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PROLOGO

La investigacion en Ciencias de la Salud es un compromiso con la comprension de aque-
llo que afecta al ser humano en relacion a su salud. Este libro recopila los esfuerzos realiza-
dos por investigadores, docentes y estudiantes, de la Facultad de Medicina de la UNNE.

En sus paginas se ha volcado el nuevo conocimiento generado en Medicina, Kinesiologia
y Enfermeria como una travesia que inicié en la pregunta de investigacion, la bisqueda de
los antecedentes, el disefo del estudio, su puesta en marcha para luego transformar datos
crudos en descubrimientos significativos.

Cada trabajo representa una puerta abierta al conocimiento, innovacion y progreso,
mostrando simultaneamente la pasion y el interés cientifico de aquellos que comparten sus
resultados.

Por ello invito a todos los profesionales de la salud, investigadores, docentes y estudian-
tes a recorrer sus paginas donde hallaran informacion relevante y probablemente nuevos in-
terrogantes que ayuden a iniciar otros caminos de investigacion.

Quiero expresar mi sincero agradecimiento a los investigadores que desinteresadamen-
te decidieron compartir sus trabajos, seguramente inspiraran a otros.

Dra. Viviana Navarro:
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MODELO DE DIETAS POTENCIALMENTE RICAS EN COMPUESTOS
POLIFENOLICOS PARA MURINOS DE EXPERIMENTACION.

Luciana Belen Benitez,; Eduardo Schelover,; Tania Romina Stoyanoff,
Narella Antonina Colussi, Maria Victoria Aguirre.

RESUMEN

Las semillas de chia (Salvia Hispénica) y lino (Linum usitatissimum L.) son reconocidas hace tiempo por su
elevado contenido de acido alfa-linolénico (ALA-w-3), recientemente la evidencia ha demostrado la existencia
significativa de compuestos polifendlicos en su composiciéon. Su uso y estudio bajo la forma de harinas integra-
les representa un abordaje innovador.

El objetivo del trabajo fue desarrollar modelos de dietas ricas en compuestos polifenélicos en base a harina
integral de semillas de chia y lino destinadas a ratones machos adultos de la cepa Balb/c del Bioterio de la Fa-
cultad de Medicina (UNNE).

Para ello, se formularon y elaboraron dietas a escala laboratorio segun los requerimientos nutricionales de
los murinos acorde a las recomendaciones internacionales del National Research Council Subcommittee on La-
boratory Animal Nutrition. Se constituyeron 3 grupos experimentales (n=10/ grupo): grupo control (balanceado
comercial), grupo B (harina integral de chia) y grupo C (harina integral de lino), los murinos recibieron agua y
alimento ad libitum por 70 dias (10 semanas). Se realizé el monitoreo semanal del estado nutricional. Concluido
el plazo se procedié a la eutanasia y toma de muestras sanguineas y tisulares para los ensayos pertinentes.

Los resultados muestran que no se registraron variaciones significativas en los parametros hematolégicos,
sobre los parametros bioquimicos se observé una reduccion de glucemia, colesterolemia total y trigliceridemia
de los animales alimentados con las dietas By C. No se registraron alteraciones histopatolégicas significativas.
En conclusién, las dietas B y C demostraron no poseer efectos perjudiciales en el crecimiento y metabolismo de
los murinos.

Palabras claves: nutricién, alimentacion y dieta; compuestos bioactivos; antioxidantes.

SUMMARY

Chia (Salvia Hispanica) and flax (Linum usitatissimum L.) seeds have long been recognized for their high
content of alpha-linolenic acid (ALA-w-3), recently evidence showed the significant existence of polyphenolic
compounds in their composition. Their use and study in the form of whole-wheat flour represents an innovative
approach.

The objective of the job was to develop models of diets rich in polyphenolic compounds based on chia and
flax seed whole-wheat flour for adult male mice of the Balb/c strain from the Bioterio of the Facultad de Medicina
(UNNE).

For this, diets were formulated and prepared at laboratory scale according to the nutritional requirements of
the murines according to the international recommendations of the National Research Council Subcommittee on
Laboratory Animal Nutrition. Three experimental groups (n=10/group) were formed: control group (commercial
balance), group B (chia whole-wheat flour) and group C (flax whole-wheat flour), the murine animals received
water and food ad /ibitum for 70 days (10 weeks). Weekly monitoring of nutritional status was performed. At the
end of the period, euthanasia and blood and tissue samples were taken for the pertinent tests.

The results show that no significant variations were registered in the hematological parameters, on the bio-
chemical parameters a reduction of glycemia, total cholesterolemia and triglyceridemia of the animals fed with di-
ets B and C was observed. No significant histopathological alterations were registered.

To conclude, diets B and C haven't been shown to have detrimental effects on the growth and metabolism of
murine animals.

Key words: Diet, Food, and Nutrition ; bioactive compounds; antioxidants.

INTRODUCCION

La evidencia cientifica demuestra la existencia de compuestos bioactivos en los alimentos capa-
ces de ejercer efectos positivos sobre la salud'”. El estudio basico in vivo e in vitro de la potenciali-
dad de noveles ingredientes naturales ricos en nutrientes funcionales como los compuestos polifené-
licos antioxidantes representan un area de interés para las ciencias de la salud®.

Las semillas de chia (Salvia Hispénica) y lino (Linum usitatissimum L.) son reconocidas hace
tiempo por su elevado contenido de acido alfa-linolénico (ALA-w-3), recientemente la evidencia
demuestrala existencia de un rico contenido de compuestos polifenélicos, por ello se convierten en
objeto de estudio de este trabajo como potenciales ingredientes bioactivos a ser utilizados en el
campo de la formulacién de modelos de dietas ricas en antioxidantes para murinos de experimenta-

cion®).
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Modelo de dietas potencialmente ricas en compuestos polifendlicos para murinos de experimentacion.

El ratén de laboratorio es una herramienta de estudio preeminente en la investigacion experimen-
tal moderna, una nutricién 6ptima y funcional favorece respuestas mas eficientes ante los tratamien-
tos aplicados bajo normas Bioéticas Nacionales e Internacionales® con la consecuente obtencion de
conclusiones mas objetivas basadas en el efecto molecular de los principios bioactivos de los ingre-
dientes funcionales®.

OBJETIVOS:

General: Desarrollar modelos de dietas ricas en compuestos polifendélicos en base a harina integral
de semillas de chia y lino destinadas a ratones machos adultos de la cepa Balb/c del Bioterio de la
Facultad de Medicina (UNNE).

Especificos:

Formular dietas en base a harina integral de semillas de chia y lino segun los requerimientos nutri-
cionales de los murinos.

Determinar la adecuacion de la composicién centesimal de las dietas.

Monitorear el estado nutricional de los murinos mediante peso y determinaciones hematolégicas y
bioquimicas.

Analizar por histologia convencional H/E y PAS estémago, higado, duodeno, ileon y rifién.

MATERIAL Y METODOS

Disefio y preparacién de las dietas: se formularon dietas segun los requerimientos nutricionales de
los murinos acorde a las recomendaciones internacionales del National Research Council Sub-
committee on Laboratory Animal Nutrition. Se elaboraron a escala laboratorio alimentos a partir de
harina integral de semillas de chia y lino, se adicionaron otros ingredientes nutritivos. Tras la mezcla
con agua se moldearon manualmente en forma de extrusados constituyendo DIETA B y DIETA C
respectivamente que se secaron en deshidratador de alimentos a 55°C durante 22 horas.

Animales: el estudio cont6 con el aval del Comité de Cuidado y Usos de Animales de Laboratorio
(CICUAL) MED-UNNE (Resol. N°0002-CICUAL/17).

La muestra estuvo constituida por 30 ratones machos de 2 meses de vida de la cepa Balb-c per-
tenecientes al Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional del Nordeste, distribui-
dos al azar en tres lotes de 10 animales c/u, alojados en jaulas provistas de agua y alimento ad-
libitum durante 70 dias (10 semanas).

- Grupo control= DIETA A (balanceado comercial): n=10

- Grupo B (dieta B, alimento en base a harina integral de semillas de chia): n=10

- Grupo C (dieta C, alimento en base a harina integral de semillas de lino: n=10

El monitoreo de los animales se realiz6 por pesaje semanal de los mismos, del alimento consumi-
do y por observacion directa (aspecto general, pelaje, mucosas y comportamiento). Concluido el pla-
zo estipulado, tras ayuno de 8 horas se procedié a la toma de muestras sanguineas por puncién car-
diaca bajo anestesia y posteriormente a la eutanasia por dislocacién cervical. Asimismo se tomaron
muestras de los siguientes tejidos: fundus de estémago, higado, duodeno, ileon y rifién, las mismas
fueron lavadas en solucion fisiolégica (0,9% CINa) y fijadas en formol bufferado 10% para realizar
histologia convencional con H/E y coloraciéon PAS para su posterior evaluacion anatomo-patolégica.
Analisis estadistico de datos: los resultados se analizaron utilizando el software INSTAT 6.0 y PRISM
version 6.0 (GraphPad Software, USA). Los analisis se realizaron usando ANOVA a una via. Poste-
riormente se aplicé el test de Bonferroni como test post-hoc para comparacion entre los grupos estu-
diados. Los resultados se expresan como la media £ SD. Las imagenes de inmunodeteccién y capa-
cidad fagocitica fueron procesadas con el software ImagedJ expresandose como % area NF-kB positi-
va en el primer caso y area (um2) de macréfagos en el segundo.

RESULTADOS

La composicién analizada de las dietas experimentales evidencia 6ptima contribucién de macro-
nutrientes. La composicion centesimal fue realizada mediante la medicién de las siguientes determi-
naciones con los métodos que se detallan a continuacién: humedad (estufa de aire), cenizas (AOAC
14.006), grasas totales (método Butt), fibra bruta (AOAC 7.065), proteinas totales (AOAC 2057, Kjel-
dahl), carbohidratos (método indirecto) y valor energético segin Resol. Conj. SPR y RS-SAGPYA
149/05.
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En la Tabla 1 se exhibe la composicion centesimal de las dietas, evidenciandose que las dietas B
< i , 2 " c & 4
y C cumplen con las recomendaciones nutricionales segun los lineamientos internacionales'.

Tabla 1. COMPOSICION CENTESIMAL DE LAS DIETAS.

PARAMETROS GRUPO CONTROL | GRUPO B | GRUPO C
HUMEDAD (%) 12.20 + 2.14 9.66 +2.12 10.78 £ 1.79
CENIZAS (%) 7.00+1.96 419+ 1.77 3.87 +1.87
FIBERAS TOTALES (%) 61.36 + 1.64 70.80 + 1.88 69.80 + 1.92
CARBOHIDRATOS (%) 1012+ 1.45 4.60 + 1.54 4.00 +1.96
LIPIDOS (%) 4.05+1.89 560+ 1.74 520+ 1.69
PROTEINAS (%) 25.66 + 1.88 19.00 + 1.81 21.00 £1.79
VALOR ENERGETICO (KCAL/100G) 250.11 + 21.01 406.40 + 14.11 410.00 + 17.89

Figura 1. EVOLUCION DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LOS ANIMALES.
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Los resultados son expresados como la media + SD. ANOVA y test de Bonferroni, *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 y ****
P<0.0001, diferencias entre grupos B y C vs. Control.

La Figura 1 muestra la evolucién del peso de los animales, registrandose en rangos de normali-
dad sin diferencias estadisticamente significativas entre grupos experimentales.

Figura 2. PARAMETROS BIOQUIMICOS
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Los resultados son expresados como la media + SD. ANOVA y test de Bonferroni, *P<0.05, ** P<0.01,, diferencias entre gru-
pos B y C vs. Control.

Los parametros hematolégicos no evidenciaron diferencias significativas entre grupos ni valores
fuera del rango de normalidad. Sobre los parametros bioquimicos, la Figura 2 evidencia una reduc-
cién de la glucemia, colesterolemia total y trigliceridemia de los animales alimentados con las dietas
B y C respecto al control.

La evaluacion histopatoldgica con las tinciones clasicas H/E y PAS no evidenciaron alteraciones
histopatoldgicas diferenciales en los animales de los grupos B y C respecto al control.
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DISCUSION
Respecto al estado nutricional de los animales, nuestro trabajo se encuentra en consonancia con

Shafie et al ", en donde hallaron que las semillas enteras de lino no modificaban el peso corporal ni
la grasa abdominal en un modelo experimental con ratas obesas. La composicién nutricional y las
contribuciones nutricionales de las semillas se encuentra acorde a lo expuesto por Saini et al ®)

Sobre los parametros bioquimicos, Vuksan et al ha demostrado que tanto las semillas de chia
como de lino redujeron la glucosa en sangre, a su vez, la chia redujo el pico de glucemia postpran-
dial en comparacion con el lino © mientras que en nuestro trabajo hallamos que las semillas de lino
reducian de manera mas significativa la glucemia (P<0.01). Sobre el peffil lipidico, Kulczynski B et
al'? |e atribuyen un efecto de reduccion significativa a las semillas de chia y lino, resultado que tam-
bién pudimos observar para las dietas B y C respecto a la dieta control.

CONCLUSION
En conclusion, las dietas B y C demostraron no poseer efectos perjudiciales en el crecimiento y

metabolismo de los murinos, probado mediante determinaciones nutricionales, bioquimicas e histol6-
gicas. Este trabajo sienta las bases para el estudio in vivo e in vitro de los efectos funcionales de los
compuestos bioactivos incorporados a las dietas en distintos modelos experimentales.
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