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RESUMEN

Con la finalidad de caracterizar los niveles plasmaticos de colesterol (COL) y
lipoproteinas de alta densidad (LAD) durante las primeras 8 semanas posparto en
vacas de carne, se realizaron muestreos seéricos cada semana a partir del parto en
12 vacas F1 (Brahman X Pardo Suizo) con un rango de peso vivo de 400-450 kg y
una condicion corporal de 2 — 2.5 puntos (escala 1= emaciada a 5=obesa). Las vacas
se alimentaron con un complemento concentrado y forraje (rastrojo de maiz, sorgo y
heno de avena) a cada una se le suministraron 9.500 kg de materia seca hasta cubrir
sus requerimientos de pesos vivo y lactancia de manera individual. Las hembras se
mantuvieron en amamantamiento continuo durante el periodo de muestreo. Las
muestras sanguineas se sometieron a un doble analisis de COL y LAD mediante
espectrometria se analizo la absorbancia, cada muestra se corrio por triplicado y los
resultados se analizaron mediante un procedimiento de medidas repetidas con
efectos mixtos. Se encontré normalidad en la distribucién de los valores para COL y
LAD durante las 8 semanas (SEM), encontrandose valores superiores para COL, en
comparacién con LAD en todos los muestreos. COL= SEM1 122.5+32.8, SEM2
123.2+37. SEM3 135.2+39, SEM 4 142+41.3, SEM5 140.3£37.3, SEM6 154.6+43.6,
SEM7 168.3+41.9, SEM8 142.4+34.6. En el caso de LAD el comportamiento fue
similar, encontrandose una disminucién en la SEM5 y volviendo a elevarse hasta la
SEM8. LAD= SEM1 72.7+14.3, SEM2 69.9+19.11, SEM3 73.3+26.3, SEM4
84.9+39.9, SEM5 74.6+£23.9, SEM6 82.4+31.8, SEM7 86.4+25.9 Y SEM8 89.9+24.0.
Se concluye que existid una mayor concentracion plasmatica de COL, respecto a
LAD; sin embargo, los dos metabolitos lipidicos presentaron un aumento constante
hasta la semana 5 posparto, volviendo recuperarse hasta la semana 8 posparto en
vacas F1, lo que puede implicar informacién importante para determinar el grado de
balance energético negativo.
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Figura 1. Cambios semanales en la concentracion de colesterol (COL) y
lipoproteinas de alta densidad (LAD) durante el posparto en vacas
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INTRODUCCION GENERAL

El periodo posparto es una etapa fisioldégica de importancia productiva y metabdlica
en las vacas de cria, ya que es uno de los periodos mas sensibles desde el punto de
vista energético-nutricional, en dicho estado ocurre el periodo de transicion, que se
presenta alrededor de 21 dias antes del parto y termina a las 3 semanas posparto
(Calsamiglia, 2001) dicho periodo se caracteriza por una disminucién en el consumo
de alimento, y por un aumento acelerado de los requerimientos nutricionales de la
vaca, generandose un desbalance entre los requerimientos nutricionales y los
nutrientes consumidos llevando al animal a un status conocido como balance
energeético negativo (BEN) que generalmente se presenta durante el puerperio y se
puede prolongar durante gran parte de la lactancia, si no se llegan a satisfacer las
demandas nutricionales de las hembras (Marin, 2006; Galvis et al., 2007; Fernandez,
2009).

El posparto implica una alta demanda energética en las vacas, la cual no es posible
cubrir, debido al tipo de alimentos que consume el ganado (forrajes) y a la capacidad
diaria de consumo de los animales, por esta razén se ven obligadas a movilizar sus
reservas corporales de grasa para mantener la produccion de leche, lo cual se refleja
en una disminucidon de su peso vivo y condicion corporal (Martinez et al., 2010;
Santos, 2009; Romero et al., 2007)

La ingesta de energia es un factor determinante en el desempefio productivo, ya que
al mejorar el estatus nutricional de la hembra, aumenta la produccion lactea y se
propician las condiciones para que ocurra el reinicio de la actividad ovarica posparto
(EI-Shahat y Abo-El maaty, 2010).

CARACTERIZACION DE COLESTEROL Y LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD EN VACAS F1 DURANTE EL POSPARTO TEMPRANO
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Sin embargo, desde el punto de vista practico resulta dificil determinar el BEN en las
hembras, por lo que se han desarrollado distintas metodologias para obtener un
panorama del metabolismo energético de las hembras rumiantes durante el posparto,
en este sentido el perfil sérico de algunos metabolitos relacionados con el status

energético de los animales han sido de gran utilidad (Sagaon, 2003; Vargas, 2009).

Dentro de los indicadores metabdlicos que se han estudiado, se encuentran los
metabolitos de lipidos, los cuales indican la movilizacion de las reservas corporales
de energia en la hembra, que estan constituidas por &cidos grasos y colesterol
principalmente (Ramirez et al., 2006; Romero et al., 2007; Vargas, 2009; Garcia,
2012).

Las lipoproteinas son las moléculas responsables de la distribucion de colesterol,
hacia los tejidos periféricos, a través del torrente sanguineo, asi como los acidos

grasos no esterificados (Lammoglia et al., 2000; Hess, 2003).

El perfil de metabolitos lipidicos y la estimacion de los cambios de peso y condicion
corporal de la hembra, constituyen en su conjunto, una valiosa herramienta de
trabajo en la estructuracion de programas de manejo nutricional de las vacas, asi
como para el diagnostico de desordenes metabdlicos que comprometen su
productividad (Alvarez, 2001; Sagaon, 2003; Caldeira et al., 2007; Aguilar, 2012).

En este sentido estudios sobre el perfil de COL y LAD en las vacas durante el
posparto temprano, son importantes para poder estimar el status metabdlico y la
utilizaciéon de la energia en forma de grasas en la etapa fisiolégica de mayor

importancia energética como es el posparto.

CARACTERIZACION DE COLESTEROL Y LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD EN VACAS F1 DURANTE EL POSPARTO TEMPRANO
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. REVISION DE LITERATURA

2.1 GANADERIA BOVINA EN MEXICO

En México, la ganaderia bovina es una de las principales actividades agropecuarias,
relevante por la variedad de productos obtenidos, como la carne, leche, pieles y otros

subproductos (Tinoco, 2010).

De acuerdo con el censo agricola, ganadero y forestal de 2007, en México existen
alrededor de 1.13 millones de unidades de produccion de ganado bovino, 10.3%
ubicadas en Veracruz, 7.7% en Chiapas, 7.4% en Oaxaca, 6.5% en Guerrero, 6.1%
en el Estado de México, 5.5% en Jalisco y el resto en las demas entidades del pais
(INEGI, 2007).

Hasta el afio 2011 se estimé una poblacion de ganado bovino de 33 millones de
cabezas, de las cuales se estima que entre 8 y 9 millones son sacrificadas
anualmente para el abasto de carne. En el caso de la leche, datos oficiales indican
una produccion anual de 11 millones de toneladas de litros de leche para el afio 2012
(SIAP, 2012). Situacion que muestra la importancia economica y social de la

actividad.

La ganaderia bovina mexicana se encuentra distribuida en diferentes regiones
agroecoldgicas. En la regién templada, el ganado bovino para carne se mantiene
gran parte del afio en areas de pastos y arbustos, teniendo acceso a superficies con
residuos de cosechas agricolas y esquilmos, en general los pastos son de buena

calidad y el tipo de ganado utilizado es de tipo Bos taurus (Vargas, 2009).

CARACTERIZACION DE COLESTEROL Y LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD EN VACAS F1 DURANTE EL POSPARTO TEMPRANO
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Por otra parte el sistema de vaca-cria de las areas tropicales y sub tropicales
generalmente se maneja en condiciones extensivas, por lo que su dieta principal se
basa en forrajes introducidos y nativos que son de baja calidad nutricional, debido a
la digestibilidad de los mismos. Dicha ganaderia esta constituida basicamente por
animales cebU y sus cruzas con las razas europeas. Estos animales hibridos han
demostrado una gran adaptacion a las condiciones existentes en el tropico; como la
resistencia a la garrapata, tolerancia a temperaturas elevadas y a las fluctuaciones
de disponibilidad de forrajes, sin embargo, sus indices productivos son relativamente
bajos, debido a que presentan una madurez sexual tardia, largos periodos de anestro
posparto y una marcada estacionalidad en la produccién de becerros (Amezcua et
al., 2003).

La limitaciébn de ciertos nutrientes como la energia, el nitrégeno disponible en el
rumen y los aminoacidos contribuyen a una productividad animal inferior a lo

deseado (Titgemeyer y Loést, 2001; Amezcua et al., 2003).

Uno de los problemas que limita la productividad de la ganaderia de doble propdsito
en climas tropicales son las deficiencias de los suelos y los forrajes en macro y micro
minerales, tales como el fosforo, calcio, selenio, cloro, sodio, magnesio, cobre y
cobalto. La deficiencia de estos minerales ocasiona grandes trastornos metabdlicos y
fisiolégicos en los rumiantes, dichos trastornos dificultan el aprovechamiento de los
escasos nutrientes con los que cuenta el forraje, reflejandose significativamente en la

produccion del ganado bovino (Bouda et al., 1997).

e ———
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2.2 PARAMETROS PRODUCTIVOS Y REPRODUCTIVOS EN

BOVINOS DE CARNE

El &rea tropical de México abarca 51'278,600 hectéreas, que corresponde al 26.2 %
del territorio nacional; de estas, 18, 952, 300 (37 %) se dedican a la produccién
pecuaria, donde pastorean aproximadamente 12 millones de bovinos (40 por ciento
del inventario nacional), que producen el 28 y 39 % de la leche y carne que se
consume en México. La mayor parte de estos productos provienen de las 3'900,000
vacas que se explotan bajo el sistema de “doble propdsito” en esta area (Koppel et
al., 1999); a pesar de la importancia numérica y de los volimenes de produccién de
los bovinos de doble propdsito en el tropico mexicano, sus indices productivos son
bajos, teniendo una produccién de leche de 700 a 100 litros por vaca™afio™, con un

inérvalo entre partos de 17 meses (Quiceno y Mateus, 2007).

En bovinos de carne, se ha estimado un intervalo entre partos de 600 a 620 dias, con
una producciéon de becerros destetados 48 — 52 por cada 100 vientres (FIRA, 1994b;
ASERCA, 1995b). En algunos municipios del estado de Michoacan, se tienen datos
similares, que van desde los 651.6 — 936 dias el intervalo entre partos y becerros de
150 kg al aflo de edad (Castillo et al., 1997; Molina et al., 2004; Salas y Canela,
2002).

2.3 PUERPERIO

El puerperio, es la fase inmediata después del parto, es un proceso fisioldgico de
modificaciones que ocurren en el Utero durante el cual este 6rgano se recupera de la

gestacién, retomando su forma y tamafio, preparandose para el retorno a la actividad

CARACTERIZACION DE COLESTEROL Y LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD EN VACAS F1 DURANTE EL POSPARTO TEMPRANO
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reproductiva. Las modificaciones que se suceden consisten en el restablecimiento de
la forma del cérvix; disminuciéon del volumen uterino; involucién caruncular y
reparacion endometrial; ciclo de eliminacion de loquios; flora bacteriana, y

mecanismo de defensa y reinicio de la actividad ovarica (Méndez, 2010).

Durante el puerperio, en las vacas resulta normal que se presente un desequilibrio
energeético, el cual obliga a la hembra a realizar un ajuste metabdlico, que involucra
la movilizacion de sus reservas corporales (grasa) y cambios en las concentraciones
plasmaticas de algunos metabolitos de lipidos involucrados en el proceso de
lactogénesis (Ceballos et al., 2002).

2.4 LACTANCIA

Al inicio de la lactacion se presentan alteraciones marcadas en la distribucion de los
nutrientes y en el metabolismo general de la hembra bovina. Con base en los
cambios de la concentracién sanguinea de hormonas tiroideas durante la lactacion y
Su asociacion con la produccion de leche, se ha propuesto que dichas hormonas
pueden tener un papel importante en el mantenimiento del gasto de energia en

funciones de alta prioridad, como la lactacion (Amezcua et al., 2003).

2.5 BALANCE ENERGETICO NEGATIVO POSPARTO EN

GANADO BOVINO DE CARNE

El balance energético negativo (Negative Energy Balance, NEBAL, por sus siglas en
inglés) se define como la diferencia entre la energia neta consumida por el animal y

la requerida para su mantenimiento y produccion (Galvis et al., 2005). La energia

CARACTERIZACION DE COLESTEROL Y LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD EN VACAS F1 DURANTE EL POSPARTO TEMPRANO
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disponible para el animal, incluye la que proviene de la nutricion y la almacenada en
los tejidos corporales, principalmente la del tejido adiposo. La energia utilizada difiere
en cada animal y depende de la edad y del estado fisiolégico; ya que varia la forma
que es utilizada para el mantenimiento de la homeostasis y necesidades fisiologicas
como las de crecimiento y reproduccion (Blache, 2003; Gallardo et al., 2004); de este
modo, diferentes factores afectan el NEBAL, entre los que se cuentan los referentes
al contenido de materia seca, la digestibilidad y el valor energético y proteico de la
racion, asi como la capacidad de consumo y niveles de alimentacion ofrecidos a los

animales (Galvis et al., 2005).

Se ha reportado que dos semanas antes del parto, la vaca reduce el consumo de
materia seca, aproximadamente en un 30% (Dann et al., 1999). Esta reduccion
sumada a las necesidades fetales y a la sintesis de calostro, propicia las condiciones
para que inicie el NEBAL durante el preparto y continte en el posparto (Galvis et al.,
2005), el cual, de acuerdo con algunos autores, inicia pocos dias antes del parto y
generalmente alcanza su punto méaximo alrededor de 2 semanas después (Butler,
2000). De acuerdo con Calsamiglia (2001), el ganado vacuno tiene la capacidad de
compensar el déficit alimentario de energia a través de la movilizacion de grasa
corporal, dicho mecanismo se activa al existir una disminucién en los niveles de
glucosa e insulina en sangre, lo que resulta en en un aumento en los NEFAs (Non-
Esterificate Fatty Acids, por sus siglas en inglés) en sangre que son utilizados por el

higado como fuente de energia (Marin, 2006).

En diversos estudios, los NEFAs en sangre son indicativos de un NEBAL, que se
presenta durante las primeras tres semanas de lactacion y estan altamente
correlacionados con el intervalo a primera ovulacion posparto, que generalmente
ocurre entre 30-45 dias después (Spain, 1996; Butler, 2000). Siendo esta una
relacion inversa entre el balance de energia y tiempo para la reanudacién de la

actividad ovarica después del parto; los resultados de la ingesta inadecuada de

CARACTERIZACION DE COLESTEROL Y LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD EN VACAS F1 DURANTE EL POSPARTO TEMPRANO
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nutrientes resulta en la pérdida de peso y condicion corporal, una disminucion en la
produccion diaria de leche, asi como la ausencia o el cese de la conducta sexual
(Molina, 2003; Montiel y Ahuja, 2005).

Las modificaciones en el balance de energia, pueden repercutir en cualquiera de los
tres niveles del eje hipotalamo-hipofisis-gbnadas, asi como en los mecanismos
reguladores de retroalimentacion (Butler, 2000). Estudios realizados por Blache
(2003) y Marin (2006) mencionan que a mayores concentraciones séricas de COL y
LAD, el efecto detrimental del NEBAL disminuye durante el posparto temprano y
estos incrementos en los niveles, se puede lograr modificando la cantidad de energia

en la dieta haciendo mas eficiente la producciéon del ganado bovino.

2.6 PERFIL METABOLICO

El perfil metabdlico es un conjunto de determinaciones de laboratorio que permiten la
caracterizacion de un individuo o grupo de ellos y tiene por objeto aportar un
diagnodstico para estudiar y comprender la naturaleza de los trastornos metabdlicos
(Aguilar, 2012).

Los perfiles metabdlicos se desarrollaron hace aproximadamente 30 afios en
Compton, Inglaterra, disefiados y descritos por Payne et al. (1970). Donde a partir de
un analisis de plasma sanguineo permite evaluar algunos componentes como
colesterol, glucosa, acidos grasos, proteinas metabdlicas (lipoproteinas,
quilomicrones, leptina, insulina y glucagén) que de acuerdo a las condiciones de
nutricion y status nutricional, permiten obtener informacion relacionada con la

nutricion, el metabolismo y la salud de cada hembra, pudiéndose identificar algunas

CARACTERIZACION DE COLESTEROL Y LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD EN VACAS F1 DURANTE EL POSPARTO TEMPRANO
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situaciones de riesgo que pueden incidir en el desempefio del hato ganadero, como

es la cetosis y otros sindromes metabolicos (Caldeira et al., 2007; Aguilar, 2012).

2.7 INDICADORES METABOLICOS EN LAS VACAS DURANTE

EL POSPARTO

2.7.1 ACIDOS GRASOS NO ESTERIFICADOS

Las NEFASs, son acidos grasos no esterificados resultan de la lisis de los triglicéridos
en la grasa de los animales, éstos acidos grasos libres son empleados para
satisfacer los requerimientos energéticos de los animales, durante el NEBAL (Molina,
2003). Se ha documentado que durante las primeras semanas de lactacién se
incrementa la actividad lipolitica, dicha situacion esta relacionada con el gasto

energético de la produccion de leche (McNamara, 1991; Molina, 2003).

La movilizacion de las reservas corporales resulta en un aumento en las NEFAs en
sangre; esta se duplica en plasma entre los dias -17 y +2 del parto, y el contenido de
triglicéridos en el higado se triplica el dia del parto, respecto a 28 dias preparto
(Calsamiglia, 2001; Molina, 2003).

2.7.2 TRIGLICERIDOS

Los triglicéridos (TG) son ésteres de los acidos grasos conjugados con glicerol. Son

los principales componentes de los depdsitos en el tejido adiposo y predominan en la
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grasa de la leche. Los TG plasmaticos son los principales precursores de los acidos
grasos de cadena larga de la grasa de la leche y su concentracion en sangre
disminuye en la medida que se produce un déficit energético, pero aumenta al
producirse la movilizacion de grasas. Una parte de los acidos grasos libres son re-
esterificados a triglicéridos, y en caso de que no resulten necesarios para gasto
energético son enviados de nuevo a los tejidos extrahepaticos dentro de los
asociados a lipoproteinas para ser almacenados en tejido adiposo. En situaciones de
déficit energético, los TG que llegan al higado se oxidan para la liberacion de
energia, aumentando sus concentraciones en el tejido hepatico en funcion de la
cantidad de lipidos movilizada (Grummer, 1993). La concentracion de triglicéridos
varia con la etapa de la lactancia, debido a su utilizacion por la glandula mamaria

para la lactogénesis (Gonzélez et al., 2000; Alvarez, 2001).

2.7.3 INSULINA

La insulina es una hormona polipeptidica formada por 51 aminoacidos, producida y
secretada por las células B de los islotes de Langerhans del pancreas (Pinos y
Sanchez, 2001).

Diversos estudios han tratado de relacionar las concentraciones de insulina en
sangre con el nivel nutricional y la actividad reproductiva. La insulina participa en el
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas. El efecto mas importante de la
insulina es fomentar el trasporte de glucosa hacia casi todas las células del cuerpo,
en especial las musculares, adiposas y hepaticas. La insulina, también regula el
metabolismo de las proteinas al incrementar el trasporte de los aminoacidos a traves
de las membranas celulares para la sintesis de proteinas. Ademas, la insulina puede
promover el acoplamiento eléctrico entre neuronas simpaticas, modular la entrada de

monoaminas en ceélulas neurales, incrementar la liberacion y el retorno de
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catecolaminas y estimular el trasporte de iones a través de las membranas (Pinos y
Sanchez, 2001).

2.7.4 GLUCOSA

La glucosa es un monosacarido con formula molecular CgH1206. ES una hexosa, es
decir, contiene 6 atomos de carbono, y es una aldosa, esto es, el grupo carbonilo
esta en el extremo de la molécula (Andresen, 2001).

La glucosa es el primer representante del metabolismo energético. En el organismo
animal todos los tejidos requieren de un minimo de glucosa; sin embargo, en 6rganos
como el cerebro, corazon y glandula mamaria se requieren concentraciones altas
para el funcionamiento normal de dichos 6rganos. Los primeros antecedentes con
relacion a la evaluacién del metabolismo energético en bovinos hacen referencia a la
determinacién de la concentracién de glucosa en muestras de sangre. La glicemia es
regulada por un mecanismo complejo de control endocrino, lo que permite que
mantener niveles de glucosa constante, independientemente de factores asociados a
la dieta. Sin embargo, se pueden encontrar animales hipoglicémicos, principalmente
en el inicio de la lactancia porque los animales pueden no estar aptos para enfrentar
el déficit energético que ocurre en este periodo. Los valores de referencia para la

glucosa en el ganado van de 2.5 a 4.6 mmol/L (Andresen, 2001; Vargas, 2009).

La glucosa aumenta dramaticamente antes del parto y muestra una caida posterior al
mismo. Este aumento se debe a un incremento en los glucocorticoides y el glucagon,
gue agotan las reservas hepaticas de glucégeno. Al recuperarse dichas reservas
ocurre un aumento de glucosa hacia la segunda semana postparto, a pesar de que

CARACTERIZACION DE COLESTEROL Y LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD EN VACAS F1 DURANTE EL POSPARTO TEMPRANO
14


http://es.wikipedia.org/wiki/Monosac%C3%A1rido
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Hexosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Aldosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbonilo

UMSNH-FMVZ RAUL SANCHEZ AYALA

aumenta la demanda de glucosa para la sintesis de lactosa por la ubre después del
parto (Andresen, 2001).

2.7.5 B-HIDROXIBUTIRATO

El B-hidroxibutirato (BHB) es un producto fisiologico del metabolismo de los glucidos
y lipidos. Sus precursores son las grasas y los acidos grasos de la dieta, asi como
los depdsitos de grasa del animal. Los acidos grasos de cadena larga, liberados en la
movilizacion de reservas de grasa, son convertidos en el higado en acetoacetato y
después en BHB, el cual puede ser una fuente de energia para la sintesis de la grasa
en la leche. El valor de referencia de los cuerpos cetonicos en preparto es <0.5

mmol/L y en la lactancia <1.0 mol/L (Gonzalez et al., 2000; Garcia, 2012).

2.7.6 LIPOPROTEINAS

La funcion principal de las lipoproteinas del plasma, es el transporte de los lipidos
desde el intestino y el higado hacia los tejidos periféricos. Las lipoproteinas son
complejos moleculares solubles en los fluidos del sistema vascular (plasma y linfa), y
en los fluidos del intestino y liquido folicular. De acuerdo con su tamafio y densidad,
las lipoproteinas se han dividido en cuatro principales clases: quilomicrones,
lipoproteinas de muy baja densidad (LMBD), lipoproteinas de baja densidad (LBD) y
lipoproteinas de alta densidad (LAD) (Basoglu, 1998).

2.7.6.1 QUILOMICRONES
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Los quilomicrones son las lipoproteinas mas grandes y menos densas. Se sintetizan
y secretan por el intestino delgado después de que los rumiantes han consumido
grasas. La funcion principal de esta lipoproteina rica en triglicéridos, es transportar
los acidos grasos de la dieta hacia los tejidos para que sean depositados como
lipidos para la sintesis de grasa de la leche o para que sean oxidados y generen
energia (Basoglu, 1998).

2.7.6.2 LIPOPROTEINAS DE MUY BAJA DENSIDAD

Este tipo de lipoproteinas son particulas que representan una forma para el
transporte de triglicéridos desde el intestino delgado hasta los tejidos periféricos a
través de los vasos sanguineos y linfaticos. Esta lipoproteina se caracteriza por su
alta concentracion en triglicéridos, elevado contenido de fosfolipidos un deficiente

contenido de ésteres de colesterol (Galvis et al., 1998).

2.7.6.3 LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD

Las Lipoproteinas de baja densidad (LBD o LDL; Low Density Lipoproteins, por sus
siglas en inglés), en rumiantes, son el producto final de la degradacion intravascular
de las lipoproteinas de muy baja densidad, dichas moléculas estan implicadas en la
distribucion del colesterol a los tejidos. Estas representan el 10% del total de las
lipoproteinas en plasma. Las LBD estan compuestas de colesterol, 48%; fosfolipidos,
27%; triglicérido, 15% y colesterol libre, 10% (Galvis et al., 2007).

2.7.6.4 LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD
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Las lipoproteinas de alta densidad (LAD o HDL; High Density Lipoproteins, por sus
siglas en inglés), representan mas del 80% de las lipoproteinas totales. Su funcién
principal es transportar el colesterol a los tejidos para la esteroidogénesis primaria
(higado, testiculos, ovarios y glandula mamaria). En rumiantes son sintetizadas y
secretadas por el higado y el intestino delgado. Estas particulas son las mas
importantes para el transporte del colesterol, las cuales regulan la biodisponibilidad
del mismo en las células periféricas, asi como en el tejido hepético, que
posteriormente regula su contenido a través de la excrecion biliar, y la sintesis de

nuevas particulas de otros tipos de lipoproteinas (Basoglu, 1998).

2.7.7 COLESTEROL

El colesterol es el principal representante de los esteroles en el organismo animal, y
es considerado esencial por las funciones que realiza, precursor de las hormonas
esteroideas y de los acidos biliares. Ademas, es un elemento estructural de las
lipoproteinas. El rango de referencia de las concentraciones plasméticas es de 4.18 +
1.43 mmol/L. Valores altos, por encima del nivel de referencia segun la etapa del
animal, indica un exceso de grasa en la dieta y por debajo de éste, posible alteracion
hepatica (Alvarez, 2001).

El intestino recibe acidos grasos enddégenos y exdgenos, los cuales son esterificados
para formar triglicéridos, fosfolipidos y ésteres de colesterol. Todos estos
compuestos forman complejos con ciertas proteinas para dar lugar a las
lipoproteinas que son secretadas a la linfa del intestino y son transportadas a través
de la sangre (Galvis et al., 2007).
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2.7.7.1 RUTA DE LA BIOSINTESIS DEL COLESTEROL

La mayoria de los eslabones de la biosintesis de la biosintesis enzimatica del
colesterol son ahora conocidos con detalle gracias a importantes investigaciones por
varios autores desde los afios 40°s, que prepararon una operacion de investigacion
mas detallada acerca de los mecanismos enzimaticos por los cuales: 1) el acido
acético se convierte en acido mevalénico, 2) el acido mevaldnico se transforma en

escualeno, y 3) el escualeno se convierte en colesterol (Lehninger, 2003).

2.7.7.2 REGULACION DE LA BIOSINTESIS DEL

COLESTEROL

La biosintesis del colesterol en el higado resulta suprimida por el colesterol de la
dieta alimenticia y por el ayuno, efecto que es producido por una disminucion de la
biosintesis hepatica de la B-hidroxi-B-metil-glutaril-CoA-reductasa. Sin embargo, el
propio colesterol no parece ser un inhibidor. Se ha postulado que el verdadero
inhibidor es una lipoproteina que contiene colesterol, un acido biliar o bien una
proteina especifica que se ha encontrado en la bilis. El ayuno inhibe también la
biosintesis del colesterol, mientras que las dietas ricas en grasa aceleran el proceso
(Lehninger, 2003).

2.7.7.3 SINTESIS DE ESTERES DE COLESTEROL
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La mayor parte del colesterol de los tejidos de los organismos superiores se halla en
forma esterificada en su grupo 3-hidroxilo por acidos grasos de cadena larga. El
higado contiene un enzima que forma ésteres de colesterol, segun la siguiente

reaccion:

Colesterol + acil(graso)-CoA cesteroracitansierasa - gster de colesterol + CoA

En el plasma sanguineo se forman también ésteres del colesterol mediante la
fosfatidil-colesterol-acil-transferasa, enzima que cataliza la transferencia de un grupo

acilo de &cido graso desde la posicion 2 de la fosfatidil-colina, al colesterol:

Fosfatidil-colina + colesterol « lisofosfatidil-colina + éster de colesterol (Lehninger,
2003).

2.8 METABOLISMO DE LOS LIPIDOS EN LOS RUMIANTES

A nivel ruminal son cuatro los procesos que ocurren con los lipidos: hidrolisis,
biohidrogenacion, sintesis y saponificacion de los acidos grasos. Los procesos de
hidrdlisis, biohidrogenacion y saponificaciébn son procesos que se dan siempre, sin
embargo, la sintesis depende de la cantidad de acidos grasos consumidos (Relling y
Mattioli, 2003).

Los microorganismos ruminales modifican sustancialmente los lipidos consumidos. El
primer paso de la digestion de las grasas en el rumen consiste en procesos de
hidrolisis por lipasas bacterianas (galactosidasas y fosfolipasas), ubicadas en la

superficie de los microorganismos, por lo cual las bacterias, principalmente
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Anaerovibrio lipolytica, necesitan adherirse a la superficie del alimento. Como
principales productos de la hidrdlisis se liberan acidos grasos y glicerol, sumados a
alcoholes aminados derivados de los fosfolipidos y galactosa de los galactolipidos.
Estos ultimos junto con el glicerol son metabolizados y convertidos en acidos grasos
volatiles, que se absorben por la pared ruminal. A continuacion, los &cidos grasos
insaturados sufren un proceso de hidrogenaciéon microbiana, o biohidrogenacion,

especialmente por bacterias adheridas al alimento (Relling y Mattioli, 2003).

Esto se deberia por un lado a que los &cidos grasos al ser moléculas bipolares
disminuyen la digestibilidad de los alimentos, debido a que los extremos hidrofilicos
se adhieren al alimento dejando expuesto los extremos hidrofébicos, lo que dificulta
el acceso de las enzimas digestivas bacterianas. Por otro lado los acidos grasos
insaturados alteran la tension superficial y la permeabilidad de las membranas

bacterianas, perjudicando especialmente a la flora celulolitica (Lehninger, 2003).

El porcentaje de hidrogenacion esta en relacion con la cantidad de &cidos grasos
poliinsaturados que lleguen al rumen y del pH ruminal. A mayor cantidad de acidos
grasos insaturados, menor va a ser la proporcion de biohidrogenacion. Cuando mas
bajo es el pH ruminal, mayor es la inhibicion del crecimiento de las bacterias
encargadas de la biohidrogenaciéon, sobretodo del grupo que realiza el Ultimo paso
(de 18:1 a 18:0), quedando de esa forma mayor cantidad de metabolitos intermedios
La biohidrogenacion resulta también util al inactivar ciertos compuestos toxicos como
alcaloides, fenoles y estrdgenos vegetales, y representa para el organismo un ahorro
de vitamina E, encargada de proteger a los acidos grasos insaturados de los
procesos oxidativos (Relling y Mattioli, 2003).

En la biohidrogenacion las enzimas isomerasas propias de la flora intestinal de los

rumiantes transforman los acidos grasos mono y poliinsaturados provenientes de la
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dieta en sus isomeros trans (Relling y Mattioli, 2003).

Los microorganismos ruminales no almacenan lipidos como triglicéridos, pero deben
sintetizar sus membranas plasmaticas para lo cual emplean acidos grasos que toman
del rumen o bien que sintetizan en su soma, creando asi una variedad de acidos
grasos, algunos de ellos de cadenas impares y ramificadas, los cuales al reciclarse
en el rumen por muerte bacteriana representan un factor de crecimiento importante
para otros microorganismos, y una vez absorbidos pueden seguir alguna via comun
a los demas acidos grasos, incluso contribuyen a determinar las caracteristicas
organolépticas de la leche, como su olor y sabor. La cantidad de &cidos grasos
sintetizados por las bacterias dependen de la cantidad que ingrese por la dieta,

disminuyendo a medida aumenta su cantidad (Lehninger, 2003)

Actualmente, con el objetivo de aumentar la incorporacion de acidos grasos
(mediante la disminucion del efecto biohidrogenizador del rumen), se han estudiado
varias alternativas. Entre ellas, incluir los acidos grasos insaturados o poliinsaturados
(semillas de lino, colza, aceites de pescado) encapsulados en proteinas protegidas

como formaldehido o por jabones calcicos de acidos grasos (Arana et al., 2005).

El dltimo de los cuatro procesos que tiene lugar en el rumen es la saponificacion de
los acidos grasos, con pH ruminales poco acidos (6.5) los acidos grasos saturados
tienden a formar jabones con el Calcio y el Magnesio. Estos jabones no son
absorbidos en el rumen por los que pasan como tales al abomaso. Este hecho se
utiliza también comercialmente para proteger grasas. Se pueden realizar
tratamientos industriales para aumentar la resistencia de los lipidos a la hidrolisis
ruminal (Arana et al., 2005).

2.9 DIGESTION DE LiPIDOS

CARACTERIZACION DE COLESTEROL Y LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD EN VACAS F1 DURANTE EL POSPARTO TEMPRANO
21



UMSNH-FMVZ RAUL SANCHEZ AYALA

Los glicerolipidos microbianos y cantidades pequefias de acidos grasos volatiles, son
los principales lipidos presentes en el quimo que llega al duodeno procedente de
abomaso. La micela se forma con lecitina o isolecitina, por la lipasa y la fosforilasa
pancreaticas. Las grasas protegidas, se cubren con algun ingrediente como una
pasta de oleaginosa, que a su vez esta tratada con calor o un bacteriostatico como
formaldehido (Lehninger, 2003).

2.10 ABSORCION DE LOS LIPIDOS

El glicerol y los acidos grasos de menos de 10 atomos de carbono se absorben por
via portal, mientras que los monoglicéridos y acidos grasos de cadenas mas largas,
pasan a la circulacion linfatica en mamiferos. Son seis hechos fisiologicos para la

absorcion de grasas:

1) La presencia de microvellosidades intestinales

2) La existencia de las alfa y alfa’ lipasas pancreéticas

3) El hecho de que los monoglicéridos pueden absorberse intactos
4) La formacién de la micela

5) Laresintesis del triglicéridos

6) La formacion del quilomicrén (Lehninger, 2003).
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HIPOTESIS

La caracterizacion de los niveles séricos de COL y LAD durante el posparto
pueden aportar informacion sobre el estatus nutricional y metabdlico en vacas F1

(Bos Taurus X Bos indicus).

OBJETIVO

Caracterizar el perfil sérico de colesterol y lipoproteinas de alta densidad en vacas F1

en las primeras ocho semanas después del parto.

e ———
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.  MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de estudio: El presente estudio se llevo a cabo en el periodo
comprendido entre el mes de junio 2009 al mes de enero de 2010, en el sector de
bovinos de carne de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, localizada en el municipio de
Tarimbaro, Michoacan, México. La region se localiza a 19° 42' 10" de latitud Norte y
101° 11' 32" de longitud Oeste, a una altura sobre el nivel del mar de 1921 metros. El
clima se clasifica como templado con lluvias en verano. La temperatura promedio

anual es de 26° C, la precipitacién pluvial media es de 762.1 mm?® (INEGI, 2004).

Animales y alojamiento: Se utilizaron 12 vacas F1 Cruza de Bos indicus x Bos
taurus, provenientes de las razas Brahman y Pardo Suizo Europeo. Los animales
tuvieron un peso vivo entre los 400-450 kg, con una condicion corporal de 2-2.5
puntos (escala del 1 al 5, donde 1 (emaciada) y 5 (obesa) (Ayala et al., 1990). El
numero promedio de partos por vaca fue de 3, con un rango de 2-4 partos. Las vacas
parieron entre junio y noviembre de 2009, durante el periodo de estudio éstas se
mantuvieron en amamantamiento continuo sin realizarse la ordefia. Todos los
animales permanecieron estabulados en corrales bajo techo con alimentacion en

pesebre.

e ———
CARACTERIZACION DE COLESTEROL Y LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD EN VACAS F1 DURANTE EL POSPARTO TEMPRANO
24



UMSNH-FMVZ RAUL SANCHEZ AYALA

Manejo Nutricional: La dieta base consistié en rastrojo de maiz molido, heno de
avena y alimento concentrado a base de sorgo, maiz, soya, sales minerales y
vitaminas. El cual consistio en 9,500 kg. de materia seca, 14.52 Mcal. de energia
metabolizable y 1.45 kg proteina cruda (Church et al., 2003) considerandose el peso
vivo, una produccion diaria promedio de 5.0 kg leche, sin considerarse la ganancia
de peso. Los animales se desparasitaron antes del parto, teniendo acceso a

sombreadores y sales minerales durante el periodo de estudio.

Colecta de muestras sanguineas: Para las mediciones de COL y LAD, se
colectaron muestras de sangre (5-7 ml) obtenidas una vez por semana (07:00 h) bajo
condicidon de ayuno, en tubos vacutainer (Bekton & Dickinson) con anticoagulante
(EDTA al 10%) por puncién de la vena coccigea, iniciando el dia siete posparto y
hasta el dia 56 posparto. Las muestras fueron centrifugadas por 15 min a 3000 rpm,
a 4 °C. El plasma sanguineo se separ6 por pipeteo y se almacend en viales a -20 °C
hasta el momento en que se procesaron las muestras para la determinacion de los

metabolitos considerados en el estudio.

Determinacion de metabolitos de lipidos: El analisis de las muestras para la

determinacion de COL y LAD se llevaron a cabo en el laboratorio del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo, mediante la utilizacion de un kit colorimétrico comercial de

reaccion enzimatica para COL y LAD (Anexos 2 y 3, respectivamente). Los cambios
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de color se midieron en un espectrofotometro UV VIS (Kontrolab Easy Kem Vet,
Version 1.0 e Lite), basandose en los valores de absorbancia, en un primer momento
la lectura fue para COL total y 15 minutos después de reposar las muestras en bafio

maria se tomo la lectura para LAD.

Andlisis estadistico: Las variables que se analizaron fueron concentracion sérica de
colesterol (COL) y lipoproteinas de alta densidad (LAD). El resultado obtenido de las
variables en cada semana de muestreo fue analizado mediante un analisis de
varianza (ANOVA) con una comparacion multiple de muestras. También se llevé a
cabo un analisis de regresion entre las dos variables, en todos los casos se utilizé el

paquete estadistico Statgraphics centurion XV (2007).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracion media de COL encontrada en el presente estudio fue de
141.05+38.4 mg/dL, encontrandose un incremento de manera lineal a medida que
avanzé el periodo posparto, con un descenso durante la semana cinco posparto
(Figura 1); sin embargo, no se encontro diferencia significativa entre los diferentes
muestreos para (P=0.0952) fendbmeno probablemente causado por la movilizacion de
reservas corporales, en dicha etapa también pudo influir el pico de lactancia, aunque
las vacas del presente estudio no son de alta produccion lactea, en general la
hembra bovina alcanza una fase maxima de produccion en dicha etapa. Los niveles
de colesterol coinciden con los reportados por Marin (2006), en vacas lecheras
durante el posparto temprano, igualmente datos reportados por Aranda et al. (2003)
en vacas cebuinas mantenidas en condiciones extensivas y sin recibir grasa

adicional en la dieta coinciden con los resultados del presente trabajo.

Henry y Vinazco (2010) sefialan que la concentracion plasmatica de COL por efecto
de la lactancia se incrementa en las primeras semanas posparto, lo que coincide con
los resultados obtenidos en este trabajo, esto explica que a medida que avanza el
posparto, requiere de mas cantidad de COL y HDL, que en ese momento recibe y la
vaca se ve obligada a mover sus reservas corporales y de esa manera poder cubrir
sus requerimientos energéticos. Otros estudios (Aranda et al., 2003) afirman que las
concentraciones de colesterol son bajas en el periparto y aumentan a través del
posparto, lo cual es consecuencia de una disminucién en los requerimientos de
nutrientes y de una normalizacién del metabolismo energético de las vacas. Estos
resultados confirman lo sefialado por Galvis et al. (2003), quienes indicaron que la
concentracion de colesterol, en la vaca, bien sea de baja o alta produccion, alcanza
su equilibrio metabdlico después del parto, lo que se ve reflejado en el nivel de

colesterol plasmético. Segun estas aseveraciones es l6gico pensar que en vacas B.
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indicus el nivel de colesterol plasmatico es un buen indicador del estado nutricional y

metabdlico.

Por su parte los niveles de LAD, tuvieron una concentracion media de 79.26+25.6
mg/dL, observandose un aumento gradual en sus niveles, conforme avanzaba el
posparto; sin embargo, hacia la semana cinco, las concentraciones disminuyeron,
volviéndose a elevar en la siguiente semana, conservando dicha tendencia hasta el
final del periodo de estudio (Figura 1). Tampoco se encontrd diferencia significativa
entre los muestreos (P=.5486). Estos datos difieren de lo reportado por Ceballos et
al. (2002), quienes encontraron que a partir de la sexta semana posparto la vaca
alcanza su equilibrio metabdlico y posee las condiciones para poder revertir los
efectos del balance energético negativo.

250 -
COL mmmm |AD Lineal (COL) Lineal (LAD)
R*=0,6475 R2=0,731
200 - -
150 - [ {

100 -

. I I I i I
0 T T T T T
SEM 1 SEM 2 SEM 3 SEM 4 SEM 5 SEM 6 SEM 7 SEM 8
SEMANA DE MUESTREO

CONCENTRACION (mg/dL)

Figura 1. Cambios semanales en la concentracion de colesterol (COL) vy
lipoproteinas de alta densidad (LAD) durante el posparto en vacas F1. R?*= valor de
correlacion
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El incremento en la concentracion de LAD a través del periodo posparto encontrado
en el presente trabajo, coincide con Henry y Vinazco (2010); quienes encontraron
que después del parto la concentracion de dichas lipoproteinas aumenta hasta
alcanzar valores elevados en las primeras cuatro semanas posparto, mientras que
Henao et al. (2010) y Henry y Vinazco (2010), durante la lactancia temprana el
metabolismo acelerado de las lipoproteinas de muy baja densidad (LMBD) origina la
subsiguiente cobertura de lipidos remanentes en la superficie capilar, que
posteriormente formara las LAD, las cuales probablemente tengan una baja tasa de
recambio, lo que pudiera ser responsable de las elevadas concentraciones de HDL
durante este periodo. Al respecto, Henao et al. (2010), proponen tres posibles
explicaciones para los niveles altos de LAD en el plasma de vacas en lactacion: el
primero es la adaptacion a la lactancia incrementando el reservorio de apoproteina
tipo C, otro es la utilizacién incrementada de LMBD por la glandula mamaria y por
altimo la sintesis y secrecion de LAD naciente, incrementada por el higado en

respuesta a la lactacion.

Por otra parte se encontré una correlacion estadisticamente significativa entre COL y
LAD (P=0.0058) con un valor de r’= 0.74. La tendencia que guardan las
concentraciones de LAD, respecto a las de COL, resultan normales, dado que las
LAD se encargan de regular los niveles de COL; su disponibilidad y su utilizacion a
nivel periférico, duchas proporciones se guardan y muestran un comportamiento
similar debido a que las LAD se sintetizan en el higado en respuesta a las
concentraciones de COL (Carroll et al. 1992; Hawkins et al., 1995). Situacion que ha
sido estudiada en ganado bovino por Ceballos et al. (2002) y Ramirez et al. (2006)
quienes refieren que el incremento simultdneo en las concentraciones séricas de
COL y LAD, se explica por el aumento de los niveles de COL durante la lactancia y
este hecho hace que también se eleven los niveles de apolipoproteinas. Estas
apolipoproteinas forman parte tanto de las LAD como de las LBD, las cuales indican

cerca de un 50% del incremento en lipidos séricos dados en la lactancia.
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V. CONCLUSIONES

Se encontré que las concentraciones séricas de COL, fueron proporcionalmente
mayores a las de LAD, experimentando la misma tendencia de durante el periodo de

estudio, registrandose una disminucion hacia la semana 5 posparto.

Vacas con altos niveles séricos de COL y LAD, es mas favorable para el animal, ya
gue disminuird la cantidad de lipidos movilizados y del mismo modo habra menos
alteraciones metabdlicas, aumento de peso. Caso contrario con vacas que presentan
niveles bajos de COL y LAD se veran obligadas a movilizar mayor cantidad de lipidos
corporales, con ello aumentando las alteraciones metabdlicas y pérdida de peso y no
manifestaran el pico maximo de produccion, y consecuentemente produciran menos

leche en la lactancia, asi como también, tardara mas la reactivacién ovarica.

Durante el posparto es necesario mantener un adecuado balance de nutrientes que
disminuya al minimo las fluctuaciones en el ambiente ruminal, maximice el consumo
y digestion de los alimentos y permita un flujo constante de nutrientes. Con esto
disminuird que se produzcan alteraciones metabdlicas o excesiva deposicion de

grasa, y poder asi mejorar la produccion y la eficiencia reproductiva de las vacas.

Aun cuando en la presente investigacion no se tuvieron diferencias relevantes, se
sugiere en investigaciones posteriores tomar en cuenta la condicidbn corporal,
cambios de peso, el reinicio de la actividad ovarica, pico de lactancia y factores
climaticos, ya que pueden estar involucrados en los resultados y afecten el perfil

lipidico en vacas F1 durante el posparto temprano.
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VIl.  ANEXOS
ANEXO 1

COLESTEROL Método CHOD-PAD

Cat. No.

CH198 R1. Reactivo 1 x 100 ml
CH199 R1. Reactivo 2 x 100 ml
CH200 R1. Reactivo 6 x 30 ml
CH201 R1. Reactivo 6 x 100 ml

Cada juego de reactivos incluye CAL. Patrén
PRINCIPIO *2%

El colesterol se determina después de hidrdlisis enzimatica y oxidacion. El indicador
quinoneimina se forma a partir de peroxido de hidrégeno y 4-amino-antipirina en

presencia de fenol y peroxidasa.

colesterol

Ester de colesterol + H,O eeerasa > Colesterol + Acidos Grasos

colesterol
Ester de colesterol + Oy esterasa > Colesten-3-ona + H,0»

peroxidasa
2H,0; + fenol + 4-aminoantipirina™ > quinoneimina + H,O
MUESTRA
Suero, Plasma heparinizado o EDTA plasma.

COMPOSICION DEL REACTIVO
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Componentes Concentracion inicial de la solucién

R1. Reactivo

4-aminoantipirina 0.30 mmol/l
Fenol 6mmol/I
Peroxidasa >0.5ml
Colesterol Esterasa > 0.15 U/ml
Colesterol oxidasa > 0.1 U/ml
Tampon Pipes 80 mmol/l:pH 6.8

Cal. Patron 5.17 mmol/l (200 mg/dl)

PREPARACION DE REACTIVO
R1. Reactivo

Listo para usar. Es estable hasta la fecha de caducidad cuando se conserva entre +2

y +8°C en ausencia de contaminacion y protegido de la luz.
Cal. Patrén

Listo para usar. Estable hasta la fecha de caducidad cuando se conserva entre +2 y
+8°C.

PROCEDIMIENTO

Longitud de onda: 500 nm; Hg 546 nm
Cubeta: 1 cm de espesor

Temperatura: 20-25°C/37°C
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Medida: frente al reactivo blanco

Pipetear en la cubeta:

Reactivo Blanco Patrén Muestra

Agua destilada 10 (ul) - -

Patron - 10 (ul) -
Muestra - - 10 (ul)
Reactivo 1000 (ul) 1000 (ul) 21000 (ul

Mezclar incubar durante 10 min a 20-25°C 6 5 min a 37°C. Medir la absorbancia de la

muestra (Amuestra) frente al blanco antes de 60 min.

CALCULOS

1. Utilizando un patron:

Conc. de colesterol = Amuestra x conc. de patron en la muestra.
Apatron

2. Utilizando Factor:

Longitud de onda mmol/l mg/dl
Hg 546 nm 21.7 x AA 840 x AA
500 nm 14.3 x AA 553 x AA

VALORES DE REFERENCIA

Niveles de riesgo
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Valor Interpretacion

< 5.17 mmol/l (200 mg/dl) Colesterol en sangre deseado
5.17 — 6.18 mmol/l (200-239 mg/dl) Colesterol en sangre limite-alto

> 6.20 mmol/l (240 mg/dl) Colesterol en sangre alto

CONTROL DE CALIDAD

Para un control de exactitud y reproducibilidad: Multisuero normal y elevado

ensayados.
Para un control de reproducibilidad: Multisuero; bajo, normal y elevado.
LINEARIDAD

El método es lineal hasta una concentracion de colesterol de 19.3 mmol/l (750
mg/dl). Las muestras con concentraciones de colesterol superiores a ésta, deben ser
diluidas 1 + 2 con NaCl al 0.9%. Multiplicar el resultado por 3.

PRECAUCIONES

Unicamente para diagndstico in vitro. No pipetear con la boca. Respetar las
precauciones normales necesarias, que se requieren al manejar reactivos de
laboratorio. El reactivo contiene azida sodica. Evitar su ingestion o el contacto conla
piel y mucosas. En caso de contacto con la piel lavar inmediatamente el area

afectada con agua abundante.
NOTA

Valores de hemoglobina hasta 200 mg/dl y de bilirrubina hasta 5 mg/dl. No interfieren

en la prueba.
REFERENCIAS

1. Kassirer, J. P. New Eng. J. Med. 1971, 285;385
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ANEXO 2
COLESTEROL HDL con Patrén

Método de Precipitacion con Acido Fosfotlingstico

Cat. No.
CH203 R1. Reactivo Precipitante 4 x 80 mi
CH204A R1. Reactivo Precipitante 1x80ml

Cal. Patron 1x5ml
HDL COLESTEROL

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL y VLDL) y las fracciones de quilomicrones
precipitan cuantitativamente al afiadir acido Fosfotingstico en presencia de iones de
magnesio. Después de centrifugar, la concentracion de colesterol se determina en la

fraccién de HDL (liporpoteinas de alta densidad) que queda en el sobrenadante.
MUETRA
Suero, plasma heparinizado o con EDTA.

REACTIVOS

Componentes Concentracion de la Solucién

R1. Acido Fosfotingstico 0.55 mmol/l

Cloruro de Magnesio 25 mmol/l

PREPARACION DE REACTIVOS:

1.- Macroensayos: Listo para usar. Sin diluir. Estable hasta la fecha de caducidad

conservado entre +2 'y +25°C

2.- Semi-Microensayos. Prediluir el reactivo precipitante en proporcion 4+1 con

agua bidestilada (diluir el contenido en el frasco de 80 ml con 20 ml de agua
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bidestilada). El reactivo diluido es estable hasta la fecha de caducidadconservdo
entre +2 y 25°C. El patron esta listo para su uso. Estable hasta la fecha de caducidad

almacenado entre +2 y +8°C.
DETERMINACION DE COLESTEROL HDL

Véase paquete adicional de colesterol CHOD-PAD Cat. CH198, CH199, CH200,
CH201.

PROCEDIMIENTO:
El patron no debe usarse en el paso de precipitacion
1. Precipitacion:

Pipetear en tubos para centrifuga:

Macro Semi-Micro

Muestra 500 ul 200 ul
Precipitante (R1) 1000 ul -
Precipitante diluido (R1) - 500 ul

Mezclar, incubar 10 min a temperatura ambiente. Centrifugar 10 min a 4000 rpm 6 2
min a 1200 rpm.

Separar el sobrenadante y realizar la determinacion de colesterol antes que

transcurran 2 hrs.

2. Medida de Colesterol por el Método CHOD-PAD

Longitud de onda: 546 nm
Cubeta: 1 cm de paso de luz

Medicioén: Contra blanco de reactivo
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Temperatura: 20-25°C 6 37°C

Pipetear en tubos de reaccion:

Blanco Patron Muestra

Agua destilada 100 ul - -
Patrén - 100 ul -
Sobrenadante - - 100 ul

Reac de Colesterol 1000 ul 1000 ul 1000 ul

Mezclar, incubar 10 min de +15 a +25°C 6 5 min a 37°C. Medir la absorbancia de la

muestra y del patron contra el blanco de reactivos.
CALCULOS
Concentracion de HDL-Colesterol

mg/dl = A de la muestra x conc del patrén

A del patron

PROCEDIMIENTOS

Macro Semi-Micro
mg/dl = A de la muestra x 150* mg/dl = A de la muestra x 175*
A del patron A del patron

* Se considera la dilucién en el paso de precipitacion.
PROCEDIMIENTOS CON FACTOR

HDL = Abs de muestra — Abs de blanco x F

MACRO MICRO
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Long de onda md/dI mg/dl

500 nm 180 210
546 nm 274 320
LINEARIDAD:

El método es lineal hasta una concentracion de HDL-colesterol de 200 mg/dl. Las
muestras por arriba de ésta concentracion deberan diluirse 1 + 2 con solucién salina

0.9% vy el resultado se multiplica por 3.

INTERPRETACION CLINICA

Sinriesgo Riesgo Moderado Riesgo Alto

Hombres > 55 mg/dl 35-55 mg/dl < 35mg/dl

Mujeres > 65 mg/dl 45-65 mg/dl < 45 mg/dl

CONTROL DE CALIDAD

Para un control de exactitud y precision: Multisueros: Control de Lipidos, bajo, normal

y alto.
NOTAS

Solo se deben utilizarse sobrenadantes claros. En caso de que la sedimientacion
haya sido incompleta (sobrenadante turbio) debido a concentraciones elevadas de
triglicéridos la muestra debe diluirse 1 + 1 con solucion salina fisiologica y el proceso

de precipitacion debera ser repetido. El resultado se multiplica por 2.
REFERENCIAS
1. Assman G. Internist 1979; 20:559.

2. Friedewald, W. T. et al. Clin, Chem., 1972;18:449

3. Lopes-Virella, M. F. Et al. Clin, Chem 1977; 23:882.
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