VALIDACION DE LA FORMULA DE FRIEDEWALD PARA LA
DETERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO EN BOVINOS

RESUMEN

Objetivo: Validar la férmula de Friedewald para
la determinacioén de los valores de colesterol LDL
en bovinos, una especie con patrén metabolico
HDL. Materiales y Métodos: Fueron tomadas
100 muestras de sangre de bovinos de diferente
edad, raza y sexo. Luego de extraer el suero,
fueron determinados los niveles de colesterol
LDL mediante el método directo, posteriormente
se determinaron los mismos valores utilizando
la féormula de Friedewald. Los resultados
fueron analizados estadisticamente mediante
ANOVA de una via. Resultados: El método
directo reporté valores (mg/dl) de promedio,
minimo, méximo, y desviacién estandar de
40,769; 2,438; 126,751; 29,814, respectivamente,
y el método de Friedewald mostré resultados
en promedio, minimo, maximo y desviacién
estandar de 34,659; 1,349; 145,31; 29,108,
correspondientemente. El valor de P en el test
F en la comparacién del método Directo vs.
Friedewald fue mayor o igual a 0,05 (0,154), por
lo cual no se evidencio6 diferencia significativa a
un nivel de confianza del 95% entre los valores
obtenidos por los dos métodos. Conclusion:
Puede ser utilizada la férmula de Friedewald
para la determinacion del colesterol LDL en
especies con patréon HDL.
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ABSTRACT

Objective: To validate Friedewald’s formula
for determing LDL cholesterol levels in cattle,
species with HDL metabolic pattern. Materials
and Methods: One hundred (100) blood samples
from different age, race and gender cattle were
taken. After removing the serum, the LDL
cholesterol levels were determined using the
direct method and later the same values were
determined using Friedewald’s formula. Results
were statistically analyzed using one-way
ANOVA. Results: The direct method reported
values (mg/dl) of average, minimum range,
maximum range, and standard deviation of
40.769, 2.438, 126.751, 29.814, respectively, and
Friedewald method results showed minimum,
maximum and standard deviation averages of
34.659, 1.349, 145.31, 29.108, respectively. The
value of P in the F test Direct in the comparison
of the direct method and Friedewald’s method
was greater than or equal to 0.05 (0.154), reason
why no significant difference was evident
at a level of confidence of 95% between the
values obtained through the two methods.
Conclusion: Friedewald’s formula can be used
for determining LDL cholesterol in species with
HDL pattern.
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INTRODUCCION

Las lipoproteinas (LP) son particulas esféricas
que poseen un nucleo de lipidos neutro,
compuestos por triglicéridos y ésteres de
colesterol, y una superficie donde las proteinas
especificas denominadas apoproteinas se asocian
con colesterol y fosfolipidos, son las encargadas
tanto del transporte de los lipidos como de su
liberacién en los tejidos (1). Las principales
clases de lipoproteinas cuando son separadas
en base a la densidad de ultracentrifugacion,
se denominan por sus densidades relativas 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), y cuando son aisladas por
electroforesis han sido denominadas mediante
un sistema andalogo al utilizado para otras
proteinas plasmaéticas en: alfa (HDL), beta
(LDL) y pre-beta lipoproteinas (IDL y VLDL),
esta tltima es muy escasa en rumiantes adultos
(2-4). Las LDL son lipoproteinas pequefias ricas
en colesterol y representan alrededor del 70%
del colesterol plasmatico. Son el resultado de
la lip6lisis de las VLDL en el compartimiento
vascular, su degradacién se da tanto en el
higado como en los tejidos extrahepéticos (5) y
estan involucradas en el transporte directo del
colesterol, siendo distribuido y depositado en
los tejidos incluyendo las paredes vasculares
para la reposiciéon de los componentes de las
células y la formacion de hormonas esteroidales
como de las sales biliares (5-7). El colesterol se
halla principalmente formando las LDL junto a
la apoproteina B-100 y la HDL con las proteinas
Apo-A (IyII), Apo-C, Apo-D y Apo-E. Ambas
lipoproteinas estan involucradas en el transporte
de lipidos enddgenos (8), este transporte es dado
en su mayoria enlos bovinos por las HDL ya que
son “patréon HDL” que es caracterizado por el
predominio de alfa lipoproteina en el plasma.
Cuando estos animales son alimentados con
dietas grasas, el colesterol es captado por HDL
(enlugar de LDL), y por lo tanto no se evidencian
cambios en el LDL, como si ocurre en especies
con patrén LDL como por ejemplo los humanos.

(1, 9, 10). Se debe aclarar que en los terneros
se da una relacién inversa, ya que en el estado
embrionario y durante la lactancia temprana
estos tienen patron LDL y a medida que crecen
desarrollan el patron HDL, este mecanismo se
da por los cambios que surgen desde la nutricion
del cordén umbilical a la asimilacion intestinal
de los lipidos con la succién de la leche materna,
contrario a los humanos, ya que estos nacen con
patréon HDL y a medida que crecen desarrollan
el patréon LDL (4, 11).

Las especies con patrén HDL como los bovinos,
equinos, caninos, felinos, ratones y ratas, tienen
mecanismos de eliminacién de colesterol
cuando este aumenta. Su velocidad y eficiencia
es determinante para las concentraciones
de colesterol en el plasma, asi como en el
establecimiento de un indice de resistencia a la
aterogénesis; estos mecanismos mantienen bajos
los niveles de LDL, debido a una apoproteina
sintetizada en el higado (apoproteina B-100)
que permite que las LDL sean utilizadas
rapidamente por el higado y eliminadas de la
circulacion (5, 10).

En el ganado bovino tanto productor de leche
como de carne ocurre movilizacién de grasa
al momento del parto y durante la lactancia
para compensar el balance energético negativo
caracteristico de esta etapa, sin embargo cuando
se exigen altos niveles de produccion se pueden
presentar enfermedades metabélicas como por
ejemplo la esteatosis hepatica, la cetosis bovina
y el sindrome de movilizacién de grasa (SMG),
en donde el organismo intenta compensar la
energia que necesitan para producir leche con
la movilizacion de grasa de los depésitos, pero
cuando la movilizacién excede la capacidad
que tiene el higado para metabolizarla se
produce infiltracion de grasa en diferentes
6rganos y tejidos alterando su funcién. La
condicién corporal (CC) al momento del parto
es considerado un factor que predispone ya que
las vacas gordas y con CC media desarrollan
mas facilmente dichas enfermedades (12, 13);
por lo anterior, es importante evaluar la CC
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midiéndose en una escala del 1 a 5 en la que los
animales extremadamente flacos se asignan en
el grado 1 y los extremadamente gordos a un
grado de 5, siendo ideal el grado de 3 a4; cuando
las vacas presentan un buen estado corporal
al momento del parto pueden movilizar sus
reservas sin que sufran problemas metabdlicos
y sin ver afectado su desempefio reproductivo
(14, 15). Asi mismo, en condiciones normales se
da un proceso de reesterificacion de triglicéridos
(TG) en el hepatocito, que luego salen para
ser utilizados como fuente de energia en otros
tejidos y para la sintesis de leche; para que esto
ocurra el higado debe ser capaz de sintetizar la
apo B derivada de las VLDL; pero si la cantidad
de TG reesterificado en el higado excede la
capacidad de este para sintetizar las VLDL, los
TG son depositados en el adipocito en forma
de gotas grasa o como infiltrados de grasa en el
higado, musculos estriados, musculo cardiaco,
adrenales y rifiones (12).

Son pocas las investigaciones efectuadas en
animales buscando estandarizar un método
confiable en la determinacién del perfil lipidico,
es por ello que se crean dudas sobre cudl es el
método mdés apropiado, teniendo en cuenta
que actualmente son usadas las mismas
técnicas que se realizan en humanos donde
existen métodos de precipitacion, homogéneos
y la férmula establecida por Friedewald,
donde es indispensable conocer los niveles
de colesterol LDL (LDL-C) ya que estos estan
correlacionados con enfermedades coronarias
cuando se encuentran en un nivel elevado.
Por esta razon, en esta area se han venido
realizando estudios para determinar un método
que ademas de seguro sea efectivo y tenga
un error analitico menor al establecido por
el National Cholesterol Education Program
(NCEP) de USA. El método de referencia que se
ha establecido para la determinacién de LDL-C
requiere ultracentrifugacion que en ocasiones
no es accesible al laboratorio de rutina debido
a su alto costo, una metodologia laboriosa que
requiere mucho tiempo y personal entrenado.
Por lo tanto, muchos laboratorios estiman el
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LDL-C con la féormula de Friedewald, basada
en las concentraciones de colesterol total (CT),

el colesterol unido a proteinas de alta densidad
(HDL-C) y los triglicéridos (TG) (16, 17).

En la actualidad el perfil lipidico en humanos
y en otras especies es medido mediante el
método directo que es considerado el método
de referencia ya que, como su nombre lo indica,
realiza una medicién directa del colesterol LDL
por medio de reactivos de laboratorio, pero
este método es muy costoso y laborioso, es por
eso que con este trabajo se pretendi6 validar
la férmula de Friedewald para determinar los
valores de colesterol LDL en bovinos pues se
calcula mediante una férmula que no acarrea
costos ni personal entrenado.

MATERIALES Y METODOS

Fueron obtenidas mediante venopuncién
yugular 100 muestras de sangre de hembras
bovinas clinicamente sanas, de raza lechera
(Holstein, Normando y BON) del departamento
de Caldas, a primeras horas del dia, sin consumo
de suplementos alimentarios; los predios
seleccionados pertenecian a un sistema semi-
intensivo, con un adecuado plan sanitario y una
condicién corporal de 3 a 4 (en una escala de 1
a 5). Al elegir los animales no se discrimino la
edad.

Posteriormente, se centrifugaron dichas
muestras a 3500 rpm durante 15 minutos en una
centrifuga Thermo de serie IEC CL31 Multispeed
(Thermo Electron Corporation de la casa de la
UPS E.U./Canada), se obtuvieron los sueros, y
se conservaron a -30°C, hasta su anélisis. Para
determinar los niveles de colesterol LDL se
utilizaron kits de la casa comercial BioSystems®
mediante el método directo (18), donde un
detergente especifico solubiliza el colesterol de
las lipoproteinas HDL, VLDL, y Q. Los ésteres
de colesterol son hidrolizados por el colesterol
esterasa y el colesterol oxidasa mediante una
reacciéon no formadora de color. Un segundo
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detergente, solubiliza el colesterol de las
lipoproteinas LDL de la muestra. El colesterol
de LDL se cuantifica espectrofotométricamente.
Posteriormente, fueron determinados los
niveles de colesterol LDL utilizando el
método de Friedewald cuyo fundamento es
el siguiente: los niveles de colesterol total se
determinan por medio del método enzimatico
colorimétrico, el colesterol HDL se precipita
en presencia de acido fosfotungstico y se
determina mediante el método de colesterol
total enzimaético-colorimétrico. Adicionalmente,
son determinados los niveles de triglicéridos
mediante un método enzimatico-colorimétrico.
Luego, los valores de los triglicéridos son
divididos entre 5 y este valor corresponde a
los niveles de colesterol VLDL. Los valores
de colesterol LDL son calculados mediante
la férmula de Friedewald: Colesterol LDL =
colesterol total - (colesterol HDL + colesterol
VLDL) (19), teniendo en cuenta que este método
ha sido validado en especies con patrén HDL
como son los caninos, felinos, equinos y ovinos
(20). Los resultados fueron obtenidos mediante
un andlisis estadistico de ANOVA simple, se
obtuvo el calculo del promedio, el minimo y
maximo, la varianza y la desviaciéon estandar,
para la cuantificacion del colesterol LDL tanto
directo como por medio de la férmula. Se
evaluaron las diferencias sobre los dos métodos
por medio de un andlisis de varianza utilizando
el programa Statgraphics Plus 5.1 donde
no se considera diferencia estadisticamente
significativa cuando los resultados son mayores
o iguales a 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

El método directo reporté valores (mg/dl)
de promedio, minimo, méximo, y desviacion
estandar de 40,769; 2,438; 126,751; 29,814,
respectivamente, y el método de Friedewald
mostr6 resultados en promedio, rango minimo,
rango maximo y desviacién estandar de 34,659;
1,349; 145,31; 29,108, respectivamente. No se
evidencia diferencia significativa con un nivel

de confianza del 95% entre los valores obtenidos
por los dos métodos, ya que el valor de P fue
de 0,154 (= 0,05) y por lo tanto se puede usar
cualquiera de los dos para la determinacién del
C- LDL en bovinos. Estos resultados coinciden
con lo reportado en equinos en donde se miden
el C-LDL por el método directo y la formula de
Friedewald, y en donde los valores descritos para
estos métodos en los caballos son mas bajitos
que los reportados en el presente estudio para
las vacas (20); contrario a ello, Osorio et al. (21)
realizaron un estudio en pollos de engorde en
donde se encontr6 diferencia significativa entre
3 métodos: directo, precipitado y la férmula de
Friedewald, recomendando el método directo
por ser el de referencia y por lo tanto el mas
confiable al no determinar el C-LDL de forma
indirecta. Igualmente, estudios realizados en
humanos demuestran que existe diferencia
entre los métodos pues se dan valores més altos
mediante la férmula de Friedewald (16, 22). Al
mismo tiempo, muchos autores manifiestan que
no es ideal utilizar esta férmula ya que puede
haber errores al calcularla con una imprecisién
analitica elevada que acumula la suma de estas
tres determinaciones, los cuales se hacen mas
evidentes cuando la especie que se va a analizar
tiene los triglicéridos elevados en un rango
mayor a 400 mg/d (situacién que no ocurre
normalmente en los bovinos) (16, 19). Aunque
el método més confiable y exacto es el directo,
este presenta el inconveniente de los altos costos
que representa su ejecucion.

A diferencia de los humanos los bovinos no
presentan riegos a enfermedades coronarias,
pero si se pueden presentar alteraciones en
su perfil lipidico que causan patologias que
afectan su produccién y su reproduccién (8);
por esta razén, es necesario estandarizar un
método para la determinacién de los niveles
de LDL-C sabiendo que hay diferencias entre
especies debido a su metabolismo (1, 9); en el
bovino como en las otras especies HDL se da el
transporte inverso del colesterol, dando como
resultado un menor riesgo de aterogénesis (4,
23, 24).
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Es importante entonces, no solo medir estas
lipoproteinas sino todo el perfil lipidico ya
que muchas especies, no solo los bovinos,
presentan alteraciones en el metabolismo de
los lipidos especialmente cuando padecen de
enfermedades como: hipotiroidismo, resistencia
a la insulina, obesidad, sindrome de mala
absorcion, errores innatos del metabolismo
(25, 26). En el caso particular de los bovinos
se pueden presentar alteraciones como SMG,
esteatosis hepatica o sindrome de la vaca
gorda, cetosis bovina, modificaciones en la
relacién entre las lipoproteinas y la actividad
ovdrica, la sintesis de esteroides gonadales
y enfermedades de la reproduccién como
metritis y retencién de placenta (8, 13, 27).
Investigaciones realizadas han demostrado que
los animales que presentan balance energético
negativo tienen elevada la concentracion de
lipidos en sangre y en leche, debido al SMG y
al sindrome de higado graso, lo cual se puede
deber a la sintesis limitada de lipoproteinas y
apoproteinas disponibles; conjuntamente todos
estos eventos metabodlicos estdn relacionados
con una predisposicion de padecer metritis y
retencion de placenta (8, 27). También se ha
observado que el colesterol y los fosfolipidos
afectan la estabilidad de membrana y tienden
a influenciar en la capacidad fertilizante de los
espermatozoides, promoviendo su capacitacion
y reaccion acrosomica en el momento y lugar
adecuado del ciclo estral para una fertilizacién
exitosa (8).

Un estudio hecho por Galvis et al. (27), sugiere
que el perfil de la lipoproteinas puede ser una
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guia para predecir la capacidad de produccion
de leche y la capacidad del higado para producir
lipoproteinas esenciales en la utilizacién de los
triglicéridos plasméticos para la sintesis de grasa
lactea, pues el incremento de HDL sérico debe
ser un indicador de la capacidad de la glandula
mamaria para la formacién de grasa lactea;
igualmente, en la lactacién las concentraciones
plasmaticas de HDL, LDL y colesterol total se
incrementan conforme a una menor pérdida
de peso, y por el contrario, los triglicéridos y
VLDL disminuyen. Las LDL pueden aumentar
en el periodo final de la gestaciéon debido al
incremento de los estrégenos que provoca un
aumento en los receptores de LDL, y por ende
disminuye las LDL, después del parto se da un
efecto inverso aumentando la concentracion
plasmatica de estas.

CONCLUSION

Se puede concluir en este estudio que se puede
utilizar la férmula de Friedewald para la
determinacion del colesterol LDL en bovinos,
pues no muestra diferencia significativa si se
compara con el método directo. Sin embargo,
debido a que existe escasa literatura en la
confiabilidad de los métodos para determinar
colesterol LDL en animales con patrén HDL, es
necesario seguir realizando mas estudios que
puedan precisar el método mas adecuado en
dichas especies.
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