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

RESUMEN

Objetivo: Comparar dos métodos para la
determinacién del colesterol HDL en bovinos
Bos taurus. Materiales y Métodos: Fueron
tomadas 100 muestras de sangre de hembras
bovinas de raza lechera en estado de ayuno
sin discriminacién de edad. Se realiz6 la
extracciéon de suero para determinar los
niveles de colesterol HDL mediante el método
directo y posteriormente fueron determinados
estos mismos valores mediante el método de
precipitacion, los resultados se obtuvieron
mediante un anélisis estadistico de ANOVA
simple. Resultados: El método directo report6
valores expresados en mg/ dl para el promedio,
desviacion estdndar, minimo y maximo de
97,217, 66,200; 31,023 y 295,251 respectivamente,
y el método de precipitaciéon report6é valores
expresados en mg/ dl para el promedio, minimo,
méaximo y desviacién estdndar de 101,292;
33,588; 27,767 y 193,189 respectivamente. El
valor de P en el test F, >0,05, indica que no existe
diferencia estadisticamente significativa con
un nivel de confiabilidad del 95%. Conclusion:
Puede ser utilizado cualquiera de los dos
métodos analizados para la determinacién del
colesterol HDL, en bovinos.
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COMPARISON OF TWO METHODS
FOR THE MEASUREMENT OF HDL
CHOLESTEROL LEVELS IN CATTLE

ABSTRACT

Objective: To compare two methods for the
measurementdetermining of HDL cholesterol
in Bos taurus cattle. Materials and Methods:
Blood samples from 100 female cattle
bovineof dairy breeds in the fasting state
without discrimination of age were obtained.
Serum extraction was obtained carried out
to determine levels of HDL cholesterol by
using the direct method and subsequently
those same valuesHDL-cholesterol was
determined were determined through by the
precipitation method. Statistical analysis was
performed using ANOVA single ANOVA.
statistics analysis. Results: The direct method
showed values inof 97.217, 66.200, 31.023 and
295.251 mg/dl for media, standard deviation,
minimum and maximum were 97.217, 66.200,
31.023 and 295.251 respectively, and for the
precipitation method reported values in mg/
dl for media, standard deviation, minimum
and maximum wereof 101.292, 33.588, 27.767
and 193.189 mg/dl for average, minimum,
maximum and standard deviation respectively.
The P value in test F >0.05, indicates that there
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is no statistically significant difference with a
confidence level of 95%. Conclusion: Either one
of the two methods analyzed for determining It
is recommended to use any of the two analytical

INTRODUCCION

Los rumiantes presentan una fisiologia especial,
principalmente el ganado lechero ya que
aproximadamente un 90% de la glucosa es
producida por el higado, siendo este érgano
quienrealiza una de las funciones elementales del
organismo cubriendo las demandas energéticas
para el mantenimiento y la produccién, pues
la existencia de un déficit energético en la
raciéon puede ser compensada movilizando
las reservas energéticas almacenadas en el
tejido lipidico, ademas de ello, luego del parto
de un rumiante con alto potencial genético
lechero, el rapido desequilibrio entre la energia
disponible de origen alimentario y la energia
exigible para la produccién de leche, obliga a la
movilizacion de las reservas lipidicas periféricas
(lipomovilizacién) siendo esta una medida
proteccionista impuesta por factores genéticos,
ligados al caracter lechero (1).

El colesterol proviene de los lipidos alimentarios,
pero también existe una activa biosintesis,
principalmente hepatica y su eliminacion se
efecttia por excrecion tanto biliar como lactea (2).
En el torrente sanguineo, el colesterol total (CT)
existe en forma libre o esterificado con acidos
grasos y son transportados en el plasma en forma
de particulas esféricas llamadas lipoproteinas
(LP) que lo solubilizan en el agua intravascular
(3). Las LP se clasifican en quilomicrones (Q),
LP de muy baja densidad (VLDL), LP de baja
densidad (LDL), LP de densidad intermedia
(IDL) y LP de alta densidad (HDL) (4). Las HDL
se forman en el intestino delgado y el higado, son
las mas pequefias y mds densas, relativamente
pobres en lipidos; la heterogeneidad de las
HDL resulta de la velocidad de sintesis, del
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methods for determining HDL-cholesterol in
cattle can be used.

Key words: lipids, cattle, HDL-cholesterol.

catabolismo de las particulas y de la accion tanto
de enzimas como de proteinas de transporte que
las remodelan continuamente (5), se caracterizan
por estar compuestas de colesterol libre, algunos
fosfolipidos y apoproteinas, estas tiltimas son las
que participan en la unién de alta afinidad de las
LP a distintos receptores celulares y asi facilitar
el transporte de los lipidos, ademés ayudan a
la activacién enzimatica (4). El higado sintetiza
estas LP como proteinas vacias y, tras recoger
el colesterol, incrementan su tamano al circular
a través del torrente sanguineo. Dado que los
bovinos son una especie con patrén HDL (6),
se afirma que aunque exista un aumento del
consumo de grasa y colesterol en la dieta no se
evidencian cambios en el LDL, como si ocurre
en otras especies con patréon LDL, por ejemplo
los humanos (7, 8). La mayor parte del colesterol
es transportado por las HDL y su caracteristica
mas importante es que son naturalmente
resistentes a la ateroesclerosis (7), ya que su rol
es el transporte y reversa del colesterol desde los
tejidos hacia la bilis, por ello las HDL juegan un
papel importante en la eliminacién del colesterol
arterial disminuyendo el riesgo aterogénico
(9-11). Basicamente en el transporte reverso
del colesterol el flujo del colesterol libre que se
encuentra en las células periféricas es tomado
por receptores primarios como pre-§ HDL o
HDL discoidales (HDL nacientes) activados
por apolipoproteinas; cuando el colesterol libre
es captado por las HDL, es esterificado por la
enzima lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT)
para formar ésteres de colesterol y transferido
por la proteina transportadora de colesterol
esterificado (CETP) a las LP a través de la
cascada delas VLDL (4, 12). Otro mecanismo de
catabolismo de las HDL es la captacion celular
selectiva del colesterol HDL, sin internalizacion
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ni degradacion de la particula lipoproteica. Este
proceso explica del 20 al 30% de la degradacion
plasmatica total del colesterol HDL en animales
que expresan CETP (13). Como se menciond
anteriormente, este proceso ocurre en el higado
y es mediado por el receptor SR-BI (scavenger
receptor class B type I) (14); se ha demostrado en
varios estudios in vitro y en modelos animales
la importancia del SR-BI en el metabolismo del
HDL y que la expresion de este receptor en el
higado controla los niveles plasmaticos de dicha
LP (15-17).

Los bovinos como especie poligastrica, difieren
de los monogastricos en su metabolismo lipidico,
por lo tanto, se tienen dudas de que los métodos
usados en humanos (especie monogastrica)
para determinar los niveles de colesterol
HDL funcionen de igual manera en bovinos,
y tomando como referencia los dos métodos
(métodos directo y método de precipitacion)
que actualmente se encuentran disponibles
en el mercado, se compararon estos para la
determinacion del colesterol HDL en bovinos.

MATERIALES Y METODOS

Fueron obtenidas mediante venopuncién
yugular 100 muestras de sangre de hembras
bovinas clinicamente sanas, de raza lechera
(Holstein, Normando y BON) y en estado de
ayuno sin discriminacién de edad, con una
condicién corporal de 3 a 4 (en una escala
de 1 a 5). Posteriormente, se centrifugaron
dichas muestras a 3500 rpm (revoluciones por
minuto) durante 15 minutos, extrayendo el
suero para determinar los niveles de colesterol
HDL utilizando los kits de la casa comercial
BioSystems® mediante el método directo
(18), cuyo fundamento es el siguiente: el
colesterol de las LP LDL, las de VLDL y los

Q es hidrolizado por la colesterol oxidasa
mediante una reaccién enzimaética acelerada no
formadora de color. Posteriormente, se solubiliza
el colesterol de las LP HDL de la muestra en
presencia de un detergente, para ser cuantificado
espectrofotométricamente. Posteriormente,
fueron determinados los valores de colesterol
HDL mediante el método de precipitacion (19),
teniendo como fundamento que: las LP LDL
presentes en la muestra precipitan en presencia de
fosfotungstato e iones magnesio, el sobrenadante
contiene las LP HDL, cuyo colesterol se cuantifica
espectrofotométricamente.

Los resultados fueron comparados mediante un
analisis estadistico de ANOVA simple, se obtuvo
el calculo del promedio, la desviaciéon estdndar y
los rangos minimo y maximo del colesterol HDL
tanto directo como precipitado. Se evaluaron las
diferencias sobre los dos métodos por medio de
un anélisis de varianza utilizando el programa
Stat Graphics Plus 5.1 en el cual no se aceptan
diferencias estadisticamente significativas
cuando el P valor es > o igual a 0,05.

RESULTADOS

Los valores obtenidos para el colesterol HDL
por el método directo expresados en mg/dl
fueron para la media, desviacién estdndar,
rangos minimos y maximos de: 97,217; 66,200;
31,023 y 295,251 respectivamente. En el mismo
orden los niveles de colesterol HDL que se
reportaron mediante el método de precipitacion
fueron de: 101,292; 33,588; 27,767 y 193,189
respectivamente. El valor de P en el test F fue
de 0,5837 lo cual indica que no existe diferencia
estadisticamente significativa a un nivel de
confiabilidad del 95% entre los valores obtenidos
por los dos métodos (Tabla 1).

13



Biosalud

14

J. H. Osorio, J. Vinasco, J. E. Pérez

Tabla 1. Valores de colesterol HDL

Parametros Método Directo Método Precipitado P-valor
Promedio 97,217 101,292
De* 66,2 33,588
0,5837
Minimo 31,023 27,767
Méximo 295,251 193,189
* De: Desviacion estandar.
DISCUSION de lipidos desde el higado con riesgo de sufrir

Es de gran importancia evaluar el estado
metabdlico del ganado lechero, y para ello se
hace necesaria la medicién del perfil lipidico,
en especial del colesterol HDL ya que el nivel
en el suero de colesterol depende del contenido
graso de la dieta (20). Las hembras en la primera
fase de la lactancia presentan unas condiciones
metabdlicas adversas debido al déficit energético
ocasionado por el bajo consumo de energia
y la alta produccién lechera (21). Un estudio
realizado con vacas cebti primerizas, report6 que
el postparto temprano presenta en un principio
bajos valores de LDLy posteriormente de HDL,
sin ningtin cambio en los de VLDL, lo que puede
limitar la adecuada movilizacién y distribuciéon
de las reservas corporales hasta el higado y desde
este a los demas 6rganos desprovistos en energia
(22). Otro estudio indica que los bajos niveles
de glucosa y colesterol HDL fueron hallados un
mes postparto, sobre todo en las vacas de menor
condicion corporal, ademés de indicar una baja
habilidad para la produccion lactea (23), pueden
también marcar un balance energético negativo
peligrosamente prolongado, el cual podria
comprometer el desempefio reproductivo de las
hembras mas delgadas, afectando parametros
como el intervalo parto primer estro y la tasa de
supervivencia embrionaria (24). La disminuciéon
maés drastica en los niveles de HDL hallados
en los animales de baja condicién corporal, es
indicativo de un déficit energético no resuelto
en la lactancia temprana y pueden estar
relacionados con una disminucion en la salida
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engrasamiento hepético (25); a medida que la
vaca alcanza la lactancia tardia, los niveles de
colesterol HDL van aumentando hasta alcanzar
su valor méximo en dicho punto (26, 27), por
lo tanto, se debe tener cuidado al momento de
analizar estos valores, puesto que Kaneko (28)
menciona tres posibles explicaciones para los
altos niveles en el plasma de HDL de las vacas
en lactacion, uno es la adaptacion a la lactancia
incrementando el reservorio de apoproteina C,
otro es la utilizacion incrementada de VLDL por
la glandula mamaria y finalmente la sintesis y
secrecion de HDL naciente, incrementada por
el higado en respuesta a la lactacion. Ademas
las HDL inhiben la agregaciéon y oxidacién de
las LDL, evitando asi la formacién de placas
ateroscleroticas, descritas en especies con
patréon LDL (5, 29), razén por la cual es de vital
importancia la medicién de estos parametros
metabolicos.

Las particulas lipoproteicas pueden ser
fraccionadas y separadas entre ellas por varios
métodos segin sus propiedades. Los diversos
métodos disponibles en el mercado para la
separacion de las HDL se basan en el principio
analitico utilizado; segtin Palacios et al. (30),
los métodos més usados en el laboratorio
clinico para la separacién y cuantificacion del
colesterol HDL son los métodos electroforéticos,
de precipitacién quimica, de ultracentrifugacion,
combinados y directos. Siendo el método de
precipitacion y el método directo los maés
utilizados para la determinacién habitual
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del colesterol HDL, ello se debe a la relativa
simplicidad y tiempo de realizacién. En los
altimos afios, la mayoria de los laboratorios
clinicos han realizado las determinaciones de los
niveles de colesterol HDL mediante los métodos
de precipitacion, aunque es muy sensible a
interferencias externas y requiere condiciones
muy controladas de pipeteado, homogenizacién
de la mezcla reactiva, temperatura y tiempo de
incubacién, es mas econdmico comparado con el
método directo. Se debe evaluar cuidadosamente
la efectividad del método escogido ya que la
presencia de Q, y concentraciones elevadas
de VLDL, pueden causar una sobreestimacion
errénea del HDL. Dado que el método directo
es considerado como el procedimiento mas
confiable, es poco usado por su alto costo, y este
puede ser utilizado para la validaciéon de otros
métodos, siendo considerado como método
de referencia (30). Muchos estudios indican la
necesidad de mejorar las formas para realizar
las mediciones de los niveles de colesterol HDL
que se han venido ejecutando en los laboratorios
clinicos, con el fin de aprobar que los resultados
obtenidos tengan la calidad suficiente para

ser utiles en la préctica clinica (31). Es por ello
que en el presente trabajo se analiz6 la eficacia
de los dos métodos utilizados de manera
rutinaria para la medicién del colesterol HDL
en los bovinos, evidenciando finalmente que
el método de precipitacion es vélido para la
determinacion del mismo, sin embargo, se
contradice con lo reportado por Alvarez et al.
(32) en un estudio comparativo para el colesterol
LDL, donde indican que el método precipitado
no se correlaciona con el directo, por lo tanto,
no se recomienda su uso. Finalmente, con el
objetivo de tener més conocimiento sobre estas
variaciones, se deben realizar més estudios de
comparacion con dichos métodos ya que son
pocas las exposiciones relacionadas con los
mismos y la literatura de referencia es escasa.

CONCLUSION

Se puede utilizar cualquiera de los dos métodos
descritos anteriormente para determinar los
niveles de colesterol HDL en los bovinos.
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