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RESUMEN

Las semillas de chia (Salvia Hispanica) y lino (Linum usitatissimum L.) son las fuentes vegetales de w-3 (aci-
do alfa-linolénico, ALA), el estudio de las propiedades antiinflamatorias de las harinas integrales representa un
abordaje innovador. El objetivo general fue estudiar de modo preleminar los efectos antiinflamatorios del acido
alfa- linolénico proveniente de harinas integrales de semillas de chia y lino y su bioconversion tisular en eicosa-
pentanoico y docosahexanoico en un modelo murino de inflamacion sistémica inducido por LPS. Se desarrolla-
ron dietas experimentales, dieta B (chia) y dieta C (lino) acorde a los requerimientos nutricionales de ratones de
la cepa Balb/c. Concluido el plazo de tratamiento alimentario (10 semanas) se procedié a la induccién de infla-
macion sistémica con LPS, toma de muestras de tejidos y de macrofagos peritoneales para determinar: perfil li-
pidico tisular por GS/MS, analisis histopatoligicos e ICQ de NF-kB. La bioconversion de w-3 no fue uniforme,
nuestros resultados revelaron cambios importantes en la bioconversion de ALA en corazon, se bioconvirtio prin-
cipalmente en DHA y de modo mas eficiente para aquellos tratados con la dieta C. En higado la dieta B se me-
tabolizo principalmente a EPA y la dieta C a DHA. Nuestro estudio no reveld una bioconversion significativa de
ALA en sistema nervioso central. La expresion nuclear del factor NF- kB (p65) en macréfagos peritoneales dis-
minuy6 en muestras de animales tratados versus el control. Las dietas B y C demuestran favorables bioconver-
siones tisulares de ALA y potenciales efectos antiinflamatorios.
Palabras claves: : nutricion- acidos grasos omega 3- compuestos bioactivos

SUMMARY

Chia seeds (Salvia Hispanica) and flax (Linum usitatissimum L.) are the vegetable sources of w-3 (alpha-
linolenic acid, ALA), the study of the anti-inflammatory properties of whole wheat flours represents an innovative
approach. The aim was to study preliminarily the anti-inflammatory effects of alpha-linolenic acid from whole
grains of chia and flax seeds and its tissue bioconversion into eicosapentaenoic and docosahexaenoic in a muri-
ne model of systemic inflammation induced by LPS. Experimental diets were developed, diet B (chia) and diet C
(flax) according to the nutritional requirements of mice of the Balb / ¢ strain. After the period of food treatment (10
weeks), the induction of systemic inflammation with LPS, taking samples of tissues and peritoneal macrophages
to determine: tissue lipid profile by GS / MS, histopathological analysis, and ICQ of NF-kB. The bioconversion of
w-3 was not uniform, our results revealed important changes in the bioconversion of ALA in the heart, it biocon-
verted mainly into DHA and more efficiently for those treated with diet C. In the liver, diet B was metabolized
mainly to EPA and diet C to DHA. Our study did not reveal a significant bioconversion of ALA in the central ner-
vous system. The nuclear expression of factor NF-kB (p65) in peritoneal macrophages decreased in samples
from treated animals versus control. Diets B and C demonstrate favorable tissue bioconversions of ALA and po-
tential anti-inflammatory effects.
Keywords : nutrition- omega 3 fatty acids- bioactive compounds: nutrition- omega 3 fatty acids- bioactive com-
pounds

INTRODUCCION

La bisqueda y el estudio de nuevos ingredientes naturales ricos en compuestos bioactivos con
propiedades beneficiosas para prevenir o retrasar la aparicion de algunas enfermedades cronicas es
una de las areas de mayor interés de las investigaciones en el campo alimentario, farmacéutico y nu-
tracéutico.

Algunos de los compuestos bioactivos que han adquirido probada relevancia para tal fin son los
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPICL) w-3. Estos participan en la modulacién de
la respuesta inmune, reduccion de la inflamacién y dafio anatomo-funcional ejerciendo asi un rol anti-
inflamatorio y citoprotector que previene el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y neurode-

generativas, entre otras (l).
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Estudio preliminar de los efectos antiinflamatorios del acido alfa-linolénico proveniente de harinas integrales de semillas de chia
y lino y su bioconversion tisular en EPA y DHA en un modelo murino de inflamacién sistémica

Las semillas de chia (Salvia Hispanica) y lino (Linum usitatissimum L.) son las fuentes vegetales
mas ricas en w-3 (acido alfa-linolénico, ALA) @.

La inflamacién es una respuesta biolégica del sistema inmune que se desencadena por una infec-
cion o lesion en un tejido. Cuando la respuesta se prolonga se convierte en crénica tal como ocurre
en patologias prevalentes como las cardiovasculares, obesidad y diabetes @) En este proceso parti-
cipan macréfagos que reconocen el antigeno y dan respuesta rapida a éste, estos producen diversas
citoquinas proinflamatorias, especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, y aumentan la expresion gé-
nica de NF-kB como respuesta a sefiales de activacion @. por lo tanto, la modulacion de estos pro-
ductos proporciona una diana para el control de enfermedades inflamatorias.

Teniendo en cuenta lo anterior, se estudiaran las semillas de Salvia Hispanica y Linnum Usitatis-
simum L. bajo la forma triturados o harinas integrales, presentacién adn no estudiada que involucra
la no separacioén de los respectivos aceites y harinas desgrasadas con el propésito de evaluar el po-
tencial antiinflamatorio del ALA. Para ello se inducira un estado inflamatorio sistémico mediante LPS
(lipopolisacarido) de E.coli en un modelo murino in vivo en el que se cuantificara el perfil lipidico en
corazoén, higado y cerebro, se determinara la expresion del factor de transcripcion NF-kB en macro-
fagos peritoneales y la capacidad fagocitica de macrofagos peritoneales estimulados in vitro con LPS
mediante ensayo de carbon coloidal.

OBJETIVOS
Objetivo General
Evaluar preliminarmente los efectos antiinflamatorios del acido alfa-linolénico proveniente de hari-
nas integrales de semillas de chia y lino y su bioconversion tisular en eicosapentanoico y docosahe-
xanoico en un modelo murino de inflamacion sistémica inducido por LPS.
Objetivos Especificos
e Formular alimentos con harinas integrales de semillas de chia y lino acorde a los requeri-
mientos nutricionales de los murinos y cuantificar su perfil lipidico.
e Inducir inflamacién sistémica y estrés oxidativo mediante la administracién de LPS prove-
niente de Escherichia coli 0127: B8 (Sigma, St Louis,MO) (1.5 mg/ kg) por via i.p.
« Estudiar la expresion del factor de transcripcion NF-kB en células provenientes de lavados
i.p por inmunocitoquimica (ICQ) y determinar la capacidad fagocitica de macrofagos perito-
neales estimulados in vitro con LPS (ensayo de carbdn coloidal).
« Valorar la bioconversion de ALA en EPA y DHA mediante el contenido de &cidos grasos po-
linsaturados acido alfa-linolénico, eicosapentanoico y docosahexanoico en corazén, higado
y cerebro.

MATERIAL Y METODOS
Materia prima : Se obtuvieron las harinas integrales de semillas de chia y lino a partir de la molienda
de las mismas en molinillo de café eléctrico (Peabody Pe-mc9100-180W).
Disefio de las dietas experimentales: se formularon dietas segun los requerimientos nutricionales
de los murinos (National Research Council Subcommittee on Laboratory Animal Nutrition). Se analizo
la composicion centesimal, perfil lipidico y seguridad microbiolégica de cada una de ellas.
Disefio experimental.
Animales: Se utilizaron 30 ratones machos de 28 dias de vida, isogénicos de la cepa Balb/c perte-
necientes al Bioterio de la Facultad de Medicina- UNNE. Los animales se alojaron en condiciones
controladas de T° y humedad, manteniendo ciclos luz/oscuridad de 12 hs. Se siguieron las normas
bioéticas nacionales e internacionales GLP (aval CICUAL Fac. Med UNNE Resol 0002-CICUAL/17).
Fueron provistos de las dietas experimentales durante 70 dias (10 semanas). Los murinos fueron
asignados por azar simple a los siguientes grupos experimentales:

« Dieta A: grupo control, balanceado comercial Cooperacion ® (n= 10)

- Dieta B: grupo experimental 1, harina integral de semillas de chia (n=10)

 Dieta C: grupo experimental 2, harina integral de semillas de lino (h= 10)

El agua y los alimentos fueron provistos ad libitum. Concluido el tiempo estipulado se procedié a
la determinacion de la actividad antiinflamatoria:

36 Libro de Articulos Cientificos en Salud 2020 - Facultad de Medicina —Universidad Nacional del Nordeste
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y lino y su bioconversion tisular en EPA y DHA en un modelo murino de inflamacion sistémica

A-In vivo.

a.

b.
C.

B-
a.

Induccidn estado proinflamatorio: inyeccion intraperitoneal (ip) de Lipopolisacarido (LPS) de E.
Coli con solucién fisiolégica estéril (CINa 0,9%) en dosis 1.5 mg/kg 6 horas antes del sacrificio:
» Dieta A, n= 10: estimulados (n=5), no estimulados (n=5)
» Dieta B, n= 10: estimulados (n=5), no estimulados (n=5)
» Dieta C, n=10: estimulados (n=5), no estimulados (n=5)

Sacrificio: Tras 6 horas de la induccién por LPS eutanasia por dislocacion cervical.

Perfil lipidico: a muestras de corazon, higado y cerebro se les extrajeron los lipidos por el
método Bligh & Dyer 1959 y se analiz6 el perfil lipidico por cromatografia GS/MS.
In vitro.
Obtencién de macréfagos (MO) peritoneales murinos: La proporcion de estos en la poblacion
celular peritoneal se determind por tincion con a-naftilo para comprobacion de recuperacion de
mas del 90% de MO.

. Cultivos primarios de macréfagos peritoneales de ratén: sembraron MO peritoneales en placas

de 24 pocillos y se incubaron por 2 h en estufa de cultivo, se adicion6 100 ng/ml de LPS gam-

ma irradiado (Sigma) con un periodo de incubacién de 48hs hasta la completa diferenciacién

de monocitos a macréfagos .

. Inmunocitoquimica de NF-kB: Se determind la expresién del factor de transcripcion NF-KB en

células procedentes de lavados i.p. en grupos tratados y controles tras estimulacién con LPS
(Anti-NF-kB p65 antibody — Santa Cruz Biotechnology).

. Ensayo de capacidad fagocitica de MO peritoneales: Se realizd6 mediante incubacion con par-

ticulas de carbén coloidal a partir de MO peritoneales en grupos tratados y controles tras esti-
mulacion in vitro con LPS.

Analisis estadistico de datos. Los resultados se analizaron utilizando el software INSTAT 6.0 y
PRISM version 6.0 (GraphPad Software, USA). Los andlisis se realizaron usando ANOVA a una via.
Los resultados se expresan como la media + SD, considerando significativo un P<0,05.

RESULTADOS
Respecto al perfil lipidico de las harinas integrales de semillas de chia y lino los resultados se

pueden observar en la Figura 1. Asimismo, la Figura 2 exhibe el perfil lipidico de las dietas.
La bioconversion enddgena de ALA en EPA y DHA no fue uniforme en los diferentes tejidos estu-
diados, la Figura 3 exhibe el perfil lipidico de higado, corazén y cerebro de animales tratados con las

dietas experimentales.

Figura 1. Pefrfil lipidico de triturados de semillas de chia y de lino. Resultados ex-
presados como la media + SD.
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Figura 2. Perfil lipidico de las dietas. Resultados expresados como la media + SD.
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Figura 3. Perfil lipidico de corazén, higado y cerebro de animales alimentados con
las dietas experimentales (n= 10/ grupo).

A. Coraz6n

" 30

i 25

K20

w 15

> 10

T

E 5

= 0

ES C18:3 ALA C20:4 AA C22:6 DHA

FAMEs

B. Higado

ol

>
2
=0
S C18:3ALA C20:4AA  Cc20:5EPA  C22:6 DHA
FAMEs
C. Cerebro
16 -
L 14 -
(U'BJ 12 -
€10 -
s 2
£
w 4 1
S 2
K 0
C18:3 ALA C20:4 AA C22:6 DHA
FAMEs

DIETAA n DIETAB U DIETAC

Resultados expresados como la media + SD. N=10/grupo
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La fagocitosis de macréfagos murinos estimulados con LPS in vitro y la expresion nuclear del fac-
tor NF- kB (p65) en macrdfagos peritoneales se exhiben en las Figuras 4 y 5.

Figura 4. Expresion del factor de transcripcion NF-KB en células procedentes de la-

vados i.p estimuladas in vitro con LPS.

Se muestran microfotografias representativos la expresion de NF-kB en células pro-
cedentes de de cultivos de macroéfagos peritoneales proveniente de animales ali-
mentados con dietas experimentales estimulados in vitro con LPS, Magnificacion

X100 X 400.
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Figura 5 . Prueba de fagocitosis con particulas coloidales de carbén en macréfagos
estimulados con LPS.
Microfotografias representativas, magnificacion total X400.
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DISCUSION

La mayoria de los trabajos reportados sobre semillas de chia y lino se han informado a partir del
uso de harinas desgrasadas o aceites, el uso de los triturados integros o harinas integrales represen-
tan un aporte innovador.

Libro de Articulos Cientificos en Salud 2020 - Facultad de Medicina —Universidad Nacional del Nordeste 39



Estudio preliminar de los efectos antiinflamatorios del acido alfa-linolénico proveniente de harinas integrales de semillas de chia
y lino y su bioconversion tisular en EPA y DHA en un modelo murino de inflamacién sistémica

Respecto a la bioconversién de w-3, se ha informado que el EPA es cuantitativamente mas impor-
tante en el higado (0, 2 a 6%) y que el DHA es la forma predominante en el cerebro (0.05%) ®)
Nuestros resultados revelaron cambios importantes en la bioconversién de ALA entre tejidos y 6rga-
nos. El perfil lipidico en los corazones de los ratones alimentados con dietas experimentales revelo
gue el ALA se convirtié principalmente en DHA. Los ratones alimentados con dieta C mostraron casi
el doble del contenido de este PUFA en el tejido cardiaco en comparacién con los alimentados con
dieta B. Nuestros resultados estan de acuerdo con el trabajo de Watkins et al © en el cual las dietas
experimentales ricas en ALA proveniente de otras fuentes diferentes a la chia y el lino se bioconvier-
ten principalmente a DHA (22:6 w-3) en corazones murinos. Con respecto a la bioconversion hepati-
ca de ALA, nuestros resultados mostraron que la dieta B se metaboliza a EPA y la dieta C a DHA,
preferiblemente. Watkins et al ©) también informaron la bioconversiéon de ALA a EPA (20: 5 w-3) y
DHA en el higado murino, lo que refuerza nuestros resultados experimentales. Aunque el estudio de
Valenzuela ® mencioné gue el ALA se convirti6 en DHA y EPA en cerebros de ratones alimentados
con dietas disefiadas con chia, lino y / o aceites de salmén, nuestro estudio no reveld una bioconver-
sion significativa.

La fagocitosis de macrd6fagos murinos estimulados con LPS in vitro mostré disminuy6 significati-
vamente en animales que recibieron las harinas integrales de semillas de chia y lino incorporadas en
la dieta, esto se encuentra en consonancia con lo hallado pro Saray Gutierrez @,

Paralelamente, la expresion nuclear del factor NF- kB (p65) en macréfagos peritoneales disminuyé
en muestras de animales que recibieron las dietas B y C con respecto al control, esto se encuentra
acorde a los hallazgos de Araujo de Miranda et al ©.

CONCLUSIONES

En animales de experimentacion, el consumo de las dietas B y C evidencio mejores tasas de bio-
conversion de ALA en sus formas activas EPA y DHA en corazén, higado y cerebro respecto a los
controles.

Respecto a los efectos antiinflamatorios de las harinas integrales incluidas en matrices alimenta-
rias destinadas a murinos, el factor de NF-kB disminuyo su expresién en el nlcleo en macréfagos pe-
ritoneales tratados con dietas B y C en comparacién con los controles. Asimismo, la fagocitosis de
macréfagos murinos estimulados in vitro con LPS disminuy6é en muestras de animales alimentados
con las dietas experimentales.

Los hallazgos de este trabajo sientan las bases para profundizar el estudio de las propiedades antiin-
flamatorias de las harinas integrales de semillas de chia y lino.
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