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Resumen

El objetivo fue evaluar los métodos directo y precipitado para el colesterol de las lipoprotei-
nas de alta densidad y los métodos directo, precipitado y Friedewald para el colesterol de las
lipoproteinas de baja densidad en pollos de engorde. Se obtuvo suero de 30 pollos de engorde de
36 dias de edad, en ayunas, de la linea Cobb 500, se determinaron los niveles de triglicéridos
y colesterol total usando un kit enzimdtico-colorimétrico. El colesterol, tanto de las lipopro-
teinas de alta densidad como de las de baja densidad, se midi6 por el método de precipitacion
y el método directo, y la estimacion del colesterol de la lipoproteina de baja densidad se de-
terminé usando la férmula de Friedewald. Las medias + desviacion estindar para los niveles
de colesterol de las lipoproteinas de alta densidad, por los métodos directo y precipitado, en
mg/dl, fueron de: 92,8 £ 16,7; 92,2 * 16,3, respectivamente. El valor P del test F es mayor a
0,05, por lo cual no hay diferencia estadisticamente significativa, con un indice de confianza
de 95 % entre métodos, y para los niveles de colesterol de la lipoproteinas de baja densidad
por los métodos directo, precipitado y Friedewald, en mg/dl, fueron: 51,8 £ 9,4; 21,9 + 12,6
y 26,1 £ 12,9, respectivamente. El valor P del test F es inferior a 0,05 evidenciando diferencia
estadisticamente significativa, con un indice de confianza de 95 % entre métodos. Se conclu-
ye que en los pollos de engorde se puede cuantificar el colesterol de la lipoproteina de alta
densidad con los dos métodos evaluados (directo y precipitado), sin embargo, para calcular
el colesterol de la lipoproteina de baja densidad solo se recomienda utilizar el método directo
ya que los métodos de precipitado y de Friedewald dieron resultados mucho menores en
dicha especie.

Palabras clave: colesterol, C-HDL, C-LDL, métodos de andlisis, pollos, triglicéridos.

Assessment of the Direct, Precipitated and Friedewald
Methods for Quantifying LDL and HDL Cholesterol
in Broilers

Abstract

The objective was to evaluate the direct and precipitated methods for cholesterol from high-
density lipoprotein, and the direct, precipitated and Friedewald methods for cholesterol
from low-density lipoprotein in broilers. Serum was obtained from thirty 36-day old fasting
broilers from the Cobb 500 line; triglyceride and total cholesterol levels were determined
using an enzymatic-colorimetric kit. Cholesterol, both of high and low density lipoprotein,
was measured by the precipitation method and the direct method, and the estimation of
the low density lipoprotein cholesterol was determined using the Friedewald formula. The
mean * standard deviation for cholesterol levels of high density lipoprotein by the direct
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INTRODUCCION

En las aves comerciales el estudio sobre el metabo-

lismo de lipidos es extensamente estudiado, no solo

and precipitated methods in mg/dl, were: 92.8 £ 16.7, 92.2 + 16.3, respectively. The f-test
p-value is higher than 0.05, and therefore there is no statistically significant difference, with
a confidence index of 95 % between methods, and for the cholesterol levels of low density
lipoprotein by the direct, precipitated and Friedewald methods, in mg/dl, they were: 51.8 +
9.4;21.9 + 12.6 and 26.1 £ 12.9 respectively. The f-test p-value is less than 0.05, demonstra-
ting a statistically significant difference, with a confidence index of 95 % between methods.
It is concluded that, in broilers, high-density lipoprotein cholesterol can be quantified by
means of both of the evaluated methods (direct and precipitated); however, only the direct
method is recommended to calculate low density lipoprotein cholesterol, as the precipitated
and Friedewald methods gave much lower results in that species.

Keywords: Cholesterol, HDL-C, LDL-C, methods of analysis, chickens, triglycerides.

Avaliacao dos métodos direto, precipitado e Friedewald para
a quantificacao de colesterol LDL e HDL em frangos
de engorde

Resumo

O objetivo foi avaliar os métodos direto e precipitado para o colesterol das lipoproteinas de
alta densidade e os métodos direto, precipitado e Friedewald para o colesterol das lipopro-
teinas de baixa densidade em frangos de engorde. Obteve-se soro de 30 frangos de engorde
de 36 dias de idade, em jejum, da linha Cobb 500, determinaram-se os niveis de triglicérides
e colesterol total usando um kit enzimético-colorimétrico. O colesterol, tanto das lipopro-
teinas de alta densidade como das de baixa densidade, foi medido pelo método de preci-
pitagdo e o método direto, e a estimativa do colesterol da lipoproteina de baixa densidade
determinou-se usando a férmula de Friedewald. As médias + desvio padrao para os niveis de
colesterol das lipoproteinas de alta densidade, pelos métodos direto e precipitado, em mg/dl,
foram de: 92,8 + 16,7; 92,2 + 16,3, respectivamente. O valor P do teste F é maior a 0,05,
pelo qual ndo hé diferenga estadisticamente significativa, com um indice de confianga de
95 % entre métodos, e para os niveis de colesterol das lipoproteinas de baixa densidade pelos
métodos direto, precipitado e Friedewald, em mg/dl, foram: 51,8 +9,4; 21,9+ 12,6 e 26,1 +
12,9, respectivamente. O valor P do teste F ¢ inferior a 0,05 evidenciando diferenga estatis-
ticamente significativa, com um indice de confianga de 95 % entre métodos. Conclui-se que
nos frangos de engorde se pode quantificar o colesterol da lipoproteina de alta densida-
de com os dois métodos avaliados (direto e precipitado), porém, para calcular o colesterol da
lipoproteina de baixa densidade s6 se recomenda utilizar o método direto j& que os métodos
de precipitado e de Friedewald deram resultados muito menores nessa espécie.

Palavras chave: colesterol, C-HDL, C-LDL, métodos de anélise, frangos, triglicérides.

de los lipidos sanguineos con la grasa abdominal
(2,3). Diversos estudios han mostrado la correla-
cion existente entre los niveles elevados de coles-
terol unido a lipoproteinas (4), sin embargo, en
la mayoria de ellos el método de referencia para la

analizando el efecto de la dieta en la grasa del pollo determinacion de las lipoproteinas requiere ultra-
(1), sino la relacién que hay entre la concentracién centrifugacion (5) la cual es de dificil adquisicién,
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requiere mucho tiempo y de personal entrenado.
Por tanto, en recientes estudios se ha empezado a
observar la utilizacién de la formula de Friedewald,
la cual se basa en las concentraciones de coleste-
rol total (CT), colesterol de la lipoproteina de alta
densidad (C-HDL) vy triglicéridos en suero (6).
No obstante, esta férmula carga con los errores
analiticos de cada medicion llegando a tener un
error mayor al calcular el colesterol de las lipopro-
teinas de baja densidad (C-LDL).

Por otra parte, existen otros métodos para calcu-
lar no solo el C-LDL sino el C-HDL también de
manera indirecta, pues se basa en un previo pre-
cipitado de lipoproteinas, que en el caso de las aves
puede variar los resultados por ser una especie tan
diferente a los mamiferos, especialmente a los hu-
manos.

El presente trabajo se realizé para evaluar los mé-
todos directo, precipitado y de Friedewald a fin de
calcular el C-LDL y el C-HDL y asi recomendar el
método o los métodos mas adecuados para los di-
versos estudios que se basan en diversos tipos de
dietas con el fin de disminuir la grasa abdominal del
pollo de engorde.

MATERIALES Y METODOS

Se adquirieron pollos de engorde de la linea Cobb
500 en una granja ubicada en el municipio de
Chinchina (Caldas) perteneciente a la empresa
Zarpollo, a los 21 dias de edad; se mantuvieron a
una temperatura promedio de 25 °C, con 12 horas
de luz y 12 de oscuridad, en un cuarto de ambien-
te controlado. Fueron alimentados durante 15 dias

con una dieta conocida para pollo de engorde (ta-
bla 1). El peso promedio al momento de la toma de
muestras (dia 36) fue de 1735 g. El numero de aves
para el estudio fue de 30, se les realizé un ayuno de
19 h, se tomaron 20 cm de sangre directamente de la
yugular. La sangre se centrifugé a 3000 rpm por 15
min, y el suero se congel6 a -30 °C. Las muestras se
llevaron a una temperatura de 37 °C por 10 min.

Se determinaron, en suero, los niveles de triglicéri-
dos, colesterol total, C-HDL y C-LDL por el méto-
do de Friedewald, cuyo fundamento es el siguien-
te: el C-HDL es precipitado en presencia de acido
fosfotingstico e iones de magnesio y determinado
mediante el método enzimético-colorimétrico
aplicado a su vez para la determinacion de los nive-
les de colesterol total y los niveles de triglicéridos
de la muestra. Luego, los valores de los triglicéri-
dos se dividieron entre S, y este valor correspondid
a los niveles de colesterol-VLDL. Los valores de
colesterol LDL se calcularon mediante la siguiente
férmula:

colesterol LDL = colesterol total — colesterol
HDL - colesterol VLDL

Posteriormente se determinaron los niveles del
C-HDL mediante el método directo, su funda-
mento es el siguiente: el colesterol de las lipopro-
teinas de baja densidad (LDL), las de muy baja
densidad (VLDL) y los quilomicrones son hidroli-
zados por la colesterol-oxidasa mediante una reac-
cion enzimdtica acelerada no formadora de color.
Posteriormente se solubiliza el C-HDL de la muestra
en presencia de un detergente para ser cuantifica-
do espectrofotométricamente.

Tabla 1. Composicién de la dieta para pollos de engorde

Materia seca Nitrégeno total | Proteina bruta 9 . ® . ® . 0 e (0
(%) (%) (%) Grasa total (%) | Fibra bruta (%) | Cenizas (%) Fésforo (%) Calcio (%)
93,48 3,02 18,88 2,1 4,09 6,41 0,45 0,7
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Luego se determinaron los niveles de C-LDL median-
te el método directo, su fundamento es el siguiente:
un detergente especifico solubiliza el C-HDL, las
VLDL vy los quilomicrones. Los ésteres de coles-
terol son hidrolizados por la colesterol-esterasa y
la colesterol-oxidasa mediante una reaccion no for-
madora de color. Un segundo detergente solubili-
za el C-LDL de la muestra y el colesterol LDL se
cuantifica espectrofotométricamente. Posterior-
mente se determinaron los niveles de colesterol
LDL utilizando el método de precipitacién cuyo
fundamento es el siguiente: las LDL presentes en
la muestra precipitan en presencia de polivinil sul-
fato. La concentracién de colesterol LDL se cal-
cul6 por diferencia entre los valores de colesterol
en el suero y en el sobrenadante obtenido tras la
precipitacion. El colesterol se cuantifico espectro-
fotométricamente. Todos los andlisis fueron reali-
zados en un equipo Kayto RT-1904C, analizador
semiautomadtico de quimica.

Los datos fueron analizados usando Anova simple.
Para el andlisis estadistico se utilizé Statgraphics
Plus 5.1. Las diferencias estadisticamente significa-
tivas se determinaron con el P valor < 0,05 del test F.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de media, desviacién estindar, mini-
mo, maximo y rango para el colesterol HDL y LDL,
por los métodos de directo, precipitacion y Frie-
dewald se presentan en la tabla 2. El C-HDL con el
método directo fue de 92,8 mg/dl, y con el método
de precipitacion fue de 92,2 mg/dl. El P valor del
test F mayor a 0,05 evidencia que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre métodos para
dichos valores, con indice de confianza (IC) del
95 %. Estos resultados coinciden con los encontra-
dos en trabajos anteriores donde miden el C-HDL
por el método de precipitacién (3) conla técnica de
Bayer Advia Reagent Packs (4), pero difieren en los
resultados donde usan también el método de preci-
pitacién del C-HDL (7).

El colesterol LDL report6 valores en mg/dl de 51,8
por el método directo, de 21,9 por el método de pre-
cipitado, y de 26,1 por el método de Friedewald.
Entre los valores del método de precipitado y Frie-
dewald, el P valor del test F mayor a 0,05 evidencia
que no hay diferencias estadisticamente significa-
tivas entre métodos para dichos valores, con un IC

Tabla 2. Concentracién de CT, TG, C-VLDL, C-HDL precipitado, C-HDL directo, C-LDL Friedewald, C-LDL precipitado, C-LDL directo

cT 16 C-VLDL C-HDL C-HDL C-LDL C-LDL C-LDL
(TG/5) Precipitado Directo Friedewald Precipitado Directo

Media 123,7 | 22,0 4,4 92,2 92,8 26,1° 21,9° 51,82
Desviacién estandar 23,8 8,3 1,6 16,3 16,7 12,9 12,6 9,4
Minimo 74,4 | 10,4 2,1 54,6 50,2 1,5 1,7 34,9
Maximo 166,6 | 46,4 9,3 128,9 134,1 51,6 47,0 65,9
Rango 92,1 | 36,0 7,2 74,3 83,9 50,1 45,3 31,0
P valor 0,892 0,241
P valor 0,000

CT: colesterol total, TG: triglicéridos, C-VLDL: colesterol de lipoproteina de muy baja densidad, C-HDL: colesterol de lipoproteina de alta
densidad, C-LDL: colesterol de lipoproteina de baja densidad, P: precipitado, D: directo, F: Friedewald.
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del 95 %; sin embargo, el método directo tiene un
P valor del test F inferior a 0,05, indicando dife-
rencia estadisticamente significativa entre el méto-
do directo con los métodos de precipitado y de
Friedewald, con un IC del 95 % (tabla 2).

Los recientes estudios para la cuantificacion del
colesterol LDL en pollos han utilizado la férmula
de Friedewald debido a que es mucho mds sencillo
y econémico que determinar las lipoproteinas di-
rectamente por ultracentrifugacion. Pese a esto, el
método de Friedewald puede presentar errores en
los resultados debido a los tres procesos de andlisis
de las muestras, los cuales se hacen mas evidentes
cuando la especie que se va a analizar tiene los tri-
glicéridos elevados en un rango mayor a 400 mg/dl
(6), situaciéon que ocurre en las gallinas ponedo-
ras (8); no obstante, este no es el caso de los pollos
de engorde pues los resultados de los triglicéridos
fueron de 22 mg/dllo cual coincide con otros tra-
bajos donde se reportan valores similares del total
de triglicéridos en sangre (3,4,9). En el presente
trabajo dicho método y el de precipitado presenta-
ron diferencias significativas con el método directo
(tabla 2), lo que indica la posibilidad de errores en
los resultados de los diversos trabajos realizados a
nivel mundial que estin utilizando el método de
Friedewald o precipitado para determinar valores
de C-LDL.

CONCLUSIONES

La cuantificacion del colesterol de la lipoproteina
de alta densidad en pollos de engorde se puede
realizar con los métodos directo y precipitado, sin
ningun problema; no obstante, para calcular el co-
lesterol de la lipoproteina de baja densidad se reco-
mienda el método directo pues los métodos de pre-
cipitado y de Friedewald dieron resultados muchos
menores, ya sea por particularidad de la especie
en el proceso de precipitacién o por imprecisiones

analiticas acumuladas por las tres determinaciones
requeridas en la utilizacién de la férmula de Frie-
dewald. Se recomienda siempre que se desee estudiar
el colesterol LDL hacer pruebas con el método
directo del laboratorio que tengan a disposicion
y comparar los resultados con el método de Frie-
dewald o precipitado antes de dar resultados de las

respectivas investigaciones.
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