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COMPARACION DE DOS METODOS PARA LA DETERMINACION
DE LOS NIVELES DE COLESTEROL HDL EN CANINOS

RESUMEN

Objetivo: Comparar el método directo y el
método de precipitaciéon para la medicion
del colesterol HDL en caninos. Materiales y
Métodos: Se obtuvieron muestras de sangre de
156 caninos, en estado de ayuno, de las cuales
se seleccionaron 30 al azar de diferentes edades,
sin discriminacion de sexo ni edad. Después
de obtener el suero se determinaron los niveles
de colesterol HDL mediante el método directo,
posteriormente fueron obtenidos los niveles
de colesterol HDL utilizando el método de
precipitacion. Los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante ANOVA de una via.
Resultados: El método directo reporté valores
(mg/dl) de media, desviacion estdndar, rango
minimo y méaximo de: 144,435; 33,532; 77,676;
197,594 respectivamente; mediante el método
de precipitacion se obtuvieron valores (mg/ dl)
de media, desviacion estdndar, rango minimo
y maximo de: 133,337; 36,727; 81,457; 242,724
respectivamente. El valor P del test F es mayor
oiguala 0,05 (0,627), por lo cual, no se evidencia
diferencia estadisticamente significativa con un
nivel de confidencia del 95% entre los valores
obtenidos por los dos métodos. Conclusion:
Al no existir diferencia significativa, puede
ser utilizado cualquiera de los dos métodos
analizados para la determinacién del colesterol
HDL en esta especie.
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ABSTRACT

Objective: To compare the direct method and
the precipitation method for the measurement
of HDL cholesterol in canines. Materials and
Methods: Blood samples of 156 fasting dogs
were obtained from which 30 from different ages
were randomly chosen without discrimination
by sex or age. After serum extraction, levels of
HDL cholesterol were determined by the direct
method and and by the precipitation method.
The results were statistically analyzed using one
way ANOVA. Results: The values obtained by
the direct method in mg/dl for media, minimal
and maximal range, and standard deviation
were 144,435; 33,532; 77,676; 197,594 respectively.
Using the precipitation method, the values
for media, minimal and maximal range, and
standard deviation were: 133,337; 36,727; 81,457;
and 242,724 respectively. The P value for the F
test was greater or equal to 0.05 (0.627) without
significant statistical difference between the two
analyzed methods with a confidence level of 95%
between the values obtained in both methods.
Conclusion: Since there is not a significant
difference, either of the analyzed methods for
determining HDL cholesterol in this species can
be used.
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INTRODUCCION

Las lipoproteinas (LP) se caracterizan por
ser macromoléculas que permiten trasportar
los lipidos en el plasma puesto que estos son
insolubles en agua y no pueden ser trasportados
en soluciones acuosas. Las més conocidas
son los quilomicrones (Q), lipoproteinas
de muy baja densidad (very low density
lipoproteins, VLDL), lipoproteinas de densidad
intermedia (intermediate density lipoprotein,
IDL), lipoproteinas de baja densidad (low
density lipoproteins, LDL) y lipoproteinas de alta
densidad (high density lipoproteins, HDL) (1-5).

Dado que ninguna especie es
exactamente igual a otra en su
metabolismo lipidico, se ha propuesto
agruparlas en dos grandes patrones, con
base a caracteristicas similares. El patrén
LDL-C (LDL-C > HDL-C) incluye a
las especies donde la mayor parte del
colesterol total (CT) es transportado por
LDL-C (seres humanos adultos, cerdos,
monos, conejos, cobayos, hamsters
y otros de vida silvestre). El patrén
HDL-C (HDL-C > LDL-C) involucra
a los animales donde la mayor parte
del CT es transportado por HDL-C
(bovinos, equinos, caninos, felinos,
ratones y ratas). El ser humano recién
nacido responderia al patrén HDL-C,
resistente a la aterogénesis. En afios
recientes, se ha logrado que ratones
transgénicos cambien su patrén HDL-C
por LDL-C, por lo que desarrollan
aterosclerosis. Para llegar a diagnésticos
de dislipidemias no es suficiente
conocer la tasa de CT, sino esclarecer
el tipo de lipoproteina que lo esta
transportando. En la actualidad es
rutina medir la cantidad de colesterol
ligado a lipoproteinas de alta densidad
(HDL-C) y de baja densidad (LDL-C)
(6).

Las LP se caracterizan por estar formadas por
triglicéridos, ésteres de colesterol, fosfolipidos,
colesterol libre y proteinas (5, 7-10). Las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) son

producidas en el higado y en el intestino a
partir del catabolismo de las lipoproteinas ricas
en triglicéridos; al principio se denominan
HDL discoidales y luego de ser secretadas al
plasma reciben el nombre de HDL esféricas.
Ambas contienen lecitina, lecitin-colesterol
acil-transferasa (LCAT) y apoproteinas; estas
ultimas son proteinas que facilitan el transporte
de los lipidos, ayudan al mantenimiento de
la integridad estructural y a la activacion de
ciertas enzimas que desempenan un papel
clave en el metabolismo de los lipidos (3, 11,
12). Ademas, las HDL ayudan a eliminar el
exceso de colesterol, trasladando de los tejidos
extrahepéticos al higado mediante el proceso de
transporte inverso del colesterol que se considera
esencial para el mantenimiento del equilibrio
de los esteroles (2). El proceso del transporte
inverso del colesterol se da cuando las células
extra hepéaticas acumulan el colesterol a través de
la absorcién de lipoproteinas de baja densidad
(LDL), luego este colesterol libre es adquirido
por HDL pobres en lipidos, que por acciéon de la
LCAT se transforma en ésteres de colesterol, los
cuales pueden ser transferidos de las HDL a las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) a
través de la proteina transferidora de ésteres de
colesterol CETP. Estos residuos van al higado,
donde pueden ser excretados a la bilis en forma
de 4cidos biliares o de colesterol libre, teniendo
la posibilidad de ser reabsorbidos por el intestino
o excretados con las heces (2, 3, 11, 13). Por tal
motivo, las HDL juegan un papel importante en
los humanos al eliminar el colesterol de la pared
arterial y como factor de prediccién al disminuir
el riesgo de aterosclerosis cuando una placa de
grasa se deposita en la pared de las arterias.

En el caso de los perros, en los que predomina
esta LD, se cree que estos son mas resistentes
a la ateroesclerosis (1, 14, 15). Las HDL se
pueden fraccionar en un grupo heterogéneo de
particulas (HDL-1, HDL-2 y HDL-3); en caninos
la HDL-1 tiene igual tamafio que la LDL y es
diferente a otras LP de otros animales, la HDL-2
es la més abundante en esta especie, ademas es la
mas pequefia, densa y de migracion mas rapida
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de otras especies como por ejemplo el gato y el
ser humano, las HDL-3 son menores pero mas
densas (16). Las HDL nacientes son aquellas
recién sintetizadas por el higado o por el intestino
delgado, también son discoidales, sirven como
donantes y aceptadoras de apolipoproteinas C,
apo E, y varios lipidos de otras lipoproteinas en
la circulacién (3, 11).

Las apoproteinas méds comunes del HDL son
la apoAl, apoA-Il y apoC; cuando presentan
niveles elevados en los humanos, son asociadas
a enfermedades cardiovasculares y a la diabetes
(10,17). Debido que en el mercado se encuentran
dos métodos disponibles que determinan el
colesterol HDL, el método directo y el método
de precipitacion, el presente trabajo tuvo como
objetivo comparar los dos métodos, para la
determinacion del colesterol HDL en caninos.

MATERIALES Y METODOS

Fueron tomadas en estado de ayuno, muestras de
sangre de 156 caninos criollos o sus cruces, de las
cuales se seleccionaron 30 al azar, de diferentes
edades sin discriminacion del sexo. Luego
de obtener el suero, fueron determinados los
niveles de colesterol HDL mediante un método
directo (18), cuyo fundamento es el siguiente: el
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), las de muy baja densidad (VLDL) y los
quilomicrones son hidrolizados por la colesterol
oxidasa mediante una reaccién enzimatica
acelerada no formadora de color. Posteriormente,
se solubiliza el colesterol de las lipoproteinas
de alta densidad (HDL) de la muestra en
presencia de un detergente, para ser cuantificado
espectrofotométricamente. Luego, fueron
determinados los niveles de colesterol HDL
utilizando el método de precipitacion (19), cuyo
fundamento es el siguiente: las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL), y de baja densidad
(LDL) presentes en la muestra, precipitan en
presencia de fosfotungstato e iones magnesio. El
sobrenadante contiene las lipoproteinas de alta
densidad (HDL), cuyo colesterol se cuantifica
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espectrofotométricamente. Los resultados
fueron analizados estadisticamente mediante
ANOVA de una via, utilizando el programa
Statgraphics Plus 5.1.

RESULTADOS

El método directo report6 valores (mg/dl) de
promedio, varianza, desviacion estdandar, rango
minimo y maximo de 144,435; 1124,413; 33,532;
77,676; 197,594 respectivamente, con el método
de precipitacion se obtuvieron valores (mg/dl)
de promedio, varianza, desviacién estandar,
rango minimo y maximo de 133,337; 1348,863;
36,726; 81,457; 242,724 respectivamente. Al
comparar los dos métodos mediante el ANOVA
de una via, el p-Valor del test F fue de 0,627 (p >
0,05), por lo tanto, no se evidencian diferencias
estadisticamente significativa en el analisis
realizado, con un nivel de confianza del 95%
entre los valores obtenidos (ver Tabla 1).

Tabla 1. Comparacién del método directo y el
método de precipitacion para la determinacién del
colesterol HDL en Canis lupus familiaris

COLESTEROL HDL P-valor
Método Método de
directo  precipitacion
Media 144,435 133,337
Desv 33532 36,727 0,627
Minimo 77,67628 81,457
Maximo 197,594 242,724

Desv: desviacion estandar.

DISCUSION

Hoy en dia es importante la determinacién del
colesterol HDL en las diferentes especies, sean
patrén LDL (humanos) o patrén HDL (caninos)
ya que esta LP es beneficiosa no solo porque
regula el metabolismo lipidico, sino debido
a que disminuye el riesgo cardiovascular,
atribuido principalmente al “transporte reverso
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del colesterol” (2, 20). En el caso de los perros,
existe un caso particular ya que estos carecen de
la enzima transferidora de ésteres de colesterol
(Cholesteryl ester transfer protein, CETP) que
estd presente en los seres humanos y por ende
la molécula de HDL2 adquiere continuamente
los ésteres de colesterol dando como resultado la
formacién de HDL1; estas junto con los ésteres de
colesterol, son transportadas al higado para su
almacenamiento o reutilizacion, en vez de usar
las LP LDL o las VLDL que se usan en humanos
(5). Por esta razén es importante establecer no
solo el colesterol HDL sino hacer una medicién
de todo el perfil lipidico (CT, C-VLDL, C-LDL
y triglicéridos en suero) pues alteraciones
en dichas lipoproteinas y en especial en el
metabolismo de los lipidos pueden predisponer
a enfermedades como hiperlipidemia, obesidad,
diabetes mellitus, hipotiroidismo, pancreatitis,
hiperadrenocorticismo; no solo en humanos
sino también en caninos (1, 21). En esta tltima
alteracién y en la administracién de corticoides
exogenos puede presentarse la hiperlipemia,
debido a la aparicién de insulinorresistencia
periférica inducida por los corticoides, lo que
redunda en un aumento de los lipoproteinas
ricas en triglicéridos (quilomicrones y VLDL)
(11). Si se tiene en cuenta todo lo anterior, es
de gran importancia precisar si existe alguna
diferencia entre los métodos usados en humanos
para determinar el colesterol HDL y si estos
mismos métodos funcionan en los caninos que
presentan diferentes metabolismo lipidico.

En humanos se determina no solo el colesterol
HDL sino también el colesterol LDL mediante
el método de precipitacion, ya que es el mas
confiable a pesar de ser un método con ensayos
laboriosos y tediosos que requerian un paso de
separacién manual con reactivos precipitantes,
seguido del andlisis del contenido en colesterol
mediante analizadores automatizados, ademaés
de requerir de un personal entrenado (22-24).
Por esta razén se crea la necesidad de buscar
mas métodos para hacer preciso el anélisis y asi
surgen los métodos homogéneos que emplean

reactivos especificos para medir directamente
el colesterol HDL en el suero o en el plasma
de la muestra (23, 25). Debido a esto, se han
realizado estudios en humanos comparando
el método utilizado por National Cholesterol
Education Program (NCEP) de USA que es el
método de precipitacion y los métodos actuales
llamados métodos homogéneos, entre los
cuales se encuentra el directo, hallando que no
existe diferencia entre ellos y que pueden ser
utilizados ambos para determinar colesterol
HDL y colesterol LDL en humanos (22, 23).
Sin embargo, se debe tener en cuenta que en
ocasiones se puede presentar diferencias debidas
ala manipulacion, alos instrumentos usados y a
los diferentes kits comerciales que existen en el
mercado (23). En esta investigacion, al comparar
el método directo y el método de precipitacion
usados cominmente en humanos, no se
encontré diferencia significativa entre ellos al
determinar el colesterol HDL en caninos, siendo
igual a lo reportado en humanos, Ademads, es
mas favorable el uso del método de precipitacion
usado comtinmente en humanos, ya que es 15
veces mas costoso el método directo con respecto
al precipitado.

CONCLUSION

Debido a que existen pocas referencias
relacionadas con la determinacién del perfil
lipidico completo en especies con patrén HDL,
al comparar en este estudio el método directo y
el método de precipitacion, se encontré que al no
existir diferencia significativa ente ellos, puede
ser utilizado cualquiera de los dos métodos
analizados para la determinacién del colesterol
HDL en caninos. Ademas, se recomienda realizar
mas estudios con otras especies que tengan el
mismo patrén de los caninos para poder obtener
mas referencias, ya que existe actualmente poca
literatura de la realizacién y la comparacion de
los métodos para determinar colesterol HDL en
animales.
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