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2013

RESUMEN

Objetivo: Comparar un método directo y un método de precipitado
en la determinacion del colesterol HDL en gallinas ponedoras.
Metodologia: Se obtuvo suero de 40 gallinas ponedoras en ayunas
de 26 semanas de edad, de la linea Hy-Line W-36. El colesterol de
las lipoproteinas de alta densidad se midié por el método directo a
base de un detergente especifico junto con N,Nbis(4-sulfobutil)-m-
toluidina, y por el método de precipitacion a base de fosfotungstato
+ Mg®". Resultados: Las medias + desviacién estandar para los
niveles de colesterol de las lipoproteinas de alta densidad, por los
métodos directo y precipitado en mg/dl fueron de: 63,1+14,3;
13,3+3,5; respectivamente. El P valor del test F es inferior a 0,05,
evidenciando diferencia estadisticamente significativa, con una
confianza del 95% entre métodos. Conclusiones: Es factible la
utilizacion del método directo a base de un detergente especifico y
N,Nbis(4-sulfobutil)-m-toluidina para la determinacién del colesterol
de las lipoproteinas de alta densidad en gallinas ponedoras, debido
a que es un método que no es alterado por los altos niveles de
triglicéridos de estas.

PALABRAS CLAVE
Detergente + DSBmMT, fosfotungstato, lipidos, lipoproteinas.

COMPARISON OF DIRECT AND PRECIPITATION METHODS
FOR DETERMINING HDL CHOLESTEROL LEVELS IN LAYING
HENS

ABSTRACT

Objective: To compare a direct method vs a precipitation method for
determining HDL cholesterol in laying hens. Methodology: Serum of
forty 26 weeks old fasting laying hens was obtained from the Hy-Line
W-36. Cholesterol in high density lipoproteins was measured by
direct method based on a specific detergent along with N,Nbis (4-
sulfobutyl)-m-toluidine, and through the precipitation method based
on phosphotungstate + Mg?*. Results: The standard deviation mean
+ for high density lipoproteins though direct and precipitation
methods in mg/dl were: 63.1+14.3; 13.3+3.5 respectively. The P
value for the F test is < 0.05 showing significant statistical difference
between the two analyzed methods with a confidence level of 95%.
Conclusions: It is feasible to use the direct method using a specific
detergent and N,Nbis(4-sulfobutyl)-m-toluidine to determine high
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density lipoprotein cholesterol in laying hens, because this method is
not altered by high levels of triglyceride.

KEY WORDS

Detergente + DSBmT, lipids, lipoproteins, phosphotungstate.

INTRODUCCION

En las gallinas ponedoras se ha estudiado el metabolismo de los
lipidos alterando la dieta, con el fin de aumentar la proporcién de los
acidos grasos poliinsaturados en los triglicéridos (TG) y disminuir el
colesterol total (CT) de la sangre y de la yema de huevo (Ayerza y
Coates, 2000; Chowdhury et al., 2002), el cual finalmente va para
consumo humano. Los TG y el CT son transportados en la sangre
hasta los oocitos de las gallinas, por las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL, del inglés: very low density lipoprotein) que
contienen la apolipoproteina VLDL-II (Walzem et al., 1999) y por las
lipoproteinas de alta densidad (HDL, del inglés: high density
lipoprotein) que también contienen dicha apolipoproteina (Vieira et
al., 1995). En los primeros estudios realizados para separar y
cuantificar las lipoproteinas en las aves, se utilizd el método de
ultracentrifugacion junto con el de electroforesis (Hermier et al.,
1984; Hermier et al., 1989) para arrojar resultados del metabolismo
de los lipidos en dicha especie. El método de ultracentrifugacién, a
pesar de la dificil recuperaciéon de las lipoproteinas y a la falta de
homogeneidad de las fracciones obtenidas (Palacios et al., 1999),
se ha considerado como el método de referencia en combinacion
con el método de precipitado a base de heparina y cloruro de
manganeso, si se requiere medir el colesterol de las HDL (Nauck et
al., 2000). No obstante, este método no est4d totalmente
estandarizado en la actualidad, debido a los altos costos
operacionales y a la necesidad de personal entrenado para realizar
las ultracentrifugaciones. Se han considerado otros métodos mas
faciles y asequibles para la cuantificacién de las lipoproteinas, pero
dichos métodos se basan en la medicion del colesterol que
transportan las lipoproteinas medidas por ultracentrifugacion.
Existen diversos métodos para medir el colesterol de las HDL (C-
HDL), entre estos estan los métodos de precipitado los cuales
consisten en la precipitacion de lipoproteinas no HDL, por accion de
diferentes reactivos (que varian segun el fabricante), y estan los
métodos directos, igualmente conocidos como homogéneos, los
cuales disminuyen costos operacionales comparados con el de
ultracentrifugacion, estos métodos son especificos y estan libres de
interferencias endogenas tales como altas concentraciones de TG
en sangre (Arranz et al., 1998; Warnick et al.,, 2001). Recientes
investigaciones han estudiado el metabolismo lipidico en aves
mediante técnicas de precipitado con fosfotungstato para la
cuantificacion del C-HDL (Salma et al., 2007; Yin et al., 2008);
también han usado el método de ultracentrifugacién junto con un
método enzimatico para los valores del colesterol de dicha
lipoproteina (An et al., 1997), y métodos ya sea de precipitado o
directos para medir el C-HDL en la sangre de las gallinas ponedoras
(Liu et al., 2010; Yue et al., 2011). Sin embargo, en dichos trabajos
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no aclaran la factibilidad de estos métodos, ademas de mostrar
diferencias entre los valores arrojados, los cuales, deberian ya estar
estandarizados.

Debido a que los métodos directos se caracterizan porque sus
valores no se interfirieren por altos niveles de TG en el suero, en el
presente trabajo se comparan los métodos directo [detergente +
N,Nbis(4-sulfobutilicos)-m-toluidina  (DSBmT)] y  precipitado
(fosfotungstato + Mg*®) para la cuantificacién del C-HDL, y asf
dilucidar si la ventaja que posee el método directo, la tiene el
método de precipitado.

MATERIALES Y METODOS

Animales y dieta. Ponedoras de la linea Hy-Line W-36, fueron
levantadas en la Granja Montelindo, propiedad de la Universidad de
Caldas (Manizales, Colombia), a una temperatura promedio de
25°C, y 13 horas de luz aproximadamente; fueron alimentadas
hasta la semana 24 de edad con una dieta comercial para gallinas
ponedoras, junto con todo el lote de aves. Se eligieron
completamente al azar las aves a estudiar, manteniéndose en el
mismo galpdn, y durante las semanas 25 y 26 de edad, se
alimentaron con una dieta a base de maiz, torta de soya y aceite de
soya (Tabla 1), debido a que no fue posible obtener la informacion
de la composicion real de la dieta comercial. La produccion durante
las semanas 25 y 26 de las gallinas escogidas fue del 96% (sin
tener en cuenta la mortalidad del levante y el alojamiento), con un
peso promedio de 1.444 g. Al momento de la toma de las muestras,
se realiz6 un ayuno previo de 13h+1h. El nUmero de aves fue de 40,
se tomaron 5 cm® de sangre directamente de la yugular. La sangre
se centrifug6 a 3000 rpm durante 15 minutos y el suero se congel6 a
-30°C.

Métodos de andlisis. Los reactivos para las determinaciones de
CT, TG y colesterol HDL pertenecian a los laboratorios Biosystems
S.A. (Barcelona, Espafia). Dichos andlisis fueron determinados por
métodos  enzimaticos-colorimétricos, de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Los andlisis fueron realizados en
un equipo RAYTO RT-1904C, analizador semiautomético de
quimica.

Determinacién del colesterol HDL mediante el método de
precipitado (fosfotungstato). Para realizar este método se uso 1
ml de reactivo (fosfotungstato 0,4 mmol/L y cloruro de magnesio 20
mmol/L), que se mezcld con 0,2 ml de la muestra de suero, se agité
bien y se dejé durante 10 minutos a temperatura ambiente, se
centrifug6é por 10 minutos a 4000 rpm. En el precipitado quedaron
las VLDL, IDL y LDL, y en el sobrenadante quedaron las HDL.

Finalmente, con maximo cuidado fueron transferidos 100 pl del
sobrenadante, depositandolo en otro tubo de ensayo, se mezcld con
1 ml del reactivo para CT (descrito mas adelante) y se incub6 por 10
minutos en bafio maria a 37°C. El C-HDL fue hidrolizado por la
colesterol esterasa y la colesterol oxidasa, esto dio lugar a la
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formacién de perdxido de hidrégeno que fue consumido por una
peroxidasa en presencia de la 4-aminoantipirina (4-AA) y fenol,
guedando como producto final la quinonaimina, siendo este
producto proporcional al C-HDL de la muestra, y este se cuantificd
espectrofotométricamente.

Determinacion del colesterol HDL mediante el método directo
(detergente). Este método consta de: un Reactivo A, que contiene
un Buffer good, colesterol oxidasa < 1 U/ml, peroxidasa < 1 U/ml,
N,Nbis(4-sulfobutil)-m-toluidina 1 mmol/L, un acelerador 1 mmol/L.
Un Reactivo B, que contiene: Buffer good, colesterol esterasa < 1,5
U/ml, 4-AA 1 mmol/L, ascorbato oxidasa < 3,0 KU/L y un detergente.

Se tomaron 7 pl de la muestra de suero y se le adicionaron 750 pl
del Reactivo A. Aqui es hidrolizado el colesterol de los
portomicrones PM  (quilomicrones en mamiferos), VLDL,
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, del inglés: intermediate
density lipoprotein) y lipoproteinas de baja densidad (LDL, del
inglés: low density lipoprotein) por la colesterol oxidasa (CO), en una
reaccion no formadora de color. Inmediatamente después, se
afiadieron 250 pl del Reactivo B al producto del paso anterior. La
mezcla se incub6 por 5 minutos a 37°C. El detergente presente en
dicho reactivo solubiliz6 el colesterol HDL, la colesterol esterasa y la
colesterol oxidasa hidrolizaron el colesterol HDL, y dieron como
productos finales colestenona y peréxido de hidrégeno; el perdxido
de hidrégeno, junto con el DSBmT y la 4-AA, reaccionaron en
presencia de wuna peroxidasa generando o produciendo
quinonaimina y cuatro moléculas de agua. La quinonaimina es
proporcional a la concentracion de colesterol-HDL presente en la
muestra, la cual se cuantific espectrofotométricamente.

Determinacion colesterol total (CT). Para la determinacion del CT
en el suero, se mezclaron 10 pl de la muestra y 1 ml de reactivo
(PIPES 35 mmol/L, colato sédico 0,5 mmol/L, fenol 28 mmol/L,
colesterol esterasa > 0,2 U/ml, colesterol oxidasa > 0,1 U/ml,
peroxidasa > 0,8 U/ml, 4-AA 0,5 mmol/L, pH 7,0). Se agité bien la
mezcla y se dejaron incubar los tubos durante 10 minutos, a
temperatura ambiente. Los ésteres de colesterol se hidrolizaron por
la colesterol esterasa, dieron lugar a colesterol libre, el cual por
accion de la colesterol oxidasa formé colestenona + peréxido de
hidrégeno, este Ultimo en presencia de la 4-AA y fenol dieron lugar a
la quinonaimina por accién de la peroxidasa. La quinonaimina es
proporcional al colesterol total de la muestra y se cuantifico
espectrofotométricamente.

Determinacion de triglicéridos (TG). Se utilizaron 10 pl de la
muestra y 1 ml de reactivo (PIPES 45 mmol/L, 4-clorofenol 6
mmol/L, cloruro magnésico 5 mmol/L, lipasa > 100 U/ml, glicerol-
quinasa > 1,5 U/ml, glicerol-3P-oxidasa > 4 U/ml, peroxidasa > 0,8
U/ml, 4-AA 0,75 mmol/L, ATP 0,9 mmol/L, pH 7,0). Se agité bien la
mezcla y se dejaron dejaron incubar los tubos durante 15 minutos a
temperatura ambiente. En el anterior proceso, los triglicéridos fueron
hidrolizados por la lipasa a glicerol y acidos grasos, el glicerol, en
presencia de ATP fue fosforilado por la glicerol-quinasa y dio lugar
al glicerol 3P + ADP, el glicerol 3P en presencia de oxigeno formd
peroxido de hidrogeno por accion de la glicerol-3P-oxidasa.
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Finalmente, se cuantific6 espectrofotométricamente la quinonaimina
producto de la accion de la peroxidasa sobre el peroxido de
hidrogeno en presencia de 4-AA y clorofenol, la quinonaimina es
proporcional a la concentracion de los TG.

Andlisis estadistico. Los datos fueron analizados usando ANOVA
simple. Para el andlisis estadistico se utilizd Statgraphics Plus 5.1.
Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron con
el P < 0,05 del test F. Se realizé el coeficiente de relacién de
Pearson para las variables de CT y CHDL (método directo y
precipitado), con una significancia de P < 0,01.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuando se realiza un estudio del metabolismo lipidico en las
diferentes especies animales, hay que tener en cuenta que los
métodos de evaluacion del colesterol de las lipoproteinas son
analizados o utilizados en humanos sanos, generalmente ayunados
(Arranz et al., 1998), o con enfermedades metabdlicas, tales como
hipertrigliceridemia (Okazaki et al., 1997) o diabetes (Jensen et al.,
2002; Guerra et al., 2005), entre otras. En el caso de las gallinas
ponedoras, se han realizado diferentes estudios del metabolismo
lipidico con la metodologia disponible, mostrando valores
especificamente del C-HDL y su baja o alta relacion con la yema de
huevo, sin tener en cuenta si los datos arrojados corresponden a la
realidad de dicho animal, pues los altos niveles sanguineos de TG
en las gallinas pueden afectar los resultados de los métodos
utilizados.

En el presente trabajo se realizé el analisis del colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad, se encontr6 que los niveles séricos
varian significativamente entre los dos métodos analizados. Las
medias + desviacion estandar para los niveles de C-HDL, por los
métodos directo y precipitado, en mg/dl, fueron de: 63,1+14,3;
13,3+3,5; respectivamente. El P valor del test F es inferior a 0,05,
evidenciando diferencia estadisticamente significativa, con una
confianza del 95% entre métodos (Tabla 2).

Al analizar el método de precipitado con acido fosfottingstico + Mg*",
se debe tener en cuenta que dicho método consiste en formar
complejos entre las apolipoproteinas B (apo B) de las VLDL, IDL y
LDL con los poli-aniones y cationes divalentes que contienen los
reactivos (Nauck et al., 2000), y asi, lograr la posterior
sedimentacion de dichas lipoproteinas; sin embargo, este
procedimiento se altera cuando hay niveles de triglicéridos
superiores a 400 mg/dl en el suero (Palacios et al., 1999), formando
complejos que evitan la precipitacion completa de las lipoproteinas
no HDL dando como resultado concentraciones de C-HDL
superiores a las reales (Harris et al., 1997), aunque, en el inserto de
los laboratorios Biosystems, dice que no se presentan problemas
con niveles de TG < 1000 mg/dl (dando la posibilidad de utilizar
dicho método en gallinas ponedoras). Teniendo en cuenta, que en
las gallinas analizadas en el presente estudio se encontraron niveles
de TG entre 396 y 1733 mg/dl con una media de: 881,5+345,2
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(Tabla 2), existe la posibilidad de que los valores del C-HDL
cuantificados por el método de precipitado con fosfotungstato +
Mg®* sean bajos a la realidad de la gallina ponedora. Sin embargo,
dicha alteracion no se presenté con falsos positivos, sino al
contrario, hubo valores inferiores a lo esperado (Tabla 2),
probablemente debido a la presencia de otras apolipoproteinas en
las lipoproteinas de las gallinas ponedoras, tales como las VLDL-II
(Schneider et al., 1990; Vieira et al., 1995), que no estan presentes
en las lipoproteinas de los humanos (Newsholme y Leech, 1987),
especie donde fueron estudiados los diferentes métodos de
evaluacion del C-HDL. ElI método directo para la cuantificacién de C-
HDL, ademas, de reducir costos operacionales, tiene como ventaja,
gue inhibe la reaccion del colesterol de los PM, VLDL, IDL y LDL y
mide directamente el C-HDL, sin afectarse por los altos niveles de
TG en suero (Warnick et al., 2001), ademas, las recomendaciones
de los laboratorios Biosystems, dicen que se aceptan valores de TG
de 3000 mg/dl, mostrando que dicho método es mas seguro de
utilizar en las gallinas ponedoras. En la Tabla 3, se presentan los
datos de cuatro estudios diferentes, de los niveles sanguineos del
C-HDL de gallina ponedora, con su respectivo método de
evaluacion o laboratorio responsable de los reactivos. Los niveles
de C-HDL encontrados en el trabajo donde analizaron los efectos
del acido linoleico conjugado en la dieta, usando un kit comercial
(Beijing Biological Technology Co.) (Yin et al., 2008), a base del
método de precipitado con fosfotungstato + Mg> (comunicacion
personal), no encontraron relacién entre los niveles de C-HDL vy el
colesterol total de la yema de huevo. Los datos del C-HDL de otro
estudio, donde evaluaron el efecto de bacterias del género
Rhodobacter como aditivos en la dieta de gallinas ponedoras,
usando un kit enzimatico (Wako Pure Chemical Industries Ltd.)
(Salma et al., 2007), también a base de fosfotungstato, encontraron
gue hay una relacién inversamente proporcional entre los niveles
séricos de C-HDL y los niveles de colesterol de la yema de huevo.
Estos dos trabajos, estan en el rango de los valores arrojados por el
método directo a base de detergentes y DSBmT del presente
estudio, pero no coinciden con los valores que arrojé el método de
precipitado con fosfotungstato + Mg*. Por lo tanto, contradicen los
valores que se mostraron en la presente investigacion, sin embargo,
esto puede deberse a que los niveles de TG en dichas
investigaciones son aproximadamente de 425 mg/dl vy
aparentemente, no habria un efecto negativo en los resultados por
dicho método. Los valores del estudio donde usaron varios
subproductos del cartamo en la dieta y cebo de ganado vacuno
como control, fueron analizados por el método de ultracentrifugacién
junto con un kit colorimétrico para colesterol (An et al., 1997), los
autores mostraron valores por debajo del rango del método directo a
base de detergentes y DSBmT, pero, por encima del rango del
método de precipitado con fosfotungstato del presente trabajo
(Tablas 2 y 3). Particularmente, en dicho trabajo donde utilizaron el
método de ultracentrifugacion, no encontraron diferencias en los
niveles séricos de C-HDL ni en los niveles de colesterol total de la
yema de huevo con los cambios que realizaron en la dieta, por lo
tanto no muestran si hay correlacion entre estos parametros.

Por otra parte, una investigacion donde analizaron el efecto del uso
de aceites oxidados en la dieta, sobre el metabolismo de los lipidos,
cuantificaron el C-HDL usando un kit enzimatico (Beijing BHKT
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Clinical Reagent Co. Ltd.) (Yue et al., 2011). En contraste con los
trabajos ya analizados, se observé que los valores se encuentran en
el rango de los datos que arrojé el presente estudio por el método
de precipitado con fosfotungstato + Mgz+. Conjuntamente, con el
trabajo realizado por Liu et al. (2010), donde adicionaron a la dieta
esteroles vegetales, tampoco encontraron diferencias significativas
en los niveles C-HDL ni en el colesterol de la yema de huevo, con el
cambio de la dieta. Aunque varios de los factores que pueden
afectar los niveles de C-HDL en la sangre de las gallinas, son el tipo
de linea de gallina ponedora (debido a la variabilidad genética) o
algunos tipos de dieta utilizados, se pudo dilucidar, que el método
de evaluacion afecta en gran manera los resultados, por lo tanto,
cuando se relacionan con otras variables, los analisis pueden llegar
a ser equivocados. No obstante, aunque en el presente trabajo no
se midi6 el colesterol de la yema, si se cuantificé el CT del suero de
las gallinas, encontrandose una media + desviacion estandar de:
147,4+37,9 (Tabla 2).

Al realizar la correlacién del CT con el C-HDL evaluado por el
método de precipitado con fosfotungstato + Mg®*, no se encontré
una correlacion entre estas dos variables, pero al realizar la
correlacién entre el CT y el C-HDL por el método directo a base de
detergente + DSBmT, si se encontrd una correlaciéon positiva y
significativa entre estas dos variables (Tabla 4), Debido a que las
HDLs son unas de las lipoproteinas mas importantes en el
transporte del colesterol ya sea hacia el higado o hacia la yema de
huevo (Vieira et al., 1995), un método adecuado de evaluacion de
los niveles de C-HDL podria mostrar una relacién o la falta de esta,
entre el C-HDL y el colesterol de la yema de huevo.

Tabla 1. Compaosicion de la dieta para gallinas ponedoras (kg/100 kg)

Ingredientes kg
Maiz 59.12
Salvado de trigo 2,65
Torta de soya (48) 2572
DL-metionina 022
L-trecnina 0.06
Carbonato de calcio 8.63
Dicalfos (fosfato bical) 1,82
Aceite de soya 1.25
Caolina 0,20
Premezcla de vitaminas y minerales 0,10
Sal 0.25
Composicion calculada:

Proteina cruda % 16.61
Energia metabolizable kecal'kg 2748 97
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Tabla 2. Concentracion de colesterol HDL (mg/dl) por el método directo {detergente v
DSBmT) v por el método de precipitado (fosfotungstato)

FPARAMETROS C-HDOL C-HDOL
Directo  Precipitado

IWedia 63.1 13.2
Desviacion estandar 14.3 3.5
Minimo 387 6.8
Maximo 90.9 213
Rango 522 14,4
P-valar 0.000

C-HOL: Colesterol de la lipoproteina de alta densidad.

Tabla 3. Valores aproximados de colesterol HDL (mag/dl) de gallinas ponedoras, descrito
por diferentes autores

IMétodo C-HOL (mg/dl) Referencia
Ultracentrifugacion 373 An et al. (1997)
+ kit enzimatico
Fosfotungstato 422 Salma et al. (2007)
Fosfotungstato 543 Yin et al. (2008)
Kit enzimatico 18,2 Yue et al. (2011)

Laboratorios: Beijing BHKT Clinical Reagent Co. Ltd.

C-HOL: Colesteral de la lipoproteina de alta densidad.

Tabla 4. Coeficiente de correlacion de Pearson para las variables de CT, C-HDL método
directo y C-HDL método de precipitado

C-HDL C-HDL
Directo Precipitado
Detergente + DSEmT  Fosfotungstato + Mg=*
CT 0,6* 0,04
CT. colesteroliotsl, TG: Trglicandos, C-HOL. colesterol de 1 lipoproteina de sita densidad.

* Existancis deralacion estedizticamants significativa, para un nivel da confianzs dal 933%.

CONCLUSIONES

Para la cuantificacién de C-HDL en las gallinas ponedoras, es viable
utilizar el método directo a base de detergente + DSBmT, debido
que este método es adecuado para muestras de suero con niveles
de triglicéridos elevados (hasta 3000 mg/dl). En el presente trabajo,
el método de precipitado con fosfotungstato + Mgz+ mostré que
dicho método se afecté negativamente, debido a que arroj6é valores
significativamente inferiores del colesterol de dichas lipoproteinas,
probablemente debido a la presencia de las apilipoproteinas VLDL-II
en las HDL de las gallinas ponedoras.
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