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Abreviaturas

AACC: Asociacion Americana de Quimicos de Cereales.

AG: Acidos grasos.

AGMI: Acidos grasos monoinsaturados.

AGPI: Acidos grasos poliinsaturados.

AGS: Acidos grasos saturados.

ANOVA: Analisis de varianza.

C: Control.

CF: Compuestos fendlicos.

CIDAF: Centro de Investigacion y Desarrollo de Alimentos Funcionales.
DE: Densidad energética.

EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria.

FDA: Administracion de alimentos y medicamentos de Estados Unidos.
FE: Fitoesteroles.

HF: Alta en grasa.

HFP: Alta en grasa con pifion de pino.

LDL: Lipoproteina de baja densidad.

MINSAL: Ministerio de Salud.

NO: Oxido nitrico.

TG: Triglicéridos.

USDA: Departamento de Agricultura de los Estados Unidos.

VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad.



RESUMEN

El pifidon de pino es un fruto seco proveniente del pino Pinus pinea L, originario del
area mediterranea y presente en Chile entre la region de Coquimbo y Los Lagos.
Su composicién nutricional es interesante debido a su alto contenido de lipidos
(principalmente insaturados), proteinas, fibra, ademas de poseer fitoesteroles,
tocoferoles y polifenoles. En este estudio se trabajo con 24 ratas macho Sprague
Dawley adultas, separadas en tres grupos, alimentadas con una dieta control
normograsa (C), o una dieta alta en grasa (HF) o alta en grasa adicionada de 2%
de pifion de pino (HFP), durante cuatro semanas. El consumo de dietas altas en
grasa fue menor respecto a C (p<0,05). Asimismo, las ratas C presentaron menor
ganancia ponderal que HF y HFP (p<0,05). La ganancia ponderal del grupo HFP
fue mayor al C (p<0,05), en cambio esta fue similar en los animales que
consumieron las dietas HF y HFP. En consecuencia, la dieta C tiene una menor
eficiencia que las dietas HF y HFP (p<0,05). La glicemia fue més alta en el grupo
HF comparado con C (p<0,05). La colesterolemia fue mas elevada en el grupo
HFP (p<0,05), y mas baja en el grupo C (p<0,05). La trigliceridemia, el peso
relativo de testiculos, higado, corazon, rifidn y de grasa epididimal, retroperitoneal
e inguinal fueron similares tras el consumo de dietas altas en grasa con 0 sin
adicion de pifion de pino. Los resultados indican que la adicion de 2% de pifién de

pino no indujo cambios significativos a nivel de los parametros antes sefalados.



ABSTRACT

Pine nut is the seed from Pinus pinea L, a pine tree native to the Mediterranean
area and present in Chile between Coquimbo and Los Lagos. Its nutritional
composition is interesting due to its high content of lipids (mainly unsaturated),
proteins, and fiber. It also contains phytosterols, tocopherols, and polyphenols. In
this study, 24 male Sprague Dawley rats, divided into three groups, were fed a
control diet (C), or a high-fat diet without (HF) or with 2% pine nut (HFP), for four
weeks. Consumption of high-fat diets was lower than C (p<0.05). Likewise, rats
from group C showed lower weight gain than HF and HFP animals (p<0.05).
Weight gain of the HFP group was higher than C (p<0.05), whereas it was similar
in HF and HFP groups. Consequently, C diet had lower efficiency than HF and
HFP diets (p<0.05). Glycemia was higher in HF rats compared to C (p<0.05).
Cholesterolemia was higher in group HPF (p<0.05) and lower in group C (p <0.05).
Triglyceridemia, as well as relative weight of testes, liver, heart, kidney, epididymal
fat, retroperitoneal fat and inguinal fat were similar after the intake of high fat diets
with or without pine nuts. The results indicate that the addition of 2% of pine nuts

did not induce significant changes at the abovementioned parameters.



INTRODUCCION

Frutos secos

Los frutos secos son semillas comestibles envueltas en una cascara dura, con un
bajo contenido de agua (5 a 50%), que provienen de arboles, donde la pared del
ovario se endurece al madurar formando una semilla comestible. Los mas
consumidos a nivel mundial son almendra (Prunus amigdalis), nuez de Brasil
(Bertholletia excelsa), caju (Anacardium occidentale), avellana (Corylus avellana),
macadamia (Macadamia integrifolia), pecana (Carya illinoinensis), pifibn de pino

(Pinus pinea), pistacho (Pistachia vera) y nuez (Juglans regia).

Estos alimentos se caracterizan por poseer un alto contenido de lipidos (43 —
66%), y se consideran beneficiosos debido a su alto contenido de acidos grasos
monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI). El contenido de proteinas es
elevado (8 — 34%), ademas son una buena fuente de fibra (Salas-Salvadé y cols

2006; Venkatachalam y Sathe, 2006).

Propiedades saludables

A pesar de que los frutos secos tienen una alta densidad energética (DE), de 550
a 750 kcal/100 g, existen diversos mecanismos por los cuales podrian generar un
efecto no promotor de la ganancia de peso corporal (Lutz y Luna 2016), que
incluyen su alta relacion de AG insaturados/saturados (Crescenzo y cols 2015), la
capacidad de inducir saciedad (Brennan y cols 2010; Hull y cols 2015), la

promocion de la termogénesis (Sabaté y cols 2005) y que sus lipidos son menos



absorbibles (Cassady y cols 2009). Bes-Rastrollo y cols (2009) observaron, en un
estudio epidemiologico prospectivo de 8 afios, el efecto de la suplementacion de la
dieta con frutos secos sobre el peso corporal. En 51.188 mujeres de 20 a 45 afios,
aguellas que consumian 1 porcidon (28 g) de frutos secos al menos 2
veces/semana tuvieron una ganancia ponderal inferior que quienes no
consumieron frutos secos, ademas de disminuir levemente el riesgo de obesidad.
Posteriormente, Martinez-Gonzales y Bes-Rastrollo (2011) analizaron los datos
obtenidos de tres estudios epidemiolégicos prospectivos, relacionando la
frecuencia de consumo de una porcion (30 g) de frutos secos y el cambio de peso
a lo largo del tiempo de los participantes, concluyendo que el afiadir frutos secos a

una dieta habitual no aumenta el riesgo de ganar peso a lo largo del tiempo.

Asghari y cols (2017) observaron, en un estudio prospectivo de 2005 a 2014, la
relacion entre suplementar la dieta con frutos secos y el riesgo de contraer
diabetes mellitus tipo 2. En 1.984 sujetos mayores de 20 afios, aquellos que
consumian mas de 4 porciones (28 g) de frutos secos a la semana presentaron
menos casos de diabetes mellitus tipo 2 que quienes consumian menos de 1
porcién semanal. De igual manera, Pan y cols (2013), en un estudio prospectivo
de 10 afos, relacionaron la suplementacion de la dieta con frutos secos y una
disminucién del riesgo de contraer diabetes mellitus tipo 2. De un total de 58.063
mujeres entre 52 y 77 afios en el primer grupo y un total de 79.893 mujeres entre

35 y 52 afios en el segundo grupo, aquellas que consumieron una porcion (28 g)



de frutos secos 1 o0 2 veces a la semana presentaron menos casos de diabetes

mellitus tipo 2 que quienes consumieron raramente o nunca frutos secos.

Aune y cols (2016) relacionaron el consumo de 28 g/dia de frutos secos con la
disminucién del riesgo relativo de una variedad de patologias y causas de muerte.
En total analizaron 20 estudios prospectivos, observando que el consumo diario de
frutos secos redujo el riesgo relativo de enfermedad cardiovascular y cancer, asi

como la mortalidad por enfermedad respiratoria, diabetes e infecciones.

Aspectos regulatorios y mensajes saludables

La administracion de alimentos y medicamentos de Estados Unidos (FDA)
establecié un mensaje saludable que sefiala que el consumo diario de 43 g de
frutos secos, como parte de una dieta baja en grasas saturadas y colesterol,
puede reducir el riesgo de enfermedad cardiaca. Este mensaje es aplicable para
almendras, avellanas, nuez pecana, pistachos, nueces y pifion de pino. No se
aplica a los frutos secos que contengan mas de 4 g de grasa saturada/ 50 g como

es el caso de las nueces nuez de macadamia, Brasil y caju. (FDA 2003)

Recomendacion de ingesta
Consumir 1 a 1,5 porciones (30-45 g) de frutos secos diariamente permite reducir
el colesterol LDL y disminuir el riesgo de enfermedades cardiometabdlicas (Pérez

Martinez y cols 2017).



Pifién de pino

El pifion de pino es un fruto seco producido por el pino mediterraneo o pifionero
(Pinus pinea L.) (Fig 1a), propio de la zona Mediterranea. Ha formado parte de la
alimentacion humana desde tiempos remotos, previo a las culturas greco-romanas
(Loewe 2011). Este pino fue introducido en Chile por los inmigrantes europeos

alrededor de 100 afos atras, principalmente con fines ornamentales, y

actualmente se cultiva exitosamente en el pais, desde Coquimbo hasta La

Araucania, con mayor produccion en la zona sur (Loewe y Delard 2016).

Figura 1: Descripcion de: a) Pino pifionero adulto, b) cono o pifia madura, c)
semillas de Pinus pinea L dentro y fuera de la pifia, d) Semilla pelada. Adaptada
de Loewe y Delard (2016).



La semilla del pino mediterraneo se encuentra dentro de la pifia (Fig 1b) mide de
17 a 18 mm de largo, posee una cubierta lefiosa muy dura y pesa alrededor de 1 g
(Fig 1c). La parte comestible es la semilla pelada, es decir, aquella que se
encuentra al interior de la cascara (Fig 1d). Este pifidbn es muy blando y pesa

alrededor de 0,2 g (Loewe y Delard 2016).

La Tabla 1 muestra la composicién quimica de frutos secos consumidos en Chile,

incluyendo el pifion de pino cosechado en Chile.

Tabla 1: Composicién quimica de frutos secos (g/100 g)

Pifion de Nuez Almendra  Avellana Castafa
pino?!
Proteinas 34,1 12,82 18,02 12,42 3,72
Grasa total 44,3 50,12 43,32 49,32 1,82
Fibra 11,6 7,13 12,53 9,73 10,63

Lutz y cols 2016. 2Schmidt-Hebel y cols 1990. 3USDA.

El pifidn de pino destaca por su alto contenido de proteinas, comparado con otros
frutos secos. Tiene un alto contenido de potasio (0,4 — 0,9 g/100 g), un contenido
moderado calcio (30 — 40 mg/100 g), hierro (5 — 15 mg/100 g) y zinc (8 — 13
mg/100 g), ademas posee una baja cantidad de sodio (5 — 11 mg/100 g) (Lutz y
cols 2016). Nergiz y Dénmez (2004) determinaron un alto contenido de fésforo (0,5
g/100 g) y magnesio (0,3 g/100 g) en el pifidbn de pino europeo. Ademas, el pifién

contiene vitaminas como riboflavina (0,28 mg/100 g), tiamina (1,5 mg/100 g) y
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vitamina K (33 — 73 ug/100 g), y una baja cantidad de vitamina C (2,5 mg/100 g)

(Dismore y cols 2003; Nergiz y Donmez 2004).

Componentes saludables del pifidén de pino

Acidos grasos insaturados: El aceite de pifion de pino destaca por su alto
contenido de AGPI, predominando con un 48,8% el linoleico (C18:2n-6), y
de AGMI, predominando con un 39,4% el oleico (C18:1n-9), en tanto que el
contenido de acidos grasos saturados (AGS) es bajo (Lutz y cols 2016).
Contiene una baja proporcion de acido a-linolénico (C18:3n-3) y, a
diferencia de lo descrito en algunos otros paises, en los pifiones de pino
cultivados en Chile no se ha identificado la presencia de acido pinolénico,
descrito en algunas zonas de Europa en niveles de 1,6 — 3,7 mg/100 g
aceite (Nasri y cols 2005). El consumo de &cidos grasos insaturados, en
vez de AGS, se asocia a la modulacion del perfil lipidico, al promover la
disminucion de los niveles plasméticos de colesterol total y colesterol LDL
(Ros 2010), ademas de disminuir la presencia de marcadores periféricos de
inflamacion y funcién endotelial (Ros y Mataix 2006) y tienen propiedades
cardioprotectoras (Kris-Etherton y cols 2001). Los AGPI n-3 presentan
efectos antitrombaticos, antiaterogénicos, antiinflamatorios y antiarritmicos

(Calder 2004; Ros y Mataix 2006).
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Fibra dietética (FD): El contenido de fibra del pifidn de pino es elevado
comparado con otros frutos secos, salvo aquellos que se consumen con la
delgada piel que los recubre, como es el caso de la almendra y la nuez. En
el pifion predomina la fraccion de fibra insoluble (9,6 g/100 g) por sobre la
soluble (2 g/100 g) (Lintas y Cappelloni 1992; Lutz y cols 2016). La FD
corresponde a la parte comestible de las plantas y carbohidratos analogos
resistentes a la digestiéon y absorcion en el intestino delgado humano con
una fermentacion parcial o completa en el intestino grueso (AACC 2001).
Su consumo ejerce una diversidad de efectos saludables, por lo que se
recomienda una ingesta de 28 a 36 g/dia (Anderson y cols 2009). Entre los
efectos descritos se encuentra la reduccion de niveles de colesterol total y
colesterol LDL por la fibra soluble, que produce una solucidon muy viscosa y
retarda la absorcion de nutrientes, y la fibra insoluble que produce la
aceleracion del transito gastrointestinal aumentando la eliminaciéon de
acidos biliares (Spiller 1994); su consumo atenuda la glicemia e insulinemia
postprandial (Jenkins y cols 2000), acelera el transito gastrointestinal
(Eswaran y cols 2013), y produce acidos grasos de cadena corta al
fermentar en el colon (Cummings y Macfarlane 1991). Estos 4 efectos son
los mas aceptados por la comunidad cientifica (Howlett y cols 2010),
aunque hay otros efectos posibles, como disminuir el riesgo de diabetes y
enfermedad coronaria (Weickert y cols 2008), disminuir la presion sistélica y

diastolica en pacientes hipertensos (Streppel y cols 2005), disminuir el
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riesgo de cancer de colon (Bingham y cols 2003), un efecto protector ante

la aterosclerosis y enfermedad cardiovascular (Steffen y cols 2003).

Fitoesteroles (FE) y fitoestanoles: Los FE son moléculas similares al
colesterol, con ligeras modificaciones en su cadena alifatica (Moreau y cols
2002). Debido a su alta hidrofobia, los FE y el colesterol deben formar
micelas para ser posteriormente absorbidos por las microvellosidades de
los enterocitos. Los FE desplazan una parte del colesterol desde la micela,
lo que lleva a su eliminacién por las heces (Ikeda y cols 1988). La parte de
FE que pasa al enterocito es esterificada para ingresar a los quilomicrones,
pero los FE no son sustratos adecuados para la acyl-CoA colesterol acetil
transferasa, por lo cual solo una pequefia porcion es esterificada e ingresa
a la circulacion y, en consecuencia, la porcién sin esterificar regresa al
lumen y es eliminada por las heces (Plat y Mensink 2005). Se ha descrito
que los FE son capaces de regular los transportadores ATP-binding cassete
(ABC) G5 y G8, que promueven la eliminaciéon de esteroles al lumen
intestinal y desde los hepatocitos al espacio biliar (Sabeva y cols 2009).
Todas estas acciones permiten disminuir los niveles de colesterol total y
LDL en suero (Katan y cols 2003).

El aceite de piiibn de pino contiene diversos FE, entre los cuales
predominan estigmasterol (207,9 — 356,5 pug/100 g) y B-sitosterol (1.576,5 —
1.948,8 ug/100 g) (Lutz y cols 2016). Nasri y cols (2007) describen ademas

la presencia de A5-avenasterol (17,2 — 39,0 ug/100 g) y concentraciones
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inferiores a 3 pg/100 g de aceite de colesterol, campestanol, A7-
campesterol, clerosterol, sitostanol, A7-avenasterol y A7-estigmastenol.
Racette y cols (2010), en un estudio de alimentacion controlada durante
cuatro semanas con 18 participantes, compararon el efecto del consumo de
59, 459 o0 2.059 mg de FE/dia con la excrecion de colesterol, absorcion
intestinal de colesterol y colesterol LDL plasmatico. El consumo de una
cantidad moderada o alta de FE aumento la excrecion de colesterol y redujo
su absorcion intestinal, comparado con el grupo bajo en FE. El colesterol
LDL disminuyd solo en el grupo con alta ingesta de FE. Ras y cols (2014)
realizaron un metaanalisis a partir de 124 estudios relacionando el consumo
de FE con la disminucion de colesterol LDL plasmatico, concluyendo que
existe una relacion de dosis respuesta, logrando disminuir entre 6 — 12% la
concentracion de colesterol plasmatico al consumir 0,6 a 3,3 g/dia de FE.
Existen mensajes saludables para el consumo de FE: la FDA, sefiala para frutos
secos que contengan 0,4 g de esteroles por porcién, consumidas dos veces al dia
como parte de una dieta baja en acidos grasos y colesterol, pueden reducir el
riesgo de enfermedades cardiovasculares (FDA 2017). Por su parte, la European
Food Safety Authority (EFSA) permite el uso del mensaje saludable: “Se ha
demostrado que los FE y ésteres de fitoestanoles disminuyen el colesterol
sanguineo. Una tasa elevada de colesterol constituye un factor de riesgo en el
desarrollo de cardiopatias coronarias”, pero solo es aplicable en grasas para untar,
productos lacteos, mayonesas y alifios para ensaladas, informandose que el

efecto beneficioso se obtiene con una ingesta diaria de 1,5 a 3 g de FE y el
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periodo a partir del cual se obtiene el efecto beneficioso es de dos a tres semanas
(EFSA 2014). Por su parte, el Ministerio de Salud (MINSAL) tiene un mensaje
saludable para el consumo de FE, debiendo cumplir el alimento con aportar un
minimo de 0,65 g de FE, ser bajo en grasa saturada, colesterol y libre de acidos
grasos trans, pudiendo contribuir a reducir los niveles de colesterol y el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (MINSAL 2009a). El pifibn de pino, aunque no
cumple con el minimo de FE por porcion, es capaz de aportar una cantidad

importante de FE a la ingesta diaria.

- Tocoferoles: El aceite de pifion de pino tiene un alto contenido de
tocoferoles (113 pg/100 g), entre los cuales predomina el y-tocoferol (107
pg/100 g) y una cantidad menor de a-tocoferol (6 pg/100 g) (Lutz y cols
2016). La molécula de mayor actividad antioxidante de esta familia es a-
tocoferol (Kanno y cols 1970). Frente a la accion de especies reactivas de
oxigeno, los tocoferoles actian como donadores de hidrégeno, frenando las
reacciones en cadena que propagan la oxidacion de lipidos en las
membranas celulares y del colesterol LDL (Nikki y cols 1995), tienen
efectos antiinflamatorios (Mocchegiani y cols 2014), vasodilatadores, por
medio de la activacion la 6xido nitrico sintasa, que aumenta la sintesis
oxido nitrico (NO) en las células endoteliales (Mol y cols 1997). El NO, junto
a su capacidad de mantener una funcién endotelial normalizada e inhibir la

adhesion de monocitos, es capaz de reducir los procesos aterogenicos
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(Kirmizis y Chatzidimitriou 2009). Por otra parte, la vitamina C actla
sinérgicamente con el a-tocoferol y es capaz de regenerar la forma oxidada

de la vitamina E por via no enzimatica (Chepda y cols 2001).

Compuestos fenodlicos (CF): Corresponden a una variedad de metabolitos
secundarios cuyo rol es otorgar resistencia ante agentes patdégenos e
insectos y proteccidon contra la radiacion solar (Quideau y cols 2011). Entre
los efectos de los CF destaca su capacidad antioxidante, al actuar como
receptores de electrones y ser capaces de quelar metales, como hierro y
cobre, implicados en la sintesis de especies reactivas de oxigeno (Pietta
2000; Quideau y cols 2011), son capaces de regular de manera negativa
kinasas oncogénicas como PI3K y Akt, inhibir cascadas de sefializacion
oncogénicas, disminuir factores angiogénicos y elevar la expresion de
supresores tumorales, pudiendo disminuir el riesgo de padecer cancer
(Anantharaju 2016), pueden estimular la enzima NO sintasa en el tejido
endotelial, generando una accion vasodilatadora, disminuyendo el riesgo
cardiaco, ademas logran reducir la expresiéon de NADPH oxidasa, una de
las mayores fuentes de especies reactivas de oxigeno en el sistema
circulatorio (Andriantsitohaina y cols 2012) y son potentes inhibidores de la
oxidacion de las LDL disminuyendo el riesgo de aterosclerosis (Pandey y

Rizvi 2009).
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HIPOTESIS

La ingestion de una dieta alta en grasa en ratas Sprague Dawley por un periodo
de cuatro semanas afecta el consumo de alimento, ganancia ponderal, glicemia,
colesterolemia, trigliceridemia, peso de 6rganos y depdsito de grasa corporal de
los animales en relacién a una dieta control normograsa. Estos efectos seran

diferentes si la dieta alta en grasas contiene 2% de pifién de pino (Pinus pinea L.).
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Objetivo general:

Investigar el efecto del consumo de 2% pifion de pino (Pinus pinea L.), como parte

de una dieta alta en grasas, sobre la ingesta de dieta, la ganancia ponderal, la

glicemia, la trigliceridemia y la colesterolemia, el peso de 6rganos y el depésito de

grasa corporal en ratas.

Objetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

Estandarizar tres dietas diferenciadas (una control, normograsa) y dos
altas en grasa (sin y con pifion de pino) para aplicar al modelo in vivo de
ratas alimentadas por un periodo establecido en condiciones
controladas.

Comparar la ingesta alimentaria, ganancia ponderal y eficiencia de las
dietas control, dieta alta en grasa y alta en grasa con pifiones de pino.
Comparar los niveles sanguineos de lipidos y glucosa en los grupos de
animales experimentales.

Comparar los pesos de depésitos de grasa inguinal, epididimal y
retroperitoneal en animales experimentales.

Comparar los pesos de organos (corazon, testiculo, rifion e higado) en

animales experimentales.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se llevd a cabo en el Centro de Investigacion y Desarrollo
de Alimentos Funcionales (CIDAF), en la Facultad de Farmacia de la Universidad

de Valparaiso, haciendo uso del Bioterio de Animales institucional.

Materiales y Reactivos:

Dietas experimentales

Las dietas utilizadas se basan en la dieta estandar semipurificada para ratas
adultas AIN-93 (Reeves et al 1993). Fueron modificadas de acuerdo a las
necesidades experimentales y confeccionadas en la empresa Research Diets Inc.,
New Brunswick, Estados Unidos.

Las tres dietas disefiadas, entregadas en forma de un polvo homogéneo, son:

- Control (C) (Research Diets Inc.).

- Alta en grasa (HF) (Research Diets Inc.).

- Alta en grasa (HFP) (Research Diets Inc.), adicionada de 2% de harina de pifion
de pino (Pinus pinea L.).

La harina de pifion de pino se obtuvo por molienda de pifiones sin su testa en un
molino analitico (IKA A1l basic). Una vez obtenido un polvo fino, se pesé en
balanza digital (Sartorius PT 600) 369 g de dieta experimental y 4 g de pifion

molido, se mezclo en una batidora de pedestal (Kitchen Aid ARTISAN) durante 10
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min a 58 rpm y guardo en frasco hermético a 4°C. Este procedimiento se repitio en

forma semanal.

Las dietas fueron almacenadas en una zona con humedad relativa baja, al abrigo
de la luz y a temperatura inferior a 20°C. Semanalmente se retiraron alrededor de
800 g de cada dieta para entregar a los animales, la que era almacenada en

frascos herméticos bajo refrigeracion.

Animales
Se trabajé con ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 10 a 11 semanas de
edad, con un peso inicial de 260 — 305 g, obtenidos en el Bioterio de la

Universidad de Valparaiso.

Aspectos éticos: el trabajo con animales se realizé de acuerdo a la normativa
vigente, segun la Ley N° 20.380 “Sobre proteccion de animales” (03 de octubre
2009), que establece que los animales deben recibir un trato digno, evitar que
sean sometidos a sufrimiento innecesario, buscando la verificacion de una
hipotesis cientifica y utilizando personal calificado (Ministerio de Salud, 2009b). Se
utilizé el principio de Rusell (1959), reduciendo el nUmero de animales al maximo
posible sin perder significancia estadistica, y las técnicas utilizadas disminuyeron

al maximo el sufrimiento del animal.
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El trabajo forma parte del proyecto DIUV 05/13, cuyo protocolo aprobado por el
Comité de Bioética para la Investigacion con Animales de la Facultad de Farmacia

de la Universidad de Valparaiso.

Disefio experimental

Se seleccionaron ratas macho Sprague Dawley seleccionadas, provenientes de 4
camadas, de 10 — 11 semanas de vida, con un peso inicial entre 260 a 305 g. Se
dividieron aleatoriamente en tres grupos experimentales (n=8 por grupo). Los
animales iniciaron simultaneamente el tratamiento con las tres dietas
experimentales en grupos de n=6 (2 por cada grupo experimental). Se
mantuvieron en jaulas individuales, con alimentacion y agua ad libitum. Se realiz6
control diario de ingesta alimentaria, y control de peso corporal dos veces/semana
a lo largo del estudio. El tratamiento se realiz6 en el Bioterio institucional, en
condiciones estandar de ciclos de 12 h luz/oscuridad, temperatura 20+2°C y HR

60%.

El consumo diario de dieta se determiné por la diferencia de peso del comedero

cada dos dias con una balanza digital (Shimadzu UX 2200H).

La ganancia ponderal de los animales se determiné por la diferencia de peso

acumulada en 28 dias.
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La eficiencia de la dieta se calculd6 mediante la relacion entre el incremento
ponderal de cada animal y la cantidad de alimento que éste ingiri6 en el periodo

de tiempo que duro la alimentacion.

Eutanasia y obtencion de muestras

Luego de 28 dias de tratamiento con las dietas experimentales, los animales se
pesaron para posteriormente realizar la eutanasia mediante dislocaciéon cervical,
procediendo a decapitarlas, obteniendo sangre. Esta se centrifugd a 2500 rpm por
25 min (Centrifuge 5810 R, Eppendorf), para obtener el suero, separando 200 pL y
congelando a -80°C.

De cada animal se extrajo y pesO higado, rifiones, corazon, testiculos, grasa
epididimal, grasa inguinal y grasa retroperitoneal en balanza analitica (Shimadzu
AUX 220). Una porcién de higado, grasa epididimal, grasa retroperitoneal y grasa
inguinal se congelaron a -80°C; parte de los érganos y grasas fueron fijados en
paraformaldehido al 4% Yy fijador de Bouin para estudios posteriores. Para ello, se
apoyo el animal de espaldas y las extremidades fueron fijadas con elasticos. La
diseccion se inici6 en la parte media del abdomen cortando la piel hacia los
costados, dejando expuesta la grasa inguinal, que se retird y peso; se corto el
musculo hasta encontrar el peritoneo visceral exponiendo los 6rganos, se retiraron
los testiculos por lo zona abdominal y se separo la grasa epididimal, se sacaron y
limpiaron los rifiones de restos de grasa, la grasa retroperitoneal se separé de la
perirenal, se corté el diafragma para poder extraer el higado en una pieza

completa, y al retirar el corazon se elimind la sangre antes de pesarlo.
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Andlisis bioquimicos

Las muestras de suero almacenadas a -80°C fueron llevadas a temperatura
ambiente y homogeneizadas en vortex (Vortex mixer KMC-1300V, Vision
Scientific). Posterior a la estabilizacion de las reacciones se leyo la absorbancia de

las muestras en un lector de placa a 505 nm (DNM-9062 microplate reader).

- Determinacion de glucosa: kit enzimatico Glicemia liquida (Wiener lab., Rosario
Argentina). Método modificado de Trinder (Trinder, 1969), la glucosa es oxidada
por medido de la enzima glucosa oxidasa a acido glucurénico y genera ademas
H20:2 incoloro, luego el H202 es cuantificado por una reaccién cromogénica por

medio de una peroxidasa.

- Determinacion de triglicéridos: kit enzimatico Triglycerides liquicolor ™™ (Human.
Wiesbaden, Alemania). Método de McGowan (McGowan y cols, 1983), los TG son
hidrolizados por lipasas liberando los acidos grasos y glicerol, el glicerol es
fosforilado en presencia de glicerol kinasa generando glicerol-3-fosfato, este ultimo
es oxidado por medio de una Glicerol 3-fosfato oxidasa generando H202,
finalmente el H20:2 es cuantificado por una reacciébn cromogénica por medio de

una peroxidasa.

- Determinacion de colesterol total: kit enzimatico CHOLESTEROL liquicolor,
(Human. Wiesbaden, Alemania). Método de Allain (Allain y cols, 1974), los esteres
de colesterol son hidrolizados por la colesterolesterasa generando colesterol, este

es oxidado a colestene-3-ona y H202 por medio de la colesterol oxidasa,
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finalmente el H202 es cuantificado por una reaccion cromogénica por medio de

una peroxidasa.

Analisis estadistico

Los resultados se muestran como X + EE (promedio * error estandar). Para el
andlisis de datos se utilizo6 andlisis de varianza (ANOVA) para comparar los
resultados obtenidos con cada tratamiento dietético, con una significancia de
p<0,05 (95% de confianza) utilizando Microsoft Excel®. Las diferencias entre los

resultados obtenidos se determinaron utilizando el test de Tukey.
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RESULTADOS

La composicion de las dietas experimentales disefiadas se presenta en la Tabla 2.
En ella se observa que la dieta C contiene 11,8% kcal grasas entregadas en la
forma de aceite de soya, en tanto que la dieta HF contiene 42,4% kcal grasas a
partir del mismo aceite. En la dieta HFP se incorporé 2% de harina de pifién de
pino, llevandola a 42,4% kcal grasas provenientes de la mezcla de aceite de soya
y los lipidos provenientes del pifion de pino. Todas las dietas mantienen un P% de
21,2%. La dieta C aporta 382 kcal/100 g y las dietas HF y HFP aportan 456

kcal/100 g.
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Tabla 2: Composicion de las dietas experimentales.

Ingrediente C(9) HF (9) HFP (g)
Caseina 200 238,8 230,8
L-Cisteina 3 3,6 3,6
Almidén de maiz 590 355,2 354,5
Dextrosa 50 59,7 59,6
Celulosa 50 59,7 57,5
Aceite de soya 50 2149 206
Mix de minerales* 10 11,9 11,9
Fosfato dicalcico 13 15,5 15,5
Carbonato de calcio 55 6,6 6,6
Citrato de potasio 16,5 19,7 19,7
Mix de vitaminas** 10 11,9 11,9
Bitartrato de colina 2 2,4 2,4
Pifion 0 0 20
Total 1000 999,9 1000
DE (kcal/g) 3,82 4,56 4,56

*Por cada kg: 500 g CaHPO4; 220 g CeHsK307.H20; 74 g NaCl; 52 g K2S04,24 g MgO; 3,5 g Mn
(48%); 6,0 g Fe (17%); 1,6 g Zn (70%); 0,3 g Cu (53%); 0,01 g KlO3; 0,55 g CrK(SOa4)2:12H20; 118
g sacarosa.

** Por cada kg: 600 mg tiamina HCI; 600 mg riboflavina; 700 mg piridoxina-HCI; 1,6 g vit B5; 3 g
acido nicotinico; 0,2 g acido félico, 1 g cianocobalamina (1%); 2 g biotina (1%); 80 mg menadiona
(63%); 5.000 UI Vitamina E; 100.000 Ul vitamina D3; 400.000 Ul vitamina A; 978 g sacarosa.

DE: Densidad energética.



26

La Tabla 3 muestra el peso inicial, el consumo de dieta, la ganancia ponderal y la
eficiencia de la dieta en las ratas alimentadas durante 28 dias con las dietas tres

experimentales.

Tabla 3. Consumo de dietas, peso inicial, ganancia ponderal y eficiencia de

la dieta segun grupo experimental.

C HF HFP
N 8 8 8
Peso inicial (g) 282 +44 285+5¢2 29054
Consumo (g) 5450 £13,22 4955+7,4° 494,1+9,9P
Ganancia ponderal (g) 52,1+4,82 65,3+5,5 71,8+4,4°
Eficiencia de la dieta (%) 10+12 13+1° 14+1°

N: nimero de animales. Datos expresados como promedio + error estandar. C: dieta control, HF:
dieta alta en grasa, HFP: dieta alta en grasa con pifién de pino. Diferente superindice indica
diferencia significativa (p<0,05) segin ANOVA vy test de Tukey.

El peso al iniciar el tratamiento fue similar en todos los grupos. El consumo de
alimento fue similar en las dietas HF y HFP, la ingestion de dieta C fue mayor que
la de las otras dos dietas (p<0,05). La ganancia ponderal de los animales que
ingirieron HFP fue mayor a la dieta C (p<0,05), en tanto que entre las dietas
restantes este incremento fue similar. La eficiencia de la dieta de las dos dietas

altas en grasa fue similar, y superior a la dieta C (p<0,05).
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Parametros bioquimicos

La Tabla 4 muestra los valores de glicemia, trigliceridemia y colesterol total sérico
observados en las ratas experimentales segun dieta.
Tabla 4: Concentracién sérica de glucosa, triglicéridos y colesterol total de

ratas segln grupo experimental

C HF HFP
N 8 8 7
Glicemia (mg/dL) 109+ 32 125+45 121 +3
Trigliceridemia (mg/dL) 70+94 59+52 83+10¢2
Colesterol total (mg/dL) 64+82 84+62 111 +8P

N: nimero de muestras. Datos expresados como promedio + error estdndar. C: dieta control, HF:
dieta alta en grasa, HFP: dieta alta en grasa con pifion de pino. Diferente superindice indica
diferencia significativa (p<0,05) segin ANOVA y test de Tukey.

Se observé una glicemia mas elevada en el grupo HF respecto al grupo C
(p<0,05). El valor de referencia para ratas Sprague Dawley macho con ayuno de 6
h es de 122 mg/dL, el cual es cercano a los obtenidos por las dietas HF y HFP, en
tanto que con dieta control la glicemia observada en las ratas fue inferior
(Nowland, 2011). La concentracion promedio de TG fue similar en todos los
grupos experimentales. Se observé que el colesterol sérico total tuvo una

concentracion mas elevada en el grupo HFP comparado con el grupo C (p<0,05).
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Peso de 6rganos

La Tabla 5 muestra el peso relativo de los testiculos, higado, corazén y rifiones de

los animales segun dieta experimental.

Tabla 5: Peso relativo de testiculos, higado, corazén y rifidn en relacion al

peso corporal.

C HF HFP
N 8 8 8
Testiculos (%) 0,94+0,02 2 0,88+0,01* P 0,87+0,01°
Higado (%) 3,49+0,11 2 3,61+0,13 2 3,55+0,09 2
Corazon (%) 0,34+0,01 2 0,33+0,01 2 0,33+0,02 2
Rifiones (%) 0,73+0,01 2 0,73+0,02 2 0,75+0,01 2

N: nimero de muestras. * N = 7. Datos expresados como promedio + error estandar. C: dieta
control, HF: dieta alta en grasa, HFP: dieta alta en grasa con pifidon de pino. Diferente superindice
indica diferencia significativa (p<0,05) segun ANOVA vy test de Tukey.

Se observd mayor peso relativo de testiculo en el agrupo alimentado con la dieta
C (p<0,05). El peso relativo de higado, corazén y rifiones fue similar al tratarlos

con dieta C, HF o HFP.
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Tejido graso

En la Tabla 6 se presenta el peso relativo de la grasa inguinal, epididimal y

retroperitoneal en relacion al peso corporal de cada animal.

Tabla 6: Peso relativo de la grasa inguinal, epididimal y retroperitoneal en

animales experimentales.

C HF HFP
N 8 8 8
Grasa inguinal (%) 0,20+0,02 2 0,23+0,01 2 0,22+0,03 2
Grasa epididimal (%) 1,12+0,04 @ 1,28+0,03* 2 1,27+0,07 @
Grasa retroperitoneal (%) 1,60+0,14 @ 1,87+0,07 @ 1,80+0,18 @

N: nimero de muestras. * N = 7. Datos expresados como promedio + error estandar. C: dieta
control, HF: dieta alta en grasa, HFP: dieta alta en grasa con pifion de pino. Diferente superindice
indica diferencia significativa (p<0,05) segun ANOVA vy test de Tukey.

El peso relativo de los tejidos grasos no fue afectado por la dieta consumida.
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DISCUSION

En este trabajo se estudian algunos efectos generados por la ingestion de dos
dietas altas en grasa, isocaloricas, una de las cuales fue adicionada de 2% de
pifidn de pino, comparandolos con los efectos de una dieta control, con el objetivo
de obtener informacion sobre los efectos del consumo de este fruto seco en el

metabolismo de ratas.

Dieta, ingesta diaria, ganancia ponderal y eficiencia de la dieta.

Las dietas semipurificadas basadas en AIN-93 (Reeves y cols 1993) se
caracterizan por ser producidas a partir de nutrientes derivados de un ingrediente
especifico (por ejemplo, aceite de soya o caseina): Debido a que se conocen los
componentes, la procedencia y las cantidades de cada uno de estos en la dieta,
se logra obtener informacién uniforme y repetible. También permite al investigador
cambiar de manera precisa la composicion de las dietas y comparar resultados

entre distintos laboratorios.

Las dietas experimentales utilizadas contenian aceite de soya como fuente
lipidica, la cual se compone principalmente de AGPI (57%) y AGMI (23%), con una
baja proporcion de AGS (15%). Este aceite contiene tocoferoles (8,18 mg/100 g) y
vitamina K (183,9 pg/100 g) (USDA 2017). Como fuente de proteina se utilizo
caseina, suplementada con L-cisteina; como fuente de carbohidratos se utilizd

principalmente almidén de maiz y una fraccion de dextrosa, y se incorporo
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celulosa como fuente de fibra. La mezcla se suplementé con las vitaminas y

minerales requeridos para la Optima salud de los animales.

La DE de las dietas altas en grasa HF y HFP era de 4,56 kcal/g, en tanto que la
dieta C tenia una DE de 3,82 kcal/g. Todas las dietas tenian un P% de 21,2% para
generar crecimiento y mantenciéon optima de los animales (Reeves y cols 1993). El
2% de pifidn de pino afadido a la dieta alta en grasa representa aproximadamente
un consumo de 10 g (1/3 de porcién) diarios de pifion de pino en una dieta de

2000 Kcal/dia.

Como se aprecia en la Tabla 3, la ingesta de alimento fue mayor en el grupo C, en
relacion a las dietas altas en grasa. Ello podria relacionarse con su menor aporte
de energia. El grupo C consumié en promedio 19,5 g de alimento diario,
equivalente a 74 kcal, en tanto que la ingesta en los grupos alimentados con dieta
alta en grasa (HF y HFP) fue similar, con un promedio de 17,7 g/dia, equivalente a
80 kcal. Marques y cols (2016) compararon el consumo de alimento ad libitum en
un grupo de ratas control y un grupo con dieta alta en grasa, observando que las
ratas control consumieron 54 kcal/dia y las ratas con dieta alta en grasa
consumieron 67 kcal/dia, obteniendo un resultado similar al de este estudio en
cuanto al consumo de kcal/dia. Soares y cols (2010) utilizé ratas Wistar ad libitum
con una dieta control y una alta en grasas, consumiendo 21,9 g (72 kcal) y 17,0 g
(76,5 kcal) por dia, respectivamente, resultado similar al de este estudio. La
semejanza en el consumo observado en ambas dietas altas en grasa refleja que la

incorporacion de 2% de pifion de pino en la formulacion de la dieta HFP no afecto
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la ingesta dietética. Amr y Abeer (2011) incorporaron niveles de 5, 10 y 15% de
pifidn de pino en la dieta experimental, administrada por un periodo de 6 semanas,
concluyendo que a mayor consumo de este fruto seco los animales ingerian una
menor cantidad de alimento. Por otra parte, en el presente estudio se descarta el
efecto saciante del consumo de pifiones de pino, reportado en otros trabajos, el
cual se atribuye en gran parte a la masticacion, ya que estos se incorporaron en la

dieta como harina (Cassady y cols 2009).

La Tabla 3 muestra aumento en la ganancia ponderal en el grupo HFP comparado
con el grupo C (p<0,05), en cambio esta fue similar en los animales que
consumieron las dietas HF y HFP. Como cabia esperar, la mayor ganancia
ponderal se observé en las ratas alimentadas con dietas con alto contenido
lipidico, lo cual es consecuente con los experimentos de Amr y Abeer (2011) y
Marques y cols (2016). De igual manera, estudios previos, como el de Woods y
cols (2003) ya habian mostrado un incremento en la ganancia ponderal en los
animales con dieta de G%=40, por sobre grupos con un adieta de G%=8. Pancani
y cols (2013) obtuvieron resultados similares en ratas adultas jévenes y de edad
mediana al alimentarlas con dietas control de G%=13 y alta en grasa de G%=42.
La dieta HFP fue la que generé una mayor ganancia ponderal. No se encontrd
registro en la literatura de estudios en los que se alimentara ratas con dietas que
incluyeran frutos secos en las que se generara mayor ganancia ponderal, pero los
resultados obtenidos por Amr y Abeer (2011) muestran que al incorporar 0, 5, 10 o

15% de pifidn de pino a una dieta alta en grasa, la ganancia ponderal es similar
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para todos los grupos. Entre los mecanismos por los cuales se podria explicar al
menos en parte la mayor ganancia ponderal en el grupo HFP incluyen la
variabilidad interindividual, una disminucion del metabolismo basal, una reduccion

de la termogénesis y/o una menor actividad fisica (Spiegelman y Flier 2001).

La eficiencia de la dieta relaciona la ganancia ponderal y el consumo de alimento.
Las ratas con la dieta C presentaron menor ganancia ponderal (p<0,05), asociada
a su menor DE, y estos animales consumieron mas alimento (p<0,05), comparada
con las dietas HF y HFP, que mostraron resultados similares. En consecuencia, la
dieta C tiene una menor eficiencia que las dietas HF y HFP (p<0,05). Resultado
similar al obtenido por Soares y cols (2010) en ratas Wistar alimentadas ad libitum
con dieta C y HF. La adicion de pifidn de pino al 2% no generd diferencias

significativas en las dietas altas en grasa.

Niveles plasmaticos de glucosa, triglicéridos y colesterol

La glicemia fue méas elevada en el grupo de animales alimentado con dieta HF
comparado con la dieta C (p<0,05). Nowland y cols (2011) estudiaron el efecto del
ayuno sobre la glicemia en ratas Sprague Dawley, observando 122 mg/dL en
machos adultos con 6 h de ayuno. En este estudio, la glicemia observada tras el
consumo de dieta C (109 mg/dL) fue menor al valor sefialado siendo mas cercana
a la que presentaban los animales luego de 16 h de (104 mg/dL). En ratas, una
ingesta prolongada de dieta alta en grasa es capaz de aumentar la glicemia
(Ghibaudi y cols 2002; Handjieva-Darlenska y Boyadjieva 2009) debido a que

genera una menor tolerancia a la glucosa (Davidson y cols 2010; Peng y cols
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2012; Marques y cols 2016). Lovejoy y cols (2002) estudiaron en humanos sanos
el efecto de una dieta enriquecida con almendras (100 g/dia durante 4 semanas),
en la glicemia en ayuno, obteniendo como resultado que el consumo de almendras
no fue capaz de modificar este parametro. En contraste, en humanos el estudio
PREDIMED con 772 participantes concluyé que el consumo de frutos secos (30
g/dia) era capaz de disminuir la glicemia en ayunas (Estruch y cols 2006). No se
encontraron otros estudios que relacionen el consumo de frutos secos en ratas y

la glicemia en ayunas, con fines comparativos.

La concentracion sérica de triglicéridos fue similar en todos los grupos,
probablemente debido a la alta variabilidad intragrupo observada, evidenciada por
el elevado valor del error estandar en relacion al promedio. Este resultado no seria
mediado por el consumo de una dieta normograsa o alta en grasa, sin 0 con
pifiones de pino, contrariamente a lo observado por Amr y Abeer (2011), en el cual
a medida que aumentaba la ingesta de pifibn de pino se observé una menor
trigliceridemia. Se debe tener en cuenta que el tiempo de alimentacion fue mayor

(6 semanas) al utilizado en este estudio (4 semanas).

Como se aprecia en la Tabla 4, la colesterolemia fue mayor en el grupo que
consumio dieta HFP (p<0.05), y menor en el grupo con dieta C (p<0,05). Debido a
que el colesterol puede obtenerse a través de dos vias, la enddégena y la exdgena,
y teniendo en cuenta que la dieta no contenia colesterol, el aumento de la
colesterolemia en el grupo HFP se podria deber al aumento en la sintesis de

colesterol, el aumento en la reabsorcion intestinal del colesterol enddgeno
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secretado por la via biliar y/o una disminucion en la sintesis de moléculas que
tienen como precursor el colesterol. Los resultados obtenidos no se pueden
comparar con los de Amr y Abeer (2011), debido a que en ese estudio se utilizd
una dieta alta en grasa suplementada con colesterol, observando una
colesterolemia inferior a la que se midié en las ratas del grupo C (52 mg/dL).
Ichimura y cols (2014) utilizaron ratas macho de 8 semanas alimentadas con dieta
alta en grasa, con y sin suplemento de colesterol, durante 9 semanas, obteniendo
una colesterolemia de 53 mg/dL en el grupo control y 77 mg/dL en el grupo alto en
grasa sin suplemento de colesterol, mostrando que un aumento en el consumo de
grasas produce un aumento en la colesterolemia, aunque de inferior magnitud a la
observada en el presente estudio en los grupos C y HF. Al no existir diferencia
significativa entre el grupo HF y el grupo HFP, no se puede evidenciar un efecto
de la incorporacion de 2% de pifion de pino en la dieta alta en grasa sobre la
colesterolemia. En este trabajo no se midieron las concentraciones de colesterol
HDL y LDL y se recomienda realizar el andlisis, debido a que ambas tienen un
impacto sobre el riesgo cardiovascular, pudiendo asi relacionar la razén de riesgo
cardiaco y el coeficiente aterogénico producido por el consumo de las dietas

experimentales (Millan y cols 2009).
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Peso de 6rganos

El aumento de peso corporal causado por la ingesta de dietas altas en grasa esta
asociado a un aumento de tejido adiposo, el cual se deposita en diferentes
organos, pudiendo generar dafio o disminucién de su funcién (Montani y cols

2004).

En la Tabla 5 se observa una correlaciéon negativa entre el consumo de dieta alta
en grasa y el peso relativo de los testiculos. La dieta C produjo un mayor peso
relativo de estos 6rganos, probablemente asociado al mayor peso de las ratas que
consumieron este tipo de dieta, ya que el peso absoluto de los testiculos fue
similar en todos los grupos. Este resultado es similar al obtenido por Chambers y
cols (2016) en ratas alimentadas con dieta control normograsa (10%) y dieta alta
en grasa (45%). La incorporacion de 2% de pifion de pino a la dieta HFP no ejerci6

un efecto sobre el peso relativo de los testiculos.

Los &cidos grasos y el colesterol son absorbidos por el enterocito, esterificados y
forman quilomicrones que ingresan al torrente sanguineo a través de los vasos
linfaticos. Aproximadamente un 20% de los TG del quilomicrén llegan al higado
para ser almacenados, posteriormente pueden volver a circulacion en VLDL o
acumularse si la ingesta es muy alta (Cohen y cols 2011). El consumo de dietas
altas en grasa genera un aumento significativo del peso relativo del higado en
ratas, principalmente debido a la acumulacion de TG provenientes desde la dieta
(Handjieva-Darlenska y Boyadjieva 2009; Pancani y cols 2011; Ichimura y cols

2014). Los resultados de Amr y Abeer (2011) muestran que las dietas altas en
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grasa generan un aumento del peso relativo de higado, comparado con su dieta
control, pero no existen diferencias significativas al afadir 0, 5, 10 0 15 % de pifidn
de pino. Los resultados de este estudio difieren de estos hallazgos, debido a que
las ratas alimentadas con las dietas C, HF y HFP mostraron peso relativo de
higado similar, posiblemente debido al tiempo de alimentacion, ya que los otros
estudios tuvieron un periodo de alimentacion de 6 a 15 semanas, en cambio en
este trabajo se utilizd un periodo de 4 semanas de tratamiento con dieta

experimental.

El peso relativo del corazén fue similar en los animales que ingirieron todas las
dietas. Esto es coincidente con lo observado por observaron Soares y cols (2010)
en ratas Wistar utilizando una dieta control normograsa (G%=11,2) y una dieta
obesogénica sin colesterol (G%=45,2). Estos resultados difieren de los que
obtuvieron Amr y Abeer (2011), quienes observaron un aumento del peso relativo
de corazon con dietas altas en grasa con y sin pifion, y de los obtenidos por
Ouwens y cols (2005) en ratas Wistar macho, en que se observo un aumento del

peso relativo de corazon en ratas con dieta alta en grasa sin colesterol.

El peso relativo de rifiones fue similar en todas las dietas, resultado que difiere del
obtenido por Amr y Abeer (2011), quienes observaron que la dieta alta en grasa
con 15% de pifion de pino generé un menor peso relativo comparado con la dieta
alta en grasa sin piiion. Esto posiblemente se deba al mayor contenido de pifidon

de pino utilizado.
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Peso de tejido graso

El peso relativo de todos los tejidos grasos (inguinal, retroperitoneal y epididimal)
fue similar en los animales que ingirieron todas las dietas. Mendes de Castro y
cols (2013) utilizaron ratas machos Fischer adultas, alimentadas durante 13
semanas con dieta alta en grasa (G%=68) y comparado con un control
normograso (G%=12), obteniendo como resultado que el peso relativo de la grasa
retroperitoneal fue mayor en el grupo con dieta alta en grasa, pero la grasa
inguinal se mantuvo similar en ambos grupos. Pancani y cols (2013) utilizaron
ratas F344, alimentadas por 18 semanas con dieta alta en grasa (G%=42) y
normograsa (G%=13), observando un aumento del peso relativo de grasa
retroperitoneal y epididimal con la dieta alta en grasa. Fernandez y cols (2011)
trabajaron con ratas Wistar, comparando el efecto de alimentarlas durante 15
semanas con dieta alta en grasa (20 g/100 g alimento) y una dieta normograsa (4
g/100 g alimento), observando que los depdsitos de grasa epididimal, visceral y
retroperitoneal fueron mayores al utilizar una dieta alta en grasa. En este trabajo
no se observo diferencia en el peso absoluto de los tejidos grasos con las dietas
C, HF y HFP. Esta diferencia con los resultados de otros estudios puede deberse
al tiempo de alimentacion utilizado, que varia entre 13 y 18 semanas, a diferencia

de las 4 semanas aplicadas en el presente estudio.

La adicion de 2% de pifion de pino en la dieta HFP no gener6 una diferencia con el
consumo de la dieta HF, posiblemente debido a la baja concentracion de pifidn

utilizada, ya que Amr y Abeer (2011) lograron obtener diferencias significativas al
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utilizar concentraciones mas altas de pifién de pino. Por otra parte, el periodo de
tratamiento con las dietas experimentales pudo no ser suficiente para poner en

evidencia diferencias en la acumulaciéon de grasas en tejido adiposo y 6rganos.
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CONCLUSIONES

Considerando que

- el consumo de una dieta alta en grasa (G%=42,4), en comparacion a una
dieta control normograsa (G%=11,8) ocasiond en las ratas experimentales:
aumento de la ganancia ponderal, mantencion de la glicemia e incremento
de la colesterolemia,

- la incorporacion de 2% de pifion de pino en una dieta alta en grasa
ocasion0 en estos animales la mantencion de la ganancia ponderal, la
trigliceridemia y la colesterolemia, el peso relativo de higado, corazén y
rifiones y el peso relativo de los depdsitos de grasa inguinal, epididimal y
retroperitoneal,

- la dieta alta en grasa sin pifidon de pino gener6 en los animales un aumento

de la glicemia comparado con la dieta control,

se concluye que el consumo de 2% de pifién de pino como parte de una dieta alta
en grasas no afectd la ganancia ponderal, los lipidos séricos ni la colesterolemia,

como tampoco el depésito de lipidos corporales en el modelo animal utilizado.
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ANEXOS

Anexo 1: Ratas Sprague Dawley macho adultas marcadas previo al inicio del

tratamiento con la dieta experimental.
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Anexo 3: Balanza para ratas.

Anexo 4: Diseccion de animales

a) Primera observacion de depdsitos grasos
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b) Corte de la musculatura, exponiendo la cavidad abdominal.
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c) Higados obtenidos de ratas tratadas.
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