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---Resumen

Antecedentes: el piidn de pino es un fruto seco de excelentes propiedades nutricionales.
Obijetivo: evaluar el efecto del consumo de pifidn en la ganancia de peso corporal y de 6rganos
de ratas con dieta alta en grasas. Materiales y métodos: se alimenté a 24 ratas macho Sprague
Dawley con dieta control, dieta alta en grasa, o dieta alta en grasa con 2 % de pifiones, (n=8 por
grupo). Luego de 28 dias, los animales se pesaron, se sactrificaron y se obtuvo grasa mesentérica,
retroperitoneal, inguinal y epididimal. Se extrajeron y se pesaron el higado, los rifiones y el cora-
zOn. Resultados: la ingestion alta en grasa y alta en grasa con 2 % de pifiones fue semejante,
menor que la de dieta control (p<0,05). Las ratas con dieta alta en grasa con 2 % de pifiones
mostraron mayor incremento ponderal y peso corporal final (p<0,05), y la eficiencia de las dietas
alta en grasa y alta en grasa con 2 % de pifiones fue mayor que la de dieta control (p<0,05). El
peso relativo de higado, corazon, rifiones y paniculos adiposos fue semejante en los tres grupos.
Conclusiones: el consumo de dietas altas en grasa ocasiona un mayor aumento de peso en com-
paracién con una normograsa. La dieta alta en grasa con 2 % de pifiones no afecta la ganancia
ponderal, el peso relativo de 6rganos ni los depositos de grasa observados con dieta alta en grasa.

Palabras clave: ratas, peso corporal, aumento de peso, dieta alta en grasa, frutos secos
indehiscentes.
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Effect of the Intake of a High Fat Diet Containing Pine Nuts on Body and
Organ Weight in Rats

Abstract

Background: Pine nus have an outstanding nutritional value. Objective: To evaluate the effect of the intake of pine
nuts on body and organ weight gain in rats fed a high fat diet. Materials and Methods: 24 male Sprague Dawley
rats were fed control diet, high fat diet, or high fat with 2 % pine nuts, (n=8 per group). After 28 days the animals were
weighed and killed, and mesenteric, retroperitoneal, inguinal, and epididimal fat pads were weighed as well as liver,
kidneys, and heart. Results: The intake of high fat and high fat with 2 % pine nuts diets was similar and lower than fed
control diet (p<0.05). Rats fed high fat with 2 % pine nuts exhibited higher weight gain and final body weight (p<0.05).
The dietary efficiency of high fat and high fat with 2 % pine nuts diets were higher than fed control (p<0.05). The rela-
tive weights of liver, heart, kidneys and fat pads were similar in all groups. Conclusion: High fat intake generates
higher body fat gain compared with an isocaloric control diet. High fat with 2% pine nuts diet did not affect body weight

gain, relative organ weight, or fat pads weight compared with high fat diet.

Keywords: Rats, body weight, weight gain, high-fat diet, nuts.

INTRODUCCION

El pino pifonero (Pinus pinea L.) es una conife-
ra nativa de las areas costeras del Mediterraneo,
que en la actualidad se cultiva en Asia, Australia,
Medio Oriente y en Sudamérica, incluyendo Ar-
gentina y Chile (1). El pifion de pino es el fruto
seco mas caro del mundo, muy preciado por sus
caracteristicas organolépticas y nutricionales. Es
un alimento de alta densidad energética (DE) que
contiene sobre 30 g de grasa/100 g, en su mayor
parte de tipo insaturada (2,3). En ratas, el aceite
obtenido de algunos pifiones de Pinus tiene un
potencial reductor de lipidos sanguineos (4,5), y
en ratones disminuye el incremento ponderal pese
a la alta ingesta calorica derivada de su consu-
mo (6,7). Como es el caso para la mayoria de los
frutos secos, en humanos el consumo regular de
pifiones de pino puede mejorar el perfil de lipidos
sanguineos (8), no aumenta el indice de Masa
Corporal (IMC) (9-11) y se asocia en forma inver-
sa con la prevalencia de obesidad, con el sindro-
me metabdlico y con la diabetes en individuos con
alto riesgo cardiovascular (12). La evidencia de un
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efecto cardioprotector de los frutos secos ha sido
reconocida por la FDA (Food and Drug Adminis-
tration) de los Estados Unidos, la cual establecid
la declaracion de propiedad saludable que relacio-
na el consumo de frutos secos con la reduccion
del riesgo de enfermedad cardiaca (13). Los com-
ponentes cardioprotectores liposolubles del pifion
incluyen acidos grasos insaturados, fitoesteroles,
tocoferoles, escualeno, entre otros compuestos
bioactivos (2,3,14,15). El objetivo del presente es-
tudio fue evaluar el efecto del consumo de pifion
de pino en la ganancia de peso corporal y de érga-
nos de ratas con dieta alta en grasas.

MATERIALES Y METODOS

Animales y dietas

Ratas macho Sprague Dawley de 11 semanas de
edad fueron adquiridas en el Bioterio de la Univer-
sidad de Valparaiso (Valparaiso, Chile). Los ani-
males se alojaron en condiciones estandarizadas
de laboratorio: temperatura 22+2 °C, humedad



55+10 %, ciclos de luz y oscuridad cada 12 h,
alimento y agua ad libitum. Las ratas se distribu-
yeron en jaulas individuales de acero inoxidable
y se dividieron aleatoriamente en tres grupos. El
numero de animales por grupo se definio tenien-
do en cuenta que la experimentacion a través de
estos modelos exige reducir al minimo posible
los animales a sacrificar, segun el principio de las
“tres R”: reducir, reemplazar, refinar (16), por lo
que alcanzé a n=8 por grupo. Los animales tuvie-
ron libre acceso a las diferentes dietas en polvo.
Al comienzo del tratamiento dietético, el peso de
las ratas fue 285,6+14,2 g. Las dietas se elabo-
raron sobre la base de las formulas estandares
semipurificadas AIN-93 para ratas adultas, modi-
ficadas de acuerdo con el disefio experimental.
Las formulas base se compraron en la empresa
Research Diets® (New Brunswick, NJ, EE. UU.).
Para evitar su oxidacion, los pifiones de pino cul-
tivados en Chile se molieron semanalmente en un
molino analitico (IKA® A11 basic). Las dietas se
almacenaron en condiciones de oscuridad, am-
biente seco, a 20 °C.

Luego de tres dias de aclimatacion a las condi-
ciones experimentales, las ratas se alimentaron
durante 28 dias con una dieta control (C), cuya
DE era 3,8 kcal/g, la que contenia 11,8 % kcal
en forma de aceite de soya; con una dieta alta
en grasa (AG) con una densidad calérica de
4,6 kcal/g, y 42,4 % kcal de aceite de soya como
Unica fuente de grasa; y con una dieta alta en
grasa con pifiones de pino (AGP), con una DE
igual a la dieta AG, de 4,6 kcal/g, con 42,4 kcal
derivadas de aceite de soya y el aceite conteni-
do en la incorporacién de un 2 % de harina de
pifones de pino. Ambas dietas altas en grasa
contenian un porcentaje de calorias derivadas de
grasas (G %) de 42,4 %. El pifidn de pino cultiva-
do en Chile contenia 340,9 g/kg de proteinas y
4425 g/kg de grasa (3). La composicién quimica
de las dietas se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Composicién quimica de las dietas experi-
mentales (g/kg)

Ingrediente c AG AGP
kg kg okg
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
Mezcla mineral* 10 11,9 11,9
Calcio fosfato 13 15,5 15,5
Calcio carbonato 55 6,6 6,6
Potasio citrato 16,5 19,7 19,7
Mezcla vitaminas® 10 11,9 11,9
Colina tartrato 2 2,4 2,4
Pifiones de pino 0 0 20
Densidad energética 3,8 46 46

C: control; AG: alta en grasa; AGP: alta en grasa + pifiones.

“Por kg: 500 g CaHPO4; 220 g C6H5K307-H20; 74 g NaCl; 52 g K2S04;
24 gMgO; 3,5 g Mn (48 %); 6,0 g Fe (17 %); 1,6 g Zn (70 %); 0,3 g Cu
(53 %); 0,01 g KIO3; 0,55 g CrK(SO4)2-12H20; 118 g sacarosa.

Por kg: 600 mg tiamina HCI; 600 mg riboflavina; 700 mg
piridoxina-HClI; 1,6 g vit B5; 3 g acido nicotinico; 0,2 g &cido félico; 1 g
cianocobalamina (1 %); 2 g biotina (1 %); 80 mg menadiona (63 %);
5000 Ul vitamina E; 100 000 Ul vitamina D3; 400 000 Ul vitamina A;
978 g sacarosa.

Para prevenir la oxidacion del aceite contenido
en las semillas de pifion de pino, la dieta AGP se
prepard semanalmente, mezclando 4 g de harina
de pifidn con 369 g de los demas ingredientes de
la dieta por 10 min a 58 rpm en una mezcladora
(Kitchen Aid ARTISAN®). Todas las dietas expe-
rimentales contenian un porcentaje de calorias
derivadas de proteinas (P %) de 21,2 %.

La ganancia de peso de los animales se registrd
semanalmente en balanza para animales (Shi-
madzu® AUX 220) y su consumo de alimento se
control6 a diario por diferencia de peso de cada
comedero en balanza granataria (Sartorius®
TE 6100). La eficiencia de la dieta se calculd como
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el porcentaje de peso corporal ganado en relacion
con la cantidad de alimento consumido durante el
periodo experimental. El peso de érganos y gra-
sa corporal se registrd en una balanza analitica
(Mettler Toledo®ML204).

Disefno experimental

Luego de 28 dias de tratamiento dietético, los ani-
males se pesaron tras un ayuno de 8-10 horas y
se sacrificaron por dislocacién cervical. Cada ani-
mal fue abierto en canal, se obtuvo y se pesé su
paniculo de grasa mesentérica, retroperitoneal,
inguinal y de epididimo. Asimismo, se extrajeron
y se pesaron el higado, los rifiones y el corazon.

Anadlisis estadistico

Los valores se expresan como promedio + error
estandar de la media y se analizaron usan-
do ANOVA de una via seguida de la prueba de
Tukey, para comparar medias de grupos. Se con-
siderd significativo un valor de p<0,05.

Consideraciones éticas

Todos los procedimientos de manejo de los ani-
males fueron aprobados por el Comité de Bioética
de la Facultad de Farmacia, Universidad de Valpa-
raiso, con fecha 28 de enero de 2014, cumpliendo
con la Ley 20.380, vigente en Chile (17).

RESULTADOS

La ingesta de dieta, el cambio de peso corporal y
la eficiencia de |a dieta se muestran en la tabla 2.
El consumo de las dietas experimentales por 28
dias tuvo un rango de 467,4 a 596,7 g para C;
457,3 a 527,1 g para AG, y 439,6 a 529,3 ¢
para AGP. La ingestion de las dietas AG y AGP
fue semejante, en tanto que el consumo de C fue
mas alto (p<0,05).
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Tabla 2. Consumo de alimento y peso corporal y re-
lativo de 6rganos v tejido graso de ratas segun dieta
experimental

Variable Tipo de dieta

c AG AGP
5450+132%  4955+7°  494,1+9,9°
2813+16* 2866+19* 292,0+1,9*
334,141,660  350,3+1,2° 357,3+1,4°

Consumo total g
Peso inicial ratas

Peso final ratas g

Ganancia ponderal g 52,1+48 653550  71,8+4.4°
Peso higado % 3,5+0,12 360,12 3,620,1°
Peso corazén % 0,3+0,0° 0,30,0° 0,3+0,0°
Peso rifiones % 0,7+0,0° 07:00°  0,8+0,0°
Peso grasa inguinal % 0,2+0,0° 0,2+0,07 0,2+0,07

Peso grasa epididimal % 1,1+0,0° 1,3+0,0° 1,30,1°
Peso grasa retroperitoneal % 1,6+0,12 1,90,12 1,8+0,28
Eficiencia dieta % 10£12 13+1° 14+£1°

C: control; AG: alta en grasa; AGP: alta en grasa + pifiones.
Valores presentados como promedio + error estandar de la media. n=8.

Distintos superindices indican diferencias significativas.

Las ratas que consumieron dieta AGP mostraron
mayor incremento ponderal comparadas con C
(p<0,05). Durante los 28 dias, el grupo C au-
ment6 52,1+4,8 g, y los animales de los grupos
con las dietas AG y AGP aumentaron 65,3+5,5
y 71,8+4,4 g. En consecuencia, el aumento de
peso en los animales con AG fue 1,3y 1,4 veces
lo observado en el grupo C, respectivamente. El
peso corporal final fue similar entre los grupos
AG y AGP, mayor al observado en C (p<0,05).
Como resultado, la eficiencia media de las dietas
AGy AGP fue 13+2 %y 14+5 %, respectivamen-
te, valores mas altos que los observados en el
grupo C, que alcanz6 9,6+1 % (p<0,05). El peso
relativo del higado, del corazdn y de los rifiones,
asi como el peso relativo de la grasa inguinal,
epididimal y retroperitoneal, fue similar en las ra-
tas de todos los grupos experimentales.



DISCUSION

En este trabajo se estudio el efecto generado por
la ingestion de dos dietas isocaléricas altas en
grasa, una de las cuales fue adicionada con pifion
de pino, comparandolas con el efecto de una die-
ta control, con el objetivo de obtener informacion
sobre los efectos del consumo de este fruto seco
en la ganancia de peso corporal y peso relativo
de 6rganos Y tejido graso en ratas macho adultos
jovenes. Todas las dietas experimentales conte-
nian aceite de soya como fuente lipidica. En la
dieta AGP se incorporé un 2 % de pifién de pino,
ajustando la formulacion para que las dietas AG
y AGP presentaran la misma DE y P %. La can-
tidad de pifiones de pino adicionada representa-
ria aproximadamente un consumo de 10 g/dia de
este fruto seco en una dieta de 2000 kcal/dia, es
decir, alrededor de un tercio de la recomendacion
de consumo humano (18,19).

La ingesta de alimento fue mas baja en ambas die-
tas altas en grasa en relacion con la dieta control,
a lo que puede deberse su aporte energético dife-
rente. El grupo C consumid 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 (AG y AGP) fue en promedio de 17,7 g/
dia, equivalente a 80 kcal, similar en ambas, lo
que también fue observado por Marques et al. (20)
en modelos similares. El consumo observado de
ambas dietas altas en grasa refleja que la incorpo-
racion de 2 % de pifién de pino en la formulacion
no afectd la ingesta dietética. Amr et al. (21) incor-
poraron niveles de 5, 10 y 15 % de pifién de pino
en la dieta experimental de animales que fueron
alimentados por un periodo de seis semanas, y
concluyeron que a mayor consumo de este fruto
seco, los animales ingerian una menor cantidad
de alimento. Estos autores aluden a un posible
efecto del consumo de pifiones de pino sobre la
saciedad, derivado en gran medida de la necesi-

dad de mayor masticacion (22); sin embargo, en el
presente estudio se descarta esta posibilidad, ya
que estos se incorporaron en la dieta entregada
en forma de polvo, como harina. La eficiencia de
la dieta C mostr6 un rango de 6 a 13 % en los
animales del grupo, mientras en la dieta AG fue de
10a 19 %y en la dieta AGP fue de 122 18 %. En
promedio, la eficiencia de las dos dietas altas en
grasa fue similar y superior a C (p<0,05).

La acumulacién de grasa en los tejidos metabé-
licamente activos, incluyendo la esteatosis hepa-
tica, contribuye al desarrollo del sindrome meta-
bélico (23-26). En general, el consumo excesivo
de dietas que contienen grasas saturadas lleva a
que los lipidos que no se oxidan se depositan en
forma de grasa corporal, incrementando el peso,
en un efecto claramente obesogénico en ratas
(27). De hecho, en numerosos estudios realizados
previamente en roedores con dieta alta en grasa,
mantenida por largos periodos de tiempo: 13 se-
manas (28), 15 semanas (29), 18 semanas (30),
entre otros, se generd incremento ponderal y de
tejido graso (31). En el modelo utilizado en este
trabajo, la dieta se disefid con grasas de buena
calidad nutricional (aceite de soya), en las que
predominan los &cidos grasos insaturados, y en
una de ellas se agrego pifidn de pino, que ademas
contiene compuestos bioactivos liposolubles, tales
como los fitoesteroles y tocoferoles, que pueden
contribuir a producir un efecto saludable (3).

Si bien se podria haber esperado un efecto dife-
rencial entre el incremento ponderal y de peso de
drganos y paniculo adiposo de los grupos con die-
ta AG y AGP, debido a la presencia de pifiones de
pino, este efecto no fue observado. Este resultado
se puede atribuir a que la incorporacion de harina
de pifién en la dieta AGP se hizo a un nivel muy
bajo (20 g/kg), sumado a que la administracion
de la dieta se realizd durante un corto periodo de
tiempo (28 dias). Estas condiciones se escogieron
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para hacer un estudio lo mas cercano a la situa-
cién de un consumo ocasional de frutos secos en
los humanos, sin forzar el modelo experimental
a condiciones extremas, tales como una ingesta
mas elevada de pifiones en la dieta diaria y un pe-
riodo de alimentacién méas prolongado, que no re-
flejan escenarios reales. Los resultados muestran
claramente que, en las condiciones empleadas en
el estudio, el consumo de pifién de pino no ejercid
un efecto observable sobre los parametros estu-
diados.

En conclusién, el consumo durante 28 dias de las
dietas experimentales altas en grasa (G % = 42,4)

ocasiond un aumento de la ganancia ponderal
en comparacion con una dieta C normograsa
(G % =11,8) en las ratas. La presencia de 2 % de
piion de pino en la dieta AGP no indujo una dis-
minucién de la ganancia ponderal, el peso relativo
de 6rganos, ni los depositos de grasa en compa-
racion con la dieta AG.
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