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Resumen:

El estrés oxidativo cumple un papel central en enfermedades crénicas no transmisibles.

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto antioxidante de las harinas de chia y lino en un modelo murino de estrés
oxidativo inducido por D-galactosa. Para ello, se elaboraron dietas a partir de harina de chia y lino y se administraron a lo
largo de 70 dias. Luego, se indujo estrés oxidativo con D-galactosa y se evalud el potencial antioxidante. Los resultados
mostraron que el aumento de peso y el consumo de alimentos no variaron significativamente entre grupos. Sin embargo,
se observé disminucién de la peroxidacién lipidica en higado y rifidén en los grupos experimentales vs control. La actividad
catalasa aumentd en ambos tejidos, especialmente en el grupo alimentado con harina integral de lino. En conclusidn, las
dietas elaboradas con harinas integrales poseen mayor actividad antioxidante respecto al control.

PALABRAS CLAVE: nutricion, polifenoles, raton.

ABSTRACT.

Oxidative stress plays a central role in chronic non-communicable diseases. The objective of the work was to evaluate the
antioxidant effect of chia and flax flours in a murine model of oxidative stress induced by D-galactose. To do this, diets
were prepared from chia and flax flour and administered over 70 days. Next, oxidative stress was induced with D-galactose
and the antioxidant potential was evaluated. The results showed that weight gain and food consumption did not vary
significantly between groups. However, a decrease in lipid peroxidation was observed in the liver and kidney in the
experimental vs control groups. Catalase activity increased in both tissues, especially in the group fed whole flax meal. In
conclusion, integral flours diets have greater antioxidant activity compared to the control.

KEY WORDS: nutrition, polyphenols, mice.

RESUMO.

O estresse oxidativo desempenha um papel central nas doengas cronicas ndo transmissiveis. O objetivo do trabalho foi
avaliar o efeito antioxidante das farinhas de chia e linhaga em modelo murino de estresse oxidativo induzido por D-
galactose. Para isso, foram elaboradas dietas a partir de farinha de chia e linhaga e administradas durante 70 dias. Em
seguida, foi induzido o estresse oxidativo com D-galactose e avaliado o potencial antioxidante. Os resultados mostraram
gue o ganho de peso e o consumo alimentar ndo variaram significativamente entre os grupos. No entanto, foi observada
uma diminuicdo na peroxidacdo lipidica no figado e nos rins nos grupos experimental versus controle. A atividade da
catalase aumentou em ambos os tecidos, principalmente no grupo alimentado com farinha de linhaga integral. Concluindo,
dietas elaboradas com ambas as farinhas integrales apresentam maior atividade antioxidante em comparagdo aos
controles.

PALAVRAS CHAVE: nutrigdo, polifendis, rato.
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INTRODUCCION:

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccidon de especies reactivas del
oxigeno (ROS) y la capacidad de un sistema bioldgico de detoxificar rapidamente los reactivos
intermedios o reparar el dafio resultante. Este fendmeno tiene un papel importante en la génesis de
las enfermedades crénicas no transmisibles. La incorporacién en la dieta compuestos antioxidantes a
través de intervenciones dietoterapicas destinadas a fomentar el consumo de alimentos de origen
vegetal ha demostrado ejercer un efecto protector y beneficioso para la salud (1).

Antiguamente las semillas de chia y lino han sido valoradas por su alto contenido de acidos grasos
insaturados Omega-3 bajo la forma de 4acido alfa-linolénico (ALA, Omega-3) (1). Sin embargo,
recientemente la evidencia ha demostrado la existencia de un potencial efecto antioxidante en ambas
semillas a partir del hallazgo de fitoquimicos en su composicion (2, 3), especificamente de compuestos
polifendlicos.

Los modelos animales de estrés oxidativo inducidos por D-galactosa son ampliamente aceptados y
comunmente utilizados para estudiar el dafo oxidativo (4). Los tejidos tienen diferentes
susceptibilidades frente a este fendémeno. El higado y el rindn estdn potencialmente mas expuestos o
son mas sensibles al dafio generado por los agentes oxidantes pudiendo desarrollar mayor inflamacién
y apoptosis (5).

A partir de lo expuesto el presente trabajo se realizd con el objetivo de evaluar el efecto antioxidante
del aporte dietario de harinas integrales de semillas de chia (Salvia hispdnica) y lino (Linnum
usitatisimum) en un modelo murino de estrés oxidativo inducido por D-galactosa.

Materiales y Método

Formulacidn de las dietas. Se formularon dietas segun los requerimientos nutricionales de los murinos
acorde a las recomendaciones internacionales del National Research Council Subcommittee on
Laboratory Animal Nutrition. Para ello previamente se constaté no solo la composicién centesimal y
perfil lipidico de las harinas sino tambien su perfil cualitativo de compuestos polifendlicos por
cromatografia HPLC- DAD acoplada a espectrdmetro de masas.

Se elaboraron alimentos a escala laboratorio a partir de harina integral de semillas de chia y lino, se
adicionaron otros ingredientes nutritivos y se analizo el perfil cualitativo de compuestos polifendlicos
previa administracion a los murinos.

Disefio_experimental. El estudio contd con el aval del Comité de Cuidado y Usos de Animales de
Laboratorio (CICUAL) MED-UNNE (Resol. N°0002-CICUAL/17) (iniciado expediente N°10-2022-03321).
La muestra estuvo constituida por 18 ratones machos de 28 dias de vida de la cepa Balb-c
pertenecientes al Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional del Nordeste.

Previo al inicio del experimento se realizd la aclimatacidon de los animales a las dietas formuladas, para
ello se los expuso a los mismos una semana previa al destete para la habituarlos a su sabor, olor y
caracteres organolépticos. Posteriormente, los animales fueron asignados al azar simple a tres grupos
experimentales: Grupo control = balanceado comercial: n = 6; Grupo B (dieta B, alimento en base a
harina integral de semillas de chia): n = 6; Grupo C (dieta C, alimento en base a harina integral de
semillas de lino): n = 6. El agua y los alimentos fueron provistos ad libitum durante 70 dias (10
semanas). Se monitored semanalmente el peso de los murinos y el consumo de alimento, asi como su
aspecto general, pelaje, mucosas y comportamiento.

Modelo animal de estrés oxidativo. Durante los Ultimos 3 dias del experimento se indujo estrés
oxidativo mediante administracién intraperitoneal (i.p) de D-galactosa disuelta en solucién salina
estéril a una concentracién de 100 mg/kg/dia. En cada grupo anteriormente descripto se procedié a
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dividirlos en: no estimulados inyectados i.p con solucidn fisioldgica estéril (NaCl 0,9%): n=3/grupo y
estimulados inyectados i.p con 100 mg/kg de D-gal disuelta en solucidn estéril: n=3/grupo.

Concluido el plazo estipulado se procedié a la anestesia (70 ul pentobarbital 10%) de los animales para
la toma de muestra de sangre periférica por puncion cardiaca y a la eutanasia por dislocacién cervical.
Se tomaron ademas muestras de higado y rifdn en condiciones estériles para los analisis posteriores.
Ensayos de actividad antioxidante.

Estimacién del dafio oxidativo a través de ensayo TBARS. Con el objetivo de evaluar la peroxidacién
lipidica en tejidos claves como indicador de dafio oxidativo se realizé la determinacién del contenido
de sustancias reactivas con el dcido 2-tiobarbiturico (TBARS) mediante el procedimiento descripto por
Ohkawa (6). La absorbancia del sobrenadante se midié en espectrofotémetro a 532 nm. El resultado
se expresd como % de peroxidacion lipidica en el tejido de los animales de los grupos experimentales
respecto al control.

Estimacién de defensa antioxidante enzimatica mediante determinacidon de actividad catalasa. Se
realizd acorde al protocolo de Mizunoe con modificaciones (7). Con el fin de cuantificar la actividad
catalasa se trazé una curva de calibracidn estandar con la unidad definida de actividad de catalasa
empleando la enzima disuelta en agua destilada (catalasa de higado bovino, 2000-5000 unid/mg prot,
Sigma Aldrich).

Analisis estadistico.

Los resultados se analizaron utilizando el software PRISM version 6.0 (GraphPad Software, USA). Los
analisis se realizaron usando ANOVA de doble via. Posteriormente se aplicé el test de Bonferroni como
test post-hoc para comparacion entre los grupos estudiados.

Resultados

Estado nutricional de los animales y consumo de alimentos. En la figura 1 se observa el aumento de
peso progresivo de los tres grupos a lo largo del experimento, los cuales no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y los grupos By C.
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Ref.: Peso de los animales a lo largo del experimento.
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Los resultados son expresados como la media + SD, corresponden a animales alimentados con la dieta
control y las dietas experimentales estimulados in vivo con D-galactosa. ANOVA y test de Bonferroni.
Ns: no se observan diferencias significativas.

En la figura 2 se observa el consumo semanal de alimentos, los cuales no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, lo que significa que el consumo de alimentos fue
equitativo.
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Ref.: Consumo semanal de alimento

Los resultados son expresados como la media + SD, corresponden a animales alimentados con la dieta
control y las dietas experimentales estimulados in vivo con D-galactosa. ANOVA y test de Bonferroni.
Ns: no se observan diferencias significativas.

Actividad antioxidante de las dietas formuladas a partir de harinas integrales de semillas de chia y lino.
La figura 3 exhibe que en rifidn los niveles de TBARS fueron mas bajos en las dietas experimentales B
(harina integral de chia) y C (harina integral de lino) respecto al control. La interpretacién de estos
resultados sugiere que hay menor peroxidacion lipidica en rindn a partir del aporte dietario de ambas
harinas integrales. Por el contrario, en higado, se observa un mayor % de peroxidacién lipidica para
ambas dietas experimentales en comparacién al control, esto sugeriria que las propiedades
antioxidantes del aporte dietario de ambas harinas no son ejercidas de la misma manera y a través de
los mismos mecanismos en todos los tejidos. Restan futuros estudios para aclarar este aspecto.
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Ref.: Estimacion del dafno oxidativo a través del ensayo TBARS.

Los resultados son expresados como la media + SD de tres experimentos, corresponden a animales
alimentados con la dieta control y las dietas experimentales estimulados in vivo con D-galactosa. Las
diferencias entre grupos fueron analizadas con ANOVA y test de Bonferroni. *P<0.05, **P<0.01,
***Pp<0.001, diferencias entre grupos B y C vs. Control.

La figura 4 ilustra la actividad de la enzima antioxidante catalasa. Se observa que el aporte dietario de
harina integral de chia y harina integral de lino, condujeron a un aumento significativo en la actividad
enzimdtica de catalasa en comparacion al grupo control. Es importante destacar que el grupo C
mostré un incremento especialmente notable en esta actividad enzimatica, con una diferencia
altamente significativa (p<0,001). Estos resultados sugieren que el aporte dietario de harina integral
de lino podria estar asociado con una mayor respuesta antioxidante en el higado. Por otro lado, en
muestras renales, se observaron valores de actividad enzimdtica de catalasa mas bajos en
comparacidn con las muestras hepaticas, sin embargo se evidencié una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos experimentales respecto al control, el grupo C se destacé evidenciando
mayor actividad catalasa en rifién (p <0,001). Este resultado sugiere que la harina integral de lino
podria también ejercer un efecto antioxidante protector en rifidn mediante aumento de actividad
catalasa, aunque con un grado de respuesta menor que la evidenciada en el higado.
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Ref.: Estimacion de la defensa antioxidante enzimatica mediante determinacion de actividad
catalasa.

Los resultados son expresados como la media + SD de tres experimentos, corresponden a animales
alimentados con la dieta control y las dietas experimentales estimulados in vivo con D-galactosa. Las
diferencias entre grupos fueron analizadas con ANOVA y test de Bonferroni. (* P<0.05, *** P<0.001 y
****p<0.0001).

Discusién

Respecto al estado nutricional de los animales, nuestro trabajo se encuentra en consonancia con los
hallazgos de Shafie et al (7) quienes observaron que las semillas enteras de lino no modificaban el
peso corporal en un modelo experimental con ratas obesas.

Medina-Urrutia, A. et al mencionan que estudios en modelos animales han demostrado que la
administracion de una dieta a base de chia puede restaurar la actividad de enzimas como la catalasa
(8). Paralelamente, Ferreira, M. R et al evidenciaron que luego de la administracién de semillas de
chia se normaliza la actividad de la enzima en el tejido graso (9). Estos hallazgos se encuentran en
concordancia con este trabajo.

Sin embargo, Martinez - Pérez, J. M. et al observaron que la suplementacién dietaria con semillas de
lino reducia de manera significativa en higado los niveles de peroxidacién lipidica en otro modelo
animal (mamifero-ovino) (10) a través del ensayo TBARS; confrontando los hallazgos de este trabajo
en donde las dietas experimentales no mostraron efecto protector frente a la peroxidacién lipidica en
higado murino. Restan futuros estudios para aclarar este aspecto.

En conclusién, los resultados obtenidos aportan informacién valiosa sobre el efecto protector
antioxidante del aporte dietario de harinas integrales de semillas de chia y lino ricas en polifenoles en
el estrés oxidativo inducido por D-galactosa en murinos de experimentacion.
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Algunos de los mecanismos que influirian en ello se explican observando que tanto la harina integral
de chia como la de lino influyen positivamente en la actividad enzimatica catalasa en tejido hepatico y
renal asi como contribuyen a la reduccién de la peroxidacién lipidica en rifidn. Futuros estudios son
necesarios para indagar en los diferentes mecanismos implicados en el efecto antioxidante observado
del aporte dietario de ambas harinas integrales ricas en compuestos polifendlicos.
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