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EFECTO DEL SEXO DE LA RATA (Sprague Dawley) SOBRE LA
DIGESTIBILIDAD Y RAZON NETA DE PROTEINA EN
ALIMENTOS DE DISTINTA CALIDAD PROTEICA

EFFECT OF RAT (Sprague Dawley) SEX ON DIGESTIBILITY AND NET
PROTEIN RATIO IN FOODS OF DIFFERENT PROTEIN QUALITY

Maria del Refugio Falcén-Villa, Grelda Acela Yafez-Farias, Jesds Manuel Barrén-
Hoyos

Laboratorio de Bioquimica-Nutricién. Departamento de Investigacién y Posgrado en Alimentos
(DIPA).
Division de Ciencias Biolégicas y de la Salud. Universidad de Sonora. Sonora, México.

ABSTRACT

The effect of grouping by sex Sprague Dawley rats on protein quality evaluation of three
foods was studied. Bioassays performed were dry matter digestibility (DMD), apparent and
true nitrogen digestibility (AND y TND) and net protein ratio (NPR). Foods of different protein
quality used were dry whole milk, texturized soybean and high fiber breakfast cereal obtained
from the local market. Casein was used as control. An experimental block design where the
blocks were the groups of rats classified as mixed, female and male was used. Data of
consumed diet, total feces and weight gain of each rat was recorded every third day. It was
concluded that with the exception of the high fiber breakfast cereal, which showed significant
differences between males and females in the true nitrogen digestibility parameter, in general
grouping by sex did not have a significant effect on dry matter, AND, TND and NPR
responses. These results suggest the possibility of using rats from either sex in these protein
quality evaluation tests.

Key words: Protein quality, bioassays, sex.

RESUMEN

La influencia del agrupamiento por sexo de las ratas Sprague Dawley fue evaluada al
determinar la calidad proteica en tres alimentos. Los bioensayos realizados fueron
digestibilidad de materia seca (DMsec), digestibilidad de nitrégeno aparente y verdadera
(DNap y DNver) y razén neta de proteina (NPR). Las muestras empleadas fueron alimentos
de distinta calidad proteica: leche en polvo, soya texturizada y cereal, obtenidas del comercio
local y caseina como control. Se utilizé un disefio experimental por grupos: mixto, hembras y
machos. Se colectaron datos cada tercer dia: alimento consumido, el total de heces y el
incremento en peso de cada individuo. Se concluye de manera general, que el agrupamiento
por sexo de la rata no tiene efecto significativo sobre la respuesta de estos bioensayos
evaluados en los alimentos probados, a excepcidon del cereal que presentd diferencias
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significativas entre machos y hembras en el parametro de DNver, sugiriendo que es factible
utilizar ratas de diferente sexo en estas evaluaciones de calidad proteica.

Palabras claves: calidad proteica, bioensayos, influencia sexo ratas.

INTRODUCCION

Los bioensayos que emplean la rata como modelo experimental, a pesar de sus desventajas e
inconsistencias, contindan siendo los métodos recomendados para evaluar la calidad proteica
de los alimentos. De estos el PER (Protein Efficiency Ratio) o Razdn de Eficiencia Proteica es
el método recomendado en Estados Unidos y en muchos otros paises. En Europa el NPR (Net
Protein Ratio) o Razon Neta de Proteina es el método recomendado.

Ambos métodos miden la respuesta del animal experimental, traducida como aumento en
peso, en relacién a la ingesta de proteina prueba de una dieta ajustada al 10 porciento de
proteina. EI PER se describe como un bioensayo de un solo punto, dado que se mide la
respuesta a un solo nivel de proteina. En cambio NPR es un bioensayo de dos puntos, pues se
mide la respuesta a dos niveles de proteina (10 porciento de la proteina prueba y cero
porciento de una dieta libre de proteina). En este sentido el NPR seria método mejor, al
tomar en cuenta la proteina de mantenimiento (1).

A pesar de que ambos métodos tienen sus diferencias en relacién a las condiciones en que se
realizan los bioensayos, las diferencias principales son: ElI PER dura 28 dias de
experimentacion, mientras que el NPR dura solo 14 dias. El PER utiliza 10 animales machos,
con diferencia de 10 g entre el peso de los individuos. En cambio el NPR emplea cuatro
individuos (2 machos y 2 hembras) por grupo experimental y la diferencia en peso entre los
grupos experimentales no debe ser mayor de 1 g. (2).

En el Laboratorio de Experimentacion Animal del D.l.P.A. (Bioterio), el bioensayo
comunmente empleado para evaluar la calidad proteica de alimentos es el NPR. Con la
experiencia acumulada de varios afios se ha observado que, en la utilizacién de los animales
para establecer los grupos experimentales, siempre se desecha un ndmero considerable de
animales, debido a la condicién del método a utilizar necesariamente machos y hembras con
las restricciones de peso ya mencionadas.

En este estudio se planted observar la influencia del sexo en la respuesta de NPR y en el
porcentaje de digestibilidad, como métodos de evaluaciéon de la calidad proteica. Este estudio
se efectuara en tres distintos alimentos de prueba (donde se ha seleccionado un alimento de
baja, otro de intermedia y otro de alta calidad proteica).

Esta investigacion de validarse la hipoétesis, seria de gran ayuda, pues se podria hacer un
mejor uso de los animales experimentales y tendria un impacto en los costos de
mantenimiento del bioterio, pues un mayor niumero de animales de la misma camada podrian
ser utilizados, al establecer los grupos experimentales.

MATERIALES Y METODO

Descripcion de la muestra
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Para la realizacion de este estudio se emplearon muestras de tres alimentos con distinta
calidad proteica. Se seleccioné leche en polvo como muestra de proteina de alta calidad, soya
texturizada como muestra de calidad intermedia y cereal para desayuno alto en fibra como
de baja calidad. Las muestras se obtuvieron del comercio local, del mismo lote y en cantidad
suficiente para la elaboracion de las dietas experimentales y para la determinacion de los
andlisis respectivos.

Elaboraciéon de las dietas

Las dietas se elaboraron de acuerdo a la composicion dada por la Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) (3). Todas las dietas experimentales y la dieta de proteina de
caseina (ANRC-Caseina) fueron elaboradas basandose en el contenido de nitrégeno total de
los tres alimentos de prueba, realizandose los ajustes para que estas dietas tuvieran un 10 %
de proteina (4). La dieta libre de nitrégeno (DLN) necesaria para ser considerada en los
bioensayos de Digestibilidad de Nitrogeno Verdadero (DNver) y de Razdn Neta de Proteina
(NPR), fue formulada de acuerdo a la composicion dada por la Association of Official
Analytical Chemists AOAC (3).

La composicion de la dieta base expresada en % en peso fue: Proteina 10%, mezcla de
minerales 3,5%, mezcla de vitaminas 2,5%, grasa 8,0%, fibra 12,0%, sacarosa 5,0% y
carbohidratos (almidén) hasta completar el 100%o.

Las muestras de los alimentos fueron molidas en un molino experimental (Laboratory Mill
3100) a un tamafio de particula de 80 mesh (Tyler). Los ingredientes fueron mezclados y
homogenizados en una mezcladora automética con capacidad de 5,0 kg (Hobart Corp. Modelo
A5 2001). Las dietas elaboradas fueron empacadas en lotes de 2,0 kg por dieta en doble
bolsa de polietileno, se sellaron y se mantuvieron en refrigeracion (4-6 °©C) durante el tiempo
que se realizo el estudio.

Analisis quimico

Las muestras de alimentos y las dietas se analizaron en sus contenidos de humedad y
proteina total, empleando los métodos oficiales recomendados por la American Association of
Cereal Chemists (AACC) (5). Para humedad el método 44-40; y para el nitrégeno total el
método microkjeldahl 46-13.

Formacién de grupos experimentales

Se emplearon ratas Sprague Dawley de 21-23 dias de edad, recién destetadas. Todas las
ratas que se obtuvieron en la camada se pesaron y se separaron por sexo. Se seleccionaron
animales con pesos promedio de 45-65 g. De este rango se escogieron 4 animales para
formar cada uno de los grupos, para cada una de las dietas, donde la variaciéon entre
animales dentro de un mismo grupo, no fue mayor de 10 g.

Disefio experimental y acondicionamiento de las ratas

Para evaluar la influencia del sexo de la rata sobre la respuesta de los bioensayos de
Digestibilidad y Razén Neta de Proteina (NPR) se elabord un disefio que consistié en formar 3
grupos de 4 ratas cada uno. El primero denominado «Mixto» se formdé por 2 hembras y 2
machos; el segundo «Hembras» formado por 4 hembras y el tercero «Machos» formado por
4 machos, donde la sumatoria de los pesos de cada uno de los animales, entre grupos, no fue
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mayor de 1 g. Se formaron tres grupos para cada una de las dietas experimentales (9
grupos) ; tres grupos adicionales para la dieta de proteina control, ANRC-Caseina ajustada al
10 % vy tres grupos experimentales mas para una dieta basal libre de proteina (DLN),
haciendo un total de 15 grupos experimentales. El bioensayo se corrié por duplicado.

Una vez formados los grupos se ordenaron las ratas de acuerdo a la dieta experimental,
teniéndose 4 individuos por grupo y 12 individuos por dieta, colocando las ratas en forma
individual en jaulas de acero inoxidable codificadas. Cada individuo tuvo su propio comedero
y bebedero, asi como también su charola de papel colocada en la parte inferior de la jaula,
para la recoleccion de heces, orina y alimento (con la misma codificaciéon que la jaula). Los
ratas se sometieron a una etapa de adaptacion de dos dias a la dieta y a la estancia aislada
en la jaula de acero inoxidable. Después de este periodo, el estudio se realiz6 por 14 dias,
donde los animales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura de 25 oC,
humedad relativa de 65-80 porciento, ciclos de iluminacién de 12 h luz-oscuridad, donde la
dieta y el agua fueron suministradas ad-libitum.

Indicadores de calidad proteica

Digestibilidad de Materia Seca (DMsec). La digestibilidad de materia seca se obtuvo de la
relacion del alimento total consumido menos el peso de las heces excretadas con respecto al
alimento total consumido (6).

Digestibilidad de Nitrégeno Aparente (DNap). Se obtuvo de la relacién del nitrégeno del
alimento consumido menos el nitrogeno de heces con respecto al nitrégeno consumido,
expresado en porcentaje. Se asume que del total del nitrégeno de la dieta, lo que no se
absorbe en la digestion por el organismo se queda en las heces. Para determinar el valor de
digestibilidad de nitr6geno aparente en una dieta se requiere calcular el contenido de
nitrogeno del alimento; el alimento total consumido, el nitrégeno en heces y el peso total de
heces (7).

Digestibilidad de Nitrégeno Verdadero (DNver). Debido a que no todo el nitrégeno
presente en las heces provenie de la dieta, sino que proviene de la microflora (bacterias) del
tracto digestivo, de enzimas y otros compuestos proteicos de recambio y de las enzimas
utilizadas en la digestidon, es necesario considerar el nitrégeno que es metabdlico. Este se
calculé considerando el grupo con una dieta libre de nitrégeno, ya que el nitrégeno fecal de
los animales que consumen una dieta libre de nitrégeno, representa el nitrégeno metabdlico.
Este dato se empled en el célculo del porcentaje de digestibilidad nitrégeno verdadera (7).

Determinacion de Razén Neta de Proteina (NPRc). El método (NPRc) se fundamenta en
que existe una relacion lineal para el incremento de peso del animal en funcién de la calidad
de la proteina consumida. Del estudio de 14 dias se utilizaron los datos de consumo de
alimento y aumento en peso, realizando un registro de estos datos cada tercer dia hasta el
final del experimento, tanto en los grupos de las dietas experimentales como en los grupos
libres de nitrégeno, y se calculé el NPR como la utilizacién de la proteina, de acuerdo a la
técnica de Bender y Doell (8). El grupo con dieta libre de nitrégeno se incluydé para la
correccion de incremento en peso.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los bioensayos se empledé un disefio que incluyé a los tres
grupos (variacion por sexo) y cuatro repeticiones, por duplicado, para cada
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una de las tres dietas experimentales. Para establecer diferencias en cada uno de los grupos
de prueba se empleé un andlisis de varianza (ANDEVA) y un analisis de comparacion de
medias de Tukey. El analisis de datos se realiz6 empleando el paquete estadistico JMP (9,10).

RESULTADOS Y DISCUSION

Dietas experimentales

Las muestras de alimentos utilizadas como ingredientes para la elaboracion de las dietas
experimentales presentaron 25,1%; 46,8% y 14,4% de proteina para leche, soya y cereal
respectivamente. El porcentaje de proteina de las dietas experimentales fue de 9,2% para
leche, 10,2% para soya y de 9,7% para el cereal, la dieta de caseina control tuvo 10,1% de
proteina, mientras que la dieta libre de nitrégeno un 0,9%.

Efecto del sexo en la digestibilidad y Razén Neta de Proteina

Para observar la influencia del sexo de la rata sobre estos indicadores de calidad proteica, se
realizé un anadlisis estadistico de los resultados del porcentaje de digestibilidad de materia
seca, digestibilidad aparente y verdadera, y de razén neta de proteina, de cada una de las
dietas experimentales analizadas por los grupos hembras, machos y mixto.

Digestibilidad de Materia Seca (DMsec) y de Nitrégeno Aparente (DNap). En la tabla
1 y tabla 2 se muestran los resultados de los valores obtenidos del porcentaje de DMsec y de
DNap, respectivamente, de las dietas experimentales de leche, soya, cereal, analizados por
grupo. Se observa que los resultados obtenidos, del porcentaje de digestibilidad de ambas
determinaciones, de las dietas experimentales de alta, intermedia y baja calidad proteica, no
presentaron diferencias significativas (P>0,05) en relacion a los grupos formados de acuerdo
al sexo del animal de experimentacion.

Estudios de DNap realizados por Satterlee y colaboradores (11), Darragh y Hodgkinson (12),
y Barrén y colaboradores (13), reportan porcentajes de DNap similares a los encontrados en
el presente estudio en muestras de leche descremada, harina y aislado de soya y cereal de
desayuno alto en fibra respectivamente. Sin embargo estos estudios no especifican el sexo de
las ratas utilizadas en los bioensayos.

Digestibilidad de Nitrogeno Verdadero (DNver). La tabla 3 muestra los promedios
obtenidos del porcentaje de DNver de las dietas experimentales de leche, soya y cereal,
analizados por grupos. Se observa que los porcentajes de DNver de las dietas experimentales
de alta, intermedia y baja calidad proteica, no presentaron diferencias significativas (p >
0,05) en relacién a los grupos formados de acuerdo al sexo del animal de experimentacion, a
excepcion de la dieta experimental de cereal que presentd diferencias significativas (p <
0,05) en los grupos de hembras y machos.

Respecto a la bibliografia sobre este indicador de calidad, no se encontraron estudios
realizados con ratas para ver el efecto del sexo en la respuesta. Sin embargo, se encontré un
estudio realizado con pollos por Zuprizal y colaboradores (14), donde reportan, que el sexo
no tuvo efecto en los valores de digestibilidad de proteina verdadera, cuando evaluaban la
influencia de la edad y el sexo sobre la digestibilidad verdadera de proteina y de
aminoécidos, coincidiendo éstos resultados con lo encontrado en el presente estudio, a pesar
de ser diferente la especie de los sujetos de prueba.
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Resultados reportados por Darragh y Hodgkinson (12), Sarwar (15), Schaafsma (16), y
Barréon y colaboradores (13) mencionan valores de Dnver, para leche entera y descremada,
aislado de soya, soya tratada, y cereal de desayuno alto en fibra, muy similares a los
encontrados en este estudio. Sin embargo estos trabajos no especifican el sexo de los sujetos
utilizados en el bioensayo.

TABLA1

Porcentaje de Digestibilidad de Materia Seca (DMsec) en leche, soya y cereal
evaluados por grupos hembras, machos y mixto.

Digestibilidad de Materia Seca (%)

Hembras

Machos

Leche en polvo
Soya texturizada
Cereal

Caseina

80.36
81,81
78,73
34,32

30,68
81,36
79,71
84,89

Los valores dentro de una misma fila no presentan diferencia signilicativa (P> 0.05).
Laos valores son promedio de ocho evaluaciones.

TABLA 2

Porcentaje de Digestibilidad de Nitrégeno Aparente (DNap) en leche, soya y cereal
evaluados por grupos hembras, machos y mixto.

Digestibilidad de Nitrégeno Aparente (%)
Dietas Hembras Machos Mixto
Leche en polvo 82,54 81.97 81,45
Soya texturizada 23,91 82,30 82,04
Cereal 65.31 67.62 67.63
Caseina 88.28 90,87 89,87

Los valores dentro de una misma fila no presentan diferencia significativa (P> 0,05).
Los valores son promedio de ocho evaloaciones.

Tanto los valores del DNap y DNver encontrados en este estudio, como los que reporta la
bibliografia, indican que a pesar de que la leche es considerada como un alimento de alta
calidad proteica y soya de calidad intermedia, en estas mediciones los valores son similares.
Endres (17), reporta que en investigaciones realizadas en animales y estudios clinicos en
humanos, se ha demostrado que los productos de soya son comparables en digestibilidad a
otras fuentes de proteina de alta calidad, como leche, carne pescado y huevos. Sin embargo
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en otros estudios, donde realizan evaluaciones con otros parametros de medicién como PER y
NPR, si se observan diferencias (16,15,18).

Razon Neta de Proteina (NPRc). La tabla 4 muestra los promedios obtenidos de NPRc de las
dietas experimentales de leche, soya y cereal, analizados por los grupos hembras, machos y
mixto. Se observa que la respuesta de NPRc obtenida en cada uno de los grupos, no mostré
diferencias significativas (p > 0,05) en los tres experimentos de cada una de las distintas
dietas.

Este hallazgo coincide con lo encontrado por Sarwar y McLaughlan (19), que demuestran que
el sexo de la rata, no tiene influencia en los valores de NPR, en una investigacion que
realizaron para estudiar el método de NPR en la evaluacion de calidad proteica en alimentos.

Estudios de Sarwar (15), reporta valores de NPR para leche descremada, de 4,65 para harina
de soya tratada (autoclave) de 4,0; de la misma manera Sarwar y colaboradores (20),
reportan valores de NPR para leche descremada de 4,66 y leche descremada tratada 3,13 y
aislado de soya 3,53; mientras que Goulet y colaboradores (18) reportaron para leche
descremada 5,22, para harina de soya 3,91 y para harina de soya tratada 3,46. Estos valores
son mayores a los obtenidos en el presente estudio, para leche entera y soya texturizada,
debido a que las caracteristicas de los alimentos son diferentes. Asi mismo los autores, no
especifican el sexo de los animales de experimentacion utilizados en los bioensayos. Barréon y
colaboradores (13), en estudios anteriores, reportan 1,63 de NPR para cereal de desayuno
comercial alto en fibra, valor similar al obtenido para cereal.

TABLA 3

Porcentaje de Digestibilidad de Nitrdgeno Verdadero (DNver) en leche, soya y cereal
evaluados por grupos hembras, machos y mixto.

Digestibilidad de Nitrdgeno Yerdadero (%)

Dietas Hembras Machos
Leche en polvo 84,68 84,12
Sova texturizada 85,40 84,22
Cereal 69,12 T
Caseina 89,04 G393

Laos valores con asterisco dentro de una misma fila presentan diferencia significativa (P< 0.05).
Laos valores son promedio de ocho evaluaciones.
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TABLA 4

Razon Neta de Proteina (NPRc) en Leche, soya y cereal
evaluados por grupos hembras, machos y mixto,

Razin Neta de Proteina (%)

Dietas Hembras Machos
Leche en polvo 332 3,91
Sova texturizada 2.66 20
Cereal 1.17 S

Loz valores dentro de una misma fila no presentan diferencia significativa (P=0.03).
iLos valores son premedio de ocho evaluaciones.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, al utilizar los modelos experimentales en ratas
descritos, se observa que el sexo de la rata, no tiene influencia sobre la respuesta de
Digestibilidad de Materia Seca, Digestibilidad de Nitrogeno Aparente y Verdadero y Razoén
Neta de Proteina en las dietas experimentales de leche entera en polvo, soya texturizada y
cereal. Aungue los valores del porcentaje de digestibilidad de nitrégeno verdadero de la dieta
de cereal en los grupos hembra y machos se encontraron diferencias significativas, la
tendencia general de los bioensayos de calidad proteica medidos, no es significativa. Estudios
posteriores en otro tipo de alimentos son recomendados para reforzar los resultados
encontrados.
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