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Comparacion del método de Friedewald y el directo para la
determinacion del colesterol LDL en gallinas ponedoras*

José Henry Osorio**, Jancy Darly Fl6rez Ochoa***

Resumen

Introduccioén. Los métodos de evaluacion de los lipi-
dos sanguineos muestran variabilidad en el perfil lipi-
dico en las aves. En este articulo se compararon dos
métodos para la cuantificacion del colesterol de las
lipoproteinas de baja densidad en gallinas ponedoras.
Materiales y métodos. El colesterol de las lipoprotei-
nas de baja densidad se cuantificé con la formula de
Friedewald y con el método directo a base de deter-
gentes y N,Nbis (4-sulfobutil)-m-toluidina a 40 gallinas
en produccion de la linea Hy-Line W-36 de 26 sema-
nas de edad. Resultados. Se encontraron diferencias
de los resultados entre los métodos de evaluacion del
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad. El P
valor del test F es inferior a 0,05, lo cual evidencio dife-
rencia estadisticamente significativa, con una confian-
za del 95 % entre métodos. Conclusiones. Es factible
la utilizacion del método directo a base de detergentes
y N,Nbis (4-sulfobutil)-m-toluidina para la determina-
cién del colesterol de las lipoproteinas de baja densi-
dad en gallinas ponedoras.

Palabras clave: gallinas ponedoras, lipidos, meta-
bolismo.

Comparing Fredewald’s and the
direct methods to determine LDL
cholesterol in laying hens

Abstract

Introduction. The methods to evaluate blood lipids
are varied in the lipid profiles of poultry. In this paper

two methods to quantify the cholesterol of low density
lipoproteins in laying hens are compared. Materials
and methods. The low density lipoproteins’
cholesterol was quantified by the use of the
Fredewald’s method and of the direct method based
on detergents and N, N Bis (4-sulfobutyl) -m-toluidine
in 40 laying hens from the Hy-Line W-36 line, with
26 weeks of age. Results. There are differences
between methods in the results.The P value of test
F is below 0,05, showing a statistically significant
difference, with a 95 % confidence between methods.
Conclusions. The use of the direct method based on
detergents and N, N Bis (4-sulfobutyl) -m-toluidine to
determine the low density lipoproteins” cholesterol in
laying hens is feasible.
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Comparagao do método de Friedewald
e o direto para a determinacao do
colesterol LDL em galinhas poedeiras

Resumo

Introdugdo. Os métodos de avaliacéo dos lipidios
sanguineos mostram variabilidade no perfil lipidico
nas aves. Neste artigo se compararam dois métodos
para a quantificacao do colesterol das lipoproteinas
de baixa densidade em galinhas poedeiras.
Materiais e métodos. O colesterol das lipoproteinas
de baixa densidade se quantificou com a formula
de Friedewald y com o método direto a base de
detergentes e N,Nbis(4-sulfobutil)-m-toluidina a
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40 galinhas em produgéo da linha Hy-Line W-36 de
26 semanas de idade. Resultados. Encontraram
se diferencas dos resultados entre os métodos de
avaliagdo do colesterol das lipoproteinas de baixa
densidade. O P valor do teste F & inferior a 0,05, o qual
evidenciou diferenga estatisticamente significativa,
com uma confianga do 95 % entre métodos.

Conclusédes. E viavel a utilizagdo do método direto a
base de detergentes e N,Nbis(4-sulfobutil)-m-toluidina
para a determinagéo do colesterol das lipoproteinas de
baixa densidade em galinhas poedeiras.

Palavras Chaves: galinhas poedeiras, lipidios, me-
tabolismo.

Introduccion

Las gallinas ponedoras han sido investigadas,
y se han encontrado diferencias no solo con los
mamiferos sino con los machos y las hembras
inmaduras de su misma especie, debido a la
produccién de huevo que afecta los niveles de
triglicéridos (TAG) y, por tanto, los niveles de li-
poproteinas de muy baja densidad (VLDL, del
inglés: very low density lipoprotein) de la sangre
(Bacon, Leclercq y Blum, 1978, 1684); Giriffin,
Grant y Perry, 1982, 650; Hermier, Catheline y
Legrand, 1996, 261; Hermier et al,1989, 113;
Walzem et al, 1999, 469s). Varios de los trabajos
en nutricion que se han realizado hasta el dia de
hoy lograron disminuir, con aditivos en la dieta,
los lipidos de la yema de huevo, y han investi-
gado la relacién que tienen con los lipidos circu-
lantes (Ahmad et al, 2014, 217; Ayerza y Coa-
tes, 2000, 727; Chowdhury, Chowdhury y Smith,
2002, 1859). No obstante, entre estudios se han
encontrado diferencias en los valores arrojados
de los niveles de lipidos sanguineos, ya sea por
la genética, por la dieta o, posiblemente, por el
método de analisis de las muestras (Yin et al,
2008, 289; Yue et al, 2011, 1732).

El método de referencia para la cuantificacion
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL, del
inglés: Low density lipoprotein) es el método
de ultracentrifugacién (Bachorik, 2000, 1416).
Sin embargo, es conveniente tener en cuenta
que el proceso de ultracentrifugacion no es to-
talmente preciso, por la dificil recuperacién de
las lipoproteinas y por la falta de homogenei-
dad de las fracciones obtenidas (Palacios et al,
1999, 36), y requiere de personal capacitado,
lo cual acarrea costos extras en los andlisis.

En los estudios del metabolismo de los lipidos
en gallinas en produccion, se ha realizado la
cuantificacion de las lipoproteinas por los méto-

dos de ultracentrifugacion y electroforesis (Her-
mier et al, 1989, 110), y como dicho método es
tan complicado de seguir, se han considerado
otros métodos mas faciles y asequibles para
la cuantificacién de las lipoproteinas en dicha
especie, pero dichos métodos se basan en la
medicion del colesterol que transportan las lipo-
proteinas medidas por ultracentrifugacion.

Entre los métodos que se utilizan para la
cuantificacién del colesterolde las LDL (C-LDL)en
gallinas ponedoras, estala formula de Friedewald
(Salmaetal, 2007, 717) y/o métodos enzimaticos-
colorimétricos (Liu et al, 2010, 272). Estos ultimos
métodos actualmente son apetecidos porque
disminuyen los costos operacionales, y entre
estos estan los métodos directos o igualmente
conocidos como homogéneos, los cuales son
especificos para la medicién del C-LDL, y
estan libres de interferencias enddgenas tales
como altas concentraciones de TAG en sangre
(Nauck, Russell y Rifai, 2002, 239). Pese a esto,
no todos los métodos homogéneos tienen las
mismas garantias, y algunos pueden llegar a ser
afectados por los niveles de TAG de la muestra
(Miller et al, 2002, 494).

Debido a todo lo anterior, en el presente tra-
bajo se evalian 2 métodos (la formula de
Friedewald y otro directo a base detergente y
N,Nbis (4-sulfobutil)-m-toluidina), para cuantifi-
car el colesterol LDL en las gallinas ponedo-
ras, con el fin de determinar si la férmula de
Friedewald es factible en la cuantificacion del
C-LDL en gallinas ponedoras en produccion.

Materiales y métodos

Animales y dieta

Gallinas de las lineas Hy-Line W-36 fueron
criadas en la Granja Montelido propiedad de
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la Universidad de Caldas, a una temperatura
promedio de 25°C, y 13 horas de luz aproxima-
damente; fueron alimentadas hasta la semana
veinticuatro 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 mis-
mo galpon, y durante las semanas 25 y 26 de
edad se alimentaron con una dieta a base de
maiz y torta de soya (tabla 1). La produccion
para la semana 26 de las aves escogidas fue
del 96 %, con un peso promedio de 1444g. Se
realizé6 un ayuno previo de 16h * 1h para la
toma de muestras. El numero de aves fue de
40; en la semana 26 de edad, se tomaron 20

cm de sangre directamente de la yugular. La
sangre se centrifugd a 3000 rpm durante 15 mi-
nutos y el suero se congeld a -30°C.

Métodos de analisis

Todos los reactivos pertenecian a los labora-
torios BioSystems S. A, Barcelona, Espaia;
los valores de CT, C-HDL, TAGy C-LDL fueron
determinados por métodos enzimaticos-colori-
métricos, de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante. Los analisis se efectuaron en un
equipo RAYTO RT-1904C, analizador semiau-
tomatico de quimica.

Tabla 1. Composicién de la dieta para gallinas ponedoras kg / 100kg

Ingredientes Kg
Maiz 59,12
Salvado de trigo 2,65
Torta de soya (48) 25,72
DL- metionina 0,22
L- treonina 0,06
Carbonato de calcio 8,63
Dicalfos (fosfato bical) 1,82
Aceite de soya 1,25
Colina 0,20
Premezcla de vitaminas y minerales 0,10
Sal 0,25
Composicion calculada:

Proteina cruda % 17,61

Energia metabolizable kcal/kg 2748,97

Método de Friedewald

Se determinaron en suero los niveles de CT, el
colesterol de las lipoproteinas de alta densidad
(C-HDL: del inglés High density lipoprotein) y
los TAG.

La determinacion del CT en suero se realizd
mezclando 10uL de la muestra y 1mL de reac-
tivo (Pipes 35mmol/L, colato sédico 0,5mmol/L,
fenol 28mmol/L, colesterol esterasa>0,2U/mL,
colesterol oxidasa >0,1U/mL, peroxidasa>0,8U/
mL, 4-AA 0,5mmol/L, pH 7,0). Se agit6 bien la
mezcla y se dejaron incubar los tubos durante
10 minutos a temperatura ambiente. Los éste-

res de colesterol se hidrolizaron por la coleste-
rol-esterasa, y dieron lugar a colesterol libre, el
cual por accion de la colesterol-oxidasa formé
colestenona + peroxido de hidrogeno; este ulti-
mo en presencia de la 4-AAYy fenol dieron lugar
a la quinonaimina por accion de la peroxidasa.
La quinonaimina es proporcional al colesterol
total de la muestra y se cuantificd espectrofo-
tométricamente.

La determinacion del colesterol HDL mediante
el método de precipitado se llevé a cabo usando
1mL de reactivo (Fosfotungstato 0,4 mmol/L y
cloruro de magnesio 20 mmol/L), que se mezclo
con 0,2mL de la muestra de suero, se agité
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bien y se dej6 durante 10 minutos a temperatura
ambiente; luego, se centrifugé por 10 minutos a
4000 rpm. En el precipitado quedaron las VLDL,
las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL,
del inglés: intermédiate density lipoprotein) y
LDL; en el sobrenadante quedaron las HDL.
Finalmente, se recogieron con cuidado 100uL
del sobrenadante, y se depositaron en otro tubo
de ensayo, se mezclaron con 1mL del reactivo
para CT y se incubaron por 10 minutos al bafio
maria a 37°C. El C-HDL fue hidrolizado por la
colesterol-esterasa y la colesterol-oxidasa;
esto dio lugar a peréxido de hidrégeno que fue
consumido por una peroxidasa en presencia de
la 4-aminoantipirina (4-AA) y fenol, quedando
como producto final la quinonaimina, producto
que es proporcional al C-HDL de la muestra, y
este se cuantificd espectrofotométricamente.

Se determinaron los TAG en suero, utilizando
10uL de la muestra y 1mL de reactivo (Pipes
45mmol/L, 4-clorofenol 6mmol/L, cloruro mag-
nésico 5mmol/L, lipasa >100U/mL, glicerol-
quinasa >1,5U/mL, glicerol-3P-oxidasa >4U/
mL, peroxidasa>0,8U/mL, 4-AA 0,75mmol/L,
ATP 0,9mmol/L, pH 7,0). Se agité bien la mez-
cla y se dejaron incubar los tubos durante 15
minutos a temperatura ambiente. En el anterior
proceso, los ftriglicéridos fueron hidrolizados
por la lipasa a glicerol y acidos grasos; el gli-
cerol, 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 hidrégeno por accion de
la glicerol-3P-oxidasa; finalmente, se cuantifi-
co espectrofotométricamente la quinonaimina
producto de la accién de la peroxidasa sobre el
peréxido de hidrégeno en presencia de 4-AAy
clorofenol; la quinonaimina es proporcional a la
concentracion de los TAG.

Los valores de colesterol LDL fueron calcula-
dos mediante la siguiente férmula: colesterol
LDL = colesterol total - colesterol HDL — coles-
terol VLDL. EI C-VLDL fue calculado por la di-
vision de los triglicéridos entre 5 (TAG/S) (Frie-
dewald, Levy y Fredrickson, 1972).

Determinacion del colesterol LDL mediante
el método directo (detergente)

Este método consta deun reactivo A: Buffer
MES >30mmol/L, colesterol esterasa<1,5U/mL,

colesterol oxidasa <1,5U/mL, 4-AA 0,5mmol/L,
ascorbato oxidasa <3,0 U/L, peroxidasa>1U/
mL, detergente, pH 6,3, yun reactivo B: Buffer
MES >30mmol/L, DSBmT 1mmol/L, detergen-
te, pH 6,3.

Se pipetearon 750 pL del reactivo A, y 7uL de
la muestra de suero. El detergente del reactivo
A solubilizé el colesterol de las HDL, VLDL
y los PM. Los ésteres de colesterol fueron
hidrolizados simultaneamente por la colesterol-
esterasa y la colesterol-oxidasa, y dieron lugar
a colestenona y peréxido de hidrogeno; este
ultimo fue consumido por una peroxidasa
en presencia de 4-AA. Esta reaccion no fue
formadora de color. Se anadieron al producto del
paso anterior 250uL del reactivo B, y se dejaron
incubar por 5" a 37°C. El detergente presente
en dicho reactivo solubilizé el colesterol LDL;
al igual que en el paso anterior, la colesterol-
esterasa y la colesterol-oxidasa hidrolizaron
el colesterol LDL, y dieron como productos
finales colestenona y peréxido de hidrégeno;
el peroxido de hidrégeno y el DSBmT se
condensaron en presencia de una peroxidasa
para formar quinonaimina. La quinonaimina es
proporcional a la concentracion de colesterol-
LDL presente en la muestra, la cual se
cuantificé espectrofotométricamente.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados usando ANOVA
simple. Para el analisis estadistico se utilizd
Statgraphics Plus 5.1. Las diferencias estadis-
ticamente significativas se determinaron con el
P < 0,05 del test F.

Resultados y discusién

Los niveles séricos del C-LDL, de gallinas
ponedoras, por la féormula de Friedewald y el
método directo, se muestran en la tabla 2. EI P
valor del test F es inferior a 0,05 lo que evidencia
diferencia estadisticamente significativa, con
una confianza del 95 % entre métodos.

En las gallinas ponedoras, se han realizado
diferentes estudios del metabolismo lipidico, con
la metodologia disponible comercialmente. En el
caso de las LDL, se ha evaluado su colesterol y
su alteracion con el tipo dieta utilizada, usando
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la formula de Friedewald (Salma et al, 2007,
717); como los valores que se muestran en
dicho estudio son superiores a 80mg/dL, fue
inesperado que la media de los valores arrojados
en la presente investigacion, usando la formula
de Friedewald fuera negativa (tabla 2).

Para hallar el C-LDL usando la formula de Frie-
dewald, se tuvieron en cuenta las concentracio-
nes CT, C-HDL y TAG en suero, y se calculd el
C-VLDL con la férmula TAG/5. En diversos tra-
bajos se demostrd que esta formula funciono en
humanos sanos, con niveles de TAG inferiores
a 400mg/dL, que tenian una relacion de 5:1 en-
tre TAG y CT las VLDL (Friedewald, Levy y Fre-
drickson, 1972, 499). En el caso de las gallinas,
se encontrd que esta relacion cambia, pues es
menor la proporcion de CT, y mayor, la de TAG
en las VLDL (Hermier et al, 1989, 111).

Pese a lo anterior y a que en el presente trabajo
los niveles de TAG en suero fueron mayores
a 400 mg/dL (tabla 2), se calcularon los datos
de C-VLDL dando como resultado una media
de 155,5mg/dL, datos muy diferentes a los
arrojados por el método de ultracentrifugacion,
que utilizaron Hermiener y colaboradores
(Hermiener, 1989. 111), los cuales tenian
valores mas elevados que los encontrados en
el presente trabajo.

Lo anterior determind que la féormula de
Friedewald no era factible en gallinas ponedoras
ni para el calculo del C-VLDL y mucho menos
para el calculo del C-LDL, debido a los errores
sumados en las ecuaciones que se necesitan
para dar los resultados requeridos, y que en
el presente estudio arrojo valores negativos
(tabla 2).

Tabla 2. Concentraciéon en mg/dL de CT, TAG, C-VLDL, C-HDL,
C-LDL Friedewald, C-LDL directo en gallina ponedora

C-LDL C-LDL
eu = Rl Geilol Friedewald Directo
Media 142,3 777,4 155,5 13,4 -26,542 49,3°
Desviacion estandar 33,3 284,2 56,8 3,5 36,8 1,1
Minimo 92,1 129,7 25,9 6,8 -121,7 30,5
Maximo 255,5 1398,2 279,6 21,3 52,8 71,9
Rango 163,4 1268,4 253,7 14,4 174,5 41,5
P-valor 0,000

CT: Colesterol total, TAG: Triglicéridos, C-VLDL: colesterol de la lipoproteina de muy baja densidad (calculado: dividiendo
los TAG entre 5) C-HDL: colesterol de la lipoproteina de alta densidad, C-LDL colesterol de la lipoproteina de baja densidad.

Las técnicas de ensayos con liquidos homo-
géneos, también conocidas como métodos
directos para la medicién del C-LDL, han sido
promocionadas como métodos que no presen-
taron problemas en pacientes con ausencia de
ayuno, y con la capacidad de medir el C-LDL
en muestras donde los TAG eran mayores a
400mg/dL (Fei et al, 2000, 1352); sin embargo,
el método que ha sido utilizado en el presente
trabajo (detergente + DSBmMT) se ha afecta-
do negativamente en sus resultados, cuando
las altas concentraciones de TAG en suero
superan el rango maximo permitido (Miller et
al, 2002, 497); en el caso de los reactivos uti-
lizados para este trabajo, pertenecientes a los
laboratorios BioSystems, aceptan una lipemia
con un maximo de 1290mg/dL de TAG.

Comparacién del método de Friedewald y el directo para la determinacion del colesterol LDL en gallinas ponedoras

En el presente trabajo se encontrdé un rango
de TAG entre 129-1398mg/dL (solo un dato fue
superior a 1290 mg/dL); no obstante, se hizo
el analisis del suero por el método directo y se
compard con los resultados obtenidos en traba-
jos anteriores. Se encontré que los resultados
analizados con el método directo son similares
a los datos en el estudio donde analizaron en
la dieta los subproductos del cartamo (An et al,
1997, 691-692), los cuales utilizaron el método
de ultracentrifugacion junto con un Kit enzima-
tico para colesterol; pero, difirieron con los da-
tos del trabajo donde analizaron otros aditivos
como el acido linoleico conjugado (Yin et al,
2008, 285 y 289). El método utilizado en este
trabajo fue con un precipitado a base de po-
livinil sulfato (comunicacion interna); ademas,
este método también puede verse afectado
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negativamente por las altas concentraciones
de TAG en suero (Rifai et al, 1992, 154).

Como conclusién se encontré que la cuantifi-
cacion del C-LDL con la féormula Friedewald no
es factible usarla en gallinas ponedoras en pro-
duccién, debido a los altos niveles de TAG en
suero que a van afectar negativamente los va-
lores de dicha lipoproteina. Se encontré viable
el uso del método directo a base de detergente
+ DSBmT para las gallinas ponedoras; sin em-
bargo, hay que tener en cuenta que los niveles
de TAG no superen el maximo permitido por el
o los laboratorio(s) fabricantes.
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