Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XXIV, N° 3, 233 - 238, 2014

EFECTOS DE LA HARINA DE LOMBRIZ SOBRE LOS NIVELES
SERICOS DE LA PROTEINA C3 DEL SISTEMA DE COMPLEMENTO
E INMUNOGLOBULINA G EN RATONES

Effects of the Earthworm Flour on Plasma Levels of C3 Protein
Complement System and Immunoglobulin G in Mice

Lerida Borges !, Benibelks Albarran 2, Guillermo Bianchi 3, Ana Luisa Medina ? y José Angel Cova

IInstituto de Inmunologia Clinica, Universidad de Los Andes. 2Facultad de Farmacia y Bioanalisis,
Universidad de Los Andes, Venezuela. SFacultad de Humanidades y Educacion, Universidad de Los Andes.
* Avenida 16 de Septiembre, edificio Louis Pasteur, al lado del IAHULA, Mérida-Mérida.

Teléfono: 58-274-2403199. Fax: 58-274-2403212. jacova@ula.ve

RESUMEN

La harina de lombriz es una fuente de proteina no con-
vencional que podria ayudar a resolver los problemas alimen-
tarios de animales de engorde y domésticos, pero estas mis-
mas proteinas podrian inducir cambios en ciertos parametros
inflamatorios, entre ellos los reactantes de fase aguda. El obje-
tivo de este estudio fue evaluar los niveles séricos de dos de
estos reactantes, C3 e IgG, en ratones NMRI recién desteta-
dos; después del consumo de dietas suplementadas con dife-
rentes porcentajes de harina de la lombriz Eisenia spp. Se utili-
zaron tres grupos de ratones asignados como: GC alimentado
con una dieta comercial, G1 alimentado con una dieta suple-
mentada con 25% de harina de lombriz y G2 alimentado con
una dieta suplementada con 50% de harina de lombriz. Des-
pués de 30 dias de alimentacion se extrajeron muestras de
sangre para realizar la determinacién de los niveles de C3 e
IgG, mediante la técnica de inmunodifusion radial. Los niveles
de C3 disminuyeron significativamente en los grupos experi-
mentales. Los niveles de 1gG total se incrementaron significati-
vamente cuando se aumentd el porcentaje de harina de lom-
briz en la dieta. A pesar de estos cambios en las variables, no
se observaron reacciones adversas, hipomotilidad y taquicar-
dia, en los animales con las dietas suministradas y su peso al
final del estudio fue similar al grupo control. Esta forma de su-
plementacién alimentaria parece ser segura para la alimenta-
cién de animales de engorde y mascotas, pero nuevos estu-
dios incluyendo otros parametros inflamatorios son necesarios.

Palabras clave: Nutricibn animal, harina de lombriz, C3, inmu-
noglobulina G.
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ABSTRACT

The earthworm meal is a source of non-conventional pro-
tein that could help solve the food problems of animals for fat-
tening and domestic, but these same proteins could induce
changes in certain inflammatory parameters, including the
acute-phase reactants. The objective of this study was to evalu-
ate the serum levels of two of these reactants, C3 and IgG, in
newly weaned NMRI mice after the consumption of diets sup-
plemented with different percentages of flour from the earth-
worm Eisenia spp. Three groups of mice were assigned as: GC
supplied with a commercial diet, G1 fed with diet supplemented
with 25% of earthworm meal and G2 fed with a diet supple-
mented with 50% of earthworm meal. After 30 days of feeding,
blood samples were collected for the determination of the levels
of C3 and IgG, using the radial immunodiffusion technique. The
levels of C3 decreased significantly in the experimental groups.
The total IgG levels increased significantly when the percent-
age of earthworm meal in the diet was augmented. In spite of
these changes in the variables, no adverse reactions were ob-
served, hypomotility and tachycardia, in animals with diets sup-
plied and its weight at the end of the study was similar to the
control group. This form of food supplementation appears to be
safe for the animal feed for fattening and pets, but new studies
including other inflammatory parameters are needed.

Key words: Animal nutrition, earthworm flour, C3, immuno-
globulin G.

INTRODUCCION

La harina de lombriz (HL) ha sido considerada como
una fuente de proteina no convencional de bajo costo, ya que
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estos anélidos se alimentan de desechos organicos, crecen a
una alta velocidad y se multiplican rapidamente [21]. HL se
considera un complemento alimenticio 100% natural y organi-
co, que posee un alto contenido de proteinas, aminoacidos y
acidos grasos esenciales importantes para la nutricion de ani-
males y, tal vez, de humanos [5, 10, 17]. Ademas, posee una
alta gama de vitaminas como: A, B6, B12, C y E; minerales ta-
les como hierro, zinc, cobre, selenio y elementos trazas que
actlan como cofactores de vias metabdlicas, consideradas
fundamentales para la integridad y el funcionamiento del orga-
nismo [14, 20]. Estas caracteristicas colocan a la HL como un
posible sustituto parcial de las dietas usadas en la alimenta-
cién de animales de engorde y mascotas, disminuyendo el uso
de proteinas convencionales (harina de pescado) que, en los
Ultimos afios, ha disminuido en su oferta, por una merma de
las reservas marinas.

Es bien conocido que ciertas sustancias ingeridas (prin-
cipalmente las proteinas) actian como antigenos exdgenos y
pueden inducir procesos inflamatorios. Durante la fase inicial
de estos procesos inflamatorios se producen sustancias deno-
minadas “reactantes de la fase aguda” que incluyen: la protei-
na C3 del Complemento (C3), la proteina C reactiva (PCR) y la
proteina amiloide A (AAS); asi como un incremento en los ni-
veles séricos de las inmunoglobulinas [9]. En este sentido, de-
terminar la participacion de la HL en la alteracién de estos
reactantes es de gran importancia, ya que aportara nuevos co-
nocimientos para la seguridad alimentaria.

Diversos estudios han demostrado que la harina obteni-
da de la lombriz Eisenia spp puede ser usada en la alimenta-
cion de diferentes especies, tales como: peces, roedores, po-
llos, entre otros [5,11,18]. De la lombriz Eisenia spp no sélo se
obtiene una carne rica en proteinas, con un perfil de aminodci-
dos esenciales interesante, sino que también aporta un alto
contenido de lisina, aminoacido que suele estar ausente en los
alimentos basicos [21]. El contenido de este aminoéacido en la
HL es significativo (5,9% p/p) y podria satisfacer los requeri-
mientos en los nifios entre 2 a 5 afios, exigidos por la Food
and Agriculture Organization de la World Health Organization
(FAO/WHO) [15]. Otros reportes sefialan el uso de HL en pre-
paraciones de salchicha y arepas con buena aceptacion en los
humanos que participaron en el estudio [3, 12].

En Venezuela, se ha evaluado el efecto de la suplemen-
tacion con HL sobre el crecimiento, perfil lipidico y funcién he-
patica de roedores, encontrandose que el uso de esta harina
solo modifico los niveles séricos de colesterol en los animales
en estudio [5]. Igualmente, se han evaluado algunos efectos
de la HL sobre el sistema inmunolégico (Sl); en este sentido
dos estudios no encontraron alteraciones ni cambios histopa-
tolégicos a nivel hepatico, intestinal, ni en la concentracion de
Inmunoglobulina E especifica, responsable de las reacciones
de hipersensibilidad inmediata [5, 13, 19].

Hasta ahora no se ha observado que la proteina de la
lombriz produzca efectos adversos en ratones Mus musculus,
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hasta una concentracion de 65% en la dieta [19]. Como se
menciond, se han realizado estudios sobre los efectos de la
HL en diferentes modelos de animales, pero se conoce muy
poco sobre la participaciéon de esta suplementacion en los pa-
rametros inflamatorios, especialmente en los antes citados. El
objetivo del presente estudio consistié en medir las concentra-
ciones séricas de dos reactantes de fase aguda -C3 e inmu-
noglobulina G (IgG)- en ratones alimentados con dietas suple-
mentadas con HL (como fuente proteica no convencional), du-
rante 30 dias (d), y compararlo con ratones alimentados con
la dieta estandar, con la finalidad de evaluar la participacion
de esta forma de alimentacion en los niveles séricos de estos
marcadores inflamatorios de los animales.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las dietas

Se prepararon dos dietas experimentales (G1 y G2)
mezclando diferentes porcentajes de la HL -obtenida de la Ei-
senia spp- y completando el porcentaje faltante con harina de
pescado artesanal (HPA), hasta llevarlas al tenor de proteina
que se requeria; ambas fueron preparadas en el departamen-
to de Ciencia de los alimentos, de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis, en la Universidad de Los Andes, Venezuela;
constituyendo esta mezcla la fuente total proteica. Se adicio-
naron ademas: vitaminas, minerales y acidos grasos para ob-
tener dietas acordes con las necesidades de los animales.

La dieta estandar o control (GC) usada fue un producto
comercial (Ratarina® granulada, Venezuela), adquirido en la
localidad.

La dieta G1 contenia 25% de HL y 75% de HPA,; la G2
tenia 50% de HL y 50% de HPA. Todas las dietas experimen-
tales contenian los demas ingredientes mencionados arriba a
las mismas concentraciones, para tener al final, dietas con
50,2 y 47,8% de proteinas (TABLA I).

Posterior a la preparacion, las dietas fueron analizadas,
para conocer sus componentes: humedad, cenizas, grasas y
proteinas (TABLA II), siguiendo un protocolo previamente
descrito por la Association of Official Analytical Chemistry [1].
El porcentaje de proteinas (método de Kjeldal) fue calculado a
partir de 1 gr de cada muestra, mezclandose con 10 g de sul-
fato de potasio; 0,7 g de 6xido de mercurio y 20 mL de acido
sulflrico. Esta mezcla fue colocada en un digestor eléctrico
(Vapodest, Gerhardt, Alemania) y sometida a ebullicion. Pos-
teriormente se afiadieron 400 mL de agua destilada, 75 mL de
sulfato de sodio y 80 mL de hidroxido de sodio al 40%; se
destilo la solucién y se determind el nitrogeno. A partir de este
valor se obtuvo la cantidad de proteina presente en la mues-
tra [1].

Para la cuantificacion de los lipidos (Método de Soxleth)
se usaron 5 gr de cada muestra que fueron colocadas en un
dedal, luego se hace recircular la solucién de éter, en un ex-
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TABLA |
INGREDIENTES INCLUIDOS EN LA PREPARACION DE LAS DIETAS

Contenido GC

Gl G2

Harina de ajonjoli, soja, pescado,
leche en polvo, maiz y sorgo

Fuente proteica

Harina de pescado y harina de
lombriz

Harina de pescado y harina de
lombriz

Sales Carbonato y fosfato de calcio, sal Carbonato y fosfato de calcio, sal Carbonato y fosfato de calcio, sal
Vitaminas A, B1, B2, B12, D, E, niacina, biotina A, B1, B2, B12, D, E, niacina, biotina A, B1, B2, B12, D, E, niacina, biotina
Otros Antioxidantes y antibiéticos Antioxidantes Antioxidantes

GC: Grupo control, G1: 25% de harina de lombriz; G2: 50% de harina de lombriz.

TABLA I
ANALISIS PROXIMAL DEL ALIMENTO COMERCIAL Y LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Muestra Humedad (%) Cenizas (%) Grasas (%) Proteinas (%)
GC 9,62 + 0,07 7,57 +0,19 2,05+ 0,09 29,75 +0,35
Gl 5,21+ 0,02 8,66 + 0,06 7,31+0,22 50,23 + 0,59
G2 13,14+ 0,18 8,79+ 0,03 9,53+ 0,03 47,89 £ 0,40

GC: Grupo control, G1: 25% de harina de lombriz; G2: 50% de harina de lombriz.

tractor de grasa (extractor solvent SER 148, Velp Scientific,
EUA), hasta el agotamiento total de la grasa. Una vez termina-
do el proceso se evaporé el solvente y por diferencia de peso
se calcul6 la concentracion de lipidos [1].

La ceniza se obtuvo a partir de calentar 1 gr de cada
muestra en una mufla (Box fumace, Lindberg Blue, EUA) a
550°C durante varias horas. A partir del peso final e inicial se
obtuvo el porcentaje de cenizas [1]. La Humedad se realiz6 en
una estufa a 100°C hasta peso constante.

Una vez terminado el proceso de elaboracion y andlisis
de las harinas, las mismas fueron empacadas y almacenadas
a 4°C hasta su uso.

Animales

Para este estudio fueron utilizados 24 ratones de la linea
NMRI, de tres semanas de edad y recién destetados, los cua-
les fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos de ocho
ratones cada uno, para recibir las dietas - GC, G1 y G2- duran-
te 30 d. Los animales fueron mantenidos en el bioterio del Ins-
tituto de Inmunologia Clinica, de la Universidad de Los Andes,
con una temperatura promedio de 22°C, ciclos alternos de
luz-oscuridad de 12 horas (h) cada uno; recibiendo agua y ali-
mentos ad libitum por el periodo de la investigacion. El estudio
fue aprobado por un comité local de ética animal de la Univer-
sidad de Los Andes.

Durante el estudio se llevé un registro diario de los efec-
tos adversos: piloereccién, temblor, disminucion de la motili-
dad, diarrea; asi como de la mortalidad en cada grupo. Al final,
los ratones fueron anestesiados, usando ketamina (50
mgs/Kg) por via intraperitoneal, y mediante puncién cardiaca,
se obtuvo una muestra de sangre de cada animal, para medir
los niveles séricos de C3 e IgG total.

Determinacion de los niveles séricos de C3 e IgG
por inmunodifusién radial

Los niveles séricos de C3 e IgG total, en cada grupo, fue-
ron medidos mediante la técnica de inmunodifusion radial (IDR)
usando placas calibradas de agar con anticuerpos anti C3 y anti
IgG humana (LTA, ltalia), segun el caso, para capturar y deter-
minar la cantidad de los analitos. Previa obtencion de los sueros
por centrifugacion a 300 x g por 10 min, en una centrifuga Da-
mon/IEC (Division, EUA), se agregaron 5 pL de la muestra en
cada pozo de la placa de agar para C3 y para IgG, respectiva-
mente. Estas fueron cerradas e incubadas por un periodo de 72
h en camara himeda a 25°C. Finalizado este tiempo, se proce-
dié a medir el anillo de difusién de la muestra usando un visor
graduado. El diametro del circulo de difusion, en mm, fue trans-
formado en mg/dL de acuerdo a una curva de referencia del fa-
bricante. Se tomaron como valores normales, en ambas medi-
ciones, los valores obtenidos en el GC (ratones alimentados con
la dieta estandar, que nunca consumieron la HL).

Analisis de los resultados

Mediante un andlisis de varianza (ANOVA) se compara-
ron los valores séricos de C3 e IgG en los ratones alimenta-
dos con las dietas y un valor de P<0,05 fue considerado esta-
disticamente significativo. Se efectué ademas una prueba a
posteriori de Duncan [23]. El andlisis estadistico de los resul-
tados se efectué usando el programa SPSS version 13 [16].

RESULTADOS Y DISCUSION
Ganancia de peso de los ratones en estudio

Después de alimentar durante 30 d a ratones NMRI con
las dietas control y experimentales, no se encontraron diferen-
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cias significativas en el peso promedio entre los grupos
(P>0,05). Este hallazgo sugiere que las dietas suplementadas
con HL aportaron los requerimientos nutricionales necesarios
para el desarrollo del animal, de manera similar a la dieta co-
mercial usada (FIG. 1). Esto podria deberse a que la HL de la
especie Eisenia spp, de acuerdo a algunos analisis fisico-quimi-
cos tiene una elevada concentraciéon de proteinas y de aminoa-
cidos esenciales, incluso mayor a otras especies de anélidos,
favoreciendo asi el desarrollo del animal [5, 6, 25]. La nutricion
complementada con HL podria resultar Gtil en la alimentacion
de roedores, aves, peces, reptiles, anguilas, anfibios, mascotas
domésticas y pequefios rumiantes [2, 6, 8, 11, 19, 21, 22].
Como se ha podido evidenciar en el presente estudio, los resul-
tados en la variable peso, en cada tipo de especie alimentada
con HL, dependera de la clase de lombriz usada en la alimenta-
cion y del porcentaje de inclusion de su harina en la dieta.

2201 GC Gl G2

20,0~

18,0~
18,0

14,0

Peso final {g)

12,0

T T T
Control 289 Harina de lombriz B0% Harina de lombriz

Tratamiento

GC: Grupo control; G1: 25% de harina de lombriz; G2: 50% de harina de
lombriz

FIGURA 1. PESO AL FINAL DEL ESTUDIO DE LOS RATO-
NES ALIMENTADOS CON UNA DIETA COMERCIAL (CON-

TROL) Y DISTINTAS SUSTITUCIONES DE HARINA DE
LOMBRIZ (25 Y 50%) DURANTE 30 DIAS.

Niveles séricos de la proteina C3 en los ratones en estudio

Los niveles séricos de C3 fueron cuantificados mediante la
técnica de inmunodifusién radial usando anticuerpos anti C3 hu-
mano. Previamente, se realizaron determinaciones de C3 en
suero de ratones sanos para demostrar que, dada la homologia
entre el C3 de ambas especies, el anticuerpo anti-C3 humano
captaria la proteina del raton, como en efecto ocurrié (promedio y
desviacion estandar de 7,4 y + 1,1 mg/dL, respectivamente).

Los niveles de C3 fueron estadisticamente mas bajos en
los grupos experimentales que en el control, tal como lo mues-
tra la FIG. 2 (P<0,05). Una disminucion en los niveles séricos
de C3 puede indicar una reduccion en la sintesis o un aumento
en el consumo y éste Ultimo se puede demostrar por un aumen-
to en los fragmentos degradados de C3 como iC3b, C3d y C3f
[4, 7]. En este estudio no se cuantificaron los iC3b. Sin embar-
go, la proteina C3 es un reactante de la fase aguda de la infla-
macion y la activacion de ella y de la via del complemento indu-
ciria alteraciones fisicas en el animal (hipomotilidad, taquicardia
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FIGURA 2. NIVELES DE C3 DE LOS RATONES ALIMENTA-

DOS CON DIETAS CON DIFERENTE CONTENIDO DE HA-
RINA DE LOMBRIZ. *P<0,05.

y fiebre). No se observaron hipomotilidad ni taquicardia en los
grupos estudiados, lo cual parece indicar que no hubo activa-
cién de la cascada del complemento, y que probablemente la
HL indujo una reduccidn en la sintesis de C3. Otras mediciones
seran necesarias para establecer, con certeza, la posible regu-
lacién de C3y otras proteinas de fase aguda inflamatoria por la
HL. Se observé una relacion inversamente proporcional entre
la concentracién de C3 en suero y el porcentaje de harina de
lombriz suministrada en la dieta (FIG. 2).

Niveles séricos de IgG total de los ratones en estudio

Los niveles de IgG total incrementaron significativamen-
te cuando se aumentd el porcentaje de HL en la dieta
(P<0,05). Asi, los valores de IgG en los ratones alimentados
con las dietas que contenian 25% de HL y 50% de HL fueron
de 5,4 mgs/dL y 6,9 mgs/dL, respectivamente. Los animales
alimentados con la dieta control presentaron valores interme-
dios de IgG de 6,3 mgs/dL (FIG 3). Este resultado es similar al
reportado por Tsai y col. [19]; en el cual los valores de 1gG
también se elevaron cuando se aumento el porcentaje de ha-
rina de lombriz [19]. Algunas diferencias entre los dos estu-
dios merecen ser sefialadas: se usaron diferentes porcentajes
de harina de lombriz, el método de cuantificacién en uno fue
ELISA y en el otro la IDR, en aquel se midi6 la respuesta 1gG
antigeno- especifica, mientras que en este estudio se midio la
concentracion de IgG total. Posiblemente, el aumento de la
carga antigénica HL fue responsable del incremento dosis-de-
pendiente de los niveles de IgG en los dos estudios.

Se ha reportado que el uso del aceite del fruto del gra-
nado (Punica granatum L) en la suplementacion de dietas
para ratones produce un aumento de la IgG e IgM, pero no de
la inmunoglobulina A; esto es consecuencia de un incremento
en la funcién de las células B -productoras de anticuerpos- y
podria significar una mayor proteccion del animal [10, 24]. De
acuerdo a esto, la HL podria también actuar como un modula-
dor inmunolégico, Util para el desarrollo del animal.
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GC: Grupo control; G1: 25% de harina de lombriz; G2: 50% de harina de
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FIGURA 3. NIVELES DE IgG DE LOS RATONES ALIMEN-
TADOS CON DIETAS CON DIFERENTE CONTENIDO DE
HARINA DE LOMBRIZ. *P<0,05.

CONCLUSIONES

En primer lugar, todas las dietas permitieron una ganan-
cia similar de peso en los animales, por lo tanto la HL en esos
porcentajes de sustitucion, puede ser utilizada. Ademas, se
evidencié que las dietas suplementadas con HL de la especie
Eisenia spp, disminuyen los niveles séricos del componente
C3 del complemento asi como incrementan los niveles de in-
munoglobulina G y, por ende, la funcién de los linfocitos B, pu-
diendo actuar como un eficaz inmumodulador frente a proce-
sos inflamatorios. La HL podria ser una fuente segura en la
formulacion de dietas para animales. Nuevas investigaciones
son necesarias, incluyendo otros parametros (Proteina C reac-
tiva, Amiloide A sérico, entre otros) que complementen los da-
tos en relacion con la seguridad alimentaria.
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