria, se puede medir la cantidad de C-LBD en una muestra de
sangre sin precipitacion sustancial de lipoproteina mediante la determinacidon colorimétrica de la cantidad de
peroxido formado en un segundo periodo de tiempo después de la combinaciéon de reactivos que permiten la
oxidacién de colesterol liberado desde lipoproteinas de la muestra. En ciertos casos, la cantidad de C-LBD en una
muestra de sangre se puede medir por la diferencia entre determinaciones colorimétricas realizadas al comienzo de
dicho segundo periodo de tiempo y determinaciones colorimétricas realizadas al final de dicho segundo periodo de
tiempo. El segundo periodo de tiempo puede ser, por ejemplo, un periodo de tiempo que se sitie entre
aproximadamente 2 minutos y aproximadamente 6 minutos después de la combinacion de reactivos que permiten la
oxidacion de colesterol liberado desde lipoproteinas de la muestra. Segun se describe en la presente memoria, se
puede medir la cantidad de CT en una muestra de sangre sin precipitacion sustancial de lipoproteina mediante la
determinacion colorimétrica de la cantidad de peroxido formado después de la combinacién de reactivos que
permiten la oxidacion de colesterol liberado desde lipoproteinas de la muestra. Esta medicion (p. €j., determinacion
colorimétrica) de CT se puede realizar en un momento al comienzo de un tercer periodo de tiempo o en cualquier
momento particular durante el mismo. El tercer periodo de tiempo comprende un periodo de tiempo después de
dicho segundo periodo de tiempo, y puede ser, por ejemplo, un periodo de tiempo que comience aproximadamente
6 minutos después de la combinacion de reactivos que permiten la oxidaciéon de colesterol liberado desde
lipoproteinas de la muestra. Con miras a la consistencia de la mediciéon entre muestras distintas, cuando se miden
muestras distintas en determinaciones diferentes, la determinacién colorimétrica para cada muestra distinta se
puede realizar en el mismo momento después del comienzo de dicho tercer periodo de tiempo para cada muestra.

Por consiguiente, se pueden realizar mediciones de C-LAD, C-LBD y CT en una Unica muestra, o en una Unica parte
de una muestra, de sangre procedente de un sujeto. En ciertos casos, segun se describe en la presente memoria,
las mediciones de C-LAD, C-LBD y CT se pueden realizar secuencialmente en una Unica muestra, o en una Unica
parte de una muestra, de sangre procedente de un sujeto. Por ejemplo, a partir de estas mediciones se puede
calcular el nivel de C-LMBD en una Unica muestra, o una Unica parte de una muestra, de sangre procedente de un
sujeto mediante la relacion C-LMBD = CT - (C-LAD + C-LBD), o mediante otras relaciones. En ciertos casos, a partir
de estas mediciones se puede calcular el nivel de C-LMBD en una Unica muestra, o una Unica parte de una muestra,
de sangre procedente de un sujeto, por ejemplo mediante una relacion de la forma C-LMBD = aCT + BC-LAD +
yC-LBD + A, donde a, B y y son constantes que multiplican a CT, C-LAD y C-LBD, respectivamente; y donde A es
una constante aditiva que suma a la suma de todos los demas factores, respectivamente. En mas casos adicionales
se puede calcular a partir de otras relaciones el nivel de C-LMBD en una Unica muestra, o una Unica parte de una
muestra, de sangre procedente de un sujeto, utilizando algunos o todos los valores medidos de CT, C-LAD y C-LBD,
y constantes multiplicativas y aditivas, de forma similar a las relaciones antes indicadas.

Por tanto, los solicitantes describen en la presente memoria novedosas y utiles mediciones de C-LAD, C-LBD y CT,
y calculo de C-LMBD, que se pueden realizar sobre una Unica muestra de sangre, o parte de muestra de sangre,
reduciendo la cantidad de sangre requerida para dichas mediciones, reduciendo la complejidad de los métodos
requeridos para medir estas distintas fracciones lipoproteicas en la sangre y proporcionando mediciones exactas y
rapidas de lipoproteina en sangre. Estas mediciones se pueden realizar sin precipitacion sustancial de lipoproteinas
en la muestra.

Los solicitantes también describen en la presente memoria métodos para determinar niveles de ftriglicérido en
muestras de sangre, donde el nivel (0 de manera equivalente: cantidad) de triglicérido (TG) se puede determinar
mediante métodos en los cuales se pone en contacto una muestra de sangre con una lipasa, una cinasa y una
oxidasa para liberar glicerol del TG de la muestra de sangre, para fosforilar el glicerol y luego proporcionar peréxido
de hidrégeno. En presencia de una peroxidasa, el peroxido de hidrogeno forma un colorante, cuya medicion
proporciona una determinacion del nivel de TG en la muestra de sangre.

Los solicitantes describen en la presente memoria novedosas y utiles mediciones de C-LAD, C-LBD, CT y TG que
proporcionan mediciones exactas y rapidas de lipoproteina en sangre. Las mediciones de C-LAD, C-LBD y CT se
pueden realizar sobre una muestra o parte de muestra de sangre, mientras que las mediciones de TG se pueden
realizar sobre una muestra, o parte de muestra de sangre, distinta. Estas mediciones se pueden realizar sin
precipitacion sustancial de lipoproteina en las muestras. Juntas, estas mediciones de cuatro componentes lipidicos
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de la sangre se realizan sobre solamente dos muestras, o dos partes de una muestra o muestras, de sangre
procedente de un sujeto. Los solicitantes describen en la presente memoria métodos adicionales y mejorados para
calcular C-LMBD en la sangre de un sujeto, utilizando mediciones de C-LAD, CT y TG o utilizando mediciones de
C-LAD, C-LBD, CT y TG. En ciertos casos se puede calcular C-LMBD a partir de mediciones de C-LAD, CT y TG,
o de mediciones de C-LAD, C-LBD, CT y TG, donde estas mediciones se realizan conforme a los métodos descritos
en la presente memoria. En ciertos casos, a partir de estas mediciones se puede calcular el nivel de C-LMBD en una
Unica muestra, o una uUnica parte de una muestra, de sangre de un sujeto, por ejemplo mediante una relacién de la
forma C-LMBD = aoTC + BC-LAD + yC-LBD + TG + a{(TG + €)(CT + k) + A, donde a, 3, y, 8 y a1 son constantes que
multiplican a CT, C-LAD, C-LBD, TG y (TG + €)(CT + k), respectivamente; y donde €, K y A son constantes aditivas
que suman a TG, CT y la suma de todos los demas factores, respectivamente. En realizaciones adicionales, a partir
de estas mediciones se puede calcular el nivel de C-LMBD en una Unica muestra, o una Unica parte de una muestra
de sangre de un sujeto, por ejemplo mediante una relacion de la forma C-LMBD = aCT + BC-LAD + 3TG +
ai(TG + €)(CT + k) + A, donde q, B, 8 y a1 son constantes que multiplican a CT, C-LAD, TG y (TG + €)(CT + k),
respectivamente; y donde €, Kk y A son constantes aditivas que suman a TG, CT y la suma de todos los demas
factores, respectivamente. En mas realizaciones adicionales se puede calcular el nivel de C-LMBD en una Unica
muestra, o una Unica parte de una muestra, de sangre de un sujeto a partir de otras relaciones, utilizando algunos o
todos los valores medidos de CT, TG, C-LAD y C-LBD y constantes multiplicativas y aditivas de forma similar a las
relaciones proporcionadas mas arriba.

En ciertos casos, formulaciones de reactivos para uso en los ensayos y métodos descritos en la presente memoria
estan disefiados para lograr la diferenciacion cinética descrita en lo que antecede sin precipitacion de lipoproteinas.
En reactivos y ensayos descritos en la presente memoria, la formacién de complejos de lipoproteinas con cationes
(opcionalmente cationes divalentes tales como magnesio, calcio, manganeso, cobalto, cadmio u otros cationes) y un
polisacarido cargado negativamente (tal como, por ejemplo, un éster de dextrano tal como sulfato de dextrano, un
éster de ciclodextrina tal como sulfato de a-ciclodextrina, heparina u otro polisacarido cargado negativamente) se
logra en condiciones en las que no se produce precipitacion de lipoproteinas. Por ejemplo, en ciertos casos se logra
la formacion de complejos de lipoproteina con iones de magnesio y sulfato de dextrano en condiciones en las que se
produce poca o ninguna precipitacion de lipoproteinas. En reactivos y ensayos descritos en la presente memoria
pueden estar incluidos compuestos anfifilos, tales como tensioactivos. Por ejemplo, diversos tensioactivos son
adecuados para su uso con el fin de mantener solubles las lipoproteinas. En ciertos casos, los reactivos
proporcionan ingredientes que consiguen modificar las superficies de particulas de lipoproteina LBD y LMBD de tal
manera que restringen, pero no impiden, el acceso (por ejemplo, de colesterol esterasas y/u oxidasas) a colesterol
de LBD y de LMBD y ésteres de colesterol. El uso de reactivos y métodos adecuados para dicha modificacion de las
superficies de particulas de LBD y LMBD permite enlentecer la formacién de producto coloreado a partir de estas
especies lipoproteicas, en comparacion con la velocidad de formacion de producto coloreado en ensayos similares
realizados sin los interactuantes y tensioactivos, o con dichos agentes en concentraciones y proporciones relativas
distintas a las que se encuentran en los ensayos Yy reactivos descritos en la presente memoria. El enlentecimiento de
la formacién de producto coloreado a partir de especies lipoproteicas puede ser util para proporcionar una
separacion de cinéticas de reacciéon que permita medir el contenido de colesterol de distintas fracciones lipoproteicas
a distintos tiempos, sin necesidad de separacion fisica de las distintas fracciones lipoproteicas (por ejemplo, sin
necesidad de centrifugacion o electroforesis).

Por consiguiente, los solicitantes describen en la presente memoria un primer reactivo para uso en un ensayo para
medir de manera simultanea y rapida al menos dos de colesterol total (CT), colesterol de LBD (C-LBD) y colesterol
de LAD (C-LAD) en una muestra de sangre procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de dichas
lipoproteinas sanguineas, que comprende un agente de solubilizacion de lipoproteina y un interactuante con
lipoproteina. En ciertos casos, un primer reactivo puede comprender un tampoén. En ciertos casos, un agente de
solubilizaciéon de lipoproteina para uso en un primer reactivo como se describe en la presente memoria puede
comprender un tensioactivo. Un interactuante con lipoproteina puede comprender, por ejemplo, una ciclodextrina, un
dextrano o ambos. En ciertos casos, un interactuante con lipoproteina para uso en tal primer reactivo puede
comprender un dextrano de bajo peso molecular. En algunos casos, un interactuante con lipoproteina para uso en
tal primer reactivo puede comprender una a-ciclodextrina. En ciertos casos, un primer reactivo puede comprender un
colorante. En ciertos casos, un primer reactivo puede incluir uno o ambos de un compuesto que contenga anilina y
un compuesto de aminoantipireno, que originan que ambos compuestos, en presencia de perdxido y una
peroxidasa, reaccionen para formar un producto detectable. En ciertos casos de los reactivos, ensayos, métodos y
kits descritos en la presente memoria, tal primer reactivo puede comprender sulfato de a-ciclodextrina, sulfato de
dextrano, cloruro de magnesio, 4-aminoantipireno y un tampon, tal como un tampon de fosfato. En ciertos casos de
los reactivos, ensayos, métodos y kits descritos en la presente memoria, tal primer reactivo puede comprender
sulfato de a-ciclodextrina (1 mM), sulfato de dextrano (20 pM), cloruro de magnesio (4 mM), 4-aminoantipireno
(2,25 mM) y NaxPO4 (100 mM) (donde NaPO4 es una sal de fosfato de sodio; p. €j., puede ser NaH,PO4, Na;HPO4
o NaszPO,). En ciertos casos, el pH de tal primer reactivo puede estar entre aproximadamente pH 5 y
aproximadamente pH 9, o entre aproximadamente pH 6 y aproximadamente pH 8, opcionalmente entre
aproximadamente pH 6,8 y aproximadamente pH 7,8, p. €j., aproximadamente pH 7,4.

Los solicitantes también describen un segundo reactivo para uso en un ensayo para medir de manera simultanea y
rapida al menos dos de colesterol total (CT), colesterol de LBD (C-LBD) y colesterol de LAD (C-LAD) en una muestra
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de sangre procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de dichas lipoproteinas sanguineas, comprendiendo
dicho segundo reactivo una lipasa, una oxidasa y un colorante. En ciertos casos, un segundo reactivo puede
comprender un tampon. En ciertos casos de dicho segundo reactivo, una lipasa puede comprender una colesterol
esterasa, una oxidasa puede comprender una colesterol oxidasa y un colorante puede comprender una peroxidasa,
un sustrato para una peroxidasa, o ambos. En ciertos casos, estan presentes en dicho segundo reactivo tanto una
peroxidasa como un sustrato para una peroxidasa.

En ciertos casos, dicho segundo reactivo puede comprender un tampdn, un agente anfifilo, una colesterol esterasa,
una colesterol oxidasa y un colorante. En ciertos casos, un agente anfifilo para uso en tal segundo reactivo puede
comprender un tensioactivo. En ciertos casos, un colorante para uso en tal segundo reactivo puede comprender una
peroxidasa y un sustrato para una peroxidasa. En ciertos casos, un colorante para uso en tal segundo reactivo
puede comprender peroxidasa de rabano picante. En ciertos casos, un colorante para uso en tal segundo reactivo
puede comprender un compuesto que contenga anilina, tal como N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina
(ALPS), puede comprender un compuesto de aminoantipireno, tal como 4-aminoantipireno, u otros compuestos y
combinaciones de compuestos que reaccionan con una enzima tal como una peroxidasa (por ejemplo, peroxidasa
de rabano picante). En ciertos casos, un segundo reactivo puede incluir tanto un compuesto que contenga anilina
como un compuesto de aminoantipireno, que originan que ambos compuestos, en presencia de perdxido y una
peroxidasa, reaccionen para formar un producto detectable. En ciertos casos, una lipasa puede comprender una
colesterol esterasa. En ciertos casos, una colesterol esterasa para uso en tal segundo reactivo puede comprender
una colesterol esterasa bacteriana, tal como, por ejemplo, una colesterol esterasa de una bacteria Pseudomonas.
En ciertos casos, una oxidasa puede comprender una colesterol oxidasa. En ciertos casos, una colesterol oxidasa
para uso en un segundo reactivo como se describe en la presente memoria puede comprender una colesterol
oxidasa bacteriana, tal como una colesterol oxidasa de una bacteria Pseudomonas. En ciertos casos de los
reactivos, ensayos, métodos y kits descritos en la presente memoria, tal segundo reactivo puede comprender un
tampon, tal como un tampon de fosfato (p. €j., NaxPO4 (donde NaxPO, es una sal de fosfato de sodio; p. €j., puede
ser NaH2PO4, NaoHPO4 o NazPO4)), Triton X-100, Pluronic L64, N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina
(ALPS), una colesterol esterasa de Pseudomonas y una colesterol oxidasa de Pseudomonas. Por ejemplo, tal
segundo reactivo puede comprender NaxPO4 (50 mM), Triton X-100 (0,06%), Pluronic L64 (3 g/L), N-etil-N-(2-hidroxi-
3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina (ALPS) (3 mM), colesterol esterasa de Pseudomonas sp. (750 U/L) y colesterol
oxidasa de Pseudomonas sp. (1,5 kU/L). En ciertos casos, el pH de tal segundo reactivo puede estar entre
aproximadamente pH 5 y aproximadamente pH 9, o entre aproximadamente pH 6 y aproximadamente pH 8,
opcionalmente entre aproximadamente pH 6,8 y aproximadamente pH 7,8, p. €j., aproximadamente pH 7,4.

Los solicitantes describen en la presente memoria métodos y reactivos para uso en un ensayo para colesterol, entre
ellos segundos reactivos que comprenden una lipasa, una oxidasa y un colorante, comprendiendo dichos segundos
reactivos un interactuante con lipoproteina a un nivel de concentracién que, cuando se emplea en métodos descritos
en la presente memoria, origina la conversion de C-LAD en un producto coloreado medible (o producto medible, por
ejemplo, en el rango ultravioleta cercano del espectro) a una velocidad sustancialmente distinta que la conversion de
C-LBD en un producto coloreado medible (o producto medible, por ejemplo, en el rango ultravioleta cercano del
espectro). Los solicitantes describen en la presente memoria métodos y reactivos para uso en un ensayo para
colesterol que comprenden una lipasa, una oxidasa y un colorante, entre ellos segundos reactivos que comprenden
un interactuante con lipoproteina a un nivel de concentracién que, cuando se emplea en métodos descritos en la
presente memoria, origina la conversion de C-LAD en un producto coloreado medible, a una velocidad
sustancialmente distinta que la conversién de C-LMBD en un producto coloreado medible. Los solicitantes describen
en la presente memoria métodos y reactivos para uso en un ensayo para colesterol que comprenden una lipasa, una
oxidasa y un colorante, entre ellos segundos reactivos que comprenden un interactuante con lipoproteina a un nivel
de concentracidon que, cuando se emplea en métodos descritos en la presente memoria, origina la conversion de
C-LBD en un producto coloreado medible, a una velocidad sustancialmente distinta que la conversién de C-LMBD en
un producto coloreado medible. Los solicitantes describen en la presente memoria métodos y reactivos para uso en
un ensayo para colesterol que comprenden una lipasa, una oxidasa y un colorante, entre ellos segundos reactivos
que comprenden un interactuante con lipoproteina a un nivel de concentracién que, cuando se emplea en métodos
descritos en la presente memoria, origina la conversion de C-LAD en un producto coloreado medible, a una
velocidad sustancialmente distinta que la conversion de C-LBD y/o C-LMBD en un producto coloreado medible.
Los solicitantes describen en la presente memoria métodos y reactivos para uso en un ensayo para colesterol que
comprenden una lipasa, una oxidasa y un colorante, entre ellos segundos reactivos que comprenden un
interactuante con lipoproteina a un nivel de concentracién que, cuando se emplea en métodos descritos en la
presente memoria, origina la conversion de C-LBD en un producto coloreado medible, a una velocidad
sustancialmente distinta que la conversién de C-LAD y C-LMBD en un producto coloreado medible.

En ciertos casos, un colorante puede comprender una peroxidasa y un sustrato para una peroxidasa. Por ejemplo,
en ciertos casos un colorante puede comprender una peroxidasa, un compuesto que contenga anilina y un
compuesto de aminoantipireno.

Los solicitantes describen en la presente memoria reactivos para uso en un ensayo para colesterol que comprenden
una colesterol esterasa y una colesterol oxidasa, entre ellos reactivos que comprenden un interactuante con
lipoproteina a un nivel de concentracion que origina la conversion de C-LAD en un producto coloreado medible,
a una velocidad sustancialmente distinta que la conversién de C-LBD y C-LMBD en un producto coloreado medible,
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y origina la conversion de C-LAD en un producto coloreado medible, a una velocidad sustancialmente distinta que la
conversion de C-LBD y C-LMBD en un producto coloreado medible.

Los solicitantes describen en la presente memoria reactivos para uso en un ensayo para colesterol que comprende
una colesterol esterasa y una colesterol oxidasa, entre ellos reactivos que comprenden un derivado de polisacarido
cargado negativamente y un cation divalente en concentraciones que consiguen que no haya precipitacion
sustancial de LBD, o que no haya precipitacion sustancial de LMBD, o ambas cosas, cuando una muestra de sangre
o0 una parte de una muestra de sangre entra en contacto con dicho reactivo. Los solicitantes describen en la
presente memoria reactivos para uso en un ensayo para colesterol que comprenden una colesterol esterasa y una
colesterol oxidasa, comprendiendo dichos reactivos una proporcién de polisacarido cargado negativamente con
respecto a cationes divalentes entre aproximadamente 0,002 y aproximadamente 0,02, y en ciertos casos
aproximadamente 0,005, que consiguen que no haya precipitacion sustancial de LAD, o que no haya precipitacion
sustancial de LBD o que no haya precipitacion sustancial de LMBD, cuando una muestra de sangre o una parte de
una muestra de sangre entra en contacto con dicho reactivo. En ciertos casos, dicho reactivo comprende un primer
reactivo como se describe en la presente memoria.

Los solicitantes describen en la presente memoria reactivos para uso en un ensayo para colesterol que comprenden
una colesterol esterasa y una colesterol oxidasa, comprendiendo dichos reactivos un polisacarido cargado
negativamente, un cation divalente y tensioactivo en concentraciones que consiguen que no haya precipitacion
sustancial de LAD, o que no haya precipitacion sustancial de LBD o que no haya precipitacion sustancial de LMBD,
cuando una muestra de sangre o una parte de una muestra de sangre entra en contacto con dicho reactivo.
En ciertos casos, dicho reactivo comprende un primer reactivo como se describe en la presente memoria.

Los solicitantes describen en la presente memoria reactivos para uso en un ensayo para colesterol que comprenden
una colesterol esterasa y una colesterol oxidasa, comprendiendo dichos reactivos sulfato de dextrano (u otro
polisacarido cargado negativamente) y magnesio (u otro cation divalente) en concentraciones que consiguen que no
haya precipitacion sustancial de LAD, o que no haya precipitacion sustancial de LBD o que no haya precipitacion
sustancial de LMBD, cuando una muestra de sangre o una parte de una muestra de sangre entra en contacto con
dicho reactivo. Los solicitantes describen en la presente memoria reactivos para uso en un ensayo para colesterol
que comprenden una colesterol esterasa y una colesterol oxidasa, comprendiendo dichos reactivos una proporcion
de sulfato de dextrano (u otro polisacarido cargado negativamente) con respecto a iones de magnesio (u otros
cationes divalentes) entre aproximadamente 0,002 y aproximadamente 0,02, y en ciertos casos aproximadamente
0,005, que consiguen que no haya precipitacion sustancial de LAD, o que no haya precipitacion sustancial de LBD o
que no haya precipitacion sustancial de LMBD, cuando una muestra de sangre o una parte de una muestra de
sangre entra en contacto con dicho reactivo o composicion. Los solicitantes describen en la presente memoria
reactivos para uso en un ensayo para colesterol que comprende una colesterol esterasa y una colesterol oxidasa,
comprendiendo dichos reactivos sulfato de dextrano, magnesio y tensioactivo en concentraciones que consiguen
que no haya precipitacion sustancial de LBD, o que no haya precipitacion sustancial de LMBD o ambas cosas,
cuando una muestra de sangre o una parte de una muestra de sangre entra en contacto con dicho reactivo o
composicion. En ciertos casos, dicho reactivo comprende un primer reactivo como se describe en la presente
memoria.

Los solicitantes describen ademas en la presente memoria una composiciéon para uso en un ensayo para medir de
manera simultanea y rapida al menos dos de colesterol total (CT), colesterol de LBD (C-LBD) y colesterol de LAD
(C-LAD) en una muestra de sangre procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de dichas lipoproteinas
sanguineas, que comprende un agente de solubilizacion de lipoproteina, un interactuante con lipoproteina, una
lipasa, una oxidasa y un colorante. En ciertos casos, tal composicion puede comprender un tampoén. En ciertos
casos, el colorante comprende una peroxidasa, un compuesto que contiene anilina y un compuesto de
aminoantipireno. En ciertos casos, la composicion incluye ingredientes del primer reactivo y del segundo reactivo
como se describen en la presente memoria. Tal composicion se puede originar, por ejemplo, por combinacion de
dicho primer reactivo y dicho segundo reactivo como se describen en la presente memoria. En ciertos casos, tal
composicion puede comprender un polisacarido cargado negativamente y una sal que comprenda un cation
divalente (por ejemplo, una sal de magnesio y sulfato de dextrano), en donde la proporcion de polisacarido cargado
negativamente con respecto a catién divalente (por ejemplo, sulfato de dextrano con respecto a iones de magnesio)
esta entre aproximadamente 0,002 y aproximadamente 0,02, y en ciertos casos la proporcion vale aproximadamente
0,005, que consiguen no haya precipitacion sustancial de LAD, o que no haya precipitacion sustancial de LBD o que
no haya precipitacion sustancial de LMBD, cuando una muestra de sangre o una parte de una muestra de sangre
entra en contacto con dicha composicion. En ciertos casos, tal composicion comprende dicho primer reactivo y dicho
segundo reactivo, o una parte alicuota de dicho primer reactivo y una parte alicuota de dicho segundo reactivo.
En realizaciones adicionales, tal composicion comprende dicho primer reactivo, dicho segundo reactivo y una
muestra de sangre, o una parte alicuota o partes alicuotas de uno o varios de dicho primer reactivo, dicho segundo
reactivo y dicha muestra de sangre.

En ciertos casos, un agente de solubilizacién de lipoproteina en tal composicion puede comprender un tensioactivo.
En ciertos casos, un interactuante con lipoproteina en tal composicion puede comprender un cation divalente (p. €j.,
ion magnesio) y un derivado de polisacarido cargado negativamente. Un derivado de polisacarido cargado
negativamente puede comprender un éster de ciclodextrina, un éster de dextrano o tanto un éster de ciclodextrina
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como un éster de dextrano. Por ejemplo, un éster de dextrano puede comprender un éster de dextrano de bajo peso
molecular, p. gj. un sulfato de dextrano de bajo peso molecular, y un éster de ciclodextrina puede comprender un
éster de a-ciclodextrina, p. €j. sulfato de o-ciclodextrina. En ciertos casos, una lipasa puede comprender una
colesterol esterasa. En ciertos casos, una oxidasa puede comprender una colesterol oxidasa. En ciertos casos, un
colorante puede comprender una peroxidasa.

Por consiguiente, en ciertos casos una composicion para uso en un ensayo para colesterol como se describe en la
presente memoria puede comprender una colesterol esterasa; una colesterol oxidasa; una peroxidasa; un sustrato
para una peroxidasa; un tensioactivo; una sal que contiene un cation divalente; y un polisacarido cargado
negativamente (p. €j. un derivado de dextrano tal como el sulfato de dextrano). En ciertos casos, un sustrato para
una peroxidasa en tal composicién comprende tanto un compuesto que contiene anilina como un compuesto de
aminoantipireno, que originan que ambos compuestos, en presencia de peroxido y una peroxidasa, reaccionen para
formar un producto detectable. En ciertos casos, un sustrato para una peroxidasa puede comprender otros
compuestos y combinaciones de compuestos que reaccionan con una peroxidasa (p. €j., peroxidasa de rabano
picante). Un compuesto que contiene anilina puede ser, por ejemplo, N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-
dimetoxianilina (ALPS). Un compuesto de aminoantipireno puede ser 4-aminoantipireno.

En ciertos casos, una composiciéon para uso en un ensayo para colesterol como se describe en la presente memoria
puede comprender sulfato de dextrano (u otro polisacarido cargado negativamente) y magnesio en concentraciones
que consiguen que no haya precipitacion sustancial de LAD, o que no haya precipitacion sustancial de LBD o que no
haya precipitacion sustancial de LMBD, cuando una muestra de sangre o una parte de una muestra de sangre entra
en contacto con dicha composicion. Los solicitantes describen en la presente memoria composiciones para uso en
un ensayo para colesterol que comprenden una colesterol esterasa y una colesterol oxidasa, comprendiendo dichas
composiciones una proporcion de sulfato de dextrano con respecto a iones de magnesio entre aproximadamente
0,002 y aproximadamente 0,02, y en ciertos casos aproximadamente 0,005, que consiguen que no haya
precipitacion sustancial de LAD, o que no haya precipitacion sustancial de LBD o que no haya precipitacion
sustancial de LMBD, cuando una muestra de sangre o una parte de una muestra de sangre entra en contacto con
dicho reactivo. Los solicitantes describen en la presente memoria composiciones para uso en un ensayo para
colesterol que comprenden una colesterol esterasa y una colesterol oxidasa, comprendiendo dichas composiciones
sulfato de dextrano, magnesio y tensioactivo en concentraciones que consiguen que no haya precipitacion sustancial
de LBD, o que no haya precipitacién sustancial de LMBD, o ninguna de las dos cosas, cuando una muestra de
sangre o una parte de una muestra de sangre entra en contacto con dicha composicion.

En ciertos casos, una composicion para uso en un ensayo para medir de manera simultanea y rapida al menos dos
de colesterol total (CT), colesterol de LBD (C-LBD) y colesterol de LAD (C-LAD) en una muestra de sangre
procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de dichas lipoproteinas sanguineas puede comprender una
colesterol esterasa, una colesterol oxidasa, una peroxidasa (como la peroxidasa de rabano picante),
4-aminoantipireno, ALPS, sulfato de a-ciclodextrina, sulfato de dextrano, cloruro de magnesio, un agente
tensioactivo (p. ej. Triton X-100 y/o Pluronic L64) y un tampdn. Un tampdn adecuado puede ser, por ejemplo, un
tampon de fosfato, y un pH adecuado puede estar en el intervalo entre aproximadamente pH 5 y aproximadamente
pH 9, o entre aproximadamente pH 6 y aproximadamente 8, opcionalmente entre aproximadamente pH 6,8 y
aproximadamente pH 7,8, p. ej. aproximadamente pH 7,4. Una colesterol esterasa adecuada para uso en tal
composicion puede comprender una colesterol esterasa bacteriana, tal como, por ejemplo, una colesterol esterasa
de una bacteria Pseudomonas, y una colesterol oxidasa adecuada puede comprender una colesterol oxidasa
bacteriana, tal como una colesterol oxidasa de una bacteria Pseudomonas.

En ciertos casos, los solicitantes describen un reactivo para uso en un ensayo para medir de manera simultanea y
rapida al menos dos de colesterol total, colesterol de LBD y colesterol de LAD en lipoproteinas de una muestra de
sangre procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de dichas lipoproteinas, comprendiendo dicho reactivo
un agente de solubilizacién de lipoproteina, interactuante con lipoproteina y un tampén, en donde dicho interactuante
con lipoproteina esta presente a un nivel de concentracion que origina la conversion de colesterol de LAD en un
producto coloreado medible, a una velocidad sustancialmente distinta que la conversién de colesterol de LBD en un
producto coloreado medible y a una velocidad sustancialmente distinta que la conversién de colesterol de LMBD en
un producto coloreado medible.

En ciertos casos, los solicitantes describen un reactivo para uso en un ensayo para medir de manera simultanea y
rapida al menos dos de colesterol total, colesterol de LBD y colesterol de LAD en lipoproteinas de una muestra de
sangre procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de dichas lipoproteinas, comprendiendo dicho reactivo
sulfato de a-ciclodextrina, sulfato de dextrano, cloruro de magnesio, 4-aminoantipireno y un tampén de fosfato de
sodio, en donde la proporcion de sulfato de dextrano con respecto a iones de magnesio se situa entre
aproximadamente 0,002 y aproximadamente 0,02.

En ciertos casos, los solicitantes describen un reactivo para uso en un ensayo para medir al menos dos de colesterol
total, colesterol de lipoproteina de baja densidad (LBD) y colesterol de lipoproteina de alta densidad (LAD) en
lipoproteinas de una muestra de sangre procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de dichas lipoproteinas,
que comprende un tampoén, un agente anfifilo, una lipasa, una oxidasa y un colorante. En ciertos casos, el reactivo
comprende una colesterol esterasa, una colesterol oxidasa y una peroxidasa. En ciertos casos del reactivo, el
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agente anfifilo comprende un tensioactivo seleccionado del grupo que consiste en tensioactivos no idnicos;
tensioactivos aniodnicos; tensioactivos cationicos; tensioactivos zwitteridnicos; y derivados, analogos, Yy
combinaciones de los mismos. En ciertos casos del reactivo, el colorante comprende uno o varios de una
peroxidasa, un sustrato para peroxidasa, un compuesto de aminoantipireno y un compuesto que contiene anilina.
En ciertos casos, el reactivo comprende un tampon de fosfato de sodio, Triton X-100, Pluronic L64, N-etil-N-(2-
hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina (ALPS), colesterol esterasa de Pseudomonas sp. y colesterol oxidasa de
Pseudomonas sp.

En ciertos casos, los solicitantes describen un reactivo para uso en un ensayo para medir de manera simultanea y
rapida al menos dos de colesterol total, colesterol de LBD y colesterol de LAD en lipoproteinas de una muestra de
sangre procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de dichas lipoproteinas, que comprende un tampén, un
agente anfifilo, una lipasa, una oxidasa y un colorante. En ciertos casos, los solicitantes describen un reactivo para
uso en un ensayo para medir de manera simultanea y rapida al menos dos de colesterol total, colesterol de LBD y
colesterol de LAD en lipoproteinas de una muestra de sangre procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de
dichas lipoproteinas, que comprende un tampén, un agente anfifilo, una colesterol esterasa, una colesterol oxidasa y
una peroxidasa.

En ciertos casos, el reactivo puede proporcionarse en un kit; un kit puede incluir ademas instrucciones para el uso
de un reactivo (p. €j., una composicion descrita en la presente memoria), o para el uso de mdltiples reactivos, p. €.
en un ensayo para colesterol, o en un ensayo para medir de manera simultanea y rapida al menos dos de colesterol
total, colesterol de LBD y colesterol de LAD en lipoproteinas de una muestra de sangre procedente de un sujeto sin
precipitacion sustancial de dichas lipoproteinas, o en otro u otros ensayos. Un reactivo de un kit puede estar
contenido en un recipiente, y multiples reactivos pueden estar contenidos en multiples recipientes.

Los solicitantes describen en la presente memoria un kit que comprende reactivos para uso en un ensayo para medir
de manera simultanea y rapida al menos dos de CT, C-LBD y C-LAD en una muestra de sangre procedente de un
sujeto sin precipitacion sustancial de dichas lipoproteinas. Realizaciones de los kits descritos en la presente memoria
pueden comprender un primer recipiente que contenga un primer reactivo que comprenda un agente de
solubilizacion de lipoproteina, un interactuante con lipoproteina y un tampén; y un segundo recipiente que contenga
un segundo reactivo que comprenda un tampén, un agente anfifilo, una lipasa, una oxidasa y un colorante.
Realizaciones de los kits descritos en la presente memoria pueden comprender un primer recipiente que contenga
un primer reactivo que comprenda un agente de solubilizacion de lipoproteina, un interactuante con lipoproteina y un
tampon; y un segundo recipiente que contenga un segundo reactivo que comprende un tampoén, un agente anfifilo,
una colesterol esterasa, una colesterol oxidasa y un colorante. En ciertos casos, un colorante puede comprender
una peroxidasa, un sustrato para una peroxidasa, o0 ambos.

Casos de los kits descritos en la presente memoria pueden comprender un primer recipiente que contenga un primer
reactivo que comprenda un agente de solubilizaciéon de lipoproteina, un interactuante con lipoproteina y un tampon;
un segundo recipiente que contenga un segundo reactivo que comprenda un tampodn, un agente anfifilo, una lipasa,
una oxidasa y un colorante; e instrucciones para su uso. En ciertos casos, tales kits comprenden un primer recipiente
que contiene un primer reactivo que comprende un agente de solubilizacion de lipoproteina, un interactuante con
lipoproteina y un tampon; un segundo recipiente que contiene un segundo reactivo que comprende un tampoén, un
agente anfifilo, una colesterol esterasa, una colesterol oxidasa y un colorante; e instrucciones para su uso.
En ciertos casos, un colorante puede comprender una peroxidasa y un sustrato para una peroxidasa.

En ciertos casos, los solicitantes describen un kit que comprende un reactivo e instrucciones para el uso de dicho
reactivo en un ensayo para colesterol, comprendiendo el reactivo un reactivo descrito en la presente memoria.
En ciertos casos, los solicitantes describen un reactivo e instrucciones para el uso de dicho reactivo en un ensayo
para colesterol, comprendiendo el reactivo sulfato de a-ciclodextrina, sulfato de dextrano, cloruro de magnesio,
4-aminoantipireno y un tampoén de fosfato de sodio, en donde la proporcién de sulfato de dextrano con respecto a
iones de magnesio se situa entre aproximadamente 0,002 y aproximadamente 0,02. En ciertos casos, los
solicitantes describen un kit que comprende un reactivo e instrucciones para el uso de dicho reactivo en un ensayo
para colesterol, comprendiendo el reactivo un tampon de fosfato de sodio, Triton X-100, Pluronic L64, N-etil-N-(2-
hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina (ALPS), colesterol esterasa de Pseudomonas sp. y colesterol oxidasa de
Pseudomonas sp.

En ciertos casos, los solicitantes describen un kit que comprende al menos un primer reactivo y un segundo reactivo,
e instrucciones para el uso de dichos reactivos en un ensayo para colesterol, en donde dicho primer reactivo
comprende un reactivo descrito en la presente memoria (p. €j., un reactivo que comprende un agente de
solubilizacion de lipoproteina, un interactuante con lipoproteina y un tampon), y dicho segundo reactivo comprende
un reactivo descrito en la presente memoria (p. €j., un reactivo que comprende un tampoén, un agente anfifilo, una
lipasa, un oxidante y un colorante). En ciertos casos, los solicitantes describen un kit que comprende al menos un
primer reactivo y un segundo reactivo, e instrucciones para el uso de dichos reactivos en un ensayo para colesterol,
en donde dicho primer reactivo comprende un agente de solubilizacién de lipoproteina seleccionado de un
tensioactivo y un derivado de a-ciclodextrina cargado negativamente; un interactuante con lipoproteina que
comprende un derivado de dextrano de bajo peso molecular cargado negativamente y un tampén; y dicho segundo
reactivo comprende un tampoén de fosfato de sodio, Triton X-100, Pluronic L64, N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-
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dimetoxianilina (ALPS), colesterol esterasa de Pseudomonas sp. y colesterol oxidasa de Pseudomonas sp.

En ciertos casos, los solicitantes describen un kit que comprende al menos un primer reactivo y un segundo reactivo,
e instrucciones para el uso de dichos reactivos en un ensayo para colesterol, en donde dicho primer reactivo
comprende i) un agente de solubilizacion de lipoproteina, interactuante con lipoproteina y un tampoén, en donde
dicho interactuante con lipoproteina esta presente a un nivel de concentraciéon que origina la conversién de
colesterol de LAD en un producto coloreado medible, a una velocidad sustancialmente distinta que la conversiéon de
colesterol de LBD en un producto coloreado medible y a una velocidad sustancialmente distinta que la conversién de
colesterol de LMBD en un producto coloreado medible, o ii) sulfato de a-ciclodextrina, sulfato de dextrano, cloruro de
magnesio, 4-aminoantipireno y un tampon de fosfato de sodio, en donde la proporcion de sulfato de dextrano con
respecto a iones de magnesio se sitla entre aproximadamente 0,002 y aproximadamente 0,02; y dicho segundo
reactivo a) comprende un tampdn, un agente anfifilo, una lipasa, una oxidasa y un colorante, o b) un tampén, un
agente anfifilo, una colesterol esterasa, una colesterol oxidasa y una peroxidasa.

También se describen en la presente memoria métodos para medir de manera simultanea y rapida al menos dos de
CT, C-LBD y C-LAD en una muestra de sangre procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de dichas
lipoproteinas. Casos de métodos para medir de manera simultanea y rapida CT, C-LBD y C-LAD en una muestra de
sangre procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de dichas lipoproteinas comprenden pasos de: combinar
en un momento inicial al menos una parte de dicha muestra de sangre con un primer reactivo que comprende un
agente de solubilizacion de lipoproteina, un interactuante con lipoproteina y un tampdn para proporcionar una
solucion combinada; afiadir a dicha soluciéon combinada un segundo reactivo que comprende un tampén, un agente
anfifilo, una lipasa, una oxidasa y un colorante para proporcionar una solucion coloreada; y medir la absorbancia
luminica de dicha solucién coloreada dentro de un primer periodo de tiempo, dentro de un segundo periodo de
tiempo y dentro de un tercer periodo de tiempo tras la adicion de dicho segundo reactivo.

En ciertos casos de tales métodos, dicho primer periodo de tiempo comprende un periodo de tiempo inferior a
aproximadamente 3 minutos después de dicho momento inicial, y dicho tercer periodo de tiempo comprende un
periodo de tiempo superior a aproximadamente 5 minutos después de dicho momento inicial, en donde dicho
momento inicial comprende el momento en el cual se afiade dicho segundo reactivo a dicha solucién combinada.

En ciertos casos, dichos métodos para medir de manera simultanea y rapida CT, C-LBD y C-LAD en una muestra de
sangre procedente de un sujeto sin precipitacion sustancial de dichas lipoproteinas comprenden pasos de: combinar
en un momento inicial al menos una parte de dicha muestra de sangre con un primer reactivo que comprende un
agente de solubilizacion de lipoproteina, un interactuante con lipoproteina y un tampdn para proporcionar una
solucion combinada; afiadir a dicha soluciéon combinada un segundo reactivo que comprende un tampén, un agente
anfifilo, una colesterol esterasa, una colesterol oxidasa y un colorante para proporcionar una solucién coloreada; y
medir la absorbancia luminica de dicha solucién coloreada dentro de un primer periodo de tiempo, dentro de un
segundo periodo de tiempo y dentro de un tercer periodo de tiempo.

En ciertos casos de tales métodos, dicho primer periodo de tiempo comprende un periodo de tiempo inferior a
aproximadamente 3 minutos después de dicho momento inicial, y dicho tercer periodo de tiempo comprende un
periodo de tiempo superior a aproximadamente 5 minutos después de dicho momento inicial, en donde dicho
momento inicial comprende el momento en el cual se afiade dicho segundo reactivo a dicha solucién combinada.

En ciertos casos de los métodos descritos en la presente memoria, el primer periodo de tiempo puede comprender
un periodo de tiempo entre aproximadamente 0 minutos y aproximadamente 2 minutos después de dicho momento
inicial, el segundo periodo de tiempo puede comprender un periodo de tiempo entre aproximadamente 2 minutos y
aproximadamente 6 minutos después de dicho momento inicial, y el tercer periodo de tiempo puede comprender un
periodo de tiempo entre aproximadamente 6 minutos y aproximadamente 10 minutos o mas. En ciertos casos, dicho
tercer periodo de tiempo comprende un periodo abierto de tiempo que incluye cualquier momento después de
aproximadamente 5 minutos o aproximadamente 6 minutos después de dicho momento inicial. En ciertos casos, el
momento inicial es el momento en el cual se afiade a la solucién el segundo reactivo.

Se entendera que se pueden emplear también otros tiempos y periodos de tiempo, p. €j., se pueden emplear
tiempos y periodos de tiempo mas largos cuando se reducen las cantidades de lipasa, oxidasa, o ambas. También
se entendera que, p. €j., se pueden emplear tiempos y periodos de tiempo mas cortos cuando se aumentan las
cantidades de lipasa, oxidasa, o ambas. De manera similar, también se pueden emplear otros tiempos y periodos de
tiempo cuando se modifican las cantidades de agentes de solubilizacién de lipoproteina y/o de interactuantes con
lipoproteina. Por consiguiente, en casos adicionales de los métodos descritos en la presente memoria, los periodos
de tiempo pueden ser mas largos que los periodos de tiempo comentados en lo que antecede; por ejemplo, se
pueden configurar reactivos y métodos en donde el primer periodo de tiempo pueda comprender un periodo de
tiempo entre aproximadamente 0 minutos y aproximadamente 10 minutos después de dicho momento inicial, el
segundo periodo de tiempo pueda comprender un periodo de tiempo entre aproximadamente 10 minutos y
aproximadamente 20 minutos o aproximadamente 30 minutos después de dicho momento inicial y el tercer periodo
de tiempo pueda comprender un periodo de tiempo entre aproximadamente 20 minutos y aproximadamente
40 minutos, o entre aproximadamente 30 minutos y aproximadamente 60 minutos o mas. En mas casos adicionales
de los métodos descritos en la presente memoria, los periodos de tiempo pueden ser mas cortos que los periodos
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de tiempo comentados en lo que antecede; por ejemplo, se pueden configurar reactivos y métodos en donde el
primer periodo de tiempo pueda comprender un periodo de tiempo entre aproximadamente O minutos y
aproximadamente 1 minuto después de dicho momento inicial, el segundo periodo de tiempo pueda comprender un
periodo de tiempo entre aproximadamente 1 minuto y aproximadamente 4 minutos o aproximadamente 5 minutos
después de dicho momento inicial, y el tercer periodo de tiempo pueda comprender un periodo de tiempo entre
aproximadamente 4 minutos y aproximadamente 8 minutos, o entre aproximadamente 5 minutos y aproximadamente
9 minutos.

En ciertos casos, un paso de medir la absorbancia puede comprender medir la absorbancia utilizando un
espectrofotémetro. Un paso de medir la absorbancia comprendera tipicamente medir la absorbancia a una
frecuencia particular, o cerca de ella, utilizando un espectrofotometro. En ciertos casos, un paso de medir la
absorbancia puede comprender medir la absorbancia a una longitud de onda de aproximadamente 560 nanémetros
(nm) o cerca de ella. En ciertos casos, un paso de medir la absorbancia puede comprender ademas utilizar un
espectrofotometro para medir la diferencia entre la absorbancia a una primera longitud de onda, o cerca de la
misma, y la absorbancia en una segunda longitud de onda o cerca de la misma; a tal diferencia entre la absorbancia
medida a dos longitudes de onda se la puede denominar "AA". Por ejemplo, estas dos longitudes de onda pueden
ser aproximadamente 560 nm y aproximadamente 700 nm. En ciertos casos, un paso de medir la absorbancia
puede comprender ademas utilizar un espectrofotdbmetro para medir la absorbancia a una longitud de onda de
aproximadamente 560 nm y a una longitud de onda de aproximadamente 700 nm, al objeto de obtener la diferencia
de absorbancia entre aproximadamente 560 nm y aproximadamente 700 nm. Se entendera que para algunos
colorantes se pueden emplear otras longitudes de onda y otros intervalos de longitud de onda; por ejemplo, existen
sustratos de peroxidasa cromégenos que se pueden detectar a longitudes de onda entre aproximadamente 400 nm
y aproximadamente 700 nm.

Tales mediciones de absorbancia se pueden realizar en un momento particular, o en dos momentos particulares, o
en tres, 0 mas, momentos particulares, en donde un momento particular se define con respecto a un momento
inicial. Las mediciones en un momento particular pueden incluir mediciones realizadas durante un intervalo de
tiempo, como entre 0 y aproximadamente 2 minutos después de un momento inicial, o entre aproximadamente
2 minutos y aproximadamente 6 minutos después de un momento inicial, o entre aproximadamente 6 minutos y
aproximadamente 10 minutos después de un momento inicial, o en otros momentos y/u otros periodos de tiempo.

En ciertos casos, un paso para medir la absorbancia puede comprender medir la absorbancia utilizando un
espectrofotometro en dos momentos, y registrar o calcular la diferencia entre las mediciones realizadas en dichos
dos momentos. En ciertos casos la absorbancia puede ser AA, medida como la diferencia en la absorbancia medida
a dos longitudes de onda, y se puede registrar o calcular la diferencia entre la AA medida en un primer momento y la
AA medida en un segundo momento; a esta diferencia entre la AA medida en dos momentos se la puede denominar
"AA{". Por ejemplo, se puede medir AA; midiendo AA como la diferencia entre la absorbancia medida a 560 nm y a
700 nm, donde la medicion de AA se realiza aproximadamente 2 minutos después de un momento inicial y
aproximadamente 6 minutos después de un momento inicial, donde AA; es la diferencia entre las dos mediciones de
AA. En casos adicionales se puede medir AA: midiendo AA como la diferencia entre la absorbancia medida a 560 nm
y a 700 nm, donde la medicién de AA se realiza en un momento inicial y aproximadamente 2 minutos después de un
momento inicial, siendo AA; la diferencia entre las dos mediciones de AA. En casos adicionales se puede medir AA;
midiendo AA como la diferencia entre la absorbancia medida a 560 nm y a 700 nm, donde la medicién de AA se
realiza aproximadamente 6 minutos después de un momento inicial y aproximadamente 10 minutos después de un
momento inicial, donde AA: es la diferencia entre las dos mediciones de AA. En casos adicionales, cuando la
medicion de AA debe realizarse después de un tiempo particular, se entendera que frases como, p. €j., "después de

aproximadamente 5 minutos”, "después de aproximadamente 10 minutos”, "en un periodo de tiempo mayor que
aproximadamente 5 minutos”, "en un periodo de tiempo mayor que aproximadamente 10 minutos”, y similares, se
pueden medir entre cualquier tiempo después del tiempo establecido y un tiempo razonable después de este.
En ciertos casos, tal periodo de tiempo para la mediciéon puede no prolongarse en el tiempo mas alla de

aproximadamente 30 minutos, o mas alla de aproximadamente 20 minutos, después del momento inicial.

En ciertos casos, un primer reactivo puede comprender un agente de solubilizacién de lipoproteina, un interactuante
con lipoproteina y un tampén. En ciertos casos, un agente de solubilizacion de lipoproteina puede comprender un
tensioactivo. En ciertos casos, un interactuante con lipoproteina puede comprender un dextrano (tal como un
derivado de dextrano tal como un dextrano sulfonado o fosforilado), una ciclodextrina (tal como un derivado de
ciclodextrina tal como una ciclodextrina sulfonada o metilada), un producto natural cargado negativamente tal como
heparina, o combinaciones de los mismos. En ciertos casos, un interactuante con lipoproteina puede comprender un
éster de dextrano de bajo peso molecular cargado negativamente, p. €j. un sulfato de dextrano de bajo peso
molecular. En ciertos casos, un interactuante con lipoproteina puede comprender un derivado de a-ciclodextrina tal
como un éster de sulfato de a-ciclodextrina. En ciertos casos, un primer reactivo puede comprender un sustrato para
peroxidasa. En ciertos casos, un sustrato para peroxidasa puede comprender un compuesto de aminoantipireno, tal
como 4-aminoantipireno, y un compuesto que contenga anilina, tal como ALPS. En casos adicionales, el primer
reactivo puede comprender sulfato de a-ciclodextrina, sulfato de dextrano, cloruro de magnesio, 4-aminoantipireno,
ALPS y un tampén, tal como, por ejemplo, un tampoén de fosfato (p. ej. NayPO4 (donde NayPO. es una sal de fosfato
de sodio; p. €j., puede ser NaH;PO4, Na;HPO4 o NasPQO4) para tamponar el pH entre aproximadamente pH 6 y
aproximadamente pH 8. Por ejemplo, en ciertos casos el primer reactivo puede comprender sulfato de
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a-ciclodextrina (1 mM), sulfato de dextrano (20 uM), cloruro de magnesio (4 mM), 4-aminoantipireno (2,25 mM),
ALPS 3 mMy Na,PO4 (100 mM), pH aproximadamente 7.

En ciertos casos, se pueden separar en diferentes reactivos los componentes de un sustrato para peroxidasa.
Se puede desear la separacion de los componentes del sustrato para peroxidasa en diferentes reactivos con vistas a
la estabilidad de uno o ambos reactivos, o bien puede ser util para reducir o evitar la degradacién de uno o ambos
reactivos. Asi, en ciertos casos un primer reactivo puede incluir un compuesto de antipireno y un segundo reactivo
puede incluir un compuesto que contenga anilina. En casos adicionales, un primer reactivo puede comprender
4-aminoantipireno y un segundo reactivo puede comprender N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina
(ALPS). En casos adicionales, un primer reactivo puede comprender 4-aminoantipireno entre aproximadamente
1 mM y aproximadamente 5 mM y un segundo reactivo puede comprender ALPS entre aproximadamente 0,5 mM y
aproximadamente 20 mM. Por ejemplo, un primer reactivo puede comprender 4-aminoantipireno 2,25 mM y un
segundo reactivo puede comprender ALPS 3 mM.

En ciertos casos, los componentes de un sustrato para peroxidasa pueden estar contenidos en un unico reactivo.
Se puede desear la inclusién de multiples componentes en un Unico reactivo por simplicidad de fabricacién o
facilidad de uso, o por otras razones. Por ejemplo, un reactivo que contenga todos los componentes de un sustrato
para peroxidasa puede comprender un compuesto de aminoantipireno y un compuesto que contenga anilina.
En casos adicionales, un reactivo que contenga todos los componentes de un sustrato para peroxidasa puede
comprender 4-aminoantipireno y N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina (ALPS). En casos adicionales,
un reactivo que contenga todos los componentes de un sustrato para peroxidasa puede comprender
4-aminoantipireno entre aproximadamente 4 mM y aproximadamente 5 mM y ALPS entre aproximadamente 0,5 mM
y aproximadamente 20 mM. Por ejemplo, un reactivo que contenga todos los componentes de un sustrato para
peroxidasa puede comprender 4-aminoantipireno 2,25 mM y ALPS 3 mM. En otros casos, se pueden secar reactivos
para aumentar la estabilidad. Se pueden liofilizar reactivos o proporcionarlos como peliculas vitreas, p. €j. peliculas
que pueden adherirse a una pared de recipiente. Cuando tales reactivos estan secos, se pueden formular para que
se disuelvan rapidamente (por ejemplo, en un plazo de segundos o minutos) al afiadir agua u otro disolvente acuoso,
tal como una solucién tampoén.

En ciertos casos de los métodos descritos en la presente memoria, un segundo reactivo puede comprender una
lipasa, una oxidasa y un colorante. En ciertos casos de dicho segundo reactivo, una lipasa puede comprender una
colesterol esterasa, una oxidasa puede comprender una colesterol oxidasa y un colorante puede comprender una
peroxidasa. En ciertos casos de los métodos descritos en la presente memoria, un segundo reactivo puede
comprender un tampoén, un agente anfifilo, una colesterol esterasa, una colesterol oxidasa y un colorante.
En ciertos casos de los métodos descritos en la presente memoria, un agente anfiflo puede comprender un
tensioactivo. En ciertos casos, un colorante puede comprender una peroxidasa, un sustrato para peroxidasa, y
puede comprender tanto una peroxidasa como un sustrato para peroxidasa. Una peroxidasa puede comprender, por
ejemplo, una peroxidasa de rabano picante (Armoracia rusticana) (HRP, por sus siglas en inglés). Un sustrato para
peroxidasa puede comprender un compuesto que contenga anilina, un compuesto de aminoantipireno o ambos.
En ciertos casos, un colorante puede comprender un compuesto de aminoantipireno, tal como 4-aminoantipireno.
En ciertos casos, un colorante puede comprender N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina (ALPS).
En ciertos casos de los métodos descritos en la presente memoria, un segundo reactivo puede comprender una
colesterol esterasa bacteriana, tal como una colesterol esterasa de una bacteria Pseudomonas, y en ciertos casos
puede comprender una colesterol oxidasa bacteriana, tal como una colesterol oxidasa bacteriana de una bacteria
Pseudomonas. En ciertos casos de los métodos descritos en la presente memoria, un segundo reactivo puede
comprender un tampén, tal como un tampon de fosfato (p. ej., NayPO4 (50 mM)), Triton X-100 (0,06%), Pluronic L64
(3 g/L), N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina (ALPS) (3 mM), colesterol esterasa de Pseudomonas sp.
(750 U/L) y colesterol oxidasa de Pseudomonas sp. (1,5 kU/L).

En ciertos casos, una composicion como se describe en la presente memoria puede comprender sulfato de
a-ciclodextrina, sulfato de dextrano, cloruro de magnesio, un sustrato para peroxidasa (p. €j., diaminobencidina o
4-aminoantipireno y ALPS), colesterol esterasa (p. €j., colesterol esterasa de Pseudomonas sp.), colesterol oxidasa
(p- €j., colesterol oxidasa de Pseudomonas sp.), un tensioactivo y un tampon. En ciertos casos, una composicion
como se describe en la presente memoria puede comprender un primer reactivo y un segundo reactivo. En ciertos
casos, una composicion como se describe en la presente memoria puede comprender un primer reactivo, un
segundo reactivo y al menos una parte de una muestra de sangre procedente de un sujeto.

Un tampén, por ejemplo, puede ser un tampoén de fosfato (p. €j., NayPO. (donde Na,PO4 es una sal de fosfato de
sodio; p. €j., puede ser NaH;PO,, Na;HPO, o NasPO,) para tamponar el pH entre aproximadamente pH 5 y
aproximadamente pH 9, o entre aproximadamente pH 6 y aproximadamente pH 8, opcionalmente entre
aproximadamente pH 6,8 y aproximadamente pH 7,8, p. €j., pH 7,4. En ciertos casos, una composicién como se
describe en la presente memoria puede comprender entre aproximadamente 100 U/L y aproximadamente 2.000 U/L
de colesterol esterasa de Pseudomonas sp. (p. €j., aproximadamente 750 U/L), y puede comprender entre
aproximadamente 100 U/L y aproximadamente 3.000 U/L de colesterol oxidasa de Pseudomonas sp. (p. €j.,
aproximadamente 1,5 kU/L).

En ciertos casos, por ejemplo, un sustrato para peroxidasa puede comprender 4-aminoantipireno entre
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aproximadamente 1 mM y aproximadamente 5 mM y ALPS entre aproximadamente 0,5 mM y aproximadamente
20 mM, p. €j. 4-aminoantipireno aproximadamente 2,25 mM y ALPS aproximadamente 3 mM. En ciertos casos, un
tensioactivo puede ser, por ejemplo, Triton X-100 y/o Pluronic L64, p. €j. la composicion puede comprender de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 1% de Triton X-100 y puede comprender de aproximadamente 1
a aproximadamente 10 g/L de Pluronic L64; en casos particulares, la composicion puede comprender
aproximadamente 0,06% de Triton X-100 y aproximadamente 3 g/L de Pluronic L64.

En ciertos casos de los métodos descritos en la presente memoria se puede emplear una medicion dentro de un
primer periodo de tiempo para determinar el colesterol de LAD en dicha muestra. En ciertos casos de los métodos
descritos en la presente memoria se puede emplear una medicion dentro de un segundo periodo de tiempo para
determinar el colesterol de LBD en dicha muestra. En ciertos casos de los métodos descritos en la presente memoria
se puede emplear una medicién dentro de un tercer periodo de tiempo para determinar el colesterol total en dicha
muestra. En ciertos casos de los métodos descritos en la presente memoria, una mediciéon puede comprender medir
la absorbancia utilizando un espectrofotémetro. En ciertos casos de los métodos descritos en la presente memoria,
una mediciéon puede comprender medir AA (donde AA es la diferencia entre la absorbancia medida a la primera
longitud de onda y a la segunda longitud de onda) utilizando un espectrofotometro. En ciertos casos de los métodos
descritos en la presente memoria, una medicion puede comprender medir AA: (donde AA; es la diferencia entre la
absorbancia medida en un primer momento y la absorbancia medida en un segundo momento) utilizando un
espectrofotémetro. Las mediciones de absorbancia para medir AA; pueden ser mediciones de AA.

En ciertos casos de los métodos descritos en la presente memoria, un método para analizar datos de medida de
colesterol obtenidos a partir de una muestra de sangre de un sujeto puede comprender pasos de: medir la formacion
de producto a partir de una reaccion entre subfracciones de colesterol y una mezcla de reactivos que comprende
una lipasa y una oxidasa dentro de un primer periodo de tiempo, dentro de un segundo periodo de tiempo y dentro
de un tercer periodo de tiempo para proporcionar datos de medida de colesterol; en donde se obtiene una medida
de colesterol de lipoproteina de baja densidad (C-LBD) a partir de dichos datos de medida de colesterol obtenidos
dentro de dicho segundo periodo de tiempo; en donde se obtiene una medida de colesterol total (CT) a partir de
dichos datos de medida de colesterol obtenidos dentro de dicho tercer periodo de tiempo; en donde se obtiene una
medida de colesterol de lipoproteina de alta densidad (C-LAD) a partir de dichos datos de medida de colesterol
obtenidos dentro de dicho segundo periodo de tiempo mas la velocidad de formacion del producto medida en dicho
primer periodo de tiempo; con lo cual se analizan dichos datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una
muestra de sangre de un sujeto.

En casos particulares de los métodos para analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra
de sangre de un sujeto descritos en la presente memoria, dicha lipasa puede comprender una colesterol esterasa y
dicha oxidasa puede comprender una colesterol oxidasa. Por ejemplo, en ciertos casos de los métodos descritos en
la presente memoria, un método para analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra de
sangre de un sujeto puede comprender pasos de: medir la formacion de producto a partir de una reaccion entre
subfracciones de colesterol y una mezcla de reactivos que comprende una colesterol esterasa y una colesterol
oxidasa dentro de un primer periodo de tiempo, dentro de un segundo periodo de tiempo y dentro de un tercer
periodo de tiempo para proporcionar datos de medida de colesterol; en donde se obtiene una medida de C-LBD a
partir de dichos datos de medida de colesterol obtenidos dentro de dicho segundo periodo de tiempo; en donde se
obtiene una medida de CT a partir de dichos datos de medida de colesterol obtenidos dentro de dicho tercer periodo
de tiempo; y en donde se obtiene una medida de C-LAD a partir de dichos datos de medida de colesterol obtenidos
dentro de dicho segundo periodo de tiempo mas la velocidad de formacion de producto medida en dicho primer
periodo de tiempo; con el cual se analizan dichos datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra
de sangre de un sujeto.

Casos de un método para analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra de sangre de un
sujeto pueden comprender pasos en donde dicho primer periodo de tiempo pueda comprender menos de
aproximadamente 3 minutos después de un momento inicial, en donde dicho momento inicial comprenda el
momento en el cual se afiade un segundo reactivo a una solucion combinada, y en donde una solucién combinada
pueda comprender un primer reactivo y al menos una parte de una muestra de sangre. En ciertos casos, un método
para analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra de sangre de un sujeto puede
comprender un paso en donde un tercer periodo de tiempo comprenda un periodo de tiempo mayor que
aproximadamente 5 minutos después de dicho momento inicial, en donde dicho momento inicial comprende el
momento en el cual se afade un segundo reactivo a una solucién combinada. En ciertos casos, dicho primer periodo
de tiempo comprende un periodo de tiempo entre aproximadamente 0 minutos y aproximadamente 2 minutos
después de dicho momento inicial, dicho segundo periodo de tiempo comprende un periodo de tiempo entre
aproximadamente 2 minutos y aproximadamente 6 minutos después de dicho momento inicial y dicho tercer periodo
de tiempo comprende un periodo de tiempo entre aproximadamente 6 minutos y aproximadamente 10 minutos o
mas. En ciertos casos, dicho tercer periodo de tiempo puede comprender un periodo abierto de tiempo que incluya
cualquier tiempo mayor que aproximadamente 5 minutos después de dicho momento inicial o mayor que
aproximadamente 6 minutos después de dicho momento inicial.

En ciertos casos, un paso de medir la formacion de producto comprende medir la absorbancia. En ciertos casos, un
paso para medir la absorbancia comprende medir AA utilizando un espectrofotémetro. En otros casos, un paso de
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medir la absorbancia utilizando un espectrofotdémetro comprende medir la absorbancia a una primera longitud de
onda y medir la absorbancia a una segunda longitud de onda para obtener una medida de AA, donde AA es la
diferencia entre la absorbancia medida a la primera longitud de onda y la medida a la segunda longitud de onda.
En ciertos casos, un paso de medir AA utilizando un espectrofotometro comprende medir AA a una longitud de onda
entre aproximadamente 300 nm y aproximadamente 700 nm, y a una longitud de onda entre aproximadamente
600 nm y aproximadamente 900 nm. En casos mas particulares, un paso de medir AA utilizando un
espectrofotometro comprende medir AA a una longitud de onda de aproximadamente 560 nm y a una longitud de
onda de aproximadamente 700 nm.

En al menos algunos casos, métodos descritos en la presente memoria incluyen métodos adicionales para analizar
datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra de sangre de un sujeto, en donde se obtiene una
medida de C-LAD a partir de dichos datos de medida de colesterol obtenidos dentro de un segundo periodo de
tiempo mas la velocidad de formacion de producto medida en un primer periodo de tiempo, segun la siguiente
férmula:

Ky = Kz x (C-LBD) + K3z x R4
donde K1 es una constante cuyo valor puede estar entre aproximadamente 0 y aproximadamente 250;
donde K: es una constante cuyo valor puede estar entre aproximadamente 0 y aproximadamente 100;

donde se puede determinar la cantidad de C-LBD por la diferencia entre la absorbancia medida al comienzo de
dicho segundo periodo de tiempo y al final de dicho segundo periodo de tiempo;

donde K3 es una constante cuyo valor puede estar entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20.000; y

donde Ry se puede determinar por la diferencia entre la absorbancia medida al comienzo de dicho primer periodo de
tiempo y al final de dicho primer periodo de tiempo, y en donde dichos periodos de tiempo se pueden determinar con
respecto a un momento inicial, en donde el periodo de tiempo inicial comprende el momento en el cual se afade un
segundo reactivo a una solucion combinada que comprende un primer reactivo y al menos una parte de dicha
muestra de sangre.

En ciertos casos, el valor de K; puede estar entre aproximadamente 0 y aproximadamente 100, o entre
aproximadamente 0 y aproximadamente 50. En ciertos casos, el valor de K; puede estar entre aproximadamente 0 y
aproximadamente 50, o entre aproximadamente 0 y aproximadamente 25. En ciertos casos, el valor de Kz puede
estar entre aproximadamente O y aproximadamente 10.000, o entre aproximadamente 0 y aproximadamente 5.000.
En casos adicionales, el valor de K; puede estar entre aproximadamente O y aproximadamente 25, o entre
aproximadamente 0 y aproximadamente 10. En casos adicionales, el valor de K; puede estar entre
aproximadamente 0 y aproximadamente 5, o entre aproximadamente 0 y aproximadamente 2.

En ciertos casos de métodos adicionales para analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una
muestra de sangre de un sujeto, un primer periodo de tiempo puede comprender un periodo de tiempo entre
aproximadamente 0 minutos y aproximadamente 2 minutos después de un momento inicial. En ciertos casos, un
segundo periodo de tiempo puede comprender un periodo de tiempo entre aproximadamente 2 minutos y
aproximadamente 6 minutos después de un momento inicial. En ciertos casos, un tercer periodo de tiempo puede
comprender un periodo de tiempo entre aproximadamente 6 minutos y aproximadamente 10 minutos después de un
momento inicial, o mas. En ciertos casos, dicho tercer periodo de tiempo puede comprender un periodo abierto de
tiempo que incluya cualquier tiempo mayor que aproximadamente 5 minutos después de dicho momento inicial o
mayor que aproximadamente 6 minutos después de dicho momento inicial.

En ciertos casos de métodos adicionales para analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una
muestra de sangre de un sujeto, K1 puede tener un valor entre aproximadamente O y aproximadamente 3. En ciertos
casos de métodos adicionales para analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra de
sangre de un sujeto, K, puede tener un valor entre aproximadamente 0 y aproximadamente 1. En ciertos casos de
métodos adicionales para analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra de sangre de un
sujeto, K3 puede tener un valor entre aproximadamente 800 y aproximadamente 1.800. En ciertos casos de métodos
adicionales para analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra de sangre de un sujeto,
K1 puede tener un valor de aproximadamente 1,30. En ciertos casos de métodos adicionales para analizar datos de
medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra de sangre de un sujeto, K, puede tener un valor de
aproximadamente 0,446. En ciertos casos de métodos adicionales para analizar datos de medida de colesterol
obtenidos a partir de una muestra de sangre de un sujeto, Kz puede tener un valor de aproximadamente 1.255.

En ciertos casos de métodos adicionales para analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una
muestra de sangre de un sujeto, los datos de medida de colesterol pueden comprender datos procedentes de una
medicién de absorbancia. En ciertos casos de métodos adicionales para analizar datos de medida de colesterol
obtenidos a partir de una muestra de sangre de un sujeto, las mediciones de absorbancia pueden comprender
mediciones de absorbancia realizadas utilizando un espectrofotémetro. En ciertos casos de métodos adicionales
para analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra de sangre de un sujeto, una medicion
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de absorbancia utilizando un espectrofotdmetro puede comprender una medicién de AA, donde una medicion de AA
comprende una medicién de absorbancia realizada a una primera longitud de onda y una medicién de absorbancia
realizada a una segunda longitud de onda, que permiten obtener la diferencia entre la absorbancia a dicha primera
longitud de onda y la absorbancia a dicha segunda longitud de onda. En ciertos casos de métodos adicionales para
analizar datos de medida de colesterol obtenidos a partir de una muestra de sangre de un sujeto, una medicion de
AA utilizando un espectrofotdmetro puede comprender mediciones de absorbancia a una longitud de onda de
aproximadamente 560 nm y a una longitud de onda de aproximadamente 700 nm.

Los solicitantes describen ademas en la presente memoria dispositivos para medir el colesterol total o una
subfraccion de colesterol en al menos una parte de una muestra de sangre procedente de un sujeto. En ciertos
casos, un dispositivo para medir el colesterol total o una subfraccién de colesterol en al menos una parte de una
muestra de sangre procedente de un sujeto puede comprender: medios para combinar un primer reactivo con al
menos una parte de una muestra de sangre procedente de un sujeto, que permitan proporcionar una solucion
combinada; medios para combinar un segundo reactivo con dicha solucion combinada a fin de proporcionar una
solucion coloreada; medios para medir una propiedad o6ptica de dicha solucion coloreada; y medios para visualizar o
notificar los resultados de dicha medicion de dicha propiedad o6ptica de dicha solucidon coloreada. En casos
adicionales, un dispositivo para medir el colesterol total o una subfraccion de colesterol en al menos una parte de
una muestra de sangre procedente de un sujeto puede comprender: una camara para combinar un primer reactivo
con al menos una parte de una muestra de sangre procedente de un sujeto, que permita proporcionar una solucion
combinada; un conducto para combinar un segundo reactivo con dicha solucién combinada a fin de proporcionar una
solucion coloreada; un detector 6ptico para medir una propiedad optica de dicha solucion coloreada; y un elemento
de visualizaciéon o un enlace de comunicacién para notificar los resultados de dicha mediciéon de dicha propiedad
optica de dicha solucion coloreada. En ciertos casos, un elemento de visualizacidon y/o un enlace de comunicacion
pueden ser adecuados para comunicacion bidireccional.

Los solicitantes describen en la presente memoria sistemas para medir el colesterol total o una subfraccién de
colesterol en al menos una parte de una muestra de sangre procedente de un sujeto. En ciertos casos, un sistema
para medir el colesterol total o una subfraccion de colesterol en al menos una parte de una muestra de sangre
procedente de un sujeto comprende un dispositivo como se describe en la presente memoria, y un medio para
comunicar informacién desde dicho dispositivo a un ordenador, una red informatica, un teléfono, una red telefénica o
un dispositivo configurado para visualizar informacion comunicada desde dicho dispositivo. Se entendera que un
medio para comunicar informacién puede incluir medios para comunicacion unidireccional y puede incluir medios
para comunicacion bidireccional, y puede incluir medios para comunicar con mdultiples ubicaciones o entidades.
En ciertos casos, un sistema para medir el colesterol total o una subfraccién de colesterol en al menos una parte de
una muestra de sangre procedente de un sujeto comprende un dispositivo como se describe en la presente memoria
y un canal para comunicar informacién desde dicho dispositivo a un ordenador, en donde dicho canal se selecciona
de una red informatica, una red telefénica, un enlace de comunicaciones metalico, un enlace de comunicaciones
optico y un enlace de comunicaciones inalambrico. Se entendera que un canal para comunicar informacion puede
ser un canal de comunicacion unidireccional y puede ser un canal de comunicacion bidireccional, y puede incluir
canales para comunicar con multiples ubicaciones o entidades.

En ciertos casos, se pueden determinar niveles de triglicérido mediante métodos en los cuales se pone en contacto
una muestra de sangre con una lipasa para proporcionar acidos grasos y glicerol a partir de TG de la muestra de
sangre. Se puede poner en contacto este glicerol con una cinasa, tal como la glicerol cinasa, para proporcionar
glicerolfosfato, que se puede poner en contacto con una oxidasa, tal como la glicerol-3-fosfato oxidasa, para
proporcionar fosfato de dihidroxiacetona y peréxido de hidrégeno. Se pueden poner en contacto colorantes, tales
como 4-aminoantipireno y N-etil-N-(sulfopropilanilina), con peroxidasa de rabano picante en presencia del peréxido
de hidrégeno, que permiten formar un tinte, tal como un tinte de quinonaimina, tinte cuya medicién proporciona una
medida del nivel de TG en la muestra de sangre. Tal tinte se puede medir por medios espectrofotométricos;
por ejemplo, se puede medir tal tinte, y se pueden determinar los niveles de TG, midiendo la absorbancia a una
longitud de onda (p. €j. 560 nanémetros (nm)) o dentro de un intervalo de longitudes de onda (p. €j. de 555 a
565 nm).

Se puede estimar C-LMBD a partir de las mediciones de TG dividiendo por 5 la concentracién de TG en una
muestra:

C-LMBD =TG/5

con el fin de proporcionar un valor para el nivel de C-LMBD en la muestra de sangre en la que se ha medido TG.
El nivel de C-LMBD estimado de esta manera se puede usar adicionalmente para calcular el CT en una muestra de
sangre sumando los niveles de C-LAD, C-LBD y C-LMBD (estimado segun la férmula C-LMBD = TG/5).

Sin embargo, en lugar de dicha estimacion, los solicitantes describen en la presente memoria métodos adicionales
para calcular C-LMBD basandose en las novedosas y utiles mediciones de C-LAD, C-LBD, CT y TG descritas en la
presente memoria. Se cree que estos métodos adicionales proporcionan una precision mayor que los métodos
anteriores. En ciertos casos se puede calcular C-LMBD a partir de las mediciones de C-LAD, CT y TG, donde estas
mediciones se realizan conforme a los métodos descritos en la presente memoria. En ciertos casos se puede
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calcular C-LMBD a partir de las mediciones de C-LAD, C-LBD, CT y TG, donde estas mediciones se realizan
conforme a los métodos descritos en la presente memoria.

En ciertos casos se puede calcular el nivel de C-LMBD en una Unica muestra, o una Unica parte de una muestra, de
sangre de un sujeto, a partir de las mediciones de C-LAD, CT y TG, por ejemplo mediante la relacién:

C-LMBD = aCT + BC-LAD + 8TG + as(TG + £)(CT + k) + A

donde a, B, 8 y a1 son constantes que multiplican a CT, C-LAD, TGy (TG + €)(CT + k), respectivamente; y donde ¢, K
y A son constantes aditivas que suman a TG, CT y la suma de todos los demas factores, respectivamente. Al término
(TG + €)(CT + k) se le puede denominar "término cruzado", en el cual los términos de un paréntesis multiplican a los
términos del otro paréntesis. Las constantes multiplicativas a, 8, 8 y a: y las constantes aditivas €, K y A pueden
tomar cualquier valor, ya sea positivo, negativo o cero.

En ciertos casos se puede calcular el nivel de C-LMBD en una Unica muestra, o una Unica parte de una muestra, de
sangre de un sujeto a partir de las mediciones de C-LAD, C-LBD, CT y TG, por ejemplo mediante la relacion:

C-LMBD = aCT + BC-LAD + yC-LBD + 8TG + as(TG + £)(CT + k) + A

donde q, B, y, © y a1 son constantes que multiplican a CT, C-LAD, C-LBD, TG y (TG + €)(CT + k), respectivamente; y
donde €, K y A son constantes aditivas que suman a TG, CT y la suma de todos los demas factores, respectivamente.
Las constantes multiplicativas a, B, y, 8 y a1 y las constantes aditivas €, K y A pueden tomar cualquier valor, ya sea
positivo, negativo o cero. Como se ha indicado mas arriba y segun se emplea en cualquier otra parte de la presente
memoria, al término (TG + €)(CT + K) y a términos similares se les puede denominar "término cruzado", en el cual los
términos de un paréntesis multiplican a los términos del otro paréntesis.

Se entendera que, en ciertos casos, en las relaciones utilizadas para calcular C-LMBD se pueden incluir todos los
términos cruzados posibles y todas las combinaciones posibles de términos cruzados. Asi, por ejemplo, ademas de,
y/o en lugar de, el término cruzado (TG + €)(CT + k), en las relaciones utilizadas para calcular C-LMBD se pueden
incluir cualquiera de los siguientes términos cruzados o todos ellos: (TG + €)(C-LAD + p); (TG + €)(C-LBD + v);
(CT + k)(C-LAD + p); (CT + k)(C-LBD + v) y (C-LBD + v)(C-LAD + p), donde las constantes aditivas A, €, K, J y Vv
pueden tomar cualquier valor, ya sea positivo, negativo o cero.

Por consiguiente, en ciertos casos, se puede calcular C-LMBD a partir de las cantidades medidas, de la siguiente
manera:

C-LMBD =aTC + BC-LAD + yC-LBD + 8TG + A + a1(TG + €)(CT + k) + ax(TG + €)(C-LAD + p) +
as(TG + €)(C-LBD + v) + a4(CT + k)(C-LAD + p) + as(CT + k)(C-LBD + v) + ag(C-LBD + v)(C-LAD + p)

donde los coeficientes multiplicativos a, B, v, O, a1, az, as, as, as y as pueden tomar cualquier valor, ya sea positivo,
negativo o cero; y

donde las constantes aditivas A, €, k, p y v pueden tomar cualquier valor, ya sea positivo, negativo o cero.

En mas realizaciones adicionales, se puede calcular el nivel de C-LMBD en una Unica muestra, o una Unica parte de
una muestra, de sangre de un sujeto, a partir de otras relaciones que utilizan algunos o la totalidad de los valores
medidos de CT, TG, C-LAD, y C-LBD, y constantes multiplicativas y aditivas similares en forma a las relaciones
proporcionadas en lo que antecede.

Los solicitantes también describen en la presente memoria métodos, dispositivos y sistemas para medir, en un
dispositivo, al menos dos atributos biolégicamente relevantes de una muestra. En ciertos casos, un atributo
bioldgicamente relevante de una muestra incluye, sin limitacion, un nivel de lipoproteina que incluye CT, C-LAD,
C-LBD y C-LMBD; nivel de ftriglicérido (TG) en sangre; hematocrito sanguineo; contenido de hierro en sangre;
velocidad de sedimentacion eritrocitica (VSE); una medicién citométrica (p. €j., la determinacion de la presencia y/o
las cantidades, incluidas las cantidades fraccionarias y/o las cantidades absolutas, de un tipo de célula o tipos de
células) incluidas las basadas en anticuerpos, basadas en tintes, por citometria de flujo, por obtencién de imagenes
y otras mediciones de células, numero de células, tipo de célula y propiedades celulares en una muestra; una
medicion quimica que incluye una medicion de pH, de una concentracion salina (por ejemplo, de un catién y/o anién
que constituye una sal), presencia y/o concentracion de una vitamina, una proteina, un metabolito de una proteina o
molécula pequefia, un marcador indicativo de un estado médico y otras mediciones de sangre, orina, tejido u otra
muestra biolégica. Las mediciones de al menos dos atributos bioldgicamente relevantes de una muestra se pueden
realizar simultaneamente, o bien se pueden realizar en sucesién o, cuando se realizan al menos tres mediciones de
atributos biolégicamente relevantes de una muestra, algunas mediciones se pueden realizar simultaneamente
mientras que otras mediciones de atributos biolégicamente relevantes de una muestra se pueden realizar antes o
después de las mediciones que se realizan simultaneamente.

En ciertos casos, una o varias de tales mediciones pueden ser mediciones rapidas, donde una medicién rapida es
una que se puede realizar dentro de un periodo de tiempo de aproximadamente una hora; o se puede realizar dentro
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de un periodo de tiempo de aproximadamente media hora; o se puede realizar dentro de un periodo de tiempo de
aproximadamente un cuarto de hora; o se puede realizar dentro de un periodo de tiempo de unos diez minutos; o se
puede realizar dentro de un periodo de tiempo de aproximadamente 5 minutos; o se puede realizar dentro de un
periodo de tiempo de aproximadamente 4 minutos; o se puede realizar dentro de un periodo de tiempo de
aproximadamente 3 minutos; o se puede realizar dentro de un periodo de tiempo de aproximadamente 2 minutos;
o se puede realizar dentro de un periodo de tiempo de aproximadamente 1 minuto; o se puede realizar dentro de un
periodo de tiempo de unos 30 segundos; o se puede realizar dentro de un periodo de tiempo de unos 15 segundos;
0 se puede realizar dentro de un periodo de tiempo de aproximadamente 10 segundos; o se puede realizar dentro
de un periodo de tiempo de aproximadamente 5 segundos; o se puede realizar dentro de un periodo de tiempo de
aproximadamente 1 segundo.

En ciertos casos, una o varias de estas mediciones se pueden realizar utilizando una muestra de sangre de pequefo
volumen, o nada mas que una parte de pequefio volumen de una muestra de sangre, donde una muestra de sangre
de pequefio volumen y una parte de pequefio volumen de una muestra de sangre comprenden no mas de
aproximadamente 5 mL; o comprenden no mas de aproximadamente 3 mL; o comprenden no mas
de aproximadamente 1 mL; o comprenden no mas de aproximadamente 250 pL; o comprenden no mas de
aproximadamente 100 uL; o comprenden no mas de aproximadamente 50 pL; o comprenden no mas
de aproximadamente 25 yL; o comprenden no mas de aproximadamente 20 uL; o comprenden no mas de
aproximadamente 15 pL; o comprenden no mas de aproximadamente 10 pL; o comprenden no mas
de aproximadamente 5 pL; o comprenden no mas de aproximadamente 1 uL; o comprenden otro volumen pequefio,
p. €j. como se describe en la presente memoria.

Los ensayos y métodos descritos en la presente memoria se pueden realizar en un dispositivo, o en un sistema,
para procesar una muestra. Los ensayos y métodos descritos en la presente memoria se pueden incorporar y utilizar
facilmente en un dispositivo de ensayo automatizado, y en un sistema de ensayo automatizado. Por ejemplo,
sistemas descritos en la presente memoria pueden incluir un conjunto para comunicacion destinado a transmitir o
recibir un protocolo basado en el analito a detectar (p. €j. colesterol total (CT), una subfraccion de colesterol (p. €j.
LBD, LAD, LMBD, etc.), triglicérido (TG), u otro analito) o basado en otros analitos a detectar por el dispositivo o
sistema. En ciertos casos se puede alterar un protocolo de ensayo en funcién de la programacion 6ptima de una
pluralidad de ensayos a realizar por un dispositivo, o0 se puede alterar en funcién de resultados obtenidos con
anterioridad de una muestra procedente de un sujeto, o en funcién de resultados obtenidos con anterioridad a partir
de una muestra distinta procedente del sujeto. En ciertos casos, un conjunto para comunicacion puede comprender
un canal para comunicar informacién desde dicho dispositivo a un ordenador, seleccionandose dicho canal de una
red informatica, una red telefonica, un enlace de comunicaciones metalico, un enlace de comunicaciones 6ptico y un
enlace de comunicaciones inalambrico. En ciertos casos, sistemas descritos en la presente memoria pueden
transmitir sefiales a una ubicacion central, o a un usuario final, y pueden incluir un conjunto para comunicacion
destinado a transmitir tales sefiales. Se pueden configurar sistemas descritos en la presente memoria para actualizar
un protocolo segun sea necesario o de forma regular.

Por consiguiente, los solicitantes describen dispositivos configurados para medir CT o una subfraccion de colesterol,
TG, y sus combinaciones, en una muestra de sangre, segun un método descrito en la presente memoria. Se pueden
configurar dispositivos configurados para medir CT, una subfraccion de colesterol, TG y otras fracciones lipidicas y
analitos en una muestra de sangre segun un método descrito en la presente memoria, para determinar CT, una
subfraccion de colesterol, TG y otras fracciones lipidicas y analitos a partir de una muestra de sangre que
comprenda no mas de aproximadamente 1.000 pL de sangre, o no mas de aproximadamente 500 pL de sangre, no
mas de aproximadamente 250 puL de sangre, o no mas de aproximadamente 150 puL de sangre, o no mas de
aproximadamente 100 yL de sangre, o no mas de aproximadamente 50 pL de sangre o, en ciertos casos, en donde
dicha muestra de sangre comprenda no mas de aproximadamente 25 pL de sangre, o en donde dicha muestra de
sangre comprende no mas de aproximadamente 10 uL de sangre, o en donde dicha muestra de sangre comprenda
menos de aproximadamente 10 pL de sangre. Dichos dispositivos pueden estar configurados para medir CT, una
subfraccion de colesterol, TG y otras fracciones lipidicas y analitos en una muestra de sangre en menos de
aproximadamente una hora o, en ciertos casos, en menos de aproximadamente 40 minutos 0 en menos de
aproximadamente 30 minutos.

Se pueden configurar dispositivos descritos en la presente memoria para realizar un ensayo para medir CT, una
subfraccion de colesterol, TG y otras fracciones lipidicas y analitos, y también para realizar un ensayo para medir
otro analito en la muestra de sangre. Se pueden configurar dispositivos descritos en la presente memoria para
realizar un ensayo para medir CT, una subfraccion de colesterol, TG y otras fracciones lipidicas y analitos, y también
para realizar un ensayo que comprenda medir una caracteristica morfolégica de una célula sanguinea de la muestra
de sangre. Se pueden configurar dispositivos descritos en la presente memoria para realizar un ensayo para medir
CT, una subfraccion de colesterol, TG y otras fracciones lipidicas y analitos, y también para realizar un ensayo que
comprenda medir otro analito en la sangre, por ejemplo una vitamina, una hormona, un farmaco o metabolito de un
farmaco, u otro analito. Se pueden configurar tales dispositivos de forma que los ensayos o el orden de ejecucién de
los ensayos que dicho dispositivo realiza puedan verse alterados por comunicacién con otro dispositivo.

Los solicitantes también describen sistemas que comprenden un dispositivo como se describe en la presente
memoria. En ciertos casos, el sistema comprende un dispositivo que esta configurado para realizar un ensayo para
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medir CT, una subfraccion de colesterol, TG y otras fracciones lipidicas y analitos, y también para realizar un ensayo
para medir otro analito en la muestra de sangre. En ciertos casos, el sistema comprende un dispositivo que esta
configurado para realizar un ensayo para medir CT, una subfraccion de colesterol, TG y otras fracciones lipidicas y
analitos, y también para realizar un ensayo para medir una caracteristica morfolégica de una célula sanguinea en la
muestra de sangre. En ciertos casos de tal sistema, los ensayos o el orden de ejecucion de los ensayos que dicho
dispositivo realiza pueden verse alterados por comunicacién con otro dispositivo.

En ciertos casos de dispositivos y sistemas descritos en la presente memoria, un dispositivo puede comprender un
dispositivo para medir tanto a) CT o una subfraccion de colesterol en al menos una parte de una muestra de sangre
procedente de un sujeto, y b) otro analito o atributo de dicha muestra de sangre procedente del sujeto. En ciertos
casos, dicho otro analito o atributo puede incluir TG, y puede incluir TG y un analito o atributo adicional de la sangre.
En ciertos casos, se puede medir dicho otro analito o atributo en una porcion de la muestra de sangre procedente
del sujeto distinta a la parte usada para medir CT o una subfraccién de colesterol. En ciertos casos, dicho otro
analito o atributo puede medirse en la misma parte de la muestra de sangre procedente del sujeto utilizada para
medir CT o una subfraccion de colesterol. En ciertos casos, un dispositivo para medir tanto a) CT o una subfraccion
de colesterol en al menos una parte de una muestra de sangre procedente de un sujeto como b) otro analito o
atributo de dicha muestra de sangre procedente del sujeto, puede comprender: medios para combinar un primer
reactivo con al menos una parte de una muestra de sangre procedente de un sujeto, que permitan proporcionar una
solucion combinada; medios para combinar un segundo reactivo con dicha solucién combinada para proporcionar
una solucién coloreada; medios para medir una propiedad éptica de dicha solucién coloreada; medios para visualizar
o notificar los resultados de dicha medicion de dicha propiedad éptica de dicha solucidon coloreada; y medios para
medir otro atributo de dicha muestra de sangre procedente del sujeto. En ciertos casos, dicho otro atributo puede
incluir TG, y puede incluir TG y un atributo adicional de la sangre. En ciertos casos, un dispositivo para medir tanto
a) CT o una subfraccion de colesterol en al menos una parte de una muestra de sangre procedente de un sujeto
como b) otro atributo de dicha muestra de sangre procedente del sujeto, puede estar configurado para, y ser capaz
de, realizar dos o mas cualesquiera de una pluralidad de mediciones sobre una muestra, tal como una muestra de
sangre. En ciertos casos de un dispositivo para medir tanto a) CT o una subfraccion de colesterol en al menos una
parte de una muestra de sangre procedente de un sujeto como b) otro atributo de dicha muestra de sangre
procedente del sujeto, dichas mediciones pueden ser seleccionables, para permitir que se seleccionen algunas o la
totalidad de una pluralidad de mediciones para medir una primera muestra, y se puede seleccionar una seleccion
diferente de algunas o todas de dicha pluralidad de mediciones para mediciones a realizar sobre una segunda
muestra. En ciertos casos, dicho otro atributo puede incluir TG, y puede incluir TG y un atributo adicional de la
sangre.

En casos adicionales, un dispositivo para medir tanto a) CT o una subfraccion de colesterol en al menos una parte
de una muestra de sangre procedente de un sujeto como b) otro atributo de dicha muestra de sangre procedente del
sujeto, puede comprender: una camara para combinar un primer reactivo con al menos una parte de una muestra de
sangre procedente de un sujeto, que permita proporcionar una solucién combinada; un conducto para combinar un
segundo reactivo con dicha solucién combinada para proporcionar una solucion coloreada; un detector 6ptico para
medir una propiedad optica de dicha solucién coloreada; una centrifugadora y un elemento de visualizacion o un
enlace de comunicacioén para notificar los resultados de dicha medicién de dicha propiedad éptica de dicha solucion
coloreada. En ciertos casos, dicho otro analito o atributo puede incluir TG, y puede incluir TG y un analito o atributo
adicional de la sangre. En ciertos casos de tal dispositivo, se puede configurar el dispositivo para, y ser capaz de,
realizar dos o mas de una pluralidad de mediciones sobre la muestra. En ciertos casos de tal dispositivo, dichas
mediciones pueden ser seleccionables, para permitir que se seleccionen algunas o todas de una pluralidad de
mediciones para medir una primera muestra, y se puede seleccionar una seleccion diferente de algunas o todas de
dicha pluralidad de mediciones para mediciones a realizar sobre una segunda muestra.

Sistemas para medir colesterol total o una subfraccién de colesterol en al menos una parte de una muestra de
sangre, y otro atributo bioldgicamente relevante de dicha muestra de sangre procedente de un sujeto, pueden incluir
un dispositivo para medir tanto a) CT o una subfraccion de colesterol en al menos una parte de una muestra de
sangre procedente de un sujeto como b) otro analito o atributo de dicha muestra de sangre procedente del sujeto.
En ciertos casos, dicho otro analito o atributo pueden incluir TG, y pueden incluir TG y un analito o atributo adicional
de la sangre. En ciertos casos, tal sistema comprende un dispositivo para medir tanto a) como b), como se describe
en la presente memoria, y un medio para comunicar informaciéon desde dicho dispositivo a un ordenador, una red
informatica, un teléfono, una red telefénica o un dispositivo configurado para visualizar informacién comunicada
desde dicho dispositivo. En ciertos casos, un sistema para medir tanto a) CT o una subfraccion de colesterol en al
menos una parte de una muestra de sangre procedente de un sujeto como b) otro analito o atributo de dicha
muestra de sangre procedente del sujeto, comprende un dispositivo como se describe en la presente memoria y un
canal para comunicar informacién desde dicho dispositivo a un ordenador, dicho canal esta seleccionado de una red
informatica, una red telefonica, un enlace de comunicaciones metalico, un enlace de comunicaciones 6ptico y un
enlace de comunicaciones inalambrico. Sistemas como los descritos en la presente memoria pueden comprender un
dispositivo configurado para, y capaz de, realizar dos o mas cualesquiera de una pluralidad de mediciones sobre la
muestra. En ciertos casos de sistemas que comprenden tal dispositivo, dichas mediciones pueden ser
seleccionables, para permitir que se seleccionen algunas o todas de una pluralidad de mediciones para medir una
primera muestra, y se puede seleccionar una seleccion diferente de algunas o todas de dicha pluralidad de
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mediciones para mediciones a realizar sobre una segunda muestra.

Casos de sistemas para medir colesterol total o una subfraccién de colesterol en al menos una parte de una muestra
de sangre, y otro analito o atributo biolégicamente relevante a partir de dicha muestra de sangre procedente de un
sujeto, pueden incluir un dispositivo como el descrito en la patente de EE. UU. 8.088.593 o la solicitud de EE. UU.
n.° 13/244.947, presentada el 26 de septiembre de 2011, ambas incorporadas en su totalidad en la presente
memoria por referencia, a todos los fines, y pueden incluir sistemas como los descritos en las mismas. Por ejemplo,
sistemas como los descritos en la presente memoria pueden incluir un conjunto para comunicaciéon destinado a
transmitir o recibir un protocolo basado en el analito a detectar o basado en otros analitos a detectar por el
dispositivo o sistema. Por ejemplo, en ciertos casos se puede alterar un protocolo de ensayo basandose en la
programacion éptima de una pluralidad de ensayos a realizar por un dispositivo, 0 se puede alterar basandose en
resultados obtenidos con anterioridad de una muestra de un sujeto, o basandose en resultados obtenidos con
anterioridad de una muestra distinta procedente del sujeto. En ciertos casos, un conjunto para comunicacion puede
comprender un canal para comunicar informacién desde dicho dispositivo a un ordenador, en donde dicho canal se
selecciona de una red informatica, una red telefénica, un enlace de comunicaciones metalico, un enlace de
comunicaciones 6ptico y un enlace de comunicaciones inalambrico. En ciertos casos, sistemas como los descritos
en la presente memoria pueden transmitir sefiales a una ubicacion central, o a un usuario final, y pueden incluir un
conjunto para comunicacion destinado a transmitir tales sefiales. Se pueden configurar sistemas como los descritos
en la presente memoria para actualizar un protocolo segin sea necesario o de forma regular.

Ensayos, métodos, reactivos, kits, dispositivos y sistemas descritos en la presente memoria brindan ventajas sobre
ensayos, métodos, reactivos, kits y sistemas anteriores al permitir la medicion rapida y barata de colesterol y
subfracciones de colesterol en un Unico ensayo. Los métodos y ensayos descritos en la presente memoria permiten
medir multiples fracciones lipoproteicas sobre la misma muestra de sangre, o en la misma parte de una muestra de
sangre; por ejemplo, se pueden medir C-LAD, C-LBD y CT en la misma muestra de sangre o en la misma parte de
una muestra de sangre. Estas mediciones se realizan sin precipitacion sustancial de lipoproteinas en la muestra o
parte de muestra. El hecho de proporcionar las mediciones deseadas en un Unico ensayo simplifica los
procedimientos, reduce la probabilidad de error, reduce la variabilidad de los resultados y permite procedimientos
mas rapidos y mas baratos. Los ensayos, métodos, reactivos, kits y sistemas descritos consiguen reducir el nimero
de ensayos necesarios para determinar CT, C-LAD, C-LBD y otras subfracciones de colesterol y componentes
lipoproteicos de la sangre (p. ej. C-LMBD y TG). Por consiguiente, los ensayos, métodos, reactivos, kits, dispositivos
y sistemas descritos en la presente memoria proporcionan mejoras sobre la técnica.

Métodos y composiciones descritos en la presente memoria proporcionan ensayos rapidos que requieren solo
pequefias cantidades de muestra, tales como solo pequefias cantidades de sangre. El dispositivo y sistemas
descritos en la presente memoria estan configurados para realizar tales ensayos rapidos que requieren solo
pequefias cantidades de muestra, tales como solo pequefias cantidades de sangre. Por consiguiente, los métodos,
composiciones, dispositivos y sistemas proporcionan ensayos rapidos, que requieren solo pequefias muestras
bioldgicas, y por lo tanto proporcionan ventajas adicionales sobre otros métodos, composiciones, ensayos,
dispositivos y sistemas por requerir solo pequefias muestras bioldgicas y por proporcionar ensayos rapidos.

Este Compendio se ofrece para introducir de una forma simplificada una selecciéon de conceptos que se describen a
continuacion en la Descripcion detallada. No se pretende que este Compendio identifique caracteristicas clave o
caracteristicas esenciales de la materia reivindicada, ni se pretende utilizarlo para limitar el alcance de la materia
reivindicada.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1A muestra un esquema de reaccion ilustrativo donde ésteres de colesterol (p. €j., como se encuentran en
lipoproteinas de una muestra de sangre) pueden reaccionar con una colesterol esterasa para formar colesterol, que
puede reaccionar con una colesterol oxidasa y oxigeno para formar perdxido de hidrégeno. El peroxido de
hidrégeno, en presencia de peroxidasa de rabano picante y colorantes tales como un aminoantipireno (p. €j.,
4-aminoantipireno) y un compuesto que contenga anilina (p. €j., N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil}-3,5-dimetoxianilina)
puede reaccionar para formar un producto coloreado (p. €j., un tinte de Trinder (p. €j., quinonaimina) como se indica
en la Figura).

La Figura 1B muestra un esquema de reaccion ilustrativo donde pueden reaccionar triglicéridos (p. €j., como se
encuentran en una muestra de sangre) con una lipasa para formar glicerol y acidos grasos. El glicerol puede ser
fosforilado, en presencia de adenosintrifosfato (ATP), por una glicerol cinasa, y el glicerolfosfato resultante puede ser
oxidado por glicerol-3-fosfato oxidasa para proporcionar dihidroxiacetonafosfato y peréxido de hidrégeno. El peréxido
de hidrégeno, en presencia de peroxidasa de rabano picante y colorantes tales como un aminoantipireno (p. €j.,
4-aminoantipireno) y un compuesto que contiene anilina (p. ej., N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil}-3,5-dimetoxianilina)
para formar un producto coloreado (p. €j., un tinte de quinonaimina o tinte de Trinder, como se indica en la Figura).

La Figura 2 representa graficamente valores de lipidos en muestras encontrados en lipoproteinas, mostrando los
valores de lipidos en unidades de miligramos por decilitro (mg/dL) a lo largo del eje vertical, frente a colesterol total
(expresado como mg/dL) a lo largo del eje horizontal, donde el valor de lipidos y el colesterol total han sido medidos
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utilizando reactivos y métodos de Advia® Chemistry Systems (Siemens Healthcare Diagnostics, Inc., Tarrytown, NY).

La Figura 3 representa graficamente cinéticas de ensayo para un experimento ilustrativo, donde se midié6 mediante
espectrofotometria la diferencia en la absorbancia luminica de una solucién que contiene muestra, reactivo A y
reactivo B, a una longitud de onda de 560 nanémetros (nm) y a una longitud de onda de 700 nm ("Absorbancia
(A560-A700 nm)"). La absorbancia a una longitud de onda de 560 nm se determiné midiendo la absorbancia entre
550 nm y 570 nm; la absorbancia a una longitud de onda de 700 nm se determiné midiendo la absorbancia entre
690 nm y 710 nm. El tiempo mostrado en el eje horizontal es el tiempo en minutos después de la adicion del
reactivo B (la composicion del reactivo B se describe en la Tabla 2).

La Figura 4 muestra mediciones de C-LBD (4A), C-LAD (4B) y CT (4C) utilizando los datos cinéticos de un Unico
ensayo ilustrativo como se describe en la presente memoria, y representa graficamente los valores notificados de
C-LBD, C-LAD y CT, determinados mediante un ensayo como se describe en la presente memoria (donde el
reactivo A es como se describe en la Tabla 1 y el reactivo B es como se describe en la Tabla 2) a lo largo del eje
vertical (en unidades de mg/dL) frente a los valores de C-LBD, C-LAD y CT (en mg/dL) determinados mediante el
ensayo de sulfato de dextrano utilizando el ensayo Siemens Direct. El punto inicial cercano a (0,0) en las Figuras 4A
y 4C no representa datos experimentales, pero se ha incluido en el andlisis y en las Figuras para mayor claridad y
con el fin de proporcionar un punto de anclaje para las lineas ajustadas. Figura 4A: resultados de C-LBD (que
muestran la diferencia en la absorbancia medida a 6 minutos menos la absorbancia medida a 2 minutos); Figura 4B:
resultados de C-LAD; Figura 4C: resultados de CT, absorbancia medida a 10 minutos.

La Figura 5 muestra los resultados de un ensayo para triglicérido ilustrativo como se describe en el Ejemplo 3, que
utiliza reactivo AT y reactivo BT. Los niveles de triglicérido obtenidos utilizando los presentes métodos novedosos se
presentan como valores en el eje Y de cada rombo de la figura, y se representan graficamente frente a mediciones
de ftriglicérido realizadas utilizando un método de la técnica anterior (el valor del eje X de cada rombo). Los datos
han sido ajustados a una linea recta que tiene una pendiente cercana a 1 (0,9536); el valor R? del ajuste por
minimos cuadrados fue 0,9537.

La Figura 6 muestra comparaciones de valores de C-LMBD, donde se representan graficamente a lo largo del eje
vertical los valores de C-LMBD obtenidos mediante métodos de la técnica anterior (ultracentrifugacion) y valores de
C-LMBD obtenidos a partir de calculos basados en las mediciones de C-LAD, CT y TG como se describe en la
presente memoria. En las figuras se muestran R al cuadrado (R?) y otros valores que indican la bondad del ajuste.
Para los resultados de las mediciones mostradas en la Figura 6, C-LMBD se calculé mejor por la relacion:

C-LMBD =0,152 x CT + 0,15 x TG — 0,549 x C-LAD + 0,0015 x (TG - 192) x (CT - 188) - 2,62

(donde "x" indica multiplicacion). Como se indica en la Figura 6, para los 20 puntos de datos que se muestran en la
Figura, los valores de C-LMBD calculados segun los métodos descritos en la presente memoria, es decir, mediante
la ecuacién antedicha, coincidieron muy bien con los valores de C-LMBD obtenidos por métodos de
ultracentrifugacion (R al cuadrado vale 0,959).

Descripcion detallada

Los solicitantes han encontrado que se pueden obtener valores muy precisos y exactos para CT, C-LBD y C-LAD en
un unico ensayo para colesterol empleando mediciones cinéticas. Los ensayos descritos en la presente memoria
pueden utilizar una lipasa, colesterol esterasa, colesterol oxidasa y una peroxidasa para formar un producto
coloreado medible mediante espectrofotometria. En los ensayos descritos en la presente memoria, el color formado
a partir de todas las especies que contienen colesterol es directamente proporcional a la cantidad de colesterol
convertido.

Por ejemplo, se pueden encontrar la descripcion y puesta en conocimiento de ejemplos de reactivos, ensayos,
métodos, kits, dispositivos y sistemas que se pueden emplear como se describe en la presente memoria, en la
patente de EE. UU. 8.088.593; la solicitud de EE. UU. con n.° de serie 13/244.947; solicitud de EE. UU. con n.° de
serie 61/673.037; solicitud de EE. UU. con n.° de serie 61/673.245; solicitud de EE. UU. con n.° de serie 61/675.758;
solicitud de EE. UU. con n.° de serie 61/675.811; solicitud de EE. UU. con n.° de serie 61/676.178; solicitud de
EE. UU. con n.° de serie 61/697.797; solicitud de EE. UU. con n.° de serie 61/705.552; solicitud de EE. UU. con n.°
de serie 61/706.753 y solicitud de EE. UU. con n.° de serie 61/735.424, cuyas divulgaciones de las patentes y
solicitudes de patente se incorporan en la presente memoria por referencia en su totalidad.

Definiciones

Antes de que se den a conocer y se describan las presentes formulaciones y métodos de uso, debe entenderse que
la terminologia utilizada en la presente memoria tiene exclusivamente el propésito de describir casos particulares, y
no pretende ser limitante. También debe entenderse que la presente descripcidon proporciona descripciones y
ejemplos explicativos e ilustrativos, de modo que, salvo que se indique otra cosa, los ensayos, reactivos, métodos,
dispositivos y sistemas descritos en la presente memoria no estan limitados a los casos especificos descritos en la
presente memoria.
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Debe sefialarse que, segun se utilizan en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un/uno/una" y "el/la" incluyen referentes plurales, salvo que el contexto indique claramente otra cosa.
Asi, por ejemplo, la referencia a "un tensioactivo" se refiere a un Unico tensioactivo o a mezclas de distintos
tensioactivos, y lo mismo en casos analogos.

En esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones que siguen se hara referencia a una serie de términos y
expresiones, que se definiran con los siguientes significados:

Segun se emplea en la presente memoria, el término "sustancial" significa mas que una cantidad minima o
insignificante; y "sustancialmente" significa mas que minimamente o de manera insignificante. Asi, por ejemplo, la
frase "sustancialmente distinto", segun se emplea en la presente memoria, denota un grado suficientemente alto de
diferencia entre dos valores numéricos, de modo que un experto en la técnica consideraria que la diferencia entre
los dos valores tiene significancia estadistica dentro del contexto de la caracteristica medida por dichos valores. Asi,
la diferencia entre dos valores que son sustancialmente distintos entre si es tipicamente mayor que
aproximadamente 10%, y puede ser mayor que aproximadamente 20%, opcionalmente mayor que
aproximadamente 30%, opcionalmente mayor que aproximadamente 40%, opcionalmente mayor que
aproximadamente 50%, en funcién del valor de referencia o valor comparador.

Segun se emplean en la presente memoria, los términos "zwitterionico" y "dipolar" se refieren en cada caso a
moléculas que tienen grupos cargados de polaridad opuesta.

Segun se emplea en la presente memoria, el término "anfifilo" se refiere a un compuesto o compuestos que tienen
propiedades tanto hidréfobas como hidrdfilas; tipicamente, una molécula anfifilica tiene una parte hidréfoba y tiene
también una parte hidréfila. Una parte hidréfoba de una molécula puede ser una parte no polar, parte relativamente
insoluble en agua, tal como una parte de cadena de hidrocarburo. Una parte hidrofila de una molécula puede ser una
parte polar, parte relativamente soluble en agua, y puede incluir un resto acido o basico capaz de ganar o perder una
carga en solucién acuosa. Los tensioactivos son tipicamente compuestos anfifilos. Los compuestos anfifilos
ilustrativos, disponibles comercialmente, incluyen tensioactivos Triton™, polietilensorbitanos tales como los
compuestos TWEEN® y poloxameros (p. €j., copolimeros de bloque de éxido de etileno/dxido de propileno) tales
como compuestos Pluronic®.

Segun se emplea en la presente memoria, un "tensioactivo" es un compuesto eficaz para reducir la tension
superficial de un liquido, tal como el agua. Un tensioactivo es tipicamente un compuesto anfifilo, que posee
propiedades tanto hidroéfilas como hidréfobas, y puede ser eficaz para ayudar a la solubilizacion de otros
compuestos. Un tensioactivo puede ser, por ejemplo, un tensioactivo hidréfilo, un tensioactivo lipéfilo u otro
compuesto, o mezclas de los mismos. Algunos tensioactivos comprenden sales de bases o acidos alifaticos de
cadena larga, o restos hidrofilos tales como azucares. Los tensioactivos incluyen compuestos anionicos, catiénicos,
zwitteridnicos y no idnicos (donde la expresion "no idnico" se refiere a una molécula que no se ioniza en solucion, es
decir, es "ibnicamente" inerte). Por ejemplo, tensioactivos utiles en los reactivos, ensayos, métodos, kits, y para su
uso en los dispositivos y sistemas descritos en la presente memoria incluyen, por ejemplo, tensioactivos no iénicos
Tergitol™ y tensioactivos anidnicos Dowfax™ (Dow Chemical Company, Midland, Michigan 48642); polisorbatos
(polioxietilensorbitanos), p. €j., polisorbato 20, polisorbato 80, p. €j., comercializados como tensioactivos TWEEN®
(ICI Americas, New Jersey, 08807); poloxameros (p. €j., copolimeros de bloque de 6xido de etileno/6xido de
propileno) tales como compuestos Pluronic® (BASF, Florham Park, NJ); polietilenglicoles y sus derivados, entre ellos
tensioactivos Triton™ (p. ej., Triton™ X-100; Dow Chemical Company, Midland, Michigan 48642) y otros
polietilenglicoles, entre ellos laurato de PEG-10, laurato de PEG-12, laurato de PEG-20, laurato de PEG-32, dilaurato
de PEG-32, oleato de PEG-12, oleato de PEG-15, oleato de PEG-20, dioleato de PEG-20, oleato de PEG-32, oleato
de PEG-200, oleato de PEG-400, estearato de PEG-15, diestearato de PEG-32, estearato de PEG-40, estearato de
PEG-100, dilaurato de PEG-20, gliceriltrioleato de PEG-25, dioleato de PEG-32, gliceril-laurato de PEG-20, gliceril-
laurato de PEG-30, glicerilestearato de PEG-20, gliceriloleato de PEG-20, gliceriloleato de PEG-30, gliceril-laurato de
PEG-30, gliceril-laurato de PEG-40, aceite de palmiste-PEG-40, aceite de ricino hidrogenado-PEG-50, aceite de
ricino-PEG-40, aceite de ricino-PEG-35, aceite de ricino-PEG-60, aceite de ricino hidrogenado-PEG-40, aceite de
ricino hidrogenado-PEG-60, aceite de maiz-PEG-60, glicéridos de caprato/caprilato-PEG-6, glicéridos de
caprato/caprilato-PEG-8, laurato de poliglicerilo-10, colesterol-PEG-30, fitoesterol-PEG-25, esterol de soja-PEG-30,
trioleato de PEG-20, oleato de sorbitan-PEG-40, laurato de sorbitan-PEG-80, polisorbato 20, polisorbato 80, lauril-
éter de POE-9, lauril-éter de POE-23, oleil-éter de POE-10, oleil-éter de POE-20, estearil-éter de POE-20, succinato
de tocoferilo-PEG-100, colesterol-PEG-24, oleato de poliglicerilo-10, monoestearato de sacarosa, monolaurato de
sacarosa, monopalmitato de sacarosa, series de nonilfenol-PEG 10-100, series de octilfenol-PEG 15-100, y
poloxameros; alquil-éteres de polioxialquileno tales como alquil-éteres de polietilenglicol; polioxialquilen-alquilfenoles
tales como polietilenglicol-alquilfenoles; ésteres de acido graso de polioxialquilen-alquilfenol tales como monoésteres
de acido graso de polietilenglicol y diésteres de acido graso de polietilenglicol; ésteres de acido graso de
polietilenglicolglicerol; ésteres de acido graso de poliglicerol; ésteres de acido graso de polioxialquilen-sorbitan tales
como ésteres de acido graso de polietilenglicol-sorbitan; fosfocolinas, tales como n-dodecilfosfocolina (DDPC);
dodecilsulfato de sodio (SDS); n-laurilsarcosina; n-dodecil-N,N-dimetilamina-N-6xido (LADO); n-dodecil-3-D-
maltésido (DDM); decilmaltésido (DM), n-dodecil-N,N-dimetilamina-N-6xido (LADO); n-decil-N,N-dimetilamina-N-
oxido, 1,2-diheptanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DHPC); 1,2-dilauroil-sn-glicero-3-fosfocolina (DLPC);
2-metacriloiloxietilfosforilcolina (MPC); 1-oleoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-[fosfo-RAC-(1-glicerol)] (LOPC); 1-palmitoil-2-
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hidroxi-sn-glicero-3-[fosfo-RAC-(1-glicerol)] (LLPG); 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato
(CHAPS); n-octil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato; n-decil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato;
n-dodecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato; n-hexadecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato;
tetradecanoilamidopropil-dimetilamonio-propanosulfonato; hexadecanoilamidopropil-dimetilamonio-propanosulfonato;
sulfobetaina de 4-n-octilbenzoilamidopropil-dimetilamonio; un derivado de 3-(dimetilamino)-1-propilamina de
poli(anhidrido maleico-alt-1-tetradeceno); un tensioactivo de nonilfenoxilpolietoxiletanol (NP40); sales de
alquilamonio; sales de acido fusidico; derivados de acido graso de aminoacidos, oligopéptidos y polipéptidos;
derivados de glicérido de aminoacidos, oligopéptidos y polipéptidos; lecitinas y lecitinas hidrogenadas, entre ellas
lecitina, lisolecitina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, acido fosfatidico, fosfatidilserina;
lisolecitinas y lisolecitinas hidrogenadas; fosfolipidos y derivados de los mismos; lisofosfolipidos y derivados de los
mismos, entre ellos lisofosfatidilcolina, lisofosfatidiletanolamina, lisofosfatidilglicerol, acido lisofosfatidico,
lisofosfatidilserina, PEG-fosfatidiletanolamina, PVP-fosfatidiletanolamina; sales de éster de acido graso de carnitina;
sales de alquilsulfatos; sales de acido graso; docusato de sodio; lactilatos de acilo; ésteres de acido tartarico mono-
y diacetilado de mono- y diglicéridos; mono- y diglicéridos succinilados; ésteres de acido citrico de mono- y
diglicéridos; ésteres lactilicos de acidos grasos, estearoil-2-lactilato, estearoil-lactilato, monoglicéridos succinilados,
ésteres de acido tartarico mono/diacetilado de mono/diglicéridos, ésteres de acido citrico de mono/diglicéridos,
colilsarcosina, caproato, caprilato, caprato, laurato, miristato, palmitato, oleato, ricinoleato, linoleato, linolenato,
estearato, laurilsulfato, teradecilsulfato, docusato, lauroilcarnitinas, palmitoilcarnitinas, miristoilcarnitinas, y sales y
mezclas de los mismos; alquilmaltdsidos; alquiltioglucdsidos; macrogolglicéridos de laurilo; productos hidréfilos de
transesterificacion de un poliol con al menos un miembro del grupo que consiste en glicéridos, aceites vegetales,
aceites vegetales hidrogenados, acidos grasos y esteroles; esteroles de polioxietileno, derivados y analogos de los
mismos; vitaminas polioxietiladas y derivados de las mismas; copolimeros de bloque de polioxietileno-
polioxipropileno; y mezclas de los mismos; alcoholes grasos; ésteres de acido graso de glicerol; ésteres de acido
graso de glicerol acetilado; ésteres de acido graso de alcohol inferior; ésteres de acido graso de propilenglicol;
ésteres de acido graso de sorbitan; ésteres de acido graso de polietilenglicol-sorbitan; esteroles y derivados de
esterol; esteroles polioxietilados y derivados de esterol; alquil-éteres de polietilenglicol; ésteres de azucar; éteres de
azucar; derivados de acido lactico de mono- y diglicéridos; productos hidréfobos de transesterificacion de un poliol
con al menos un miembro del grupo que consiste en glicéridos, aceites vegetales, aceites vegetales hidrogenados,
acidos grasos y esteroles; vitaminas/derivados de vitamina oleosolubles; y combinaciones de los mismos.

Segun se emplea en la presente memoria, el término "solubilizar" se refiere a disolver una molécula en una solucion.

La expresion "agente de solubilizacion de lipoproteina”, segun se emplea en la presente memoria, se refiere a
agentes que ayudan a mantener particulas de lipoproteina en solucidon. Los compuestos anfifilos, tales como los
tensioactivos, pueden ser adecuados para su uso como agentes de solubilizacién de lipoproteina en los reactivos,
ensayos, métodos y kits descritos en la presente memoria, y en los dispositivos y sistemas para la practica de tales
métodos.

Segun se emplea en la presente memoria, un "colorante" es un compuesto (que puede actuar solo o con oftros
compuestos) que es Util para alterar una propiedad éptica de una solucioén, o para proporcionar una nueva propiedad
optica a una solucion. Por ejemplo, un colorante puede ser un tinte, un croméforo, un compuesto cromoégeno, un
compuesto quimioluminiscente, un compuesto fluorescente, un compuesto fluorogénico (tal como, p. €j., Amplex
Red), una nanoparticula tal como un punto cuantico u otro elemento o compuesto que altera las propiedades Opticas
de una solucion. Por ejemplo, un colorante puede actuar para, o puede participar en una reaccion para, alterar una
propiedad optica de una solucién a la que se afiade, o para proporcionar o producir un producto luminiscente,
fluorescente u otro producto dpticamente activo en la solucién. Una propiedad éptica de una solucién puede ser, por
ejemplo, el color de una solucion; la absorbancia de una solucién a una particular longitud de onda luminosa, rango
de longitudes de onda o combinacion de longitudes de onda; la cantidad de la luminiscencia o fluorescencia de una
solucion o su longitud de onda de pico; la turbidez de una solucion o cualquier otra propiedad de una solucion que
afecte a la reflexion o la absorcion de luz por una solucién. Segun se emplea en la presente memoria, el término
"colorante" se refiere también a un compuesto o resultado de una reacciéon que puede alterar la turbidez de una
solucién o la claridad de una solucién. Un colorante puede actuar para, o puede participar en una reaccion para,
alterar la absorbancia de la luz a través de una solucién a la que se afiade el colorante. Se entendera que "un
colorante" puede referirse a una molécula o clase de moléculas, o puede referirse a un par de moléculas o clases de
moléculas que pueden actuar juntas para alterar una propiedad 6ptica de una solucién, o puede referirse a multiples
moléculas o clases de moléculas que pueden actuar juntas para alterar una propiedad dptica de una solucion.

Una peroxidasa que participa en una reacciéon con su o sus sustratos para formar un producto coloreado es un
colorante, al igual que los sustratos de la peroxidasa. Por ejemplo, el colorante peroxidasa de rabano picante (HRP)
participa en una reaccion con una cualquiera o varias de diversas moléculas que consiguen alterar las propiedades
opticas de una solucion a la cual se afiade HRP (por ejemplo, cambiando el color, la absorbancia de la luz a través
de una solucién a la que se ha afiadido HRP y/u otras propiedades 6pticas de la solucion). Por ejemplo, la HRP
puede reaccionar con un compuesto que contenga anilina, tal como N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-
dimetoxianilina (ALPS), o con un compuesto de aminoantipireno tal como 4-aminoantipireno o con compuestos
fendlicos. Asi, por ejemplo, a una peroxidasa (p. €j., HRP, mieloperoxidasa u otra peroxidasa), a un compuesto que
contiene anilina y a un aminoantipireno se les puede denominar a todos ellos "colorantes". En ejemplos adicionales,
la HRP puede reaccionar con un compuesto que contiene bencidina (p. €j., con diaminobenzidina (DAB);
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tetrametilbencidina (TMB); acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (DABS); acido 3-dimetilaminobenzoico
(DMAB); hidroquinona; o-toluidina; o-fenilendiamina; o-clorofenol; p-hidroxibencenosulfonato; p-anisidina; un reactivo
de Trinder (tal como 4-aminoantipireno, metilbenzotiazolinonahidrazona (MBTH), u otro compuesto para producir un
tinte de Trinder); y derivados y compuestos relacionados) para formar un producto coloreado. La HRP u otra
peroxidasa también pueden reaccionar con otros compuestos para formar un producto quimioluminiscente; por
ejemplo, la HRP u otra peroxidasa pueden reaccionar con luminol para formar un producto quimioluminiscente
(pueden estar presentes otras moléculas, y pueden intensificar tales reacciones; por ejemplo, la produccion de
productos luminiscentes a partir de luminol mediada por HRP se intensifica en presencia de 4-yodofenol). Otros
colorantes incluyen, por ejemplo, fosfatasa alcalina; resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido); 10-acetil-
3,7-dihidroxifenoxazina (Amplex Red) y compuestos similares (p. €j., Amplex UltraRed (A36006 de Life
Technologies, Carlsbad, CA 92008); compuestos de resorrufina (p. €j., 7-etoxirresorrufina); tintes tales como, p. €j.,
fluoresceina, calceina, rodamina y tintes de etidio; N-metil-4-hidrazino-7-nitrobenzofurazano; ésteres de acridinio
(acido acridin-9-carboxilico) y compuestos que reaccionan con estos compuestos para alterar una propiedad 6ptica
de una solucion; fenoles y derivados fendlicos (p. €j., p-yodofenol y p-fenilfenol); aminas luminiscentes, entre ellas
aductos de amina (p. €j., que pueden derivarse del cianuro de cobre) y otras moléculas. Se entendera que se
pueden utilizar otras enzimas y reactivos para formar productos coloreados o para detectar colesterol en una
muestra de sangre.

Segin se emplean en la presente memoria, las expresiones "formacion de producto”, "producto coloreado”,
"formacién de producto coloreado" y similares se utilizan para referirse al acto de, y a los productos que resultan de,
la adicion de un colorante a una solucion. Por ejemplo, la adicién de un colorante a una solucion puede dar como
resultado una reaccidén capaz de modificar una propiedad optica de la solucién. Tal reaccion puede dar como
resultado la formacion de moléculas originalmente no presentes en la solucidon, o puede dar como resultado la
agregacion de moléculas o compuestos previamente presentes en la solucion, o puede dar como resultado la
degradacién u otra alteracion de moléculas o compuestos previamente presentes en la solucion, que consigan
alterar el color, la absorbancia y/u otras propiedades 6pticas de una solucion a la que se ha afiadido un colorante.

Una muestra, segun se emplea en la presente memoria, es un espécimen bioldgico obtenido de un sujeto, y puede
ser, sin limitaciéon, una muestra de sangre, una muestra de orina, un frotis de garganta o de mejilla, una muestra de
tejido, una muestra de liquido cefalorraquideo u otra muestra que se pueda obtener de un sujeto. Segun se emplea
en la presente memoria, la expresion "una muestra" incluye un espécimen biolégico completo e incluye una porcion
o una parte alicuota de un espécimen bioldgico, tal como una extraccion de sangre tomada de un sujeto.
Tipicamente, una muestra se toma para el andlisis, por ejemplo para determinar uno o varios atributos
bioldgicamente relevantes tales como, p. €j., colesterol total y/u otra mediciéon de lipoproteina; nivel de triglicérido
(TG) en sangre; hematocrito; pH, nivel de glucosa; nivel de acido Urico; concentracion de sal (por ejemplo, de un
catién y/o anién que constituye una sal); contenido de hierro en sangre; velocidad de sedimentacion eritrocitica
(VSE); una medicion citométrica (por ejemplo, tamario celular, densidad celular, morfologia celular, tipo celular,
deteccion de marcadores y atributos en la superficie celular y/o intracelulares, etc.); una medicion quimica que
incluye una medicion de la presencia y/o concentracion de una vitamina, una proteina, un metabolito de una proteina
o0 molécula pequefia y otras mediciones de sangre, orina, tejido u otra muestra bioldgica.

Una muestra, tal como una muestra de sangre, o una parte de una muestra de sangre, puede tener cualquier
tamafo o volumen adecuado, y opcionalmente tiene tamafio o volumen pequefio. En algunos casos de los ensayos
y métodos descritos en la presente memoria, las mediciones se pueden realizar utilizando una muestra de sangre de
pequefio volumen, o nada mas que una parte de pequefio volumen de una muestra de sangre, donde un pequefio
volumen comprende no mas de aproximadamente 5 mL; o comprende no mas de aproximadamente 3 mL; o
comprende no mas de aproximadamente 2 mL; o comprende no mas de aproximadamente 1 mL; o comprende no
mas de aproximadamente 500 pL; o comprende no mas de aproximadamente 250 uL; o comprende no mas de
aproximadamente 100 uL; o comprende no mas de aproximadamente 75 uL; o comprende no mas de
aproximadamente 50 uL; o comprende no mas de aproximadamente 35 uL; o comprende no mas de
aproximadamente 25 uL; o comprende no mas de aproximadamente 20 uL; o comprende no mas de
aproximadamente 15 pL; o comprende no mas de aproximadamente 10 uL; o comprende no mas de
aproximadamente 8 uL; o comprende no mas de aproximadamente 6 uL; o comprende no mas de aproximadamente
5 uL; o comprende no mas de aproximadamente 4 pL; o comprende no mas de aproximadamente 3 pL; o
comprende no mas de aproximadamente 2 pL; o comprende no mas de aproximadamente 1 uL; o comprende no
mas de aproximadamente 0,8 pL; o comprende no mas de aproximadamente 0,5 pL; o comprende no mas de
aproximadamente 0,3 uL; o comprende no mas de aproximadamente 0,2 uL; o comprende no mas de
aproximadamente 0,1 pL; o comprende no mas de aproximadamente 0,05 uyL; o comprende no mas de
aproximadamente 0,01 pL.

Segun se emplea en la presente memoria, el término "lipoproteinas" y la expresion "particulas de lipoproteina"”
incluyen, sin limitacion, quilomicrones, lipoproteina de muy baja densidad (LMBD), lipoproteina de baja densidad
(LBD) vy lipoproteina de alta densidad (LAD). Las lipoproteinas contienen, entre sus multiples componentes,
triglicéridos (TG) y colesterol, incluidos ésteres de colesterol y otras formas de colesterol. Al colesterol (en todas sus
formas) dentro de o unido a lipoproteina se le denomina C-LMBD, C-LBD y C-LAD, respectivamente. El colesterol
total (CT) de una muestra de sangre incluye las subfracciones de colesterol C-LMBD, C-LBD y C-LAD.
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Segun se emplean en la presente memoria, las expresiones "precipitacion de lipoproteina”, "precipitacion de
lipoproteinas" y similares se refieren a la agregacion de lipoproteinas (p. €j., por exposicion a cationes divalentes
tales como iones de magnesio en presencia de polimeros cargados negativamente, p. €j., polisacaridos cargados
negativamente tales como sulfato de dextrano) y también puede referirse a la centrifugacion u otra accion para
separar adicionalmente lipoproteinas de otros componentes de la sangre. Puede producirse precipitacion sustancial
de lipoproteinas cuando se agrega o se precipita una fraccion grande, tal como mayor que aproximadamente 75%, o
mayor que aproximadamente 80%, o mayor que aproximadamente 85%, o mayor que aproximadamente 90%, o
mayor que aproximadamente 95%, o mayor que aproximadamente 99% de las lipoproteinas de una muestra de
sangre.

Segun se emplea en la presente memoria, la expresion "interactuante con lipoproteina" se refiere a un compuesto,
0 par o grupo de compuestos, que pueden actuar para agregar y/o precipitar lipoproteinas de una solucion.
Sin embargo, se entendera que la expresion "interactuante con lipoproteina” se utiliza en la presente memoria como
un identificador, y que el uso o la inclusion de tales compuestos no requiere la precipitacion de lipoproteinas en una
solucion o durante un ensayo en el que puedan estar presentes interactuantes con lipoproteina. Una forma ilustrativa
de interaccion con una lipoproteina es la mediada por cationes, tales como el magnesio y otros cationes divalentes,
donde un polimero cargado negativamente, tal como un polisacarido cargado negativamente (por ejemplo, un sulfato
de dextrano) se asocia con una lipoproteina a través de los cationes cargados. Asi, se pueden denominar
"interactuantes con lipoproteina" a cationes tales como, por ejemplo, magnesio (tipicamente en forma de MgCl.).
Otros interactuantes con lipoproteina incluyen, sin limitacion, dextranos, ciclodextrinas, acido fosfowolframico, sales
de acido fosfowolframico (p. e€j., fosfowolframato de sodio, incluido fosfowolframato de sodio con cloruro de
magnesio), poli(sulfato de vinilo), heparinas, heparina con cloruro de manganeso, polietilenglicoles (p. €j.,
polietilenglicol (PEG) 6000), y anticuerpos (tales como, por ejemplo, anticuerpos monoclonales especificos anti-
apolipoproteina-B). Con métodos de centrifugacion en ensayos de lipoproteina se utilizan tipicamente anticuerpos.

Se pueden obtener dextranos, por ejemplo como sulfato de dextrano, para uso en métodos y reactivos como se
describen en la presente memoria. Se pueden obtener ciclodextrinas, tales como a-ciclodextrinas, por ejemplo como
sulfato de ciclodextrina, para uso en métodos y reactivos como se describen en la presente memoria. En algunos
métodos de la técnica anterior, se pueden precipitar lipoproteinas en una muestra de sangre mediante
concentraciones relativamente bajas de sulfato de dextrano y concentraciones relativamente altas de cloruro de
magnesio (p. €j., sulfato de dextrano 0,182 pM y MgCl, 32 mM, como describen Kimberly et al. (Clinical Chemistry
45(10):18803-1812 (1999)).

Segun se emplea en la presente memoria, el término "dextrano” se refiere a cualquier forma de un glucano complejo
y ramificado (es decir, un polisacarido constituido por muchas moléculas de glucosa) compuesto por cadenas de
polisacarido de distintas longitudes. Los enlaces entre moléculas de glucosa a lo largo de tramos rectos de las
cadenas de polisacarido (por ejemplo, entre ramas) son tipicamente enlaces a-1,6 glicosidicos, mientras que los
enlaces de ramificacion entre moléculas de glucosa son tipicamente enlaces a-1,3 glicosidicos. Los tamafios y
pesos moleculares de los dextranos varian ampliamente; por ejemplo, las cadenas de polisacarido del dextrano
pueden tener longitudes muy variables, y los dextranos presentan una gran variacion en su peso molecular (p. €j.,
desde aproximadamente 3 kilodaltons (kD) hasta aproximadamente 2.000 kD o mas). Segun se emplea en la
presente memoria, el término "dextrano" incluye ésteres y sales de dextrano tales como, por ejemplo, sales de
sulfato de dextrano, sales de acetato de dextrano, sales de propionato de dextrano, sales de succinato de dextrano,
y otras sales de dextrano.

Se entendera que una molécula de dextrano se puede encontrar, o se puede proporcionar, en una mezcla
heterogénea que contenga distintas moléculas de dextrano, cada una de las cuales puede tener una estructura
distinta y/o un peso molecular distinto al de otras moléculas de dextrano en una composicién de dextrano tal como
una composicion a granel de dextrano. Segun se emplean en la presente memoria, las expresiones "peso molecular
de dextrano”, "peso molecular de un dextrano" y expresiones similares se refieren al peso molecular medio de las
moléculas de dextrano en una composicion a granel de dextrano, y no sugiere que la totalidad, ni incluso la mayoria,
de las moléculas de dextrano de una composicion a granel de dextrano tengan el peso molecular particular
identificado como "peso molecular del dextrano". Por tanto, se entendera que el peso molecular de un dextrano se
refiere a un valor medio atribuido a una composicién a granel que comprende una mezcla heterogénea de moléculas
de dextrano que pueden variar en peso y estructura.

Segun se emplea en la presente memoria, la expresion "dextrano de bajo peso molecular" se refiere a un dextrano
en el cual el peso molecular de dextrano es inferior a aproximadamente 100 kilodaltons (kD), y tipicamente es
inferior a aproximadamente 75 kD; en ciertos casos, un dextrano de bajo peso molecular puede tener un peso
molecular entre aproximadamente 25 kD y aproximadamente 75 kD, o entre aproximadamente 40 kD vy
aproximadamente 60 kD. En ciertos casos, un dextrano de bajo peso molecular puede tener un peso molecular de
aproximadamente 50 kD.

Segun se emplea en la presente memoria, el término "ciclodextrina" se refiere a cualquier polisacarido ciclico, p. €.,
un compuesto ciclico formado por moléculas de azlcar. El nUmero de moléculas de azlcar en el anillo de una
ciclodextrina puede variar; por ejemplo, a las ciclodextrinas que tienen seis azucares en un anillo se las denomina
a-ciclodextrinas; a las que tienen anillos de siete miembros se las denomina B-ciclodextrinas y a las ciclodextrinas
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que tienen ocho moléculas de azucar en un anillo se las denomina y-ciclodextrinas.

Segun se emplea en la presente memoria, un "polimero cargado negativamente" es cualquier molécula organica que
contiene unidades repetidas y que tiene una carga negativa en solucidon acuosa a pH casi neutro (p. €j., un pH entre
aproximadamente pH 5 y aproximadamente pH 9, opcionalmente entre aproximadamente pH 6 y aproximadamente
pH 8) . Por ejemplo, el poli(sulfato de vinilo) es un polimero cargado negativamente. Otros polimeros cargados
negativamente incluyen polisacaridos cargados negativamente, entre ellos heparinas y ésteres de dextrano.

Se puede medir colesterol en la sangre de un sujeto, tal como un sujeto humano. Se puede expresar que el
colesterol medido en una muestra de sangre comprende colesterol de una o varias subfracciones de colesterol.
Segun se emplean en la presente memoria, la expresion "colesterol total" y su acréonimo "CT" se emplean para
indicar la cantidad total de colesterol en una muestra. Cuando se habla de la cantidad de colesterol en una muestra
de sangre y no se indica lo contrario, el término "colesterol" se refiere a "colesterol total". El colesterol puede
encontrarse en la sangre de un sujeto (p. €j., un sujeto humano) en muchas formas; por ejemplo, el colesterol puede
encontrarse en la sangre en quilomicrones, en LMBD, en LBD y/o en LAD. Se puede denominar subfraccion de
colesterol a cada una de la quilomicrénica, LMBD, LBD y LAD. La suma de las cantidades de colesterol presente en
las subfracciones quilomicrénica, LMBD, LBD y LAD constituye el colesterol total en una muestra de sangre obtenida
de un sujeto.

La cantidad total de colesterol, y las cantidades de colesterol en las subfracciones de colesterol individuales, y en
cada una de ellas, se puede medir mediante una diversidad de medios conocidos en la técnica, y mediante los
novedosos métodos y medios descritos en la presente memoria. Segin se emplea en la presente memoria, la
expresion "datos de medida de colesterol" se refiere a los datos resultantes de mediciones de colesterol en una
muestra, y puede referirse a mediciones de CT, C-LMBD, C-LBD, C-LAD, colesterol quilomicrénico y combinaciones
de los mismos, sin limitacion. Por ejemplo, segin se describe en la presente memoria, se puede medir el colesterol
mediante cualquier medio adecuado, incluidas amperometria, voltametria u otros medios, incluso midiendo una
propiedad oOptica de una muestra de sangre, tal como una muestra de sangre después de la adicidon de un reactivo o
reactivos conforme a métodos y ensayos descritos en la presente memoria. Por ejemplo, segun se describe en la
presente memoria, se puede medir colesterol midiendo la absorbancia de una muestra de sangre, por ejemplo, una
muestra de sangre después de la adicion de un reactivo o reactivos conforme a métodos y ensayos descritos en la
presente memoria. En ciertos casos, los datos de medida de colesterol comprenden datos obtenidos al medir la
absorbancia mediante un espectrofotdmetro. En ciertos casos, los datos de medida de colesterol comprenden datos
obtenidos al medir AA mediante un espectrofotdmetro, donde AA es la diferencia entre la absorbancia medida a dos
longitudes de onda, tales como, p. €j., entre aproximadamente 560 nm y aproximadamente 700 nm. Asi, por
ejemplo, se pueden obtener datos de medida de colesterol midiendo AA utilizando un espectrofotémetro, midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de aproximadamente 560 nm y a una longitud de onda de aproximadamente
700 nm, y calculando u obteniendo de otro modo la diferencia entre estas mediciones de absorbancia.

El término "absorbancia" se utiliza en la presente memoria conforme a su significado habitual y acostumbrado en la
técnica, y se refiere a la propiedad 6ptica de una solucién (por ejemplo, una muestra) relativa a la proporcion de la
cantidad de radiacion 6ptica (p. €j., electromagnética) que incide sobre una solucién, con respecto a la cantidad de
radiacion optica transmitida a través de la solucion (p. €j., la muestra).

Se puede medir la absorbancia midiendo la cantidad de luz absorbida durante el paso a través de un medio,
midiendo la cantidad de luz que pasa a través de un medio, o mediante otro método conocido en la técnica.
Se define tipicamente la transmitancia (T) como la relacion entre la cantidad de luz que pasa a través de una
muestra con respecto a la cantidad de luz que pasa a través de un testigo (por ejemplo, un blanco), midiéndose
tipicamente la cantidad de luz como intensidad luminica. La cantidad de luz que no pasa a través del medio es, por
lo tanto, 1 - T. Tipicamente se define la absorbancia A como el negativo del logaritmo decimal de T. Por lo tanto, se
miden juntas la absorbancia y la transmitancia, y la determinacion de uno de estos valores permite la determinacion
del otro valor. Por lo tanto, seguin se emplea en la presente memoria, el término "absorbancia" también indica y hace
referencia a "transmitancia", ya que la determinacion de la absorbancia permite asimismo la determinacion de la
transmitancia.

Segun se emplean en la presente memoria, la absorbancia (y la transmitancia) se pueden medir dentro de un
intervalo particular de longitudes de onda, o a una longitud de onda particular, o a mdltiples longitudes de onda
particulares. La absorbancia medida a una longitud de onda particular se puede obtener mediante mediciones dentro
de un intervalo de longitudes de onda centrado en torno a esa longitud de onda particular. Por ejemplo, se puede
obtener la absorbancia a 560 nm midiendo la absorbancia entre longitudes de onda de aproximadamente 530 nm a
aproximadamente 590 nm; midiendo la absorbancia entre longitudes de onda de aproximadamente 540 nm a
aproximadamente 580 nm; opcionalmente, midiendo la absorbancia entre longitudes de onda de aproximadamente
550 nm a aproximadamente 570 nm; o entre otras longitudes de onda mayores y menores que 560 nm.
Analogamente, se puede obtener la absorbancia a 700 nm midiendo la absorbancia entre longitudes de onda de
aproximadamente 670 nm a aproximadamente 730 nm; midiendo la absorbancia entre longitudes de onda de
aproximadamente 680 nm a aproximadamente 720 nm; opcionalmente, midiendo la absorbancia entre longitudes de
onda de aproximadamente 690 nm a aproximadamente 710 nm; o entre otras longitudes de onda mayores y
menores que 700 nm. En los ejemplos descritos en la presente memoria la absorbancia se ha medido utilizando un
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espectrofotometro.

Segun se emplea en la presente memoria, la expresion "AA" se refiere a la diferencia entre la absorbancia medida a
una primera longitud de onda y la absorbancia medida a una segunda longitud de onda; por ejemplo, una primera
longitud de onda puede ser aproximadamente 560 nm y una segunda longitud de onda puede ser aproximadamente
700 nm. Por ejemplo, se puede medir AA por la diferencia en la absorbancia medida a una longitud de onda de
aproximadamente 560 nm y a una longitud de onda de aproximadamente 700 nm, y calcular u obtener de otro modo
la diferencia entre estas mediciones de absorbancia. Asi, por ejemplo, a una AA medida a 560 nm y 700 nm se la
puede denominar "AA (560-700 nm)".

Segun se emplea en la presente memoria, el término "espectrofotometro” se refiere a un dispositivo configurado
para, y capaz de, medir la intensidad 6ptica dentro de un intervalo particular de longitudes de onda, o a una longitud
de onda particular, o a multiples longitudes de onda particulares. Un espectrofotémetro puede ser capaz de medir la
absorbancia de una muestra. Un espectrofotdmetro puede ser capaz de medir la luz emitida desde una muestra (por
ejemplo, por fluorescencia y/o luminiscencia). Un espectrofotémetro puede ser capaz de medir la absorbancia de
una muestra y de medir la luz emitida por una muestra.

Segun se emplea en la presente memoria, el término "espectrofotometria” se refiere a la realizacién de mediciones
utilizando un espectrofotometro; p. ej., para realizar mediciones Opticas dentro de un intervalo particular de
longitudes de onda, o a una longitud de onda particular, o a multiples longitudes de onda particulares.

La expresion "detector optico" segun se emplea en la presente memoria, y los medios para medir una propiedad
optica (por ejemplo, de una solucidn coloreada), se refieren a cualquier medio 6ptico, dispositivo dptico, fotodetector
y elemento de dispositivo 6ptico, adecuados para detectar radiacion electromagnética (por ejemplo, luz de cualquier
longitud de onda). Por ejemplo, se pueden emplear un detector dptico, y medios de deteccion dpticos, para detectar
absorbancia, transmitancia, turbidez, luminiscencia (incluida la quimioluminiscencia), fluorescencia y/u otra sefial
optica. Los detectores opticos incluyen, pero sin estar limitados a ello, dispositivos para obtenciéon de imagenes.
Los medios Opticos, dispositivos 6pticos, fotodetectores y elementos de dispositivos dpticos incluyen, pero sin estar
limitados a ello, detectores electronicos tales como camaras digitales, dispositivos de carga acoplada (CCD, por sus
siglas en inglés, incluidos CCD superenfriados), fotodiodos (incluidos, p. €j., diodos PIN y fotodiodos de avalancha),
fotomultiplicadores, fototubos, detectores de recuento de fotones, matrices de fotodiodos (incluidos, p. €j., matrices
de diodos PIN y matrices de fotodiodos de avalancha), matrices de dispositivos de carga acoplada (incluidas
matrices de CCD superenfriados), matrices de fotodiodos, matrices de fotomultiplicadores, matrices de fototubos,
matrices de detectores de recuento de fotones y otros dispositivos de deteccion y elementos de deteccion.
En algunos casos, un diodo PIN u otro elemento puede estar acoplado a un amplificador.

En algunos casos, un detector 6ptico puede incluir una camara (p. €j., una camara digital). Una camara puede incluir
una lente, o puede funcionar sin una lente. En algunos casos, las camaras pueden incluir dispositivos CCD, pueden
utilizar elementos de semiconductor metal-6xido complementario (CMOS, por sus siglas en inglés), pueden ser
camaras sin lente, camaras con matriz de microlentes, camaras de cddigo abierto (entre ellas, p. €j., una
Frankencamera como la descrita por Levoy, "Experimental Platforms for Computational Photography", IEEE
Computer Graphics and Applications, vol. 30, n.° 5, septiembre/octubre, 2010, pags. 81-87) y pueden utilizar
cualquier tecnologia de deteccion visual conocida o que se desarrolle posteriormente en la técnica. Las camaras
pueden tomar imagenes convencionales y/o no convencionales, p. e€j., imagenes holograficas, imagenes
tomograficas, imagenes interferométricas, espectros de transformada de Fourier, cualquiera de las cuales o todas
ellas pueden ser interpretadas con o sin la ayuda de métodos computacionales. Las camaras pueden incluir una o
varias funciones que pueden enfocar la camara durante el uso, o bien pueden captar imagenes que se puedan
enfocar posteriormente. En algunos casos, los dispositivos para obtencion de imagenes pueden utilizar obtencion de
imagenes en dos dimensiones (2-D), obtencion de imagenes en tres dimensiones (3-D) y/u obtencion de imagenes
en cuatro dimensiones (4-D) (que incorpora cambios en el tiempo). Los dispositivos para obtencién de imagenes
pueden captar imagenes estaticas. Los esquemas 6pticos utilizados para conseguir imagenes en 3-D y 4-D pueden
ser uno o varios de los distintos conocidos por los expertos en la técnica, p. €j., microscopia de iluminacion
estructurada (SLM, por sus siglas en inglés), microscopia holografica digital (DHM), microscopia confocal,
microscopia de campo claro, etc. Las imagenes estaticas pueden capturarse en uno o varios puntos temporales.
Los dispositivos para obtencion de imagenes pueden captar imagenes de video y/o imagenes dinamicas. Se pueden
captar imagenes de video de manera continua durante un periodo Unico, o bien se pueden captar a lo largo de uno o
varios periodos de tiempo. Un dispositivo para obtencion de imagenes puede recopilar la sefial de un sistema 6ptico
que barre un objetivo (p. €j., una muestra utilizada para un ensayo) con patrones de barrido arbitrarios (p. €j., en un
barrido "raster").

Un detector 6ptico y los medios de deteccion Optica incluyen, sin limitacion, un microscopio, y los medios de
deteccion optica pueden incluir microscopia, inspeccion visual, a través de una pelicula fotografica, o pueden incluir
el empleo de detectores electronicos tales como camaras digitales, dispositivos de carga acoplada (CCD), matrices
de CCD superenfriados, fototubos, fotodetectores y otros dispositivos de deteccién conocidos en la técnica y
descritos en la presente memoria. Un detector optico y los medios de deteccion 6ptica pueden incluir una fibra 6ptica
o una pluralidad de fibras dpticas (por ejemplo, cables de fibra 6ptica) que pueden estar conectadas funcionalmente,
por ejemplo, a un detector de CCD o a una matriz de PMT. Un haz de fibras épticas puede comprender fibras
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discretas y/o muchas fibras pequefias fusionadas conjuntamente para formar un haz sélido.

Un detector 6ptico puede incluir una fuente luminosa, tal como una bombilla eléctrica, bombilla incandescente,
lampara electroluminiscente, laser, diodo laser, diodo fotoemisor (LED, por sus siglas en inglés), lampara de
descarga de gas, lampara de descarga de alta intensidad, una fuente luminosa quimioluminiscente, una fuente
luminosa bioluminiscente, una fuente luminosa fosforescente, una fuente luminosa fluorescente y luz solar natural.
En ciertos casos, p. €j., cuando se requiera detectar quimioluminiscencia, la quimica del ensayo puede producir luz.
En ciertos casos, una fuente luminosa puede iluminar un componente para ayudar a detectar los resultados.
Por ejemplo, una fuente luminosa puede iluminar una solucién durante el ensayo con el fin de detectar los resultados
del ensayo. Por ejemplo, un ensayo puede ser un ensayo de fluorescencia o un ensayo de absorbancia, como se
emplean comunmente con ensayos de acido nucleico. Un detector puede comprender elementos dpticos capaces de
suministrar luz desde una fuente de luz a un ensayo o camara de ensayo. Dicho elemento 6ptico puede incluir, sin
limitacién, por ejemplo una lente, un espejo (p. €j., un espejo de barrido o un espejo galvanico), un prisma, una fibra
optica o haz de fibras, una guia de luz (p. €j., una guia liquida de luz), y/u otro elemento 6ptico. Un detector 6ptico
puede incluir tales elementos opticos, donde tales elementos opticos estén dispuestos de manera capaz de
suministrar luz a un detector. Por ejemplo, un detector 6ptico puede estar configurado para detectar longitudes de
onda seleccionadas o intervalos de longitudes de onda de radiacion electromagnética. Un detector 6ptico puede
estar configurado para moverse sobre una muestra o ver partes de la misma. Un detector éptico puede incluir un
espejo, un motor, un elemento piezoeléctrico u otro elemento que permita la deteccion de luz desde distintas partes
de una ubicacion objetivo a distintos tiempos, p. €j., para escanear una muestra.

Se puede utilizar un detector éptico para detectar una o varias sefales 6pticas. Por ejemplo, se puede utilizar un
detector para detectar la presencia o el avance de una reaccion que proporcione luminiscencia. Se puede utilizar un
detector para detectar una reaccidbn que proporcione una o varias de fluorescencia, quimioluminiscencia,
fotoluminiscencia, electroluminiscencia, sonoluminiscencia, absorbancia, turbidez, dispersion dptica rotatoria (DOR),
dicroismo circular (DC) o polarizacién. Un detector dptico puede ser capaz de detectar sefales dpticas relacionadas
con la intensidad de color y la fase o sus gradientes espaciales o temporales.

Segun se emplea en la presente memoria, un medio para comunicar informacion desde dicho dispositivo a un
ordenador u ofro dispositivo externo, y un canal para comunicar informacién a un ordenador u otro dispositivo
externo, se refieren sin limitacion a una red informatica, un teléfono, una red telefénica, y a un dispositivo
configurado para visualizar informacion comunicada desde dicho dispositivo. En ciertos casos, un medio para
comunicar informacion y un canal para comunicar informacion incluyen enlaces directos que utilizan cables (incluidos
cables de par trenzado, coaxiales, de cinta y otros), medios inalambricos y tecnologia inalambrica (p. €j., tecnologia
Bluetooth o tecnologia RTM (modo de retransmision)). Los medios de comunicacion y los canales de comunicacion
incluyen cualquier método de comunicacion adecuado, entre ellos una conexion cableada para llamada con un
modem, un enlace directo a través de un cable, una conexion inalambrica que incluye la infrarroja, celular, WiMAX,
WiFi, satélite, buscapersonas, servicio general de radio por paquetes (GPRS, por sus siglas en inglés), sistema de
transporte de datos local (tal como, p. €j., Ethernet o Token Ring a través de una red de area local (LAN, por sus
siglas en inglés) u otra red) .

Un dispositivo externo con el que se ha de comunicar puede ser cualquier dispositivo capaz de recibir tal
comunicacion. Por ejemplo, un dispositivo externo puede ser un dispositivo en red, que incluye un servidor, un
ordenador personal, un ordenador portatil, una tableta, un dispositivo movil, un teléfono maévil "tonto", un teléfono
satelital, un teléfono inteligente (por ejemplo, iPhone®, Android™, Blackberry®, Palm, Symbian, Windows®), un
asistente digital personal (PDA, por sus siglas en inglés), un buscapersonas o cualquier otro dispositivo. En ciertos
casos, un dispositivo externo puede ser un dispositivo de diagndstico. En algunos casos, cuando un dispositivo
externo comprende un dispositivo de diagnostico, la relacion entre dispositivos y sistemas descritos en la presente
memoria y un dispositivo externo puede comprender una relaciéon maestro-esclavo, una relacion entre iguales o una
relacion distribuida.

Segun se emplea en la presente memoria, el término "lipasa" se refiere a una clase de enzimas que catalizan
reacciones con un lipido como parte del sustrato de reaccion. Las lipasas pueden catalizar reacciones tales como la
hidrdlisis u otras reacciones. Por ejemplo, una lipasa puede catalizar una reaccién en la que se metaboliza un éster
de colesterol para dar colesterol y un acido graso.

Segun se emplea en la presente memoria, la expresion "colesterol esterasa" se refiere a una enzima capaz de
catalizar una reaccién que elimina o altera un enlace éster, tal como un éster de acido carboxilico, de una molécula
de colesterol o un resto de colesterol de una molécula que contiene colesterol. Las colesterol esterasas (también
denominadas "esterol esterasas" y "lipasas biliares") catalizan tipicamente una reacciéon en la que un éster de
esterilo se combina con agua para formar un esterol y un acido graso. Las colesterol esterasas son comunes, y se
pueden encontrar en organismos unicelulares y multicelulares; muchas de las colesterol esterasas comercialmente
utiles son colesterol esterasas bacterianas, aunque se conocen y también son Utiles colesterol esterasas
procedentes de otras fuentes. Por ejemplo, una colesterol esterasa util puede ser una colesterol esterasa bacteriana,
tal como una colesterol esterasa bacteriana obtenida de bacterias gramnegativas, entre ellas una colesterol esterasa
de una especie de Pseudomonas.
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Segun se emplea en la presente memoria, la expresion "colesterol oxidasa" se refiere a una enzima capaz de
catalizar una reaccioén en la que una molécula de colesterol o un resto de colesterol de una molécula que contiene
colesterol se combina con oxigeno para formar un resto de colesterol oxidado tal como colest-4-en-3-ona (formando
también perdxido de hidrogeno). Muchas colesterol oxidasas son colesterol oxidasas bacterianas. Por ejemplo, una
colesterol oxidasa util puede ser una colesterol oxidasa que se puede obtenerse de bacterias gramnegativas, entre
ellas una colesterol oxidasa de una especie de Pseudomonas.

Segun se emplea en la presente memoria, un "tampon" es un compuesto o grupo de compuestos que, en solucion,
tienden a mantener el pH de la solucién en un valor particular o cerca del mismo. Por ejemplo, se pueden emplear
sales de fosfato como tampones. Las sales de fosfato incluyen NaH;PO4, Na;HPOs y NazPOs. También son
adecuados otros tampones para su uso en los reactivos, ensayos y métodos descritos en la presente memoria, entre
ellos, sin limitacion, citrato, amonio, acetato, carbonato, tris(hidroximetillaminometano (TRIS), acido
3-(N-morfolino)propanosulfénico  (MOPS), acido  3-morfolino-2-hidroxipropanosulfénico  (MOPSO), acido
2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES), acido N-(2-acetamido)iminodiacético (ADA), acido piperazin-N,N'-bis(2-
etanosulfonico) (PIPES), acido N-(2-acetamido)-2-aminoetanosulfénico (ACES), cloruro de colamina, acido N,N-
bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico (BES), acido 2-[[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-ilJamino]etanosulfénico
(TES), acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico (HEPES), acetamidoglicina, ftricina (N-(2-hidroxi-1,1-
bis(hidroximetil)etil)glicina), glicinamida, bicina (acido 2-(bis(2-hidroxietil)amino)acético) y otros tampones. Se puede
emplear cualquier tampo6n siempre que tampone una solucidon acuosa al pH deseado y sea por lo demas compatible
con los ensayos y métodos descritos en la presente memoria. En ciertos casos, se puede emplear un tampon para
tamponar el pH de una soluciéon en un intervalo de pH de casi neutro a pH ligeramente acido, por ejemplo de
aproximadamente pH 5 a aproximadamente pH 9, o de aproximadamente pH 6 a aproximadamente pH 8, o de
aproximadamente pH 6,8 a aproximadamente pH 7,8 y, en ciertos casos, a un pH de aproximadamente pH 7 o de
aproximadamente pH 7,4.

Dispositivos y Sistemas

Los ensayos y métodos descritos en la presente memoria se pueden realizar en un dispositivo, o en un sistema,
para procesar una muestra. Los ensayos y métodos descritos en la presente memoria pueden incorporarse
facilmente a, y usarse en, un dispositivo para procesar una muestra o un sistema para procesar una muestra, que
puede ser un dispositivo de ensayo automatizado, o puede ser un sistema de ensayo automatizado. Tal dispositivo y
tal sistema pueden ser utiles para la practica de los métodos descritos en la presente memoria. Por ejemplo, un
dispositivo puede ser Util para recibir una muestra. Un dispositivo puede ser Util para preparar o para procesar una
muestra. Un dispositivo puede ser Util para realizar un ensayo en una muestra. Un dispositivo puede ser util para
obtener datos de una muestra. Un dispositivo puede ser util para transmitir datos obtenidos de una muestra.
Un dispositivo puede ser util para desechar una muestra después del procesamiento o del ensayo de una muestra.

Un dispositivo puede ser parte de un sistema, uno de cuyos componentes puede ser un dispositivo para
procesamiento de muestras. Un dispositivo puede ser un dispositivo para procesamiento de muestras. Se puede
configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para facilitar la recogida de una muestra, preparar una
muestra para un ensayo clinico o efectuar una reaccién quimica con uno o varios reactivos u otro procesamiento
quimico o fisico, como se describe en la presente memoria. Se puede configurar un dispositivo para procesamiento
de muestras para obtener datos de una muestra. Se puede configurar un dispositivo para procesamiento de
muestras para transmitir datos obtenidos de una muestra. Se puede configurar un dispositivo para procesamiento de
muestras para analizar datos de una muestra. Se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras
para comunicarse con otro dispositivo, un laboratorio o un individuo afiliado a un laboratorio, con el fin de analizar
datos obtenidos de una muestra.

Se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para colocarlo en o sobre un sujeto. Se puede
configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para aceptar una muestra de un sujeto, ya sea directa o
indirectamente. Una muestra puede ser, por ejemplo, una muestra de sangre (por ejemplo, una muestra obtenida de
una puncion digital o de una puncién venosa o una muestra de sangre arterial), una muestra de orina, una muestra
de biopsia, una rebanada de tejido, muestra de heces u otra muestra bioldgica; una muestra de agua, una muestra
de suelo, una muestra de alimento, una muestra de aire; u otra muestra. Una muestra de sangre puede comprender,
p. €j., sangre entera, plasma o suero. Un dispositivo para procesamiento de muestras puede recibir una muestra
procedente del sujeto a través de una carcasa del dispositivo. La recogida de muestras se puede efectuar en un sitio
de recogida de muestras o en otro lugar. La muestra se puede proporcionar al dispositivo en un sitio de recogida de
muestras.

En algunos casos, se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para aceptar o contener un
cartucho. En algunos casos, un dispositivo para procesamiento de muestras puede comprender un cartucho. El
cartucho puede ser extraible del dispositivo para procesamiento de muestras. En algunos casos, se puede
proporcionar una muestra al cartucho del dispositivo para procesamiento de muestras. Como alternativa, se puede
proporcionar una muestra a otra parte de un dispositivo para procesamiento de muestras. El cartucho y/o el
dispositivo pueden comprender una unidad de recogida de muestras que puede estar configurada para aceptar una
muestra.
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Un cartucho puede incluir una muestra, y puede incluir reactivos para uso en el procesamiento o prueba de una
muestra, materiales desechables para uso en el procesamiento o prueba de una muestra, u otros materiales. Tras la
colocacién de un cartucho en, o la insercién de un cartucho dentro de, un dispositivo para procesamiento de
muestras, se pueden poner en comunicacion fluidica uno o varios componentes del cartucho con otros componentes
del dispositivo para procesamiento de muestras. Por ejemplo, si se recoge una muestra en un cartucho, se puede
transferir la muestra a otras partes del dispositivo para procesamiento de muestras. Analogamente, si se
proporcionan uno o varios reactivos en un cartucho, se pueden transferir los reactivos a otras partes del dispositivo
para procesamiento de muestras, o se pueden llevar a los reactivos otros componentes del dispositivo para
procesamiento de muestras. En algunos casos, los reactivos o componentes de un cartucho pueden permanecer a
bordo del cartucho. En algunos casos no se incluyen elementos para fluidos, que requieran tubos o que requieran
mantenimiento (p. gj., mantenimiento manual o automatizado).

Se puede transferir una muestra o reactivo a un dispositivo, tal como un dispositivo para procesamiento de muestras.
Se puede transferir una muestra o reactivo dentro de un dispositivo. Tal transferencia de muestra o de reactivo se
puede realizar sin proporcionar una via fluidica continua desde el cartucho hasta el dispositivo. Tal transferencia de
muestra o reactivo se puede realizar sin proporcionar una via fluidica continua dentro de un dispositivo. En ciertos
casos, tal transferencia de muestra o reactivo se puede realizar mediante un sistema de manipulacion de muestras
(por ejemplo, una pipeta); por ejemplo se puede aspirar una muestra, un reactivo o una parte alicuota de los mismos
al interior de un componente de transferencia de punta abierta, tal como una punta de pipeta, que puede estar
conectado operativamente a un sistema de manipulacion de muestras que transfiere la punta, con la muestra, el
reactivo o la parte alicuota de los mismos contenidos dentro de la punta, a una ubicacion en o dentro del dispositivo
para procesamiento de muestras. La muestra, el reactivo o la parte alicuota de los mismos se pueden depositar en
una ubicacion en o dentro del dispositivo para procesamiento de muestras. Se pueden mezclar la muestra y el
reactivo, o multiples reactivos, utilizando de una manera similar un sistema de manipulaciéon de muestras. Se pueden
transferir de manera automatizada uno o varios componentes del cartucho a otras partes del dispositivo para
procesamiento de muestras, y viceversa.

Un dispositivo, tal como un dispositivo para procesamiento de muestras, puede tener un sistema de manipulacién de
fluidos. Un sistema de manipulacion de fluidos puede realizar, o puede ayudar a realizar, el transporte, la dilucion,
extraccion, division en partes alicuotas, mezcla y otras acciones con un fluido, tal como una muestra. En algunos
casos, dentro de una carcasa de un dispositivo puede estar contenido un sistema de manipulacién de fluidos.
Un sistema de manipulacion de fluidos puede permitir la recogida, entrega, procesamiento y/o transporte de un
fluido, la disolucion de reactivos secos, la mezcladura de liquidos y/o reactivos secos con un liquido, y asimismo la
recogida, entrega, procesamiento y/o transporte de componentes, muestras o materiales no fluidos. El fluido puede
ser una muestra, un reactivo, diluyente, lavado, tinte o cualquier otro fluido que el dispositivo pueda utilizar, y puede
incluir, sin limitacion, fluidos homogéneos, diferentes liquidos, emulsiones, suspensiones y otros fluidos. También se
puede utilizar un sistema de manipulacion de fluidos, que incluye sin limitacion una pipeta, para transportar
recipientes (con o sin fluido contenido en los mismos) en torno al dispositivo. El sistema de manipulacion de fluidos
puede dispensar o aspirar un fluido. La muestra puede incluir una o varias materias en particulas o materias soélidas
flotando dentro de un fluido.

En ciertos casos, un sistema de manipulaciéon de fluidos puede comprender una pipeta, punta de pipeta, jeringa,
capilar u otro componente. El sistema de manipulacion de fluidos puede tener una parte con una superficie interior y
una superficie exterior y un extremo abierto. El sistema de manipulacién de fluidos puede comprender una pipeta,
que puede incluir un cuerpo de pipeta y una boquilla de pipeta, y puede comprender una punta de pipeta. Una punta
de pipeta puede ser o no extraible de una boquilla de pipeta. En ciertos casos, un sistema de manipulacién de
fluidos puede utilizar una pipeta acoplada con una punta de pipeta; una punta de pipeta puede ser desechable. Una
punta puede formar un cierre estanco a fluidos cuando se acopla con una pipeta. Una punta de pipeta puede ser
utilizada una, dos 0 mas veces. En ciertos casos, un sistema de manipulacién de fluidos puede utilizar una pipeta o
dispositivo similar, con o sin una punta de pipeta, para aspirar, dispensar, mezclar, transportar o manipular de otra
forma el fluido. El fluido se puede dispensar desde el sistema de manipulacién de fluidos cuando se desee. El fluido
puede estar contenido dentro de una punta de pipeta antes de ser dispensado, por ejemplo, desde un orificio en la
punta de pipeta. En ciertos casos, o casos durante el uso, se puede dispensar todo el fluido; en otros casos, o casos
durante el uso, se puede dispensar una parte del liquido contenido en una punta. Una pipeta puede aspirar
selectivamente un fluido. La pipeta puede aspirar una cantidad seleccionada de fluido. La pipeta puede ser capaz de
accionar mecanismos de agitacion para mezclar el fluido dentro de la punta o dentro de un recipiente. La pipeta
puede incorporar puntas o recipientes que creen bucles de flujo continuo para la mezcla, incluidos materiales o
reactivos que estén en forma no liquida. Una punta de una pipeta también puede facilitar la mezcla mediante el
suministro medido de multiples fluidos simultaneamente o en secuencia, tal como en reacciones con sustrato en dos
partes.

El sistema de manipulaciéon de fluidos puede incluir una o varias unidades fluidicamente aisladas o hidraulicamente
independientes. Por ejemplo, el sistema de manipulacién de fluidos puede incluir una, dos o mas puntas de pipeta.
Las puntas de pipeta pueden estar configuradas para aceptar y confinar un fluido. Las puntas pueden estar
fluidicamente aisladas entre si o ser hidraulicamente independientes entre si. El fluido contenido dentro de cada
punta puede estar fluidicamente aislado o ser hidraulicamente independiente de un fluido en otras puntas y de otros
fluidos dentro del dispositivo. Las unidades fluidicamente aisladas o hidraulicamente independientes se pueden
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mover con respecto a otras partes del dispositivo y/o entre si. Las unidades fluidicamente aisladas o hidraulicamente
independientes se pueden mover individualmente. Un sistema de manipulacién de fluidos puede comprender una o
varias bases o soportes. Una base o soporte puede sostener una o varias pipetas o unidades de pipeta. Una base o
soporte puede conectar entre si una o varias pipetas del sistema de manipulacién de fluidos.

Se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para realizar pasos de procesamiento o
acciones sobre una muestra obtenida de un sujeto. El procesamiento de muestras puede incluir la preparacion de
muestras, que incluye, p. €j., la diluciéon de muestras, divisién de una muestra en partes alicuotas, extraccion, puesta
en contacto con un reactivo, filtracién, separacion, centrifugacion u otra accion o paso preparatorio o de
procesamiento. Se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para realizar sobre la muestra
una o varias acciones o pasos de preparaciéon de muestras. Opcionalmente, se puede preparar una muestra para
una reaccion quimica y/o un paso de procesamiento fisico. Una accion o paso de preparacion de muestras puede
incluir uno o varios de los siguientes: centrifugacion, separacion, filtracion, dilucion, enriquecimiento, purificacion,
precipitacion, incubacion, pipeteo, transporte, cromatografia, lisis celular, citometria, pulverizacion, trituracion,
activacion, ultrasonicacion, procesamiento en microcolumna, procesamiento con perlas magnéticas, procesamiento
con nanoparticulas, u otra accién o pasos de preparacion de muestras. Por ejemplo, la preparacion de muestras
puede incluir uno o varios pasos para separar la sangre en fracciones de suero y/o particulas, o para separar
cualquier otra muestra en diversos componentes. La preparacion de muestras puede incluir uno o varios pasos para
diluir y/o concentrar una muestra, tal como una muestra de sangre u otras muestras bioldgicas. La preparacion de
muestras puede incluir afiadir un anticoagulante u otros ingredientes a una muestra. La preparacion de muestras
también puede incluir la purificacion de una muestra. En ciertos casos, todas las acciones o pasos de
procesamiento, preparacion o ensayo de muestras los realiza un Unico dispositivo. En ciertos casos, todas las
acciones o pasos de procesamiento, preparacion o ensayo de muestras se realizan dentro de una carcasa de un
unico dispositivo. En ciertos casos, la mayoria de las acciones o pasos de procesamiento, preparacion o ensayo de
muestras las realiza un Unico dispositivo, y se pueden realizar dentro de una carcasa de un Unico dispositivo.
En ciertos casos, muchas acciones o pasos de procesamiento, preparacion o ensayo de muestras las realiza un
Unico dispositivo, y se pueden realizar dentro de una carcasa de un Unico dispositivo. En ciertos casos, mas de un
dispositivo puede realizar acciones o pasos de procesamiento, preparacion o ensayo de muestras.

Se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para ejecutar uno o varios ensayos sobre una
muestra y para obtener datos de la muestra. Un ensayo puede incluir uno o varios tratamientos fisicos o quimicos, y
puede incluir ejecutar una o varias reacciones quimicas o fisicas. Se puede configurar un dispositivo para
procesamiento de muestras para realizar uno, dos 0 mas ensayos sobre una pequefia muestra de fluido corporal.
Pueden tener lugar una o varias reacciones quimicas en una muestra que tenga un volumen, como se describe en
otra parte del presente documento. Por ejemplo, pueden tener lugar una o varias reacciones quimicas en una pildora
que tenga volumenes inferiores a femtolitros. En un caso, la unidad de recogida de muestra esta configurada para
recibir un volumen de la muestra de fluido corporal equivalente a una sola gota, o menos, de sangre o fluido
intersticial. En ciertos casos, el volumen de una muestra puede ser un volumen pequefio, donde un volumen
pequefio puede ser un volumen que sea inferior a aproximadamente 1.000 L, o inferior a aproximadamente 500 L,
o inferior a aproximadamente 250 L, o inferior a aproximadamente 150 L, o inferior a aproximadamente 100 uL, o
inferior a aproximadamente 75 pL, o inferior a aproximadamente 50 pL, o inferior a aproximadamente 40 pL, o
inferior a aproximadamente 20 pL, o inferior a aproximadamente 10 yL, u otro volumen pequeio. En ciertos casos,
todas las acciones o pasos del ensayo de muestras se realizan sobre una Unica muestra. En ciertos casos, todas las
acciones o pasos del ensayo de muestras las realiza un Unico dispositivo. En ciertos casos, todas las acciones o
pasos del ensayo de muestras se realizan dentro de una carcasa de un Unico dispositivo. En ciertos casos, la
mayoria de las acciones o pasos ensayo de muestras las realiza un Unico dispositivo, y se pueden realizar dentro de
una carcasa de un unico dispositivo. En ciertos casos, muchas acciones o pasos del ensayo de muestras las realiza
un Unico dispositivo, y se pueden realizar dentro de una carcasa de un unico dispositivo. En ciertos casos, las
acciones o pasos de procesamiento, preparacion o ensayo de muestras los pueden realizar mas de un dispositivo.

Se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para realizar una pluralidad de ensayos sobre
una muestra. En ciertos casos, se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para realizar una
pluralidad de ensayos sobre una Unica muestra. En ciertos casos, se puede configurar un dispositivo para
procesamiento de muestras para realizar una pluralidad de ensayos sobre una Unica muestra, donde la muestra es
una muestra pequefia. Por ejemplo, una muestra pequefia puede tener un volumen de muestra que sea un volumen
pequefo inferior a aproximadamente 1.000 pL, o inferior a aproximadamente 500 pL, o inferior a aproximadamente
250 pL, o inferior a aproximadamente 150 pL, o inferior a aproximadamente 100 uL, o inferior a aproximadamente
75 uL, o inferior a aproximadamente 50 L, o inferior a aproximadamente 40 uL, o inferior a aproximadamente 20 L,
o inferior a aproximadamente 10 pL, u otro volumen pequefio. Un dispositivo para procesamiento de muestras puede
ser capaz de realizar ensayos multiplexados sobre una Unica muestra. Se pueden ejecutar simultaneamente una
pluralidad de ensayos; se pueden ejecutar secuencialmente; o se pueden ejecutar simultaneamente algunos
ensayos mientras que otros se ejecutan secuencialmente. También pueden estar incorporados en el dispositivo uno
o varios ensayos de control y/o calibradores (por ejemplo, que incluyan una configuracién con un control de un
calibrador para el ensayo o las pruebas); los ensayos de control y el ensayo en calibradores pueden realizarse de
manera simultanea a los ensayos realizados sobre una muestra, o se pueden realizar antes o después de los
ensayos realizados sobre una muestra, o cualquier combinacion de ello. En ciertos casos, todas las acciones o
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pasos de ensayo de muestras las realiza un Unico dispositivo. En ciertos casos, todas las acciones o pasos del
ensayo se realizan dentro de una carcasa de un unico dispositivo. En ciertos casos, la mayoria de las acciones o
pasos de ensayo de muestras, de una pluralidad de ensayos, las realiza un Unico dispositivo, y se pueden realizar
dentro de una carcasa de un Unico dispositivo. En ciertos casos, muchas acciones o pasos de ensayo de muestras,
de una pluralidad de ensayos, las realiza un unico dispositivo, y se pueden realizar dentro de una carcasa de un
Unico dispositivo. En ciertos casos, mas de un dispositivo puede realizar las acciones o pasos de procesamiento,
preparacion o ensayo de muestras.

En ciertos casos, la totalidad de una pluralidad de ensayos se pueden realizar en un corto periodo de tiempo.
En ciertos casos, tal periodo de tiempo corto comprende menos de aproximadamente tres horas, o menos de
aproximadamente dos horas, o menos de aproximadamente una hora, o menos de aproximadamente 40 minutos, o
menos de aproximadamente 30 minutos, 0 menos de aproximadamente 25 minutos, 0 menos de aproximadamente
20 minutos, o menos de aproximadamente 15 minutos, 0 menos de aproximadamente 10 minutos, o menos de
aproximadamente 5 minutos, 0 menos de aproximadamente 4 minutos, 0 menos de aproximadamente 3 minutos, o
menos de aproximadamente 2 minutos, o menos de aproximadamente 1 minuto, u otro corto periodo de tiempo.

Se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para detectar una o varias sefiales relacionadas
con la muestra. Se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para identificar una o varias
propiedades de la muestra. Por ejemplo, se puede configurar el dispositivo para procesamiento de muestras para
detectar la presencia o concentracion de un analito o una pluralidad de analitos o un estado morboso en la muestra
(p- €j., en o a través de un fluido corporal, secrecion, tejido u otra muestra). Como alternativa, se puede configurar el
dispositivo para procesamiento de muestras para detectar una sefial o sefales que se pueden analizar para detectar
la presencia o concentracion de uno o varios analitos (que pueden ser indicativos de un estado morboso) o un
estado morboso en la muestra. Las sefales pueden analizarse a bordo del dispositivo o en otra ubicacion.
La ejecucion de una prueba clinica puede incluir o no cualquier analisis o comparacion de datos recogidos.

Se puede realizar una reaccion quimica u otro paso de procesamiento, con o sin la muestra. Los ejemplos de pasos,
pruebas o ensayos que el dispositivo puede preparar o ejecutar pueden incluir, pero sin limitacion, inmunoensayo,
ensayo de acido nucleico, ensayo basado en receptor, ensayo citométrico, ensayo colorimétrico, ensayo enzimatico,
ensayo electroforético, ensayo electroquimico, ensayo espectroscopico, ensayo cromatografico, ensayo
microscopico, ensayo topografico, ensayo calorimétrico, ensayo turbidimétrico, ensayo de aglutinacion, ensayo con
radiois6topo, ensayo viscométrico, ensayo de coagulacion, ensayo de tiempo de coagulacion, ensayo de sintesis
proteica, ensayo histoldgico, ensayo de cultivo, ensayo de osmolaridad y/u otros tipos de ensayos, centrifugacion,
separacion, filtracion, dilucién, enriquecimiento, purificacién, precipitacién, pulverizacién, incubacioén, pipeteo,
transporte, lisis celular, u otra acciéon o pasos de preparacion de muestras, o combinaciones de los mismos.
Los pasos, pruebas o ensayos que el dispositivo puede preparar o ejecutar pueden incluir obtencién de imagenes,
incluidas microscopia, citometria y otras técnicas que preparan o utilizan imagenes. Los pasos, pruebas o ensayos
que el dispositivo puede preparar o ejecutar pueden incluir ademas una evaluacion de histologia, morfologia,
cinematica, dinamica y/o estado de una muestra, que puede incluir tal evaluacion para las células.

Un dispositivo puede ser capaz de realizar todos los pasos a bordo (por ejemplo, pasos o acciones realizadas por un
Unico dispositivo) en un breve plazo de tiempo. Un dispositivo puede ser capaz de realizar todos los pasos a bordo
sobre una unica muestra en un breve plazo de tiempo. Por ejemplo, desde la recogida de muestra de un sujeto
hasta la transmision de datos y/o el analisis pueden transcurrir aproximadamente 3 horas o menos, 2 horas o0 menos,
1 hora o menos, 50 minutos o0 menos, 45 minutos o menos, 40 minutos o menos, 30 minutos o0 menos, 20 minutos o
menos, 15 minutos o menos, 10 minutos o0 menos, 5 minutos o menos, 4 minutos o menos, 3 minutos o0 menos,
2 minutos o0 menos o 1 minuto o menos. El plazo de tiempo desde la aceptaciéon de una muestra en el interior del
dispositivo hasta la transmision de datos y/o el analisis por el dispositivo con respecto a dicha muestra puede
depender del tipo o nimero de pasos, pruebas o ensayos realizados sobre la muestra. El plazo de tiempo desde la
aceptacion de una muestra en el interior del dispositivo hasta la transmisién de datos y/o el analisis del dispositivo
con respecto a dicha muestra puede requerir aproximadamente 3 horas o menos, 2 horas o menos, 1 hora o menos,
50 minutos o menos, 45 minutos o0 menos, 40 minutos o menos, 30 minutos o menos, 20 minutos o0 menos,
15 minutos o menos, 10 minutos 0 menos, 5 minutos o menos, 4 minutos o0 menos, 3 minutos 0 menos, 2 minutos o
menos o 1 minuto o menos.

Se puede configurar un dispositivo para preparar una muestra para desecharla, o para desechar una muestra, tal
como una muestra bioldgica, después del procesamiento o ensayo de una muestra.

En ciertos casos, se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras con el fin de transmitir datos
obtenidos de una muestra. En ciertos casos, se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras
para comunicar a través de una red. Un dispositivo para procesamiento de muestras puede incluir un médulo de
comunicaciones que puede interactuar con la red. Un dispositivo para procesamiento de muestras puede estar
conectado a la red a través de una conexion por cable o de forma inalambrica. La red puede ser una red de area
local (LAN) o una red de area amplia (WAN, por sus siglas en inglés), tal como Internet. En algunos casos, la red
puede ser una red de area personal. La red puede incluir la nube. Se puede conectar a la red el dispositivo para
procesamiento de muestras sin necesitar un dispositivo intermedio, o se puede necesitar un dispositivo intermedio
para conectar un dispositivo para procesamiento de muestras a una red. Un dispositivo para procesamiento de
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muestras se puede comunicar a través de una red con otro dispositivo, que puede ser cualquier tipo de dispositivo
en red, incluidos, pero sin limitaciéon, un ordenador personal, ordenador de servidor u ordenador portatil; asistentes
digitales personales (PDA) tales como un dispositivo Windows CE; teléfonos tales como teléfonos moéviles, teléfonos
inteligentes (por ejemplo, iPhone, Android, Blackberry, etc.) o teléfonos portatiles con reconocimiento de ubicacion
(como GPS); un dispositivo de itinerancia, tal como un dispositivo de itinerancia conectado a red; un dispositivo
inalambrico, tal como un dispositivo de correo electrénico inalambrico u otro dispositivo capaz de comunicarse de
forma inalambrica con una red informatica; o cualquier otro tipo de dispositivo de red que pueda comunicarse
eventualmente a través de una red y gestionar transacciones electronicas. Dicha comunicacion puede incluir
proporcionar datos a una infraestructura de computacién en nube o cualquier otro tipo de infraestructura de
almacenamiento de datos a la que puedan acceder otros dispositivos.

Un dispositivo para procesamiento de muestras puede proporcionar datos acerca de una muestra a, por ejemplo,
un profesional sanitario, una ubicacion de un profesional sanitario, tal como un laboratorio, o a un afiliado del mismo.
Uno o varios de un laboratorio, profesional sanitario o sujeto puede tener un dispositivo de red capaz de recibir o
acceder a los datos proporcionados por el dispositivo para procesamiento de muestras. Se puede configurar un
dispositivo para procesamiento de muestras para proporcionar datos acerca de una muestra a una base de datos.
Se puede configurar un dispositivo para procesamiento de muestras para proporcionar datos acerca de una muestra
a un sistema de historiales médicos electréonicos, a un sistema de informaciéon de laboratorio, a un sistema de
automatizacion de laboratorio, o a otro sistema o software. Un dispositivo para procesamiento de muestras puede
proporcionar datos en forma de informe.

Un laboratorio, dispositivo u otra entidad o software puede realizar en tiempo real analisis sobre datos relativos a una
muestra. Un sistema de software puede realizar andlisis quimicos y/o analisis patoldgicos, o estos podrian
distribuirse entre combinaciones de personal de laboratorio, clinico y especializado o experto. El analisis puede
incluir la evaluacion cualitativa y/o cuantitativa de una muestra. El analisis de los datos puede incluir una posterior
evaluacion cualitativa y/o cuantitativa de una muestra. Opcionalmente, se puede generar un informe basado en
datos sin procesar, datos preprocesados o datos analizados. Se puede preparar dicho informe para mantener la
confidencialidad de los datos obtenidos de la muestra, la identidad y otra informacion relativa al sujeto del cual se ha
obtenido la muestra, el analisis de los datos y otra informacién confidencial. Se pueden transmitir a un profesional
sanitario el informe y/o los datos. Se pueden proporcionar los datos obtenidos por un dispositivo para procesamiento
de muestras, o el andlisis de dichos datos, o informes, a una base de datos, un sistema de historiales médicos
electrénicos, un sistema de informacién de laboratorio, un sistema de automatizaciéon de laboratorio u otro sistema o
software.

Se pueden encontrar la descripciéon y puesta en conocimiento de ejemplos de reactivos, ensayos, métodos, kits,
dispositivos y sistemas que pueden emplear, o se pueden emplear con, complejos, composiciones, anticuerpos u
otros reactivos descritos en la presente memoria, por ejemplo, en la patente de EE. UU. 8.088.593; la patente de
EE. UU. 8.380.541; la solicitud de patente de EE.UU. con n.° de serie 13/769.798, presentada el 18 de febrero de
2013; la solicitud de patente de EE.UU. con n.° de serie 13/769.779, presentada el 18 de febrero de 2013; la solicitud
de patente de EE.UU. con n.° de serie 13/244.947, presentada el 26 de septiembre de 2011; el documento
PCT/US2012/57155, presentado el 25 de septiembre de 2012; la solicitud de EE.UU. con n.° de serie 13/244.946,
presentada el 26 de septiembre de 2011; la solicitud de patente de EE.UU. 13/244.949, presentada el 26 de
septiembre de 2011; y la solicitud de patente de EE.UU. con n.° de serie 61/673.245, presentada el 26 de septiembre
de 2011, siendo incorporadas a la presente memoria por referencia y en su totalidad las descripciones de tales
patentes y solicitudes de patente.

Métodos y ensayos de lipidos y fracciones lipidicas

Los novedosos métodos y ensayos descritos en la presente memoria hacen uso del hallazgo de los solicitantes de
que las subespecies de colesterol se convierten en el producto medido a velocidades distintas. Asi, C-LAD se
convierte muy rapidamente en producto, mientras que C-LBD se convierte en producto mas lentamente de lo que
C-LAD se convierte en producto, y C-LMBD y quilomicrones se convierten ain mas lentamente. La conversion
completa de colesterol total en producto es incluso mas lenta que la conversién de C-LAD o C-LBD en producto.
Tales diferencias en las velocidades de conversién en producto permiten realizar la medicion de colesterol de
distintas especies lipoproteicas en una uUnica soluciéon a tiempos distintos, disminuyendo asi el nimero de pasos
requeridos para tales mediciones, reduciendo posibles errores y simplificando los procedimientos. En ciertos casos
descritos en la presente memoria, "producto” puede ser un producto coloreado, tal como, p. €j., un producto
coloreado formado por una peroxidasa tal como peroxidasa de rabano picante. Al realizar mediciones de producto
coloreado a, por ejemplo, (1) tiempos muy tempranos (por ejemplo, 0-2 minutos), a tiempos un poco mas tardios (por
ejemplo, 2-6 minutos) y a un tiempo tardio (por ejemplo, 10 minutos o mas tarde) se pueden medir en un Unico
ensayo las dos subfracciones de colesterol mas importantes (C-LAD y C-LBD) y el colesterol total (CT).
Es importante destacar que, dado que el ensayo se realiza en una Unica mezcla de reaccion, las proporciones de las
subfracciones de colesterol con respecto al colesterol total se determinan con mayor precision y precision de lo que
se esperaria al realizar varios ensayos diferentes en distintas mezclas de reaccion. Ademas, los ensayos y métodos
descritos en la presente memoria, al realizarse en una Unica mezcla de reaccion, pueden reducir significativamente
los costes de las mediciones de colesterol en comparacion con los costes de métodos y ensayos anteriores que
requieren llevar a cabo tres o mas analisis para obtener los valores de las subfracciones de colesterol y del
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colesterol total.

Los métodos y ensayos descritos en la presente memoria hacen uso de las velocidades diferenciales a las que una
lipasa (p. €j., una colesterol esterasa) y una oxidasa (p. €j., una colesterol oxidasa) actuan sobre cada fraccion
lipoproteica que contiene colesterol. Las lipoproteinas difieren en la composicion de los lipidos que contienen (p. €j.,
lipidos que incluyen triglicéridos, colesterol, ésteres de colesterol y fosfolipidos) y en las apolipoproteinas que
ayudan a solubilizar los lipidos para su transporte a través de la sangre. Las lipoproteinas son muy heterogéneas,
pero las fracciones que se consideran de mayor utilidad para evaluar el estado lipidico con fines de diagndstico
clinico son suficientemente distintas en sus propiedades fisicas y quimicas, y se han distinguido en métodos de la
técnica anterior por las velocidades a las que se desplazan bajo la fuerza centrifuga o cuando son sometidas a
separacion electroforética.

Contrariamente a los métodos de la técnica anterior, los ensayos y métodos descritos en la presente memoria
utilizan, y los reactivos descritos en la presente memoria proporcionan, condiciones en las que las lipoproteinas LAD,
LBD y LMBD reaccionan con la quimica del ensayo a velocidades suficientemente distintas en la misma solucion sin
precipitacion sustancial, de modo que se puede medir cada fraccion en un Unico ensayo utilizando multiples
mediciones a tiempos diferentes. Por lo tanto, en un ejemplo de los métodos descritos en la presente memoria, el
C-LAD se consume por completo en aproximadamente dos minutos, mientras que el C-LBD requiere
aproximadamente seis minutos para convertirse completamente en producto medido. Esperando un poco mas (p. €j.,
diez minutos o mas), se convierte todo el colesterol de la muestra. Segun los métodos descritos en la presente
memoria, se puede estimar el colesterol total en el punto final del ensayo midiendo la absorbancia del producto
coloreado. Segun los métodos descritos en la presente memoria, se puede medir el C-LBD registrando la tasa de
produccion de color a lo largo de un intervalo de tiempo (por ejemplo, 2-6 minutos). Durante parte mas temprana de
la reaccién (p. €j., 0-2 minutos) se consumen tanto LAD como LBD; se puede estimar la contribucion de LAD
utilizando la concentracion de LBD medida dentro del ensayo (p. €j., una vez que se conoce la concentracion de
LBD a partir de mediciones realizadas con el ensayo). Segun se describe en la presente memoria, se ha establecido
un método para realizar el calculo. Por lo tanto, los presentes métodos permiten el uso de datos exclusivamente de
velocidad para calcular C-LAD y C-LBD y C-total. Se puede calcular C-LBD a partir de datos cinéticos tomados de la
parte media de la reaccion del ensayo (p. €j., mediciones tomadas aproximadamente de 2 a 6 minutos después del
inicio del ensayo) y se puede estimar C-LAD a partir de la parte temprana (por ejemplo, aproximadamente de 0 a 2
minutos después del inicio del ensayo) de la reaccion, lo que permite la contribucion de LBD.

Los solicitantes han encontrado que un aspecto de ensayos descritos en la presente memoria implica establecer
condiciones de ensayo (p. €j., reactivos, protocolo y temperatura) de modo que, en la misma solucién sin
precipitacion sustancial de lipoproteinas, la cinética de las reacciones que convierten C-LAD, C-LBD, quilomicrones y
C-LMBD en producto coloreado avancen a velocidades significativamente distintas, permitiendo al mismo tiempo la
reaccion esencialmente completa de todas las especies lipoproteicas (p. €j., LAD, LBD y LMBD) antes del final del
ensayo. Los reactivos y métodos descritos en la presente memoria proporcionan las condiciones que permiten la
diferenciacién en el tiempo entre distintas fracciones lipoproteicas dentro de una Unica mezcla de reaccion sin
precipitacion sustancial de lipoproteina.

Por ejemplo, en las condiciones descritas en la presente memoria, el curso temporal para C-LAD tiene una semivida
estimada inferior a un minuto, mientras que la conversion de C-LBD tiene una fase de retraso y una forma general
sigmoide centrada en aproximadamente tres minutos. En las condiciones descritas en la presente memoria, el
colesterol lipoproteico restante (quilomicrones y C-LMBD) reacciona aun mas lentamente (por ejemplo, con una
semivida de aproximadamente cinco minutos o mas). Estas diferencias en la semivida y en la cinética de reaccion
entre diferentes especies de colesterol lipoproteico permiten la desagregacion de la sefial de ensayo en lo que se
puede atribuir a cada especie, utilizando un algoritmo simple, aunque, por ejemplo, mas de una especie esté
produciendo sefial durante ciertos periodos durante el ensayo. Por lo tanto, los métodos descritos en la presente
memoria permiten una determinacion rapida, conveniente y precisa de colesterol en las principales fracciones
lipoproteicas.

En los ensayos convencionales de la técnica anterior, se precipitan LBD y LMBD mediante uno de una variedad de
reactivos. Por ejemplo, el sulfato de dextrano y los iones de magnesio pueden formar puentes entre las particulas de
lipoproteina cargadas negativamente, de manera que se agregan para formar, por ejemplo, complejos
LBD:Mg?*:sulfato de dextrano:Mg?*:LBD. La formacién de precipitado en tales ensayos convencionales requiere
concentraciones particulares de ambos reactivos en las proporciones correctas. Los precipitados de tales ensayos
convencionales se pueden retirar después mediante centrifugacion o filtracion. Se conocen otros reactivos para
precipitar LBD y LMBD, tales como el acido fosfowolframico, poli(sulfato de vinilo), heparina con cloruro de
manganeso, polietilenglicol (PEG) 6000, fosfowolframato de sodio con cloruro de magnesio y anticuerpos
monoclonales especificos anti-apolipoproteina-B.

Por el contrario, las formulaciones de reactivo para uso en los ensayos y métodos descritos en la presente memoria
estan disefiadas para lograr la diferenciacion cinética descrita en lo que antecede sin requerir la precipitacion de
ninguna lipoproteina. En los reactivos descritos en la presente memoria, la formaciéon de complejos con magnesio y
sulfato de dextrano se logra en condiciones en las que esencialmente no se produce precipitacion de lipoproteina.
Diversos tensioactivos y otros reactivos tales como a-ciclodextrina son adecuados para ser empleados con el fin de
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mantener solubles las lipoproteinas. Las superficies de las particulas de LBD y LMBD se modifican de tal manera
que restringen pero no impiden el acceso al colesterol de LBD y de LMBD vy a los ésteres de colesterol. El uso de
reactivos y métodos adecuados para tal modificacion de las superficies de las particulas de LBD y LMBD permite
retardar la formacion de producto coloreado a partir de estas especies lipoproteicas.

Una composiciéon de reactivo ilustrativa que se muestra a continuacion en la Tabla 3 utiliza un sulfato de dextrano de
peso molecular mas bajo y una concentracion de iones magnesio y una relacion de iones magnesio con respecto a
sulfato de dextrano mucho mayores en comparacion con los métodos establecidos en la técnica anterior. Tanto en el
presente método como en los métodos establecidos, en el primer paso del ensayo se reducen a la mitad las
concentraciones de estos ingredientes debido a la adicion de muestra.

Se entendera que los ingredientes particulares y sus cantidades pueden variar en los reactivos utilizados en la
practica de los métodos descritos en la presente memoria. Las composiciones de reactivos que se muestran en la
Tabla 3 proporcionan un ejemplo de muchos reactivos posibles que son adecuados para su uso en estos métodos.
En general, los reactivos incluiran cationes, y los cationes en reactivos adecuados para su uso en estos métodos
seran opcionalmente cationes divalentes, tales como magnesio, manganeso, calcio, bario y otros cationes
divalentes. En ciertos casos de los reactivos para uso en los métodos descritos en la presente memoria, la
concentracion de cation divalente estara en el intervalo de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 20 mM, de
manera opcional entre aproximadamente 1 mM y aproximadamente 10 mM, o de manera opcional entre
aproximadamente 2 mM y aproximadamente 8 mM En general, los reactivos incluirdn polisacaridos cargados
negativamente, y los polisacaridos cargados negativamente en reactivos adecuados para su uso en estos métodos
seran opcionalmente ésteres de dextrano, tales como sulfato de dextrano. En ciertos casos de los reactivos para uso
en los métodos descritos en la presente memoria, la cantidad de polisacarido cargado negativamente (p. €j., sulfato
de dextrano) estara en el intervalo de aproximadamente 0,1 g/L a aproximadamente 20 g/L, de manera opcional
entre aproximadamente 0,3 g/L y aproximadamente 10 g/L, u opcionalmente entre aproximadamente 0,5 g/L y
aproximadamente 5 g/L. En casos particulares de reactivos adecuados para su uso en los métodos descritos en la
presente memoria, los polisacaridos cargados negativamente (p. gj., sulfato de dextrano) tendran pesos moleculares
en el intervalo entre aproximadamente 10.000 y aproximadamente 1.000.000, de manera opcional en el intervalo
entre aproximadamente 20.000 y aproximadamente 500.000, de manera opcional en el intervalo entre
aproximadamente 25.000 y aproximadamente 100.000, u opcionalmente en el intervalo entre aproximadamente
30.000 y aproximadamente 80.000. En casos particulares de reactivos adecuados para uso en los métodos descritos
en la presente memoria, la proporcion de polisacaridos cargados negativamente (por ejemplo, sulfato de dextrano)
con respecto a cationes divalentes estara en el intervalo entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente 0,1, de
manera opcional en el intervalo entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente 0,05, de manera opcional en el
intervalo entre aproximadamente 0,002 y aproximadamente 0,02, u opcionalmente en el intervalo entre
aproximadamente 0,003 y aproximadamente 0,007.

En los ejemplos descritos en la presente memoria, las mediciones de referencia (por el método "establecido") de
colesterol y subfracciones de colesterol se realizaron utilizando la quimica y métodos Advia®, empleando una
maquina Advia® 1800 segun las instrucciones sugeridas proporcionadas por el fabricante y suministrador de los
productos Advia®, Siemens Healthcare Diagnostics (Tarrytown, NY 10591, EE. UU.).

Por consiguiente, como se ha descrito mas arriba, los reactivos, ensayos y métodos que proporcionan polisacaridos
cargados negativamente (tales como ésteres de dextrano, p. €j., sulfato de dextrano), ciclodextrinas opcionalmente
cargadas negativamente (tales como sulfato de a-ciclodextrina) y cationes (por ejemplo, cationes divalentes tales
como magnesio) en los reactivos combinados con una muestra de sangre durante el ensayo después de un tiempo
inicial como se ha discutido en lo que antecede, permiten originar distintas velocidades de degradacion del colesterol
desde diferentes fracciones lipoproteicas, de forma que la medicién del avance de la reaccion a distintos tiempos y/o
durante distintos periodos de tiempo, como se ha comentado en lo que antecede, permite medir y determinar
C-LAD, C-LBD, C-LMBD y/o CT.

En casos alternativos de los reactivos, ensayos y métodos descritos en la presente memoria, se pueden combinar
durante un ensayo una lipasa (p. €j., una colesterol esterasa), una deshidrogenasa (p. €j., una colesterol
deshidrogenasa) y nicotinadenindinucledtido (NAD), p. €j., se puede afiadir una muestra de sangre a un reactivo o
mezcla de reactivos, de modo que la muestra de sangre, la lipasa, la deshidrogenasa y NAD (por ejemplo, en su
forma oxidada NAD") estén todos presentes en una solucién que permita que la lipasa pueda actuar para liberar
colesterol desde ésteres de colesterol en lipoproteinas de la muestra, y la deshidrogenasa vy
nicotinadenindinucleétido  reaccionen  eficazmente  para  proporcionar una forma reducida de
nicotinadenindinuclestido (NADH) y colest-4-en-3-ona u otra forma de colesterol, capaz de proporcionar un producto
coloreado (p. €j., NADH) u otro producto detectable. En tales casos alternativos, en los reactivos y en los reactivos
combinados durante el ensayo después de un tiempo inicial, como se ha comentado en lo que antecede, estan
presentes cantidades similares de polisacaridos cargados negativamente (tales como ésteres de dextrano, p. €j.,
sulfato de dextrano), ciclodextrinas opcionalmente cargadas negativamente (tales como a-ciclodextrina) y cationes
(p- €j., cationes divalentes tales como magnesio), que permiten originar distintas velocidades de degradacién del
colesterol desde diferentes fracciones lipoproteicas, de forma que la medicién del avance de la reaccién a distintos
tiempos y/o durante distintos periodos de tiempo, como se ha comentado en lo que antecede, permite medir y
determinar C-LAD, C-LBD, C-LMBD y/o CT.

34



10

15

20

25

30

35

ES 2729794 T3

Por lo tanto, en tales casos alternativos, el nicotinadenindinucleétido es un colorante. EI NADH se puede detectar
por medios espectrofotométricos u otros, como se ha comentado en lo que antecede, que permiten detectar y medir
los niveles de colesterol. Por ejemplo, se puede detectar NADH y se pueden determinar sus niveles mediante
mediciones de absorbancia a 340 nm o en un intervalo de longitudes de onda centrado en aproximadamente
340 nm. ElI NADH puede ser excitado por luz que tenga una longitud de onda de aproximadamente 340 nm, y emite
luz con longitudes de onda de aproximadamente 440 nm; por lo tanto, se puede detectar NADH por excitacion a
aproximadamente 340 nm y midiendo la emisién a aproximadamente 440 nm. Otros métodos para detectar y medir
los niveles de NADH (p. €j., para determinar los niveles de colesterol en una muestra de sangre) incluyen la
medicion de la formacion de NADH utilizando moléculas sensibles a oxidacion-reduccion (redox) tales como las
sales de tetrazolio en presencia de un mediador redox tal como la diaforasa; métodos amperométricos y métodos
luminogénicos que consumen NADH (por ejemplo, utilizando la producciéon de luz mediada por luciferasa, tal como
mediante el uso de una luciferasa bacteriana).

Debe entenderse que, aunque la descripcion que precede se ha descrito junto con los casos especificos de la
misma, la descripcion precedente, asi como los ejemplos que siguen, pretenden ilustrar y no limitar el alcance de la
invencion. Otros aspectos, ventajas y modificaciones dentro del alcance de la invencion resultaran evidentes para
los expertos en la técnica a la que pertenece la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1 Quimica y reactivos
Quimica del ensayo para colesterol:

Se pueden emplear ensayos descritos en la presente memoria para formar producto coloreado a partir de
reacciones con colesterol y derivados de colesterol (p. €j., ésteres de colesterol) que se encuentran en una muestra
de sangre. Como se muestra en la Figura 1, ésteres de colesterol pueden reaccionar con una colesterol esterasa
para proporcionar colesterol libre. El colesterol libre puede reaccionar con una colesterol oxidasa y oxigeno para
formar peréxido de hidrégeno. Se puede emplear el perdxido de hidrégeno formado en tal reaccion para cuantificar
la cantidad de colesterol en la muestra. El peréxido de hidrégeno puede reaccionar con una peroxidasa para formar
un producto coloreado, p. €j., en presencia de un colorante, o mediante el uso de un colorante, y se puede detectar y
cuantificar tal reacciéon. Por ejemplo, el perdxido de hidrogeno, en presencia de peroxidasa de rabano picante y
colorantes tales como compuestos de aminoantipireno (p. €j., 4-aminoantipireno) y N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-
3,5-dimetoxianilina, reacciona para formar un producto coloreado (p. €j., un tinte de Trinder (quinonaimina) como se
indica en la Figura 1).

Reactivos del ensayo para colesterol:

En las Tablas 1y 2 a continuaciéon se exponen composiciones de dos reactivos ilustrativos, AC y BC. El reactivo AC
proporciona un ejemplo de un primer reactivo como se describe en la presente memoria, y el reactivo BC
proporciona un ejemplo de un segundo reactivo como se describe en la presente memoria. Los reactivos AC y BC
pueden tener las composiciones descritas en las Tablas 1Ay 1B:

Tabla 1A: Composicion del reactivo AC

Componente Concentracion
ciclodextrina
(p. €j., una a-, B- o y-ciclodextrina como, p. €j., un sulfato o fosfato) 0,1 mM-10mM

dextrano cargado negativamente (p. mol. 50.000) (por ejemplo, en forma de sulfato

o fosfato) 0,1g/L-20g/L
sal de magnesio (p. €j., cloruro, sulfato, acetato, carbonato u otra sal) 1 mM-10mM
4-aminoantipireno 1-5mM
NaPO4

(pH entre aproximadamente pH 6 - pH 8, p. €j., pH 7,4) 20 mM - 300 mM
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Tabla 1B: Composicion del reactivo BC

Componente Concentracion
NaPO4

(pH entre aproximadamente pH 6 - pH 8, p. €j., pH 7,4) 10 mM - 200 mM
Triton X-100 (etoxilato de octilfenol) 0,01% - 1%
Pluronic L64 (copolimero de bloque de polietilenglicol-polipropilenglicol) 0,5g/L-20g/L
ALPS 0,5 mM - 20 mM
peroxidasa de rabano picante 0,5 kU/L - 20 kU/L
colesterol esterasa de Pseudomonas sp. 100 U/L - 5.000 U/L
colesterol oxidasa de Pseudomonas sp. 0,25 kU/L - 10 kU/L

donde "ALPS" es N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina y "NayPO4" es NaH;PO4, NasHPO4 y NasPO4
en proporciones que pueden proporcionar un pH entre aproximadamente pH 6 y aproximadamente pH 8,5; p. €j.,
aproximadamente pH 7,4.

Por ejemplo, en casos particulares, los reactivos AC y BC pueden tener las siguientes composiciones que se
exponen en las Tablas 2A y 2B a continuacion:

Tabla 2A: Composicion del reactivo AC

Componente Concentracion
sulfato de a-ciclodextrina 1mM
sulfato de dextrano (p. mol. 50.000) 1g/L
cloruro de magnesio 4 mM
4-aminoantipireno 2,25 mM
Na.POs pH7,4 100 mM

Tabla 2B: Composicion del reactivo B

Componente Concentracion
NaxPOs pH7,4 50 mM
Triton X-100 (etoxilato de octilfenol) 0,06%
Pluronic L64 (copolimero de bloque de polietilenglicol-polipropilenglicol) 3g/lL
ALPS 3mM
peroxidasa de rabano picante 3 kU/L
colesterol esterasa de Pseudomonas sp. 750 U/L
colesterol oxidasa de Pseudomonas sp. 1,5 kU/L

donde "ALPS" es N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina y "NayPO4" es NaH;PO4, Na;HPO4 y NasPO4
en proporciones que pueden proporcionar un pH entre aproximadamente pH 6 y aproximadamente pH 8,5, p. €j.,
aproximadamente pH 7,4.
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La Tabla 3 proporciona una comparacion entre las cantidades de sulfato de dextrano y de cloruro de magnesio
empleadas en los novedosos reactivos y ensayos descritos en la presente memoria, y las cantidades de sulfato de
dextrano y de cloruro de magnesio empleadas en los métodos de la técnica anterior. En algunos ensayos de la
técnica anterior se pueden utilizar sulfato de dextrano y cloruro de magnesio para precipitar lipoproteinas durante los
ensayos para colesterol y ésteres de colesterol. Como se ilustra en la Tabla 3, los presentes ensayos incluyen
concentraciones diferentes de sulfato de dextrano y de cloruro de magnesio, de forma que sustancialmente no hay
precipitacion de lipoproteinas en los presentes ensayos.

Tabla 3: Comparacion de algunas concentraciones de componentes de reactivo

B Método establecido*
Interactuante Presentes ensayos novedosos (concentracion) .
(concentracion)
sulfato de dextrano 1g/L 0,0091 g/L
cloruro de magnesio 4 mM 32 mM

* método establecido: método de sulfato de dextrano-cloruro de magnesio de Kimberly et al., Clinical Chemistry
45(10):1803-1812 (1999).

Ejemplo 2 - Ensayos para colesterol

1) Se combinaron, a 37 °C, 30 pyL de muestra (plasma puro o suero diluido 1:30 en agua o solucién salina
tamponada con fosfato (PBS)) con 20 pL de reactivo AC en un pocillo de un lector de microplacas de 384 pocillos
(MTP).

2) Se agité mediante sacudidas la placa durante 2 segundos a 1.800 rpm.
3) Seincubd la placa a 37 °C durante 5 minutos.

4) Se afadieron 20 pL de reactivo BC. Se agit6 mediante sacudidas la placa durante 2 segundos a
1.800 revoluciones por minuto (rpm).

5) Se incubd la placa a 37 °C durante 12 minutos en un espectrofotdmetro capaz de leer la absorbancia a intervalos
de tiempo determinados.

6) Se registro la absorbancia (A) a 560 nm y 700 nm cada 30 segundos (se utilizd un espectrofotometro M5
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) para realizar las mediciones). Notese que también son adecuados otros
intervalos, incluso intervalos mas largos.

Muestras:

La Figura 2 muestra el contenido lipidico de lipoproteinas medido en las muestras clinicas de suero (incluidos los
resultados para triglicérido) utilizadas para los estudios que se muestran en los ejemplos. Como puede verse, existia
una correlacién escasa o nula entre el colesterol de las diversas subformas de lipoproteina. Ademas, los niveles de
colesterol abarcaban el rango observado en sujetos normales y en los aquejados de lipemia, por lo que
proporcionaban un buen conjunto de prueba para los métodos de la invencion. En los datos a continuacion, las
muestras se analizaron también mediante un método de referencia utilizando el sistema quimico Advia® Chemistry
System (Siemens Healthcare Diagnostics, Inc., Tarrytown, NY).

Curso temporal de la reaccion del ensayo para colesterol:

La formacién de color se produce en el presente método de ensayo para colesterol en varias fases. Se ilustran
ejemplos de dicha formacion de color por fases en los resultados obtenidos para una muestra medida en un
experimento ilustrativo, como se presenta en la Figura 3 (los tiempos se refieren al tiempo después de afnadir el
reactivo BC). Las fases incluyeron:

1. Una fase rapida (de 0 a aproximadamente 2 minutos) en la que se consumieron C-LAD y C-LBD.

2. Un proceso sigmoidal correspondiente a un ligero "retraso" seguido de un rapido aumento en la formacién de color
(de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 minutos) en el que se consumi6 el C-LBD restante.

3. Un consumo relativamente lento de colesterol de LMB (aproximadamente 6 - 10 minutos o mas) en una tercera
fase.

Medicion de especies lipoproteicas mediante el presente método y correlaciones con resultados de métodos de
referencia:
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En algunos casos también se midieron materiales testigo comercialmente disponibles. EI CT se midioé utilizando AA
(560-700 nm) a los diez minutos. El C-LBD se midi6 por la diferencia en AA (560-700 nm) que se produjo entre dos y
seis minutos. El C-LAD se midi6 mediante AA;, el cambio en AA (560-700 nm) que se produjo entre cero y dos
minutos (AA es la diferencia entre la absorbancia medida a 560 nm y la absorbancia medida a 700 nm). En los
experimentos del presente ejemplo se midi6 AA mediante un espectrofotometro M5 (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA).

Las mediciones marcadas como "Ensayo de referencia" se realizaron utilizando la quimica y los métodos Advia® de
Siemens (Siemens Healthcare Diagnostics, Inc.).

Se obtuvieron las siguientes correlaciones que satisfacen los requisitos de ensayos clinicos:

Colesterol de LBD: para 15 muestras y testigos: y = 0,989*x; R? = 0,978; rango de x: 7,7 - 230 mg/dL; media de x
118,1; error estandar de la estimacién/media = 6,8%

Colesterol de LAD: para 10 muestras: y = 0,98*x + 1,35; R? = 0,98; rango de x 40,3 - 103,4 mg/dL; media de x
67,2 mg/dL; error estandar de la estimacion/media = 4,0%

Colesterol total: para 14 muestras y testigos: y = 0,977*x; R? = 0,980; rango de x 15 - 304 mg/dL; media de x
195,6 mg/dL; error estandar de la estimacion/media = 4,3% (donde * indica multiplicacion).

En la Figura 4 se muestran en forma grafica estos resultados de los presentes métodos y los métodos de referencia.
En la Figura 4A se muestran en forma grafica los resultados de C-LBD de los presentes métodos y los métodos de
referencia. En la Figura 4B se muestran en forma grafica los resultados de C-LAD de los presentes métodos y los
métodos de referencia. En la Figura 4C se muestran en forma grafica los resultados de CT de los presentes métodos
y los métodos de referencia.

La férmula para calcular C-LAD se dedujo utilizando la estimacién de C-LBD del mismo ensayo mas la velocidad
medida entre 0 y 2 minutos (donde * indica multiplicacion):

Colesterol de LAD = 1,30 — 0,446*C-LBD + 1.255,5*(AA (560-700 nm), 2 min. — (AA (560 — 700 nm), 0 min.)

La féormula para calcular C-LAD se dedujo utilizando la estimacién de C-LBD del mismo ensayo mas la velocidad
medida entre 0 y 2 minutos (donde * indica multiplicacion):

Colesterol de LAD = 1,30 — 0,446*C-LBD + 1.255,5*(AA (560-700 nm), 2 min. — (AA (560 — 700 nm), 0 min.)

Ambos factores (C-LBD y (AA (560-700 nm), 2 min. - (AA (560-700 nm), 0 min.) estaban correlacionados de manera
muy significativa (p <0,0001).

La ecuacion anterior se dedujo mediante un analisis por regresion multiple de resultados de ensayo presentados en
la presente memoria utilizando combinaciones de prueba y error de las absorbancias medidas, CT y C-LBD
calculados a partir de los datos de absorbancia.

Conclusion : el uso de formulaciones especificas de reactivos y la medicion cinética del producto de reaccion
permiten medir simultaneamente colesterol total, LBD y LAD.

Ejemplo 3 Ensayos para triglicérido

Los niveles de triglicérido (TG) se pueden medir mediante un ensayo en el cual se descomponen en sus acidos
grasos constitutivos y glicerol los triglicéridos de una muestra, y se miden fotométricamente los niveles de glicerol
como se indica en la Figura 1B. El glicerol puede ser fosforilado por la glicerol cinasa en presencia de
adenosintrifosfato (ATP), y el fosfato de glicerol resultante puede ser oxidado por la glicerol 3-fosfato oxidasa para
producir fosfato de dihidroxiacetona y perdéxido de hidrégeno. El peréxido de hidrégeno, con peroxidasa de rabano
picante (u otra peroxidasa) puede reaccionar con colorantes para producir un tinte que se puede medir mediante un
espectrofotometro para determinar el contenido de triglicérido de la muestra. En la Tabla 4 se muestran reactivos
ilustrativos, reactivo AT y reactivo BT, para uso en este ensayo de TG. Como se muestra en el presente ejemplo,
4-aminoantipireno con N-etil-N-(3-sulfopropil)anilina reaccionaran con peroxidasa de rabano picante en presencia de
peroxido de hidrogeno para formar un tinte purpura de quinonaimina; la cantidad de tinte formado se puede
determinar midiendo la absorbancia a 560 nm, como se indica en el procedimiento que sigue, y como se demuestra
en los resultados experimentales expuestos en la Figura 5.

Reactivos de ensayo para triglicérido

Este ensayo utiliza una cascada de reacciones enzimaticas que origina la produccién de peroxido de hidrogeno
(H202) que es utilizado por la peroxidasa de rabano picante (HRP) para producir un producto de color purpura.
Los reactivos utilizados en tales ensayos incluyen un reactivo AT y un reactivo BT. En la Tabla 4A se muestran
ejemplos de composiciones adecuadas para tales reactivos, y en la Tabla 4B se muestran las composiciones de
reactivos AT y BT ilustrativos especificos particulares.
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Tabla 4A - Reactivos de ensayo para triglicérido

Componentes del reactivo AT

Rango de concentracion

sal de adenosin-5'-trifosfato (ATP) (de sodio, potasio, acetato u otra

sal)

de 0,1 mMa 10 mM

sal de magnesio (p. €j., cloruro, sulfato, acetato, carbonato u otra sal)

de 0,5 mM a 50 mM

lipasa (p. €j., una lipasa bacteriana)

de 1.000 a 1.000.000 U/L

tensioactivo (por ejemplo, un tensioactivo Triton™, TWEEN® o

Pluronic®)

de 0,01% a 5%

solucion salina tamponada (p. €j., soluciéon tamponada con fosfato,

HEPES o MOPS)

de 1 a 300 mM

Componentes del reactivo BT

Concentracion

peroxidasa (p. €j., de rabano picante, HRP)

de 150 U/L a 15.000 U/L

4-aminoantipireno (4-AA)

de 0,1 mMa 10 mM

N-etil-N-(3-sulfopropil)anilina, sal de sodio (ALPS)

de 0,4 mM a 40 mM

glicerol-3-fosfato oxidasa (GPO)

de 100 U/L a 20.000 U/L

glicerol cinasa (GK) (por ejemplo, de bacterias)

de 5 U/L a 5.000 U/L

solucion salina tamponada (p. €j., soluciéon tamponada con fosfato,

HEPES o MOPS)

de 1 mM a 300 mM

Se pueden preparar reactivos AT y BT particulares ilustrativos conforme a los ingredientes y cantidades que se

exponen en la Tabla 4B.

Tabla 4B - Reactivos de ensayo para triglicérido

Componentes del reactivo AT Concentracién
sal disédica de adenosin-5'-trifosfato (ATP) 1,5 mM
cloruro de magnesio (MgCl;), anhidro 20 mM
lipasa de Chromobacterium viscosum 400.000 U/L
etoxilato de octilfenol (p. €j., Triton X-100®) 0,3%

PBS con Tween 20®

diluido a "1X" (KiPO4 ~10 mM, NaCl ~138 mM, KCI ~2,7
mM, ~0,05% de Tween 20®)

Componentes del reactivo BT Concentracién
peroxidasa de rabano picante (HRP) 5.000 U/L
4-aminoantipireno (4-AA) 1mM
N-etil-N-(3-sulfopropil)anilina, sal de sodio (ALPS) 4 mM
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glicerol-3-fosfato oxidasa (GPO) de microorganismo 5.000 U/L

glicerol cinasa (GK) de Cellulomonas sp. 250 U/L

diluido a "1X" (KPO4 ~10 mM, NaCl ~138 mM, KCI ~2,7

®
PBS con Tween 20 mM, ~0,05% de Tween 20°)

Procedimiento de ensayo ilustrativo para triglicérido en suero sanguineo de plasma anticoagulado con AEDT:
1. Se diluyeron las muestras (y/o calibradores) 1:30 con agua.
2. Antes del ensayo se llevaron a 37 °C los reactivos y las muestras diluidas.

3. En los pocillos de una placa de microvaloracion de 384 pocillos se mezclaron respectivamente 20 uL de muestra
diluida, de reactivo AT y de reactivo BT como se describen en la Tabla 4B.

4. Se incubd a 37 °C durante 10 minutos la mezcla de muestra diluida, reactivo AT y reactivo BT como se describen
en la Tabla 4B.

5. Después del paso 4 se leyd en un lector de placas de microvaloraciéon (Molecular Devices M5) la absorbancia a
560 nm

En la Figura 5 se muestran las mediciones de TG realizadas conforme a los métodos descritos en lo que antecede
(las mediciones que proporcionan la posicion de los puntos de datos estan a lo largo del eje vertical); los puntos de
datos se representan graficamente frente a las mediciones de TG segun un método de la técnica anterior (el método
sugerido por Teco Diagnostics, utilizando los reactivos del kit Teco comercialmente disponible (Teco Diagnostics,
Anaheim, CA 92807)). Los TG medidos por los presentes métodos coincidieron muy estrechamente con las
mediciones de TG segun la técnica anterior. Si hubiera habido un acuerdo perfecto entre la técnica anterior y los
presentes métodos, la pendiente de la linea trazada a través de estos puntos tendria una pendiente 1. Como se
muestra en la Figura 5, la pendiente de la linea trazada mediante regresion lineal a través de estos puntos tenia una
pendiente muy cercana a uno (pendiente = 0,9536). Por lo tanto, los métodos de determinacién de TG mostrados en
este ejemplo se correlacionan muy bien con los de otros métodos bien aceptados.

Ejemplo 4 Mediciones combinadas de colesterol y triglicérido en sangre

Se pueden realizar mediciones de colesterol (C) y triglicérido (TG) sobre partes alicuotas de la misma muestra de
sangre, o sobre muestras de sangre separadas, tomadas del mismo paciente, con el fin de proporcionar informacion
clinica mas completa de la que estaria disponible a partir de la medicién de C solo o de TG solo. Ademas, se pueden
utilizar las mediciones de TG para proporcionar una medida de la LMBD en la muestra de sangre. Por lo tanto,
mediante los métodos de los Ejemplos 1, 2 y 3, y estimando C-LMBD por la férmula:

C-LMBD =TG/5
se pueden obtener medidas de C-LBD, C-LAD, CT, C-LMBD y TG.

El CT se puede medir directamente segin los métodos y ensayos descritos en la presente memoria; se pueden
medir directamente, de manera similar, C-LAD y C-LBD segun los métodos y ensayos descritos en la presente
memoria. Al ser CT una medida del colesterol total en una muestra, CT es la suma del colesterol presente en las
fracciones lipoproteicas de la muestra, por lo que se puede estimar por la relaciéon CT = C-LAD + C-LBD + C-LMBD.
Por consiguiente, reorganizandolo, se puede obtener una mejor determinacion de C-LMBD a partir de las cantidades
medidas de C-LAD, C-LBD y CT de la siguiente manera:

C-LMBD =CT - C-LAD - C-LBD
y se puede determinar segun los métodos y férmulas descritos en la presente memoria.

Como se ha discutido mas arriba, se describen métodos adicionales para determinar C-LMBD a partir de los valores
medidos de C-LAD, C-LBD y CT, y de los valores medidos de TG, C-LAD, C-LBD y CT. Por ejemplo, en ciertos
casos, €l nivel de C-LMBD en una Unica muestra, o una Unica parte de una muestra, de sangre de un sujeto se
puede calcular mediante la siguiente relacion:

C-LMBD = aTC + BC-LAD + yC-LBD + 8TG + as(TG + £)(CT + K)+ A

donde q, B, v, ® y a; son constantes que multiplican a CT, C-LAD, C-LBD, TG y al término cruzado (TG + €)(CT + k),
respectivamente, (en un término cruzado los términos de un paréntesis multiplican a los términos del otro
paréntesis); y donde €, K y A son constantes aditivas que suman a TG, CT y la suma de todos los demas factores,
respectivamente. En un caso particular, cuando y = 0, a partir de estas mediciones se puede calcular el nivel de
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C-LMBD en una Unica muestra, o una Unica parte de una muestra, de sangre de un sujeto, por ejemplo mediante la
relacion:

C-LMBD = aTC + BC-LAD + 8TG + as(TG + £)(CT + k) + A

donde q, B, 8, y a1 son constantes que multiplican a CT, C-LAD, TG y (TG + €)(CT + k), respectivamente; y donde ¢,
K y A son constantes aditivas que suman a TG, CT y la suma de todos los demas factores, respectivamente.

En la Figura 6 se muestra un ejemplo de tal calculo de C-LMBD, donde se representan graficamente 20 valores de
C-LMBD determinados mediante la anterior ecuaciéon, basandose en mediciones como se describen en la presente
memoria (representadas a lo largo del eje y) frente a las mediciones correspondientes de C-LMBD realizadas
mediante métodos de ultracentrifugacion de la técnica anterior (representadas a lo largo del eje x). Como se muestra
en la Figura 6, los valores de C-LMBD calculados segun la férmula anterior concuerdan con bastante precision con
los obtenidos mediante métodos de la técnica anterior. En la representacion grafica mostrada en la Figura 6,
A (la "interseccion”) tiene un valor de -2,62; a tiene un valor de 0,15; 8 tiene un valor de -0,55; & tiene un valor de
0,15; as tiene un valor de 0,0015; € tiene un valor de -192; y k tiene un valor de -188. Los valores de C-LMBD
calculados mediante la anterior ecuacion concuerdan muy bien con los valores de C-LMBD obtenidos por métodos
de ultracentrifugacion (R al cuadrado vale 0,959). La linea de mejor ajuste que se muestra en la figura se calculd
utilizando el software JMP (SAS Institute, Inc., Cary NC, 27513), y el analisis de varianza para este modelo y estos
parametros tenia una relacion F de 93,4, lo que indica que se encontraria por casualidad un ajuste tan bueno con
una probabilidad inferior a 0,001, lo que representa un resultado altamente significativo.

Aunque lo que antecede es una descripcion del caso que se describe en la presente memoria, es posible emplear
diversas alternativas, modificaciones y equivalentes. Debe entenderse que, tal como se utiliza en la descripcion de la
presente memoria y a lo largo de las reivindicaciones que siguen, los significados de "un/uno/una" y "el/la" incluyen
la referencia en plural salvo que el contexto indique claramente otra cosa. Ademas, tal como se utiliza en la
descripcion de la presente memoria y a lo largo de las reivindicaciones que siguen, el significado de "en" incluye "en"
y "sobre", salvo que el contexto indique claramente otra cosa. Por Ultimo, tal como se utiliza en la descripcion de la
presente memoria y a lo largo de las reivindicaciones que siguen, los significados de "y" y "0" incluyen tanto la
conjuncion como la disyuncion, y se pueden usar indistintamente salvo que el contexto indique expresamente otra

cosa. Asi, en contextos en donde se usan los términos "y" u "o", el uso de tales conjunciones no excluye un
significado de "y/0", salvo que el contexto indique expresamente otra cosa.

El presente documento contiene material sujeto a proteccion de derechos de autor. El propietario de los derechos de
autor (solicitante en la presente memoria) no tiene ninguna objecién a la reproduccion facsimilar de los documentos
y descripciones de patente, tal como aparecen en el archivo o los registros de patente de la US Patent and
Trademark Office (Oficina de patentes y marcas de los EE. UU.), pero en todo lo demas se reserva todos los
derechos de autor de cualquier tipo. Se aplicara el siguiente aviso: Copyright 2012 Theranos, Inc.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para medir al menos dos componentes lipoproteicos en una muestra de sangre procedente de un
sujeto, en donde dichos al menos dos componentes lipoproteicos se seleccionan de colesterol total (CT), colesterol
de lipoproteina de baja densidad (C-LBD) y colesterol de lipoproteina de alta densidad (C-LAD), comprendiendo
dicho método:

combinar al menos una parte de dicha muestra de sangre con un primer reactivo para proporcionar una primera
solucion combinada, en donde dicho primer reactivo comprende un agente de solubilizacion de lipoproteina, un
interactuante con lipoproteina y un tampdn; en donde el interactuante con lipoproteina comprende un polisacarido
cargado negativamente y un cation divalente, o una sal del mismo, en una proporcion entre 0,001 y 0,1 y en donde
dicho interactuante con lipoproteina esta presente a un nivel de concentracion que origina la conversion de
colesterol de LAD en un producto coloreado medible, a una velocidad sustancialmente distinta que la conversiéon
de colesterol de LBD en un producto coloreado medible y a una velocidad sustancialmente distinta que la
conversién de colesterol de LMBD en un producto coloreado medible

afiadir a dicha primera solucion combinada un segundo reactivo para proporcionar una segunda solucion
combinada, en donde dicho segundo reactivo comprende un tampén, un agente anfifilo, una colesterol esterasa,
una colesterol oxidasa y un colorante, en donde a dicho momento de adicién de dicho segundo reactivo a dicha
primera solucion combinada se le denomina momento inicial; y

medir la absorbancia luminica de dicha segunda solucién combinada dentro de un primer periodo de tiempo,
dentro de un segundo periodo de tiempo y después de un tercer tiempo, en donde dichos periodos de tiempo y
dicho tercer tiempo se pueden determinar con respecto a dicho momento inicial, y

medir las cantidades de lipoproteina de al menos dos componentes lipoproteicos en la muestra de sangre a partir
de dichas mediciones de absorbancia,

con lo que se miden al menos dos componentes lipoproteicos en una muestra de sangre procedente de un sujeto.

2. El método segun la reivindicacion 1, que comprende medir al menos dos componentes lipoproteicos
seleccionados de CT, C-LBD y C-LAD,

en donde se mide C-LAD por la diferencia entre la AA medida en dicho momento inicial y la AA medida al final de
dicho primer periodo de tiempo, donde AA es la diferencia entre la absorbancia medida a dos longitudes de onda
luminosa distintas;

en donde se mide C-LBD por la diferencia entre la AA medida al comienzo de dicho segundo periodo de tiempo y
la AA medida al final de dicho segundo periodo de tiempo; y

en donde se mide CT por la AA medida en dicho tercer tiempo;
con lo que se miden en una muestra de sangre dos o mas de C-LAD, C-LBD y CT.

3. El método segun la reivindicacion 2, que comprende la medicion combinada de todas las lipoproteinas colesterol
de lipoproteina de alta densidad (C-LAD), colesterol de lipoproteina de baja densidad (C-LBD) y colesterol total (CT)
en la misma muestra de sangre, o la misma parte de una muestra de sangre, y opcionalmente en donde se miden
dichas lipoproteinas en una muestra de sangre sin precipitacion sustancial de las lipoproteinas.

4. El método segun la reivindicacion 2, donde AA es la diferencia entre la absorbancia medida a 560 nm y a 700 nm.

5. El método segun la reivindicacion 2, en donde dicho agente anfifilo comprende un tensioactivo seleccionado del
grupo que consiste en tensioactivos no idnicos; tensioactivos anionicos; tensioactivos cationicos; tensioactivos
zwitterionicos; y derivados, analogos y combinaciones de los mismos, y

en donde dicho colorante comprende uno o varios de una peroxidasa, un sustrato para peroxidasa, un compuesto de
aminoantipireno y un compuesto que contiene anilina.

6. El método segun la reivindicacion 2, en donde dicho primer reactivo comprende sulfato de a-ciclodextrina, sulfato
de dextrano, cloruro de magnesio, 4-aminoantipireno y un tampoén de fosfato de sodio, y dicho segundo reactivo
comprende Triton X-100, Pluronic L64, N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina (ALPS), colesterol
esterasa de Pseudomonas sp., colesterol oxidasa de Pseudomonas sp. y un tampon de fosfato de sodio.

7. El método segun la reivindicacion 2, que comprende ademas

medir triglicérido (TG) en una segunda muestra de sangre o una segunda parte de una muestra de sangre
procedente de dicho sujeto; y calcular colesterol de lipoproteina de muy baja densidad (C-LMBD) dividiendo por 5 la
concentracion de TG en la muestra;
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con lo que se obtiene la medicién combinada de C-LAD, C-LBD, C-LMBD, CT y TG en dos muestras de sangre o
dos partes de una muestra de sangre.

8. El método segun la reivindicacion 7, en donde calcular C-LMBD comprende calcular C-LMBD mediante la férmula:
C-LMBD =aTC + BC-LAD + 8TG + a1(TG + €)(CT + k) + A

donde A tiene un valor entre aproximadamente 0 y aproximadamente -5; a tiene un valor entre aproximadamente 0,1
y aproximadamente 0,3; B tiene un valor entre aproximadamente 0 y aproximadamente -2; & tiene un valor entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,3; as tiene un valor entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente
0,003; € y k tienen un valor entre aproximadamente -100 y aproximadamente -300.

9. El método segun la reivindicacion 7, en donde dicho primer reactivo comprende sulfato de a-ciclodextrina, sulfato
de dextrano, cloruro de magnesio, 4-aminoantipireno y un tampoén de fosfato de sodio, y dicho segundo reactivo
comprende Triton X-100, Pluronic L64, N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina (ALPS), colesterol
esterasa de Pseudomonas sp., colesterol oxidasa de Pseudomonas sp. y un tampon de fosfato de sodio.
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Colesterol esterasa Colesterol oxidasa Peroxidasa de rabano picante

Esteres de colesterol - = Colesterci T Peroxido de hidrogeno  =* Tinte de Trinder

Oxigeno Aminoantipireno + N-etil-N-(2-hidroxi-
3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina

Fig. 1A

Lo Lipasa,
Triglicéridos ————» Glicerol + acidos grasos

Glicerol + ATP Gﬁ’( Glicerolfosfato % Dihidroxiacetonafosfato + H O,

HRF
4-Aminoantipireno + ALPS ——> Tinte purpura de quinonaimina

(GK = Glicerol cinasa
GPQ = Glicerol-3-fosfato oxidasa
HRP = Peroxidasa de rabano picante

ALPS = N-Etil-N-(3-sulfoprapil)anilina

Fig. 1B
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Valores de lipido en la muestra
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C-LBD (muestras y testigos)
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Comparacion de ensayos para colesterol de LMBD
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