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Niveles de leptina sérica en aves comerciales
Serum leptin levels in poultry

José Henry Osorio'**, Jorge Abel Castaiieda’

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar los niveles de leptina en pollos y gallinas
ponedoras mediante el uso de un kit para uso de muestras de humano. Se colectaron
muestras de sangre en ayunas de 80 pollos de engorde de la linea Cobb 500 de 4 semanas
(40 hembras y 40 machos) y de 86 gallinas de 26 semanas (43 Lohmann Brown y 43 Hy-
line). Se determinaron los niveles de leptina mediante inmunoensayo enzimatico tipo
sandwich, previa validacion del kit para su uso en aves comerciales. Los valores prome-
dio, minimo, maximo y desviacion estandar de leptina para pollos de engorde fueron de
0.61,0.12,3.99 y 0.10 ng/ml, respectivamente, sin diferencia significativa entre sexos. Las
gallinas ponedoras reportaron valores promedio minimo, maximo y desviacion estandar
de 0.66,0.16, 1.83 y 0.11 ng/ml, respectivamente, sin diferencia significativa entre lineas.
En forma similar, tampoco se encontrd diferencia estadistica entre pollos de engorde y
gallinas ponedoras. Los resultados del estudio indican que los valores de referencia para
leptina en pollos y gallinas son de 0.63 ng/ml; asimismo, que pueden ser medidos en aves
comerciales mediante el uso del kit humano.

Palabras clave: adipocitoquinas; aves; inmunoensayo; leptina; metabolismo

The aim of this study was to determine the levels of leptin in broilers and laying hens
by using a kit designed for human samples. Fasting blood samples were collected from 80
broilers of the Cobb 500 line of 4 weeks of age (40 females and 40 males) and 86 hens of
26 weeks of age (43 Lohmann Brown and 43 Hy-line). Leptin levels were determined by an
ELISA sandwich, after validation of the kit for use in commercial poultry. The mean,
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minimum, maximum and standard deviation values ofleptin for broilers were 0.61, 0.12,
3.99 and 0.10 ng/ml, respectively, without significant difference between sexes. Laying
hens reported a mean, minimum, maximum and standard deviation values of 0.66, 0.16,
1.83 and 0.11 ng/ml, respectively, without significant difference between lines. Similarly,
no statistical difference was found between broiler chickens and laying hens. The results
of'the study indicate that the reference values for leptin in chickens and chickens are 0.63
ng/ml, and the levels can be measured by using the human kit.
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INTRODUCCION

La leptina es una hormona producida en
el tejido adiposo de las aves (Sanchez-Mufioz
etal.,2005; Radin et al.,2009; Gomez et al.,
2011), pero también en otros drganos como
placenta, ovarios, misculo esquelético, esto-
mago, higado y glandula pituitaria (Muoio y
Lynis, 2002; Ishioka et al., 2006). Su con-
centracion sérica esta relacionada directa-
mente con la cantidad de grasa corporal
(Considine et al., 1996; Ishioka et al., 2007,
Mazaki-Tovi et al., 2010); ademas, esta rela-
cionada con la actividad de la lipoproteinlipasa
(LPL) (Flynn y Plata-Salaman, 1999). A ni-
vel del cerebro y en tejidos actiia uniéndose
a sus receptores especificos (Ob-RS)
(Bjorbaek et al., 1998). La leptina regula tan-
to la saciedad a través de los receptores
hipotalamicos especificos como el balance
energético, la eficiencia energética y, ademas,
contribuye a la adaptacion a la inanicioén
(Taouis et al., 1998). Asi mismo, tiene efec-
tos metabolicos al disminuir la secrecion del
neuropéptido Y (NPY) (Tartaglia et al.,
1995).

Esta adipocitoquina induce un efecto
sensibilizador a la insulina, al promover la
oxidacion de acidos grasos libres y la reduc-
cion de la acumulacion de grasa ectopica en
tejidos no adiposos. Se han encontrado re-
ceptores de leptina en células f pancreaticas,
donde la leptina puede incidir en la regula-
cion y produccion de insulina (Benomar et
al., 2000). La infusion de leptina recombi-
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nante en un pancreas aislado inhibe conside-
rablemente la secrecion de la insulina produ-
cida por la via de la acetilcolina (Schwartz et
al., 1996). Varios trabajos indican que esta
adipocitoquina tiene funciones similares en el
pollo como en los mamiferos (Li et al.,2011).
Se ha demostrado que la inyeccidon
intracerebroventricular de leptina en pollos de
engorde y gallinas ponedoras disminuye el
consumo de alimento (Denbow et al., 2000).

En el presente estudio se validé el uso
del kit humano de leptina para la medicion de
leptina en aves comerciales y se buscé la
posible diferencia de los valores de leptina
sérica entre sexos en pollos de engorde, asi
como la posible diferencia entre pollo de en-
gorde y gallinas ponedoras.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se obtuvo muestras de sangre en ayu-
nas, mediante puncion en la vena yugular, de
80 pollos de engorde de la linea Cobb 500 de
4 semanas (40 hembras y 40 machos) y de
86 gallinas de 26 semanas de edad (43
Lohmann Brown y 43 Hy-Line). Las mues-
tras se transportaron en cadena de frio al la-
boratorio para la obtencion del suero mediante
centrifugacion a 2300 g por 5 minutos. Las
aves fueron criadas en ambiente controlado
en la vereda Morrogordo, finca El Remanso,
ubicada en el Municipio de Manizales, Co-
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lombia, a 1800 msnm y con una temperatura
promedio de 23 °C. El estudio fue aprobado
por el Comité de Etica de la Universidad de
Manizales, segun acta 001 de 2017.

Analisis de Leptina

Las muestras fueron analizadas inme-
diatamente a la obtencion de los sueros. Para
la determinacion de la leptina se utilizo la prue-
ba de ELISA tipo sandwich en fase solida
(Invitrogen™ Leptin Human ELISA kit), don-
de un anticuerpo monoclonal especifico para
la leptina humana ha sido revestido sobre los
pocillos de las tiras de microtitulacion pro-
porcionadas. Se siguio el procedimiento indi-
cado por el laboratorio fabricante. La inten-
sidad de color producido en los pocillos es
directamente proporcional a la concentracion
de leptina presente en la muestra original. La
lectura se hizo en un equipo lector de micro
ELISA (TitertekMultiscan™) a una
absorbancia de 450 nm. Las absorbancias
obtenidas de los estandares se grafican junto
con las concentraciones, y de la curva de
calibracion se obtienen las concentraciones
de leptina de las respectivas muestras.

Analisis Estadistico

Los resultados fueron analizados a tra-
vés del programa estadistico IBM SPSS
Statistics 23, considerando diferencia esta-
distica significativa con valores p<0.05.

Validacion del Método

Para la validacion del uso del kit huma-
no en aves comerciales se tuvo en cuenta la
precision, la exactitud y el limite de deteccion
(Jensen, 2006; USDA et al., 2018).

- Precision: El coeficiente de variacion
(CV) intra-ensayo fue calculado después
de analizar 10 muestras (5 de pollos y 5
de gallinas) por cinco veces en un solo
ensayo, obteniéndose un valor del 15%.
El coeficiente de variacion (CV) inter-
ensayo fue determinado analizando las
mismas muestras en ¢inco ensayos se-
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parados, obteniéndose un valor del 18%.

- Exactitud: Se evalud indirectamente por
linearidad luego de preparar varias dilu-
ciones. Cinco muestras de gallinas y cin-
co muestras de pollos fueron diluidas con
el correspondiente buffer de dilucion uti-
lizado en cada ensayo, obteniendo con-
centraciones de 0, 20, 50, 80 y 100%,
obteniendo los siguientes resultados: po-
Nos: (Y =0.9437X+0.0342, r*=0.9997)
y gallinas: (Y = 0.9554X+0.0252, r*=
0.9997).

- Limite de deteccion: Fue de 0.098 ng/ml
para las muestras de pollos y de 0.095
ng/ml para las muestras de las gallinas.

Durante los ensayos se trabajo ademas
con 10 muestras de suero humano (puncion
en la vena radial y la muestra centrifugada a
2300 g por 5 minutos), obteniendo valores
promedio, minimo, maximo y desviacion
estandarde 2.17, 1.85, 3.84 y 0.76 ng/ml, res-
pectivamente, con un CV de 10% intra-en-
sayo y de 11% inter-ensayo.

RESULTADOS

Los valores de leptina en pollos no pre-
sentaron diferencia estadistica debido al sexo
(p=0.316, Cuadro 1). En forma similar, los
valores para las gallinas Lohmann Brown y
Hy-line fueron estadisticamente similares
(p=0.725, Cuadro 1). Asi mismo, los valores
de leptina para pollos y gallinas fueron
estadisticamente similares (p=0.472; Cuadro 1).

DiscusioN

Los reactivos que se usaron para la
medicion de la leptina en las aves fueron de
tipo humano debido a la alta homologia entre
distintas especies. Se sabe que los genes de
leptina humana poseen 84% de homologia con
el raton y 83% con la rata (Maymo, 2010).
La estructura de cristalizacion revela un pa-
quete de cuatro hélices alfa antiparalelas,
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Cuadro 1. Valores de leptina en pollos de engorde y gallinas de postura

Pollos Gallinas
Macho Hembra Total L](;lrlgnvsrrlln Hy-line Total
(n=40) (n=40) (n=80) (n=43) (n=43) (n=86)
Promedio 0.66 0.56 0.60? 0.68? 0.64? 0.66
Minimo 0.12 0.13 0.12 0.16 0.28 0.16
Maximo 3.99 1.00 3.99 1.66 1.83 1.83
D.E. 0.10 0.10 0.46 0.11 0.12 0.44

Valores con superindices similares dentro de sexos de pollos, dentro de lineas de gallinas y dentro de tipos

de aves (pollos vs. gallinas) no son estadisticamente diferentes (p>0.05)

cuatro giros beta y un enlace disulfuro entre
los residuos aminoacidicos 117 y 167. Es una
estructura altamente conservada entre los
mamiferos (Zhang et al., 1994). La mayoria
de los estudios hechos en aves discuten la
similitud del gen de leptina entre mamiferos
y aves. Asi, Taouis et al. (1998) reportan que
el tamafio de la secuencia del gen de leptina
del pollo tomado del higado tiene una simili-
tud del 97, 96 y 83% con el ratdn, rata y hu-
mano, respectivamente. Esta alta similitud,
en términos porcentuales, hace posible, como
en el presente estudio, el uso de kits comer-
ciales para humanos, con buenos niveles de
deteccion de este metabolito en las muestras
de los animales estudiados.

Se conoce que la secuencia del gen de
leptina en aves es 94.6% similar a la secuen-
cia del gen leptina en ratones (Ninov et al.,
2008), pero tiene un residuo de cisteina adi-
cional que pueda afectar su estructura
conformacional (Taouis ef al., 1998; Ashwel
etal.,1999). Asi mismo, en el pollo se detec-
to exclusivamente la expresion de la leptina
en el higado, caracteristica atribuible al me-
tabolismo lipidico en el higado que es el or-
gano principal de la lipogénesis en las aves
(Ninov et al., 2008). Por otro lado, se sabe
que la insulina, la corticosterona y los
estrogenos en el pollo regulan esta expresion
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en el higado, especie que ademads, tiene un
crecimiento muy rapido, lo que conlleva a un
exceso de grasa corporal, generando proble-
mas en el desarrollo muscular y mortalidad
(Taouis et al., 2001).

Una caracteristica de la secuencia de
la Ieptina del pollo es que esta presenta sola-
mente 145 aminoacidos en lugar de 146
aminoacidos que tiene la secuencia en los
mamiferos (Taouis et al., 1998; Ashwel et
al., 1999; Taouis et al., 2001). Con relacion
al gen de leptina aviar existen controversias;
sin embargo, se ha demostrado que existe un
receptor funcional de leptina aviar, y se ha
confirmado su capacidad para unir leptinas
de diferentes vertebrados (Gogga et al.,
2013).

Los valores de leptina obtenidos de for-
ma general, sin discriminar sexo, en el pre-
sente estudio son menores si se compara con
los descritos por Dridi et al. (2000), quienes
determinan la leptina mediante radioinmu-
noensayo con un kit multi-especies y un kit
especifico para pollos, encontrado valores de
1.478 ng/ml a las 15 semanas, 1.485 ng/ml a
las 18 semanas y 2.709 ng/ml a las 22 sema-
nas, concluyendo que los niveles plasmaticos
de leptina aumentan con la edad; asimismo,
encontraron diferencias entre aves con y sin
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ayuno. Por otro lado, se ha demostrado que
en gallinas a las cuales se la ha suprimido el
alimento durante 24 horas presentan niveles
bajos de leptina a nivel del tejido adiposo (Sato
et al., 2000); de alli que es posible que los
menores valores de leptina hallados en el pre-
sente estudio se deban al tiempo de ayuno
previo a la toma de la muestra de sangre. Al
comparar los resultados de los niveles de
leptina de este trabajo con otros, se observa
que en gallinas que se encuentran en estado
de ayuno, los niveles de leptina son conside-
rablemente bajos,

En el playero comun (Calidris alpina)
se reportan valores de 2.42 ng/ml de leptina
(rango: 1.19-3.83 ng/ml) (Gogga et al.,2013)
y en el pato petrel picofino (Pachyptila
belcheri) se encontraron valores entre 1y 3
ng/ml (Quillfeldt ez al., 2009), valores que son
mayores a los reportados en el presente tra-
bajo. En el humano (Ostlund et al., 1996) y
en ratones (Frederich et al., 1995) se han
detectado diferencias significativas por efecto
del sexo, edad y tipo de dietas, aunque la cau-
sa no ha sido debidamente identificada, pu-
diendo deberse a la sintesis de leptina en teji-
dos no-adiposos, como la placenta y la glan-
dula mamaria (Masuzaki et al., 1997).

CONCLUSIONES

Los valores de referencia para leptina
en pollos y gallinas son de 0.63 ng/ml.
El kit de leptina para uso humano puede
ser utilizado en muestras séricas de po-
llos y gallinas.
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