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RESUMEN

La busqueda de nuevas fuentes proteicas no convencionales,
constituye un objetivo clave para la alimentacién animal. Sin
embargo, estas nuevas proteinas pueden inducir tras su con-
sumo, la aparicién de fenébmenos no deseados. En este estu-
dio se evaluaron los efectos colaterales, el potencial alergéni-
co midiendo los niveles séricos de IL-4, IgE e IgG, asi como
las alteraciones histolégicas del intestino delgado, de dietas
basadas en harina de pescado con sustituciones parciales de
80% (G1), 65% (G2) y 35% (G3) de harina de lombriz del gé-
nero Eisenia spp. Ocho ratones C57BL7 por grupo fueron ali-
mentados con las dietas a base de harina de lombriz y ocho
ratones con la dieta estandar (GC), durante 28 dias. Al finali-
zar el periodo experimental se obtuvieron muestras de sangre
para la determinacion de las IgE e IgG antigeno-especificas.
Posteriormente, los animales fueron sacrificados y se obtuvo
el intestino delgado para su estudio histopatologico. Se obser-
vé una alta mortalidad (4/8) en los ratones G1, con diarrea y
piloereccion como hallazgos frecuentes. Los niveles séricos de
IL-4 fueron significativamente mas bajos en los grupos G2 y
G3, con respecto al control (P<0,001). Para el caso de la IgE
antigeno-especifica no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (P>0,05) y la IgG antigeno-espe-
cifica fue significativamente mayor en los grupos experimenta-
les, comparado con el grupo control (P<0,05). No se observa-
ron alteraciones inflamatorias, tumorales ni de alergia alimen-
taria en los G2 y G3. Las dietas suplementadas con concentra-
ciones de 65% o menos, con harina de lombriz fueron tolera-
das por los ratones y no modificaron el tejido intestinal. Se de-
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ben realizar méas estudios para conocer el riesgo de otros efec-
tos colaterales con el uso de proteinas no convencionales en
la alimentacion animal.

Palabras clave: Nutricién animal, lombriz roja californiana, in-
munoglobulina E, alergia alimentaria.

ABSTRACT

The search for new non-conventional proteins is an important
subject for animal nutrition. However, side effects could be in-
duced after consumption of these new proteins. In this study, it
were evaluated the side effects, allergy induction through
measurement of IL-4, IgE and IgG levels in sera, and small
bowel modifications caused by diets with fish flour and partial
substitution of 80% (G1), 65% (G2) and 35% (G3) of earth-
worm meal from Eisenia spp genus. Eight C57BL7 mice in
each group were fed with food based in earthworm flour and
eight mice fed using standard diet during 28 days. At the end
of the experiments, a blood sample to determinate antigen-
specific IgE and 1gG in sera was obtained. Following, animals
were killed and sample of small bowel was taken for histopa-
thological studies. It was observed a high mortality (4/8) in G1
group mice, presenting diarrhea and hair stand as frequent
symptoms. The IL-4 serum levels were significantly lower in G2
and G3 group, compared to control (P<0.001). There is no sta-
tistically significant difference in antigen-specific IgE levels be-
tween groups (P>0.05). The antigen-specific IgG level was sig-
nificantly higher in the experimental groups compared to con-
trol group (P<0.05). Inflammatory process, tumors or food al-
lergy in G2 and G3 groups were not founded. The diets supple-
mented with 65% or less with Eisenia spp. earthworm flour
were tolerate by the mice and no alteration in the intestinal tis-
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sue was observed. Further studies must to be done in order to
know the risk of the adverse effects when the non-conventional
proteins are used to feed animals.

Key words: Animal nutrition, Californian red earthworm,
immunoglobulin E, food allergy.

INTRODUCCION

La importancia de la proteina en la alimentacién acuicola
y de animales de engorde es reconocida por la industria que
elabora alimentos para animales, ya que ella es incluida en to-
das las formulas disefiadas para la alimentacion animal. Es
por ello que existe una creciente presién por hallar nuevos
sustitutos proteicos -de alto valor biolégico, faciles y economi-
cos de producir e inocuos- para las dietas de animales. Una de
las alternativas mas promisorias son los productos a base de
soya (Glycine max), alimento de soya o concentrado proteico
de soya. Sin embargo, el uso de este vegetal tiene algunos in-
convenientes relacionados con la digestibilidad proteica [8], la
biodisponibilidad de fésforo [18], presencia de factores anti-nu-
tricionales y mal sabor [13], entre otros, lo cual trae como con-
secuencia retardo del crecimiento animal, altas tasas de con-
version del alimento y en algunos casos, desarrollo de estados
inflamatorios de la mucosa gastrointestinal, en especial infla-
macion alérgica y dentro de ésta, la inflamacién gastrointesti-
nal eosinofilica asociada con alergia alimentaria.

El principal mecanismo asociado con las reacciones
alérgicas, bien descrito a partir del modelo murino, involucra la
participacion de la inmunoglobulina E (IgE) y la interleucina-4
(IL-4) [16]. De acuerdo a este modelo, en el animal previamen-
te sensibilizado, la IgE unida a su receptor Fc epsilon (FceR),
expresado en diferentes células: mastocitos, baséfilos y eosi-
néfilos, se une al alérgeno -proteina alimentaria- e induce la
degranulacién de estas células, las cuales liberan sus media-
dores (histamina, serotonina, factor activador de plaquetas y
leukotrienos, entre otros) responsables de la reaccion inflama-
toria alérgica (incremento de la permeabilidad vascular, ede-
ma, diarrea, mala absorcion, entre otros) [5]. Un segundo me-
canismo de anafilaxia murino, donde parece intervenir la inmu-

noglobulina G (IgG) y el receptor 3 para el fragmento Fc
gamma (FcyRIll), ha sido descrito como independiente de la
IgE [12]. En este contexto, los sustitutos proteicos no conven-
cionales para la alimentacion animal deben ser estudiados, no
solamente desde el punto de vista de su aprovechamiento,
sino también de sus probables y multiples efectos adversos.

El valor nutritivo de la harina de lombriz ha sido previa-
mente estudiado en la alimentacion de peces, obteniéndose re-
sultados alentadores, que dependen de la especie de la lombriz
y del nivel de inclusion de su harina en la dieta [15, 17, 19]. Es-
tos y otros datos, incluyendo su manejo sencillo y bajo costo de
produccién hacen probable su uso como componente de ali-
mentos para diferentes especies, tales como roedores, aves,
peces, reptiles, anfibios, mascotas domésticas, entre otros; asi
como su empleo como fertilizante organico para la produccién
de algas unicelulares suministradas como alimento a las larvas
[14]. Sin embargo se desconoce la capacidad alergénica y el
dafio a la mucosa intestinal que esta harina pudiera ocasionar
al ser consumida.

Usando el modelo murino se ha estudiado el efecto que
una dieta con sustituciones a base de harina de lombriz tiene
en la induccién de enfermedad gastrointestinal, produccion de
IgE antigeno-especifica y alergia alimentaria.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las dietas

Se prepararon tres dietas experimentales mezclando di-
ferentes porcentajes de la harina de la lombriz (HL) y comple-
tando el porcentaje faltante con harina de pescado artesanal
(HPA), preparadas en el Departamento de Ciencias de los ali-
mentos en la Universidad de Los Andes, Venezuela, constitu-
yendo esta mezcla la fuente proteica. Se adicionaron ademas,
vitaminas, minerales y &cidos grasos para obtener dietas acor-
des con las necesidades animales.

La dieta estandar o control (GC) usada fue un producto
comercial Ratarina® granulado, adquirido localmente (TABLA I).

La dieta 1 (G1) contenia 80% de HL y 20% de HPA; la
dieta 2 (G2) tuvo 65% de HL y 35% de HPA,; y la dieta 3 (G3)

TABLA |
INGREDIENTES INCLUIDOS EN LA PREPARACION DE LAS DIETAS

Contenido GC*

G1 G2 G3

Fuente Proteica Harinas de ajonjoli, soja,
pescado, leche en polvo,

maiz y sorgo

Harinas de pescado
y lombriz

Harinas de pescado
y lombriz

Harinas de pescado
y lombriz

Sales Carbonato y fosfato de calcio, sal Fosfato de calcio, sal Fosfato de calcio, sal Fosfato de calcio, sal
Vitaminas A, B1, B2, B12, D, E, Niacina, A, B1,B2,B12,D, E, A, B1,B2,B12,D, E, A, B1,B2,B12, D, E,

Biotina Niacina, Biotina Niacina, Biotina Niacina, Biotina
Otros Antioxidantes y antibiético

GC: Grupo control; G1: 80% de HL como fuente proteica; G2: 65% de HL como fuente proteica; G3: 35% de HL como fuente proteica.*Inserto del

empagque.
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se prepar6 con 35% HL y 65% HPA. Todas las dietas experi-
mentales contenian los demas ingredientes anteriormente
mencionados y a las mismas concentraciones para obtener
dietas isoproteicas e isocaléricas (TABLA I).

Posterior a la preparacion, las dietas fueron analizadas
para conocer sus componentes (proteinas, humedad, ceni-
zas, lipidos y carbohidratos) mediante el método de la Asso-
ciation of Official Analytical Chemistry (AOAC) que se descri-
be a continuacion [1]. El porcentaje de proteina se calcul6 a
partir de 1 gr de cada muestra, la cual se mezclé con 25 mL
de acido sulfurico y perlas de vidrio. Esta mezcla fue coloca-
da en un digestor eléctrico (Vapodest, Gerhardt, Alemania)
hasta su total digestion. Posteriormente se afiadieron 400 mL
de agua destilada, 75 mL de hidréxido de sodio y se repitié
otro paso de digestion. El producto digerido fue resuspendido
en una mezcla de acido sulfurico e hidréxido de sodio y se
midi6 la reaccién usando como indicador el rojo de metilo. El
valor obtenido se multiplico por el factor de conversién (6,25)
obteniéndose el porcentaje de proteina presente en la mues-
tra.

Para la cuantificacion de los lipidos se usaron 5 grs de
cada muestra que fueron colocadas en una soluciéon de éter.
Esta mezcla fue sometida a extraccion con un extractor de gra-
sas (Extractor solvent SER 148, Velp Scientific, EUA), hasta su
consumo. Una vez terminado el proceso se evaporé el solvente
y por diferencia de peso se calcul6 la concentracion de lipidos.

La humedad se obtuvo a partir de calentar 1 gr de cada
muestra en una mufla (Box furnace, Lindberg Blue, EUA) a
100°C durante varias horas. Una vez que la muestra alcanzd
un peso constante se estim6 la perdida de agua por diferen-
cias de peso inicial y final. Las cenizas fueron calculadas a
partir de la incineracién de las muestras en una mufla a 600°C
durante varias horas. A partir del peso final y del inicial se ob-
tuvo el porcentaje de cenizas. Una vez terminado el proceso
las harinas fueron empacadas y almacenadas a 4°C en nevera
(Raetone, CRC, EUA) hasta su uso.

Animales

Un total de 32 ratones (Mus musculus) C57BL7, de 4 se-
manas de edad, recién destetados, fueron distribuidos aleato-
riamente en 4 grupos -de 8 ratones cada uno- para recibir la
alimentacion estandar (GC) y las tres dietas experimentales
(G1, G2 y G3). Los animales fueron mantenidos en el bioterio
del Instituto de Inmunologia Clinica de la Universidad de Los
Andes, con una temperatura (T) promedio de 22°C, ciclos al-
ternos de luz-oscuridad, de 12 horas cada uno, recibiendo
agua y alimento ad libitum por 28 dias. El estudio fue aproba-
do por un comité local de ética animal.

Durante el estudio se llevd un registro diario de efectos
adversos: piloereccion, temblor, disminucion de la motilidad y
diarrea, asi como de la mortalidad en cada grupo. Al final, los
ratones fueron anestesiados usando ketamina por via intraperi-
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toneal, y mediante puncion cardiaca se obtuvo una muestra de
sangre de cada animal para medir los niveles séricos de IL-4,
IgE e IgG. Posteriormente, los ratones fueron sacrificados -por
fractura cervical- y el intestino delgado fue removido y coloca-
do en una solucion de formol al 10% para su estudio histopato-
l6gico.

Determinacion de la concentracion sérica de IL-4

La IL-4 fue cuantificada usando un ensayo comercial
(mouse IL-4, elisa IBL, Alemania), basado en la técnica de
ELISA (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay) tipo sandwich o
de captura, siguiendo las especificaciones del fabricante. Los
sueros de los ratones fueron colocados, sin diluir, en pozos de
la placa de poliestireno recubiertos con un anticuerpo mono-
clonal anti IL-4 de raton. Posteriormente se agregé un anti-
cuerpo anti IL-4 conjugado con biotina y se incubd por 2 horas
a temperatura (T) ambiente. Transcurrido este tiempo, las pla-
cas fueron lavadas 3 veces, con solucion de lavado (Wash
buffer, IBL, Alemania) y luego se afadio la estreptavidina con-
jugada con la enzima peroxidasa de rabano (HRP). Después
de una hora de incubaciéon a T ambiente y tres lavados, se
agrego el sustrato 3,3, 5,5 -tetrametilbenzidina (TMB) y se in-
cub6 durante 10 minutos, en la oscuridad. Al final se afadio la
solucién de parada (H,SO4 2N) y la reaccién colorimétrica de-
sarrollada fue medida en un espectrofotometro modelo Sunrise
(Tecan, Austria), usando una longitud de onda de 450 nm. Los
valores, expresados en densidades o6pticas, fueron transforma-
dos en pg/mL usando una curva de referencia.

Determinacion de los niveles séricos de Inmunoglobulinas
especificas

Los niveles séricos de IgE e IgG especificos para la pro-
teina de lombriz fueron medidos mediante la técnica del ELISA
[11]. El extracto de la carne de lombriz, a una concentracion
de 5 pg/mL, disuelto en solucion de union (0,2 M Na,CO3 pH
11; 0,2 M NaHCO; pH 8,1; en agua destilada) fue afiadido a
placas de ELISA de 96 pozos, quedando una concentracion fi-
nal de 1 pg/pozo, e incubado durante toda la noche a 4°C.
Después de 10 lavados con solucion de lavado y una hora de
bloqueo con caseina al 10%, los sueros de los ratones, a dilu-
ciones de 1:100 y 1:500 para IgG y, 1:22 y 1:66 para la IgE; se
incubaron en estas placas por 1 hora. Posterior a cinco lava-
dos con buffer fosfato y tween 20 a concentracion de 0,2%, las
placas fueron incubadas con una anti-inmunoglobulina de ra-
ton de tipo E y de tipo G (anti mouse-IgE y anti-mouse 1gG)
conjugada con la enzima peroxidasa de rabano (HRP), por 1
hora a temperatura ambiente. Después de una serie de cinco
lavados se agreg6 el sustrato enzimatico TMB y se incubd por
15 minutos. Al final de este periodo se agreg6 la solucion de
parada y las placas fueron leidas en el espectrofotémetro
usando una longitud de onda de 450 nm. La intensidad del co-
lor emitida en la reaccion y expresada en unidades de densi-
dad éptica (DO), es directamente proporcional a la concentra-
cion de las IgE e IgG presentes en las muestras [11]. Los con-
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troles negativos fueron los ratones alimentados con la dieta
estandar, que nunca consumieron la HL. Un nivel elevado de
inmunoglobulinas se defini6 como aquel valor mayor al prome-
dio de DO mas 2 desviaciones estandar del grupo control [11].
De esta manera se determind si hubo produccién importante
de IgE e IgG en los ratones alimentados con harina de lombriz.

Estudio histolégico del intestino delgado

Las muestras de intestino delgado fueron mantenidas en
una solucion de formol al 10% hasta su estudio. Una vez retira-
das de esta solucion, el tejido fue embebido en parafina y corta-
dos con un micrétomo (Mino, Damon IEC, EUA) a un grosor de
0,3-0,4 um. Los cortes fueron colocados en laminas y coloreados
con hematoxilina y eosina (H&E) siguiendo un protocolo previa-
mente descrito [9]. El tejido coloreado fue observado por micros-
copia optica (microscopio Nikon Labofhot 2, Alemania) usando
aumentos de 20x y 40x. Las alteraciones histolégicas relaciona-
das con enfermedad intestinal alérgica asociada al eosindfilo fue-
ron clasificadas usando el esquema de Collins que incluyen, en-
tre otros, presencia de mas de 20 eosindfilos por campo de alto
poder, eosindfilos intraepiteliales en la muscularis mucosa, sub-
mucosa 0 ambos; degeneracion epitelial y cambios regenerativos
[3]. Se analizaron todos los segmentos intestinales.

Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos en los grupos experimentales
fueron comparados con el grupo control. En cada caso se cal-
cularon los promedios, las desviaciones estandares y se usa-
ron el test de ANOVA y la prueba a posteriori de Duncan, para
establecer diferencias estadisticamente significativas. Un valor
de P<0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efectos secundarios en los ratones alimentados con
dietas suplementadas con harina de lombriz

La presencia de uno o mas de los efectos adversos
mencionados, en los grupos estudiados fue considerada como
efecto secundario. Asi se observd que los animales del grupo
G1 (80%HL y 20%HPA) presentaron efectos adversos tras la
alimentacién dados principalmente por diarrea y piloerecciéon
que aparecieron los dias 7 y 8 del estudio. La mortalidad en
este grupo fue del 50% (4/8). Los ratones de los grupos G2y
G3 se comportaron igual que el control, es decir, no presenta-
ron efectos adversos y ningln animal murié durante el estudio.

Si bien es cierto que la alimentacién de los animales re-
quiere de nuevas fuentes nutricionales ya que las fuentes alimen-
tarias existentes, basadas en harina de pescado escasean cada
vez mas, debido entre otras cosas, al calentamiento global y al
cambio climatico, también es cierto que estas nuevas fuentes ali-
mentarias deben ser probadas en ensayos experimentales.

El valor nutricional de las harinas obtenidas a partir de
diferentes anélidos -Dendrodrilus subrubi, Eisenia foetida, Allo-

lobophora longa y Lumbricus terrestis- ha demostrado ser ele-
vado, con aproximadamente 60-65% de proteina en base a
materia seca, un 10% de lipidos (principalmente acidos grasos
saturados), la mayoria de los aminoacidos esenciales, minera-
les y oligoelementos, lo que la convierte en un excelente su-
plemento esencialmente proteico en la alimentacion animal [7,
15, 17]. Estas caracteristicas ubican a este tipo de harina
como suplemento de dietas para animales, equiparables con
la harina de pescado, carne, soya, girasol (Helianthus annuss)
y algodon (Gossypium spp). Sin embargo, a pesar de estas
ventajas, en este estudio se demostré que los ratones alimen-
tados con una formulacién que contenia harina de lombriz al
80% (como fuente proteica) provocd una elevada mortalidad,
por lo que este tipo de formulaciones debe evitarse y nuevos
estudios deberan ser realizados, a fin de establecer la causa
directa de éste efecto. La presencia de diarrea en estos ani-
males apunta hacia una reaccion adversa de tipo gastrointesti-
nal (Gl). No fue posible realizar estudios histologicos ni deter-
minaciones séricas en los animales muertos.

Las reacciones adversas de tipo Gl han sido también
descritas en peces, como el salmoén atlantico (Salmon salar),
donde una dieta suplementada con soya germinada fue capaz
de inducir una enteritis sub-aguda no infecciosa, que mejoré al
retirar esta proteina vegetal de la dieta del pez, y donde un
mecanismo inmunologico esta involucrado [2].

Niveles séricos de IL-4 en ratones alimentados
con suplementacion parcial con HL

El promedio de los niveles séricos de IL-4 para cada grupo
en estudio se muestra en la FIG. 1. Los valores séricos de IL-4
en los grupos experimentales fueron significativamente mas ba-
jos que en el grupo control (P<0,001). Estos resultados son simi-
lares a los reportados por Frossard y col. en ratones alimentados
con huevo y toxina colérica [6], pero en ese estudio, los ratones
fueron alimentados con dosis mayores del antigeno mediante
sondaje y las mediciones de citosinas se realizaron en suero y en
el tejido linfoide asociado a tracto gastrointestinal del raton.
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FIGURA 1. NIVELES SERICOS DE IL-4 EN RATONES CON-
TROL (GC) Y ALIMENTADOS CON DIETAS SUPLEMENTA-
DAS CON HL (G2: 65% DE HL COMO FUENTE PROTEICA;
G3: 35% DE HL) DURANTE 28 DIAS. *DIFERENCIAS ESTA-
DISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS.
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En los estudios de respuesta inmune a antigenos ali-
mentarios se ha observado que, los ratones sensibilizados
muestran un patrén de respuesta de tipo Th2 (con aumento de
IL-4, IL-10 y produccién de IgE), en tanto que los animales que
toleran el antigeno muestran un patron de respuesta Th1 ca-
racterizado por niveles mayores de IFN-y, disminucion o au-
sencia de IL-4 y produccion de 1gG [6, 10]. Estas dos interleu-
cinas tienen efecto antagonico entre ellas, es decir, que nive-
les mas altos de IFN-y contra regulan negativamente la pro-
duccion de IL-4 y viceversa.

Probablemente, los grupos G2 y G3 que presentaron los
niveles significativamente mas bajos de IL-4 produjeron nivel
mayor de IFN-y posterior al reto antigénico oral y esto a su vez
indujo la produccion de IgG. Existen normalmente niveles séri-
cos circulantes de IL-4 e IFN-y manteniendo lo que se denomi-
na homeostasis inmune.

Efecto de dietas suplementadas con HL en la produccién
de inmunoglobulinas antigeno-especificas

Debido a la relacion que existe entre los niveles de IL-4,
la produccion de IgE y los fendbmenos alérgicos, se determina-
ron las concentraciones séricas de esta inmunoglobulina, asi
como las de IgG, la cual no participa en los mecanismos alér-
gicos dependientes de IgE.

La produccion de IgE e IgG medida en los sueros de los
ratones se muestran, como promedios por grupo, en la FIG. 2.
Para el caso de la IgE antigeno especifica (FIG. 2A), al com-
parar los promedios entre los grupos, no se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas (P>0,05); en tanto que
para la IgG antigeno especifica (FIG. 2B), los valores prome-
dios fueron significativamente mayores en los grupos experi-
mentales, comparados con el grupo control (P<0,05). Estos
datos demuestran que las dietas suplementadas con HL incre-
mentaron los niveles séricos de IgG y no modificaron la pro-
duccion de IgE antigeno-especifica. La produccion de IgG es
regulada por los niveles de IFN-y producidos por los linfocitos
T/CD4+; entonces es posible que un aumento sérico de esta
interleucina en los grupos experimentales indujera mayor pro-
duccion de IgG, y a su vez regulara negativamente a la IL-4
ocasionando una baja produccion de IgE [5]. En este estudio
solo se determinaron los niveles de IL-4.

En la FIG. 2 se aprecia una sefial en los grupos contro-
les que no consumieron la harina de lombriz. Un fenémeno de
reaccion cruzada de algunos anticuerpos contra la proteina
pudiera ser la explicacion a esta observacion.

Alteraciones histolégicas del intestino delgado y
enfermedad intestinal asociada al eosinofilo (EIAE) en
ratones alimentados con dietas suplementadas con HL

El estudio de los intestinos reveld detalles estructurales
importantes. De acuerdo a los criterios usados para clasificar
la enfermedad intestinal inflamatoria asociada al eosinéfilo, no
se observaron dichas alteraciones en las muestras examina-
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FIGURA 2. NIVELES SERICOS DE IgE ANTIGENO ESPECI-
FICA DE LOS RATONES ALIMENTADOS CON DIETAS SU-
PLEMENTADAS CON HL [G2 Y G3] (2A). CONCENTRA-
CION DE IgG ANTIGENO ESPECIFICA SERICA EN LOS
GRUPOS GC, G2 Y G3 (2B). GC: GRUPO CONTROL; G2:
65% DE HL COMO FUENTE PROTEICA; G3: 35% DE HL
COMO FUENTE PROTEICA; IgE: INMUNOGLOBULINA E
ANTIGENO-ESPECIFICA; I1gG: INMUNOGLOBULINA G AN-
TIGENO-ESPECIFICA. *P<0,05.

das y el numero promedio de eosindfilos, en cada grupo, nun-
ca fue mayor de 5 células por campo.

Es de hacer notar que en el grupo 3 (alimentado con
35% HL) se observaron discretas alteraciones tisulares encon-
trando en tres de los 8 ratones estudiados, la presencia de ati-
pias y mitosis del tejido glandular, sin distorsion de la arquitec-
tura del 6rgano (FIG. 3). En todos los grupos estudiados, no se
observaron modificaciones histologicas severas. En otro estu-
dio, tampoco se observaron alteraciones histologicas hepati-
cas, solo una elevacion en los niveles de colesterol total en
plasma en los animales alimentados con distintas formulacio-
nes que incluyeron harina de lombriz [4].

Estos resultados revelan que la inclusion de la harina a
base de la lombriz Eisenia spp, constituye una alternativa no
alergénica de alimentaciéon animal. A pesar de estos resulta-
dos alentadores se deben continuar los estudios, utilizando
esta fuente nutricional, antes de formular dietas seguras para
la nutricion animal.
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FIGURA 3. SECCIONES DE INTESTINO DELGADO DE RATONES ALIMENTADOS CON LA DIETA ESTANDAR (A),
DONDE SE APRECIA LA DISTRIBUCION NORMAL DEL TEJIDO. EN LOS RATONES ALIMENTADOS CON DIETAS CON
SUSTITUCION PARCIAL DE 65% DE HL (B) Y 35% DE HL (C) NO SE OBSERVARON INFILTRADOS EOSINOFILOS,
INFLAMATORIOS NI TUMORALES. EN EL GRUPO 3, TRES DE LOS OCHO RATONES MOSTRARON
ALGUNAS MITOSIS (D) SIN ALTERACION DEL TEJIDO (FLECHAS NEGRAS).
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