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Desarrollo clinico-biolagico de ratas alimentadas con dieta
semi-purificada a base de clara de huevo

Clinical-biological development of rats fed a semi-purified diet based on egg white

Gabriela Gonzalez-Infante!, Jestis Del Castillo', Francisco Herrera?,
Guillermina Aguiar?, Eunice Marcano?, Lusliany Rondén'?

RESUMEN

Ante la escasez de alimento concentrado para animales en el pais, la investigacion se
centrd en elaborar una dieta basada en las directrices del Instituto Americano de Nutri-
cion (AIN) con ingredientes endogenos y probarlos en ratas en gestacion, lactancia y
crecimiento. En el Experimento 1 se trabajo con 12 ratas Sprague Dawley (SD) machos de
5-6 semanas, la mitad alimentada con dieta control y la otra mitad con dieta no purificada
abase de clara de huevo (EWP) durante seis semanas. En el Experimento 2 se trabajé con
10 ratas SD gestantes sometidas a las mismas dietas (control y EWP), para seleccionar 14
crias macho de cuatro semanas de edad para continuar con los mismos regimenes de
alimentacion por cinco semanas mas (7 control y 7 EWP). En ambos experimentos se
realiz6 evaluacion de parametros clinicos-metabdlicos (peso corporal, evaluacion clinica
y estudio en caja metabolica), En el segundo experimento se evaluaron, ademas, parametros
biologicos (concentracion de proteinas y hematologia). Los resultados muestran
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parametros clinicos-metabdlicos estables y parametros bioldgicos normales, lo que per-
mite concluir que EWP es adecuada para el desarrollo éptimo y sano de las ratas de
laboratorio.

Palabras clave: dieta semi-purificada, proteina de clara de huevo, dieta EWP, Sprague
Dawley, parametros clinicos-metabolicos, niveles de minerales

ABSTRACT

There is a shortage of concentrated feeds for animals in the country and therefore
the research focused on developing a diet based on the guidelines of the American
Institute of Nutrition (AIN) with endogenous ingredients and testing them in rats in
pregnancy, lactation and growth. In Experiment 1, 12 male Sprague Dawley (SD) rats of 5-
6 weeks were worked, half of them fed with a control diet and the other half with a non-
purified diet based on egg white (EWP) for six weeks. In Experiment 2, 10 pregnant SD
rats were subjected to the same diets (control and EWP) to select 14 four-week-old male
neonates to continue with the same feeding regimens for five more weeks (7 in control
diet and 7 in EWP). In both experiments, an evaluation of clinical-metabolic parameters
(body weight, clinical evaluation and metabolic cage study) was carried out. In the second
experiment, biological parameters (protein concentration and hematology) were also
evaluated. The results show stable clinical-metabolic parameters and normal biological
parameters, which allows to conclude that EWP is suitable for the optimal and healthy
development of laboratory rats.

Keywords: semi purified diet, egg white protein diet, EWP diet, Sprague Dawley, clinical-
metabolic parameters, biological parameters, mineral levels

INTRODUCCION

En la actualidad, existe deficiencia en
la produccion de alimentos para ratas de la-
boratorio de tipo comercial en Venezuela, lo
cual se traduce en una reduccion de los estu-
dios médico-farmacéuticos. Ante esto, se
decidio elaborar una dieta semi-purificada con
base de clara de huevo (Semi-purified egg
white protein diet, EWP) para roedores de
laboratorio, que satisfaga sus requerimientos
nutricionales y les permita un correcto desa-
rrollo. Dicha dieta integré alimentos
enddgenos que combinados reunieron los re-
querimientos nutricionales necesarios para el
crecimiento y mantenimiento de los roedo-
res, segin los lineamientos del Instituto Ame-
ricano de Nutricion (AIN) para animales de

laboratorio (Bieri et al., 1977). En la experi-
mentacion animal, el AIN es ampliamente
usado como referencia en estudios clinico-
bioldgicos en ratas y ratones, ya que mantie-
ne el crecimiento adecuado de los animales,
cumpliendo con sus necesidades energéticas,
de macro y micronutrientes (Reeves et al.,
1993a).

MATERIALES Y METODOS

Dieta

La dieta EWP fue preparada con ingre-
dientes endogenos, bajo las indicaciones re-
portadas por el AIN, segtin los requerimien-
tos energéticos para ratas en crecimiento y
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mantenimiento, AIN-93G, AIN-93M (Reeves
et al., 1993b) (Cuadro 1). Todos los ingre-
dientes fueron agregados en sus condiciones
originales, salvo el maiz y el huevo. El maiz
fue procesado en un molino de cuchillas
(Fritsch GmbH Pulverisette11) a un tamafio
de particulas de 0.5 mm y luego fue tamiza-
do. La clara de huevo fue deshidratada en
estufa Memmert U-40 a 42 °C durante la
noche y pulverizada en una licuadora con-
vencional durante 4 min. Por su parte, las vi-
taminas (AIN-93-VX) (UPAE-INRA) y los
minerales (AIN-93G-MX) (MP Biomedicals),
fueron donados al laboratorio. La composi-
cion de ambas mezclas se halla publicada en
el trabajo de Reeves et al. (1993b). La hari-
na de arroz, el aceite de maiz y el papelon
negro (también conocido como dark brown
sugar, panela, piloncillo o chancaca) fueron
obtenidos de manera comercial. Los ingre-
dientes fueron mezclados mecanicamente
durante 15 min en un procesador de uso do-
méstico. Se realiz6 analisis proximal y mine-
ral de las dietas (Cuadros 2 y 3).

Analisis Proximal y de Minerales

La composicion quimica se determind
segun los métodos estandares indicados por
la Asociacion Oficial de Quimicos Agricolas
(A.0.A.C.) (Horwitz y Latimer, 2005). El
contenido de carbohidratos totales fue calcu-
lado por diferencia en base seca. El conteni-
do mineral en las muestras se determinoé se-
gun métodos descritos en la literatura
(Windsor y Denton, 1978; Olivares et al.,
2016).

Animales

Las ratas se obtuvieron del Bioterio
Central del Instituto Venezolano de Investi-
gaciones Cientificas (IVIC). Se mantuvieron
con agua y comida ad libitum hasta el dia de
su sacrificio y se alojaron en salas con tem-
peratura controlada (22 °C) con un ciclo de
luz-oscuridad de 12:12h. Las ratas fueron
manipuladas de acuerdo con las recomenda-
ciones del Comité de Bioética del IVIC y la
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Directiva de la CE 86/609/CEE para experi-
mentos con animales.

Experimento 1

Se trabajo con 12 ratas macho de la
cepa Sprague Dawley (SD), los cuales fue-
ron alimentados desde su destete (cuarta se-
mana de vida), con dieta control (dieta co-
mercial estandar para roedores: Protinal®).
En el transcurso de la semana cinco a seis de
vida, las ratas fueron distribuidas de manera
aleatoria en dos grupos: seis alimentadas con
dieta control y seis con dieta EWP, esta ulti-
ma preparada en el Laboratorio de Fisiologia
Molecular del Centro de Biofisica y
Bioquimica del IVIC. Ambos grupos se man-
tuvieron bajo tratamiento durante seis sema-
nas. Se registr6 el peso corporal (PC) cada
dos dias y la evaluacion clinica diariamente,
agrupando los datos por semana de tratamien-
to. En la semana 4 del estudio, las ratas se
sometieron a caja metabolica durante 48 ho-
ras (Figura 1) para la obtencion de muestras
de orina y heces. Las ratas fueron sacrifica-
das en la semana 6 mediante extraccion total
de sangre por puncion cardiaca bajo aneste-
sia con Tiopental sodico (20-25 mg/kg), por
via intraperitoneal. La sangre fue recolecta-
da en tubos heparinizados y centrifugados a
3500 g durante 10 min a 4 °C. El plasma se
separd y almaceno a -20 °C hasta su analisis.

Experimento 2

En esta fase, las ratas (machos y hem-
bras SD) fueron seleccionadas para aparea-
miento segun edad y condicion clinica. Se
realizd un apareamiento monogamico por siete
dias, durante el cual se alimentaron con dieta
control o EWP segun el grupo experimental.
En el dia 8 los machos fueron retirados y las
hembras fueron alojadas en cajas individua-
les de plexiglass, para continuar con su posi-
ble gestacion en ambiente controlado con la
misma dieta que consumieron durante el pe-
riodo de monta. Se registr6 el peso de las
hembras cada dos dias, considerandose como
gestantes aquellas que tuvieron mayor au-
mento de peso corporal.
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Cuadro 1. Composicion de las dietas experimentales
Ingredientes AIN-93G! AIN-93M?  Ingredientes EWP?
Caseina 200 140 Clara de huevo 170
Maicena 397.5 465.7 Maiz amarillo 300
Fécula de maiz 132 155 Harina de arroz 289
Sacarosa 100 100 Papelon negro 150
Aceite de soja (sin 70 40 Aceite de maiz 45
aditivos)
Mezcla de minerales 35 35 Mezcla de 35
(AIN-93M-MX) minerales (AIN-
93G-MX)
Mezcla de vitaminas 10 10 Mezcla de 10
(AIN-93-VX) vitaminas (AIN-
93-VX)
Bitartrato de colina 2.5 2.5 Acetil colina 1
(41.1% de colina)
Fibra 50 50 Folato 0.0000452
L-cistina 3 1.8
Terc- 0.014 0.008
butilhidroquinona

1 Dieta AIN para roedores en crecimiento y gestantes
2 Dieta AIN para roedores adultos
3 Dieta semi-purificada con base de clara de huevo

Los valores son expresados en gramos por kilogramo de dieta (g/kg)

Se trabajo con 10 ratas SD gestantes -
(14 semanas de edad y 1 semana de gesta-
cion). Los animales fueron alimentados du-
rante su gestacion y lactancia con dieta con-
trol (n=5) y dieta EWP (n=5). Las crias fue-
ron pesadas al nacimiento, y fueron destetadas
a las cuatro semanas de vida. Al destete, se -
seleccionaron siete ratas por grupo de alimen-
tacion (dieta control y dieta EWP). Ambos
grupos se mantuvieron bajo el mismo trata-
miento original durante seis semanas. El re-
gistro de peso, evaluacion clinica y toma de
muestras de heces y orina y sacrificio se hizo
como se indica en el Experimento 1 (Figura 2).

Parametros Clinico-Metabdlicos

- Peso corporal. Los animales fueron
pesados de manera individual e
interdiaria, empleando una balanza elec-
tronica Korper EK3651.

Evaluacion clinica. Se realiz6 revision
directa diaria de signos fisico-clinicos, lle-
nando un instrumento de observacion des-
crito por Morton y Griffiths (1985). Los
resultados fueron analizados mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Motricidad. Los animales fueron colo-
cados en una caja de plexiglas transpa-
rente y grabados por medio de un pro-
grama de seguimiento y cuantificacion
de pasos «Video Tracker Software»
(OSP, Fisica de Codigo Abierto) (VT)
(Endo et al., 2016). Se estandariz6 el
tiempo exploracion, el cual oscil6 entre
40 segundos y 2 minutos. A partir de alli,
se cuantifico el nimero de movimientos
ejecutados por cada rata en 2 minutos
contados desde su ingreso a la caja. Los
datos numéricos arrojados por VT fue-
ron graficados en los programas
Microsoft Office Excel o Graphpad y
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Cuadro 2. Analisis proximal de dietas AIN-93G, AIN-93M, control y EWP
Parametro AIN-93G'  AIN-93M? Control EWP?
Humedad (g.100 g) 6.6 6.8 7.2 6.5
Cenizas (g.100 g) 4.2 3.9 7.2 4.2
Grasas (g.100 g) 7.0 4.0 4.1 5.8
Proteinas (g.100 g) 17.9 12.6 37.2 17.2
Carbohidratos totales (g.100 g) 64.4 72.7 44 .4 66.4
Calorias (kcal) 376.6 360.1 309.1 377.1
Fibra (%) 5.0 5.0 13.51 2.25

1 Dieta AIN para roedores en crecimiento y gestantes
2 Dieta AIN para roedores adultos
3 Dieta semi-purificada con base de clara de huevo

Cuadro 3. Contenido de minerales (mg/kg) en dietas AIN-93G, AIN-93M, control y EWP
Mineral AIN-93G! AIN-93M? Control EWP3
Aluminio (Al) 130 £26 86£1
Bario (Ba) 16,2+ 0,5 4,6 +0,1
Hierro (Fe) 45 45 667 £ 102 348 £35
Cobre (Cu) 6 6 49+ 1 17+2
Manganeso (Mn) 10 10 86 £2 51+1
Estroncio (Sr) 295+0,2 18,8 +0,3
Zinc (Zn) 38 35 575+23 73+ 1
Calcio (Ca) 5.000 5.000 4493+ 72 3.610 + 788
Potasio (K) 3.600 3.600 5.906 £ 6 5.145 + 546
Magnesio (Mg) 513 511 989 £ 72 723 £207
Sodio (Na) 1.039 1.033 1.105 + 64 2.547 + 449
Fosforo (P) 3.000 3.000 2.667 =297 2.105 + 447

1 Dieta AIN para roedores en crecimiento y gestantes
2 Dieta AIN para roedores adultos
3 Dieta semi-purificada con base de clara de huevo

comparados con los graficos arrojados
por VT. Se establecio una comparacion
entre la cantidad de movimientos de las
ratas y sus controles.

- Caja metabdlica. Para cuantificar la
ingesta de agua y alimento, la excrecion
de orina y heces, y observar el compor-
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tamiento aislado de cada rata, los gru-
pos fueron colocados individualmente en
una caja metabolica estandar para ratas
(Tecniplast, USA) durante 48h. El agua
y el alimento fue suministrado ad libitum
y la orina y heces fue recolectada cada
24h en recipientes volumétricos calibra-
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Control: n = 6 ratas
EWP:n = 6 ratas
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Figura 3. Evolucion del peso corporal en ratas Sprague Dawley alimentadas con dieta control o
EWP (semi-purificada con base de clara de huevo). Los valores se expresan como
medias = SEM en gramos (n=6 por grupo)

dos (Tecniplast, USA). Las heces fue-
ron pesadas y sometidas a deshidrata-
cion por 24h a 50 °C en una estufa
Heratherm 51028123 (ThermoFisher). El
balance hidrico se calculd restando el
total de egresos (orina + heces) al total
de ingresos (agua consumida) y dividido
entre el peso corporal, (Sainz, 2005;
Cheuvront et al., 2011; Rieble y Davy,
2013). El porcentaje de excrecion se
calcul6 tomando como punto de inicio el
agua neta consumida (100%) y restan-
do el egreso como porcentaje excretado.
Estas estimaciones no incluyen pérdidas
de agua de otro tipo.

Parametros Biologicos

Se determiné la concentracion de pro-
teinas en plasma y orina con un espectro-
fotometro Spectronic 1201 (Milton Roy) me-
diante la técnica de Bradford (Bradford,
1976). El hemograma fue determinado me-
diante métodos convencionales (Blumenreich,

Rev Inv Vet Pert 2021; 32(4): €19438

1990), con el analizador hematologico de
micro-muestreo ABX MICROS ES60. Se
determinaron los valores de leucocitos
(WBC), hemoglobina (HGB), eritrocitos
(RBC), hematocrito (HCT) volumen
corpuscular medio (MCV), hemoglobina
corpuscular media (MCH) y concentracion
de hemoglobina corpuscular media (MCHC),
asi como el tamafio y dispersion de los
eritrocitos (RDW-CV, RDW-SD), el conteo
de plaquetas (PLT), volumen plaquetario
medio (MPV), indice de distribucion de
plaquetas (PDW), porcentaje de procalcito-
nina (PCT), y concentracién de glucosa
(GLU), colesterol (COL), triglicéridos (TRI)
y lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL).

Analisis Estadistico

Los valores son expresados como me-
dia = SEM. Las diferencias entre los grupos
experimentales fueron determinadas mediante
analisis de varianza de dos vias seguido del



G. Gonzalez-Infante et al.

Cuadro 4. Evaluacion clinica de ratas Sprague Dawley alimentadas con dieta control o dieta
EWP (semi-purificada con base de clara de huevo) durante seis semanas a partir

del destete

Condicién Control EWP
Normal (0-6) 6/6 6/6
Monitoreo continuo (7-12) 0/6 0/6
Modificar tratamiento (13-18) 0/6 0/6
Detener experimento (19-25) 0/6 0/6
Motricidad (cm/s) 0.013 +0.002 0.015+0.001

Los valores se expresan como numero de animales respondedores/nimero de ratas en el grupo
estudiado. Analisis estadistico realizado por Kolmogorov-Smirnov

Pardmetros como respiracion, miccién, sudoracion o suavidad del pelaje, entre otros, se categorizan
como “normal” para continuar el experimento, “monitoreo continuo” para observar con mayor detalle
al grupo o individuo, “modificar tratamiento” para continuar con el suministro de la dieta, o “detener el
tratamiento” para evitar el sufrimiento y malestar de los animales (Morton y Griffiths, 1985).

ensayo de Tukey. Se uso el analisis de
Kolmogorov-Smirnov en datos cualitativos.
Las diferencias fueron consideradas signifi-
cativas a partir de p<0.05. Se utilizé Graphpad
Prism (Systat Software Inc., USA) como
programa para analisis de datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1

Conforme a lo observado en investiga-
ciones de AIN con dietas purificadas.
(Reeves et al., 1993a), en este estudio no
hubo diferencias en PC entre las ratas ali-
mentadas con dieta control y con dieta EWP
entre el destete hasta las 11-12 semanas de
vida (355.75 £ 13.39 gy 341.17 £ 824 g,
respectivamente) (Figura 3).

Tal como se esperaba, ambos grupos
mostraron un comportamiento clinico normal,
libre de patologias o afecciones en aparien-
ciay fisiologia al alimentarse con la dieta EWP
(Semon et al., 1987) (Cuadro 4). La literatu-

ra ha demostrado la utilidad de cuantificar el
movimiento espontaneo en los roedores, bien
sea mediante la codificacion ciega de expre-
siones faciales o sobre el tiempo empleado
en explorar su entorno, como parte de una
evaluacion fisico-clinica completa (Sotocinal
etal.,2011). El presente estudio confirma el
bienestar de los animales en motricidad y
comportamiento general, segun lo esperado
en este tipo de investigaciones (Morton y
Griffiths, 1985; Endo et al., 2016).

En el Cuadro 5 se presentan los resul-
tados de la caja metabdlica. A pesar de que
el contenido de Na en dieta EWP (0.23% Na
p/p, normosodica [Martus et al., 2005]) es
ligeramente mayor que en el grupo control, el
grupo EWP mostré una menor ingesta de ali-
mentos comparado (Control: 21.95+0.38 g;
EWP: 18.63 +0.79 g) y, por consiguiente, un
menor peso de heces (3.75+£0.13 gy 1.08 £
0.07 g, respectivamente). Diversos factores
pueden estar asociados al menor consumo
de alimento como sabor y textura del alimen-
to (Naim ef al., 1986) o contenido de Na
(Rondoén et al., 2014). Sin embargo, la re-
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Cuadro 5. Ingesta de alimento y agua, excrecion de orina, contenido de agua en heces y peso
seco de heces en ratas Sprague Dawley alimentadas con dieta control y EWP

(semi-purificada con base de clara de huevo)

Parametro Control EWP
Ingesta de alimento (g/24h) 21.95+0.38 18.63 + 0.79**
Ingesta de agua (ml/24h) 3425+ 1.07 26.77 £ 2.85*
Excrecion de orina (ml/24h) 17.67+0.71 17.33 £2.15
Contenido de agua fecal (%) 56.35+2.64 56.67+£2.60
Peso de heces secas (g) 3.75+0.13 1.08 +£ 0.07***
Balance hidrico (ml) 0.035 £ 0.003 0.023 £ 0.002%*
Excrecion de agua (%) 67.4+1.71 70.6 +£2.23

Los valores se expresan como media + SEM (n=6)

El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba t de Student para datos no apareados seguida de la

prueba F para comparar las varianzas. *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05
Balance hidrico (ml) = (Ingreso (ingesta de agua) - Egreso (orina + heces))/PC

Balance hidrico (%) = (Egreso(ml)*100)/Ingreso(ml)

duccidn en la ingesta no afect6 la ganancia
de peso ni el estado clinico de las ratas. Asi-
mismo, el balance hidrico corregido por PC
indic6 un balance significativamente mas bajo
en ratas alimentadas con dieta EWP (-0.012
+ 0.001 comparado con su control); sin em-
bargo, este dato se correlaciona correctamen-
te con el ingreso y el egreso de agua
(Cheuvront et al., 2011). Por otra parte, el
porcentaje de excrecion de agua demostrd
que no hubo diferencia significativa entre gru-
pos (67.4+ 1.71% en grupo control y 70.6 =
2.23% para EWP). Esto se asocia con una
funcionalidad correcta de los rifiones por equi-
librio hidroelectrolitico de los fluidos corpora-
les (Roumelioti et al., 2018).

Experimento 2

En la Figura 4 se observa el PC y evo-
lucion del PC en ratas SD alimentadas con
las dietas en las fases de neonatos, lactancia
y destete-crecimiento. El PC de neonatos al
nacimiento fue mayor en el grupo de madres
alimentadas con EWP (+1.56 + 0.18 g) (Fi-

Rev Inv Vet Pert 2021; 32(4): €19438

gura 4A), resultado que puede deberse al
contenido de grasas y carbohidratos totales
en la dieta EWP (Ramirez y Friedman, 1990).
A pesar de ello, a los tres dias de nacidos
igualaron el PC con el grupo alimentado con
la dieta control, siendo similar durante toda la
lactancia (27 dias) (Figura 4 B), asi como
durante la fase de destete-crecimiento (Fi-
gura 4C), excepto en la semana 5 de vida,
donde la ganancia de peso fue mayor en el
grupo EW, posiblemente debido al proceso
de adaptacion al cambio de alimento en el
destete (Levin y Keesey, 1998).

Tal como se observo en el Experimento
1, ambos grupos presentaron signos fisico-
clinicos y motricidad similares, asi como un
comportamiento semejante sin cambios anor-
males (Cuadro 6).

Aligual que en Experimento 1, las ratas
alimentadas con dieta EWP mostraron una
menor ingesta de alimento y, por ende, un
menor peso de heces secas que en el grupo
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Figura4. Evolucion del peso corporal en ratas Sprague Dawley alimentadas con dieta control
o dieta EWP (semi-purificada con base de clara de huevo). (A) Recién nacido; (B)
Lactancia; (C) Destete y crecimiento. Los valores se expresan como medias + SEM
en gramos (n=6 por grupo). El analisis estadistico se realizo utilizando ¢ student segui-
do por el método de correccion para multiples comparaciones de Holm-Sidak. ***

p<0.001

alimentado con dieta control (-4.36 +0.53, -
5.71 £0.27, respectivamente) (Cuadro 7). A
pesar de que se encuentra en un rango de
normalidad (Rieble y Davy, 2013), el balance
hidrico corregido por peso corporal es
significativamente menor en el grupo EWP
que en el grupo control (-0.019 +0.001) ten-
diendo ambos a 0, indicando un balance
hidroelectrolitico adecuado. No obstante, con-
trario a lo observado en el Experimento 1, el
porcentaje de excrecion de agua fue
significativamente superior en el grupo EWP
comparado al grupo control (+9.76 + 1.13)
(Cuadro 7).
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Por otra parte, a pesar de que la excre-
cion de agua y el balance hidrico en el Expe-
rimento 2 fueron diferentes entre si, los va-
lores se encuentran dentro de los rangos de
normalidad establecidos (Rieble y Davy,
2013). No obstante, el tiempo de experimen-
tacion en esta fase del estudio es mas pro-
longada que el Experimento 1, abarcando
desde la gestacion y lactancia, hasta la se-
mana 11 del experimento; lo que podria lle-
var a cambios metabolicos-fisiologicos impor-
tantes. (Kind ef al., 2006. Cristians et al.,
2019). A su vez, se debe considerar que la
dieta EWP posee menor cantidad de potasio
(K) y fibra que la dieta control, generando un
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Cuadro 6. Evaluacion clinica de ratas Sprague Dawley alimentadas con dieta control o dieta
EWP (semi-purificada con base de clara de huevo) durante seis semanas a partir

del destete

Condicion Control EWP
Normal (0-6) 8/8 5/5
Monitoreo continuo (7-12) 0/8 0/5
Modificar tratamiento (13-18) 0/8 0/5
Detener experimento (19-25) 0/8 0/5

Los valores se expresan como numero de animales respondedores/nimero de ratas en el grupo

estudiado. Andlisis estadistico realizado por Kolmogorov-Smirnov

Parametros como respiracion, miccion, sudoracion o suavidad del pelaje, entre otros, se categorizan
como “normal” para continuar el experimento, “monitoreo continuo” para observar con mayor detalle
al grupo o individuo, “modificar tratamiento” para continuar con el suministro de la dieta, o “detener el

tratamiento” para evitar el sufrimiento y malestar de los animales (Morton y Griffiths, 1985).

Cuadro 7. Ingesta de alimento y agua, excrecion de orina, contenido de agua en heces y peso
seco de heces en ratas Sprague Dawley alimentadas con dieta control y EWP

(semi-purificada con base de clara de huevo)

Pardmetro Control EwWP
Ingesta de alimento (g/24h) 23.50+0.77 (7) 19.14 £ 1.30 (5)*
Ingesta de agua (ml/24h) 36.64 £ 0.88 (7) 29.03 £3.04 (5)*
Excrecion de orina (ml/24h) 17.50 £ 1.15(7) 19.00 £2.63 (5)
Contenido de agua fecal (%) 51.78 £5.35(7) 54.16 £ 3.56 (5)
Peso de heces secas (g) 8.80+0.50 (7) 3.09+0.27 (5)***
Balance hidrico (ml) 0.042 £ 0.003 (7) 0.023 £ 0.004 (5)***
Excrecion de agua (%) 60.12 +2.65 (7) 69.88 +3.78 (5)*
Excrecion urinaria de proteinas

(mg/24h) 38.49+2.58 (7) 32.94 £ 11.76 (5)
Concs:ntracmn plasmatica de 62.42 % 5.58 (5) 5923+ 9.57 (3)
proteinas(mg/ml)

Los valores se expresan como media £ SEM (nimero de ratas entre paréntesis)

El anadlisis estadistico se realizé mediante la prueba t de Student para datos no apareados seguida de la

prueba F para comparar las varianzas. *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05
Balance hidrico (ml) = (Ingreso (ingesta de agua) - Egreso (orina + heces))/PC
Balance hidrico (%) = (Egreso(ml)*100)/Ingreso(ml)
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Cuadro 8. Analisis bioquimico de muestras de sangre en ratas Sprague Dawley alimentadas
con dieta control y dieta EWP (semi-purificada con base de clara de huevo)

Parametro Control EWP

WBC (um) 5.800 + 2.150 (3) 7.100 = 793.7 (3)
HGB (g/dl) 14.83 £ 0.03 (3) 15.43+£0.72 (3)
RBC (um) 6.496.667 £ 46.667 (3) 6.840.000 + 330.051 (3)
HCT (%) 43.43+£0.3503) 43.47+£2.24(3)
MCV (fl) 66.90 + 0.85 (3) 63.60 =0.23 (3)
MCH (pg) 22.77+£0.12 (3) 22.50 +0.15 (3)
MCHC (g/dl) 34.13+0.35(3) 35.47+0.33 (3)
RDW-CV (%) 13.50+0.29 (3) 14.27£0.13 (3)
RDW-SD (1) 25.63£0.43 (3) 25.60 £ 0.00 (3)
PLT (ub) 586.000 + 19.140 (3) 697.667 + 43.529 (3)
MPV (f1) 9.13+£0.19 (3) 9.77+ 0.09 (3)*
PDW (%) 14.40+0.15 (3) 14.77 £ 0.03 (3)
PCT (%) 0.66 = 0.15 (3) 0.65+0.02 (2)
GLU (mg/dl) 168.70 = 10.17 (3) 179.00 = 10.07 (3)
COL (mg/dl) 37.67 +£2.60 (3) 65.00 £ 5.03 (3)**
TRI (mg/dl) 55.00 £ 3.22 (3) 80.33+£4.67 (3)*
VLDL (mg/dl) 11.00 + 0.64 (3) 16.07 £ 0.93 (3)*

Los valores se expresan como media + SEM (nimero de animales entre paréntesis)
Anilisis estadistico realizado mediante la prueba t de Student para datos no apareados. ** p<0.01, *

p<0.05

Leucocitos (WBC), hemoglobina (HGB), eritrocitos (RBC), hematocritos (HCT) volumen corpuscular
medio (MCV), hemoglobina corpuscular media (MCH), concentracién de hemoglobina corpuscular
media (MCHC), tamafio y dispersion de los eritrocitos (RDW-CV, RDW-SD), conteo de plaquetas (PLT),
volumen plaquetario medio (MPV), indice de distribucién de plaquetas (PDW), porcentaje de
procalcitonina (PCT), concentraciones de glucosa (GLU), colesterol (COL), triglicéridos (TRI) vy

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)

transito intestinal mas lento, lo que podria pro-
ducir una mayor absorcion de agua a nivel
intestinal y, por ende, mayor excrecion (Qian,
2018).

La cantidad de proteinas de la dieta con-
trol fue superior a la concentracion de protei-
nas de la dieta EWP; sin embargo, las
excreciones urinarias de proteinas son simi-
lares entre ambos grupos experimentales,
datos que concuerdan con la literatura estu-
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diada (Shevock et al., 1993. Gautier et al.,
2014). Asi mismo, se evidencia en ambos gru-
pos una concentracion plasmatica de protei-

nas en el rango de normalidad (Caridad et
al.,2011) (Cuadro 7).

Parametros Biologicos
En el andlisis bioquimico de sangre se

observo una diferencia significativa en el vo-
lumen corpuscular medio (MCV), con un
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Cuadro 9. Ingesta de minerales en ratas Sprague Dawley alimentadas con dieta control y dieta
EWP (semi-purificada con base de clara de huevo)

. Ingesta (mg/24h)
Mineral
Control (n=13) EWP (n=11)

Al 3.01 +£0.06 1.62 £+ 0.06 ***
Ba 0.37+0.01 0.09 £+ 0.003 ***
Fe 15.01 £ 0.44 6.56 + 0.24 ***
Cu 1.14+0.02 0.32 £ 0.012 ***
Mn 1.98 £ 0.04 0.94 + 0.035 ***
Sr 0.68 +£0.01 0.36 +£0.012 ***
Zn 13.3+0.26 1.38 £ 0.051 ***
Ca 102.7 £ 2.01 68.09 £ 2.51 ***
K 136.6 + 2.67 97.06 + 3.58 ***
Mg 22.87+0.45 13.63 + 0.50 ***
Na 25.54+0.51 48.05 £ 1.77 ***
P 61.66+ 1.21 39.71 &+ 1.46 ***

Los valores se expresan como media + SEM

Analisis estadistico realizado mediante la prueba t de Student para datos no apareados.

*%% n<0.001

Cuadro 10. Concentracion plasmatica de minerales en ratas Sprague Dawley alimentadas con
dieta control y dieta EWP (semi-purificada con base de clara de huevo)

Mineral Control EWP

Cu (ng/m) 1.12+0.13 (6) 1.19+0.08 (3)
Zn (ug/ml) 1.17+£0.21 (7) 0.70 £ 0.16 (3)**
Ca (mmol/l) 2.05+0.40 (6) 1.55+0.26 (3)
K (mmol/1) 474 +£0.44 (7) 4.36+0.53 (3)
Mg (mmol/l) 1.23 £1.77 (6) 0.72+0.18 3)*
Na (mmol/1) 119.83 +1.35(7) 103.29 £2.72 (3)

P (mmol/l) 4.57+0.31 (6) 3.52+0.32 (3)*

Los valores se expresan como media + SEM (NUmero de animales entre paréntesis)
Analisis estadistico realizado mediante la prueba t de Student para datos no apareados

**% n<0.001

valor de +3.3 = 0.62 fl. También, se observo
una diferencia significativa de +27.33 £2.43
mg/dl en COL, +25.33 £ 1.45 mg/dl en TRy
una diferencia de +5.07 £ 0.29% en el nivel

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(4): 19438

de VLDL en ratas alimentadas con dieta
EWP con respecto a ratas alimentadas con
dieta control (Cuadro 8). El ligero aumento
en COL, TRIy VLDL puede deberse al con-
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tenido de azlicares simples por afiadidura de
papelon en la dieta EWP. Sin embargo, los
valores presentados por ambos grupos se
encuentran dentro de los rangos «normales»
para ratas (Caridad et al., 2011).

Se encontré una mayor ingesta de mi-
nerales en ratas alimentadas con EWP en
comparacion con el control (Cuadro 9), debi-
do posiblebmente a que la dieta EWP cumple
con los requerimientos establecidos por AIN
(Reeves et al., 1993) (Cuadro 3). Al evaluar
la concentracion plasmatica de minerales se
evidencian rangos normales en ambas dietas
(Oweny Hazelrig, 1968; Wilkins et al., 1972;
Bansal, 1990; Lillie et al., 1996), a excepcion
de Zn, Mg y P. Esto se debe a que la concen-
tracion de dichos minerales en la dieta EWP
son mas cercanos a los requerimientos de
AIN que en la dieta control (Cuadro 10).

CONCLUSIONES

e La dieta EWP es una alternativa
alimentaria controlada dirigida aratas y
ratones tal como lo sugieren las directri-
ces del AIN, cubriendo los requerimien-
tos de energia, macro y micronutrientes
de las ratas Sprague Dawley, sin afec-
ciones ni padecimientos subyacentes.

e Los parametros clinico-metabodlicos y
biologicos demuestran que la dieta EWP
permite el desarrollo 6ptimo y sano de
las ratas Sprague Dawley.

e Ladieta EWP, por ser una dieta pulveri-
zada, permite al investigador manipular
cada uno de sus ingredientes en funcion
de los requerimientos experimentales,
pudiendo elaborar dietas especificas para
evaluar diferentes parametros de indole
nutricional.
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