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RESUMEN

El método de digestibilidad mide la fraccién nitrogenada de alimento consumido que es absorbida intestinal-
mente, analizando el aprovechamiento de la dieta y su influencia en la salud del animal de laboratorio. Normal-
mente se estudia por Coleccion Total de Heces (CTH) e incluye los aportes de la microbiota y otros metabolitos.
Objetivo: Comparar calidad nutricional y digestibilidad aparente de dos alimentos para ratones ricos en acidos
grasos w-3 disefiados en el Laboratorio de Investigaciones Bioguimicas-UNNE (LIBiM). Metodologia: Se defi-
nieron y elaboraron dietas para ratones en crecimiento. Muestreo: al azar simple, sobre ratones Balb/c del Biote-
rio Facultad de Medicina-UNNE, segun dieta: Ch, L y Control. Los animales fueron alojados n=5 por caja y ali-
mentados ad libitum. Se comparé el desarrollo de los ratones (PR) y consumo de alimento (CA) por peso. Se
calcularon Tasas de Cambio de Peso (TCP) y Eficiencia Alimenticia (EA) de dietas. Se realiz6 CTH 24 hs, anali-
zando contenido de nitrégeno de alimentos y heces (Kjeldhal). Se estimé Digestibilidad Aparente (DA) de los
alimentos. Resultados: PR finales entre lotes sin variaciones significativas, con CA mayor en L. La TCP, EAy
DA fueron mayores con Ch. Conclusiones: Los alimentos disefiados en el LIBiM se ajustan a los requerimien-
tos nutricionales diarios para ratones en crecimiento. Este estudio muestra mayor EA y DA de la Dieta Ch com-
parada con L, lo que tiene mejor significancia para la salud y bienestar de los animales. Esta investigacion sienta
bases para el disefio de dietas experimentales ricas en w-3 de aplicabilidad en investigaciones biomédicas.
Palabras clave : Nutricion animal, Calidad nutricional de dieta, Digestibilidad aparente, Compuestos bioactivos,
Bioterio de produccién

SUMMARY

The digestibility method measures the nitrogen fraction of consumed food that is absorbed intestinally,
analyzing the performance of the diet and its influence on the health of the laboratory animal. Normally it is stu-
died by Total Stool Collection (TSC) and includes contributions of the microbiote and others metabolites. Objec-
tive : To compare the nutritional quality of two foods for mice rich in w-3 fatty acids designed in the Laboratory of
Biochemical Investigations-UNNE (LIBiM). Methodology : Diets for growing mice were defined and developed.
Sampling: simple randomization, on Balb/c mice of the Animal House of the Medicine Faculty-UNNE, according
to diet: Ch, L and Control. The animals were housed n=5 per box and fed ad libitum. Mice growth (MG) and food
consumption (FC) were determined by weighting. Weight Change Rates (WCR) and Dietary Efficiency (DE) of
diets were calculated. TSC was performed for 24 hours, analyzing nitrogen content of food and feces by Kjeldhal.
Apparent Digestibility (AD) of diets was estimated. Results : Final PR between batches without significant varia-
tions, with FC greater in L. There was higher WCR, DE and AD in Ch compared to L. Conclusions : The foods
designed in LIBiM supply the daily nutritional requirements for growing mice. This study shows greater DE and
DA of the Ch Diet compared to L, which has better significance for the health and welfare of animals. This re-
search lays the foundation for the design of experimental diets rich in w-3 applicability in biomedical research.
Keywords : Animal Nutrition, Diet nutritional quality, Apparent digestibility, Bioactive compounds, Production Bio-
terium.

INTRODUCCION

La experimentacion animal es un elemento imprescindible en las investigaciones biomédicas. El
ratén es uno de los roedores mas utilizados, por su pequefio tamafio, corto tiempo de generacion, fa-
cilidad de reproduccién y mantenimiento en el laboratorio, asi como las valiosas posibilidades de ex-
trapolacién de los resultados alcanzados a otros mamiferos, incluido el ser humano @

La formulacién de dietas para animales de laboratorio tiene como objetivo fundamental alcanzar
las concentraciones ideales de nutrientes, que permitan cubrir los requerimientos del animal @ pe
esta manera, la calidad de un alimento se evalla considerando su composicion quimica y nutricional,
asi como los efectos de los procesos de digestion, absorcion y metabolismo, o la capacidad del ani-

mal de digerir y utilizar esos nutrientes @
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Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPL) son nutrientes de probada relevancia
biologica. Las familias w-6 y w-3 son ademas esenciales, por lo que deben ser aportados por la dieta,
en una determinada cantidad y proporcion entre ellos ® En la Tabla 1 se muestran las caracteristi-

cas requeridas en una dieta para ratones.

Tabla 1: Caracteristicas de una dieta para ratones

NUTRIENTE UNIDAD

Volumen diario 5 g de alimento / dia

Calorias 4250 kcal / kg de dieta

Carbohidratos 750 g de CHO: 720 a 690 g / kg de dieta
Fibra 30 a 60 g/ kg de dieta

Proteinas 200 g de proteina bruta / kg de dieta

Grasas totales

50 g/ kg de dieta

Grasas saturadas

41,8 g / kg de dieta

Omega 6 6,8 g / kg de dieta
Omega 3 1,36 g/ kg de dieta
Relacion w-6 / w-3 5:1

Fuente: Romero Vidomlansky et al, 2018 @

Ademas de la carne de pescado de mar, existen en la naturaleza alimentos de origen vegetal que
reflejan en su composicion altos contenidos de w-3 (Ver Tabla 2). Se ha demostrado en diversos es-
tudios in vivo en ratas el poder anti-inflamatorio de los acidos grasos w-3 provenientes de algunos de
estos ingredientes, como las harinas de semillas. Por esto, su empleo en la composicién de alimento

para ratones constituye una fuente innovadora de AGPL ®,

Tabla 2: Contenido de acidos grasos w-3 y w-6 en diversas semillas y frutos secos en mg /100 g de producto
puro, sin aditivos ni coccién

Especie vegetal w-6 w-3
Semillas de linaza 5911 22813
Semillas de rosa mosqueta 4155 2748
Pipas de calabaza 8759 77
Quinoa 2977 307
Anacardos 7782 62
Pipas de girasol 32785 69
Semillas de Chia 6060 18510
Semillas de cafiamo (R 1:3) 17000 6000
Semillas de Soja (R 1:5) 8000 1500

Fuente: Valenzuela et al., 2009 (5)

Mientras la calidad nutricional de un alimento esta determinada por los tipos y cantidades de nu-
trientes que contiene, la calidad de la dieta esta dada por la habilidad del animal para digerir y utilizar
esos nutrientes ©. Asi, la digestibilidad es la base de las metodologias de evaluacion de los alimen-
tos , sirve como medida de calidad de la dieta y sus componentes, asi como de la disponibilidad de
los nutrientes y su influencia en la salud y bienestar de los animales @

Por definicion, la digestibilidad es la fraccion nitrogenada de alimento consumido que no aparece
en las heces, absorbido como tal en el intestino delgado, y por altimo utilizado para la sintesis de pro-
teinas 9. Es una propiedad inherente al alimento y esta relacionada con su constitucion fisica y
guimica, concentracion de nutrientes y factores limitantes y antinutricionales ®

La digestibilidad (D) se expresa en porcentaje: D = (N absorbido / N ingerido) * 100 %. Mientras
mayor sea el valor obtenido, mejor sera el aprovechamiento de los nutrientes del alimento. La pun-
tuacion de D de una proteina refleja su contenido en aminoacidos (AA) en comparacion con la “pro-
teina ideal” ©.

Normalmente los valores de D que se obtienen son valores aparentes, es decir incluyen en las
heces los aportes metabdlicos y endégenos provenientes de enzimas, células epiteliales, microorga-
nismos y otros metabolitos que llegan a la luz intestinal @,
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Debido a la importancia de la digestibilidad en la nutricion, fueron desarrollados diversos métodos
para evaluar una dieta o un ingrediente en particular, el nivel de aprovechamiento y el efecto en la
salud del animal “°*Y.

La obtencidon de muestras fecales es relativamente simple y poco costosa . por lo tanto, el pro-
cedimiento mas utilizado para estudiar calidad de la dieta es la medicion del contenido de nitrégeno
en la Coleccion Total de Heces (CTH) (1213) Este analisis requiere de medidas directas (observacio-
nes) e indirectas (andlisis fecal), en forma simultanea con determinaciones nutricionales de los com-
ponentes del alimento V.

Primero, se establecen los requerimientos nutricionales del animal segun la raza, fase de desarro-
llo y estado fisiol6gico ), Luego se procede a formular las dietas -con las materias primas que se
van a evaluar- y se suministran a los animales durante al menos cinco dias como periodo de adapta-
cién, antes de iniciar la fase experimental 5)

De acuerdo a lo anterior, en el Laboratorio de Investigaciones Bioquimicas de la Facultad de Me-
dicina, se formularon y elaboraron dos alimentos para ratones en etapa de crecimiento, con alto con-
tenido de w-3.

Debido a que la informacién de calidad nutricional y digestibilidad no se encuentra disponible para
los alimentos disefiados, el presente trabajo se enfoca en estudios de calidad de dieta.

Objetivo general

Comparar la calidad nutricional y la digestibilidad aparente de dos alimentos para ratones, dise-
flados y elaborados en el Laboratorio de Investigaciones Bioquimicas de la Facultad de Medicina-
UNNE (LIBiM).
Objetivos especificos

Comparar el desarrollo de los ratones a partir del consumo de dos alimentos de disefio contra un
alimento comercial tomado como control.

Analizar la composicion porcentual de los alimentos.

Medir el porcentaje de proteinas en la materia fecal de los animales de estudio bajo diferentes
dietas.

Comparar la digestibilidad aparente y la eficiencia alimenticia de los alimentos disefiados.

MATERIAL Y METODOS

Formulacién y elaboracion de los alimentos

Se definié una dieta tedrica para ratones en etapa de crecimiento, tomando como base las esti-
maciones de requerimientos nutricionales diarios para estos animales, de las Normas Técnicas para
Alimentos de Ratas y Ratones del Instituto “Dr. Carlos G. Malbran” (Ver Tabla 3) y resultados de ex-
periencias con rendimiento aceptable para calcio (Ca) y fésforo (P), asi como las tablas de composi-
cion quimica de los ingredientes.

Tabla 3: Cantidad de macronutrientes, Fe y energia en alimentos balanceados para ratas y ratones.

NUTRIENTE CANTIDAD
Proteinas (%) 20-25
Grasa (%) 4-6

Fibras (%) 4-5
Humedad max. (%) 11

Energia (kcal / kg) 4.200-4.300
Fe (ppm) 50-220

Fuente: Administracién de Laboratorios e Institutos de Salud, Instituto “Dr. Carlos G. Malbran”

Las cantidades Ca y P en los alimentos disefiados se establecieron en base a los resultados de la
experiencia de Morris et al (1941), quienes fijaron los valores de 4 g/kg dieta para el calcio y de 3 a
12 g/kg dieta para el fosforo .

La secuencia metodoldgica de obtencién del alimento fue la siguiente: se prepararon los ingre-
dientes, segun el tratamiento mas adecuado para cada material, siguiendo formulaciones comunica-
das previamente @ Seguidamente se pesaron y se mezclaron con agua (25°C) hasta homogeneiza-
cién. La masa obtenida se porcion6 manualmente en forma de pellets que luego se secaron a 55°C
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durante 20 hs. y se esterilizaron mediante luz UV. Los mismos se almacenaron hasta su uso en bol-
sas selladas al vacio de 0,5 kg.

Estudio experimental

Esta investigacion se realizé con la aprobacion del protocolo del estudio por parte del Comité Ins-
titucional de Cuidado y Uso de Animales de Experimentaciéon Res. CICUAL-Med-UNNE N° 0001/17.
El muestreo se efectud al azar simple, de ratones de la cepa Balb/c del Bioterio de la Facultad de
Medicina, a partir de los nacimientos de animales machos derivados de 4 madres. La experiencia se
llevd a cabo sobre tres grupos de tratamiento, segun dieta: 1) Ch, 2) L y Control. El tamafio de mues-
tra, de 30 animales, se obtuvo segun calculador “Panel Book” on-line (error del 10% y nivel de con-
fianza de 95%). A las jaulas con madres y ratones lactantes se les proveyd de los alimentos a estu-
diar ad libitum a partir de los 14 dias de nacidos. A los 28 dias se realizé el destete y se los separ6
en los grupos experimentales.

Los ratones fueron alojados colectivamente en cajas de plastico (n=5/caja) durante el ciclo
dia/noche y alimentados ad libitum segun lote de estudio. La provisién de agua, previamente auto-
clavada, se realizé con el mismo régimen. Se comparé el desarrollo de cada grupo y el consumo de
alimento por peso, durante 70 dias.

A las 8 semanas de comenzada la experiencia, se realiz6 la CTH por recoleccion en mallas meta-
licas colocadas en cada caja durante 24 hs.

Se determinaron las curvas de crecimiento de los tres grupos, a partir del consumo de alimento vs el
desarrollo de los animales y se calcularon las Tasas de cambio de peso (TCP= Peso final - Peso ini-
cial) y las Eficiencias Alimenticias (EA = Consumo de alimento / Tasa de cambio de peso).

Se midieron las cantidades de nitrégeno en los alimentos y las heces colectadas por el método
Kjeldhal y se calculé la correccién por tipo de proteina con un factor de 6,5, en el Laboratorio de
Quimica Organica de la Facultad de Ciencias Exactas-UNNE. Con estos resultados se estimé la di-
gestibilidad aparente de cada alimento.

RESULTADOS

Composicién nutricional de los alimentos

Como se puede observar en las Tablas 3 y 4, las dietas disefiadas en el LIBiM, cumplen con los
requisitos de composicién de macronutrientes y de energia, segun las Normas Técnicas para Alimen-
tos de Ratas y Ratones del Instituto “Dr. Carlos G. Malbran” y experiencias con resultados aceptables
paraCay P.

Tabla 3: Comparacion entre composicion macronutrientes y energia de dieta tedrica para ratas y ratones y los
alimentos disefiados en el LIBiM.

NUTRIENTE Dieta Tedrica Dieta Ch Dieta L
Proteinas (%) 20-25 19,92 20,11
Grasa (%) 4-6 5,47 5,70
Fibras (%) 3-6 4,57 2,71
Humedad (max.) 11 9,66 10,78
Energia (kcal / kg) 4.200 - 4.300 3627,9 3639,7

Tabla 4: Comparacion entre composicion en Ca, P y Fe de dieta tedrica para ratas y ratones y las dietas dise-

fiadas en la Facultad de Medicina- UNNE.

NUTRIENTE Dieta Tedrica Dieta Ch Dieta L
Ca (%) 4 4,35 4,12

P (%) 3-12 6,9 6,98
Fe (ppm) 50-200 206,3 206,3

Consumo de alimento y desarrollo de los ratones
Segun se muestra en la Tabla 5, los pesos de los animales al final de la experiencia no variaron
en forma significativa en los tres lotes, a pesar de que el consumo de alimento fue mayor en el lote L.
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Tabla 5: Consumo de alimento y desarrollo de los ratones

Alimento Ch Alimento L Alimento control
Consumo promedio de alimento (g/dia) 2,8 3,7 3,18
Peso promedio final de los ratones (g) 29,74 29,03 30,70
Tasa de cambio de peso 2,18 1,74 1,63
Aumento de peso promedio (g) 16,11 12,42 11,86

De acuerdo a los resultados hallados, el Consumo promedio de alimento de los ratones mostro
valores semejantes entre grupos y menor a los 5 g/dia estipulados para la especie.

Las Tasas de cambio de peso (TCP) de los animales variaron segin la dieta, siendo mayor la
TCP del lote Ch con respecto al lote L y al control.

En el Grafico 1, se puede observar que las curvas de crecimiento de los tres grupos de tratamien-
to fueron semejantes.

Grafico 1: Aumento de peso semanal de los
animales

//

—+—Lote Ch Lote L

(9)

Peso promedio de los ratones

Lote control

Eficiencia Alimenticia (EA)

EA = Consumo de alimento / Tasa de cambio de peso.
EAc, =2,8/0,24 = 0,08 g ratén / g alimento
EA_=3,7/0,21 = 0,05 g ratén / g alimento

EAconro = 3,18 /0,19 = 0,06 g ratén / g alimento

Segun lo observado, la EAcy resultdé mayor, lo que significa que por gramo de alimento Ch con-
sumido, el animal gané mas peso que en los otros tratamientos.

Digestibilidad aparente

Los andlisis de contenido (Kjeldhal) mostraron que la Dieta L contiene mayor cantidad de protei-
nas, seguido por el Control y luego por la Dieta Ch. Asimismo, el contenido de proteinas en la mate-
ria fecal colectada estuvo en consonancia con el porcentaje hallado en cada alimento (Ver Tabla 6).

Tabla 6: Resultados de analisis (método Kjeldhal)

Alimento Materia Fecal

% Proteina (g/100g) % Proteina (g/100g)
Dieta Ch 23,53 +1,62 9,84 +0,17
Dieta L 25,13 +1,47 11,41 +£0,26
Dieta control 2494 +£1,54 7,72 +£0,42

Fuente: Laboratorio de Quimica Orgénica, Facultad de Ciencias Exactas-UNNE

Como se puede observar en la Tabla 7, en la comparacién con la Dieta Ch presentd una Digesti-
bilidad Aparente mayor.

Tabla 7: Célculo de digestibilidad por formula

Digestibilidad %

Dieta Ch 58,15
Dieta L 54,56
Dieta control 69,01

Fuente: Laboratorio de Quimica Organica, Facultad de Ciencias Exactas-UNNE
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DISCUSION y CONCLUSIONES

Los alimentos disefiados en el LIBIM se ajustan a los requerimientos diarios de macronutrientes y
energia del raton, tanto en etapa reproductiva como de crecimiento segin normativas del National
Research Council Committe ** y recomendaciones para requerimientos de Ca'y P ®©.

La coleccién fecal se realizdé de acuerdo a Osorio Carmona y col., los que expresan en su investiga-
cion que el método de CTH requiere jaulas de coleccién e implica medir el consumo del alimento y
realizar la coleccion fecal adecuadamente “*. Los animales tuvieron un tiempo de adaptacién sufi-
ciente a los alimentos antes de proceder a la CTH, como recomiendan distintos trabajos de investi-
gacién (12,14-15)

Como muestran los trabajos de Cedefio Noblecilla @4 Osorio-Carbona *° y el estudio de revision
realizado por Harmon () estos resultados postulan que el alimento Ch (con mayor EA y DA) es mejor
en su calidad nutricional y disponibilidad de nutrientes, y por lo tanto tiene mayor significancia en la
salud y bienestar de los animales.

Segun Garcia y col., la digestibilidad in vivo se ve alterada, entre otras cosas, por la capacidad de
seleccion del animal en funcién de la oferta de material, la disponibilidad de agua, la tasa de pasaje
del alimento y la eficiencia metabolica animal “®.

Si bien este estudio de digestibilidad aparente in vivo presenta conclusiones novedosas, seria
deseable su complementacion con evaluaciones de digestibilidad en el tubo digestivo in vitro, tal co-
mo las implementadas por Ramos Talma en 1995 en conejos @,

De acuerdo a los resultados obtenidos, este estudio biolégico muestra mayor eficiencia alimenticia
de la dieta L comparada a la Ch, al utilizarla como alimentacion de ratones machos en etapa de cre-
cimiento.

Esta investigacion sienta bases para el disefio de dietas experimentales ricas en acidos grasos w-
3 de amplia aplicabilidad en investigaciones biomédicas.
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