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RESUMEN

Estudios previos en ratas Wistar macho demostraron que Spirufing maxima incluida 5% de la dieta fiene un
efecto preventivo en el desarrolfo de higado graso inducido por una dieta rica en fructosa o por CCla (1 mlikg
peso} Con el propdsito de investigar en que fraccion de Spirulina se encuentra la actividad hepatoprotectora,
se realizé una extraccion con CHCly/MeOH (3:1, viv), del cual se obtuvo la fraccion desengrasada (A) 85 5% y
ta fraccion oleosa (O) 14 5% Estos extractos fueron adicionados a una dieta purificada DA y DO,
respectivamente Los resultados fueron comparados contra los obtenidos con una dieta normal DN. Las dietas
respectivas se administraron durante todo el expetimento a 6 grupos {n=6 por cada grupo) Al 5° dia de
administracion con las dietas purificadas, las ratas se trataron con CCls (1 mLtkg peso, DNC, DAC y DOC), o
con el vehiculo {1 mUkg peso, DN, DA, y DO}. Los resultados mostraron que después de 96 h del tratamiento,
fos lipidos totales y los triacilgliceroles hepaticos solamente se incrementaron en el grupo DNC, indicando que
en ambos parametros se observa el efecto hepatoprotector en los grupos alimentados con Spirtlina. En el
grupo DO, se observd una elevacién significativa de los fosfolipidos hepéticos, lo que indica una posible
incorporacién de los lipidos de Spirufina (O) en la membrana de los hepatocitos. En cuanto a los lipidos
séricos no se observaron diferencias significativas. EI 68% del extracto (O} fueron acidos grasos, fos cuales se
encontraron-en la siguiente proporcion: 16:1 (13 2%), 16:0 (66 2%), 18:3 (6 2%), 18:2 (11 1%), 18:0 {1.3%) y
20:4 (22%) E! extracto (A) tuvo la siguiente composicidn: proteina 63 7%, cenizas 10 4%, fibra cruda 1.0%, y
carbohidratos 24 9%. En ofro experimento se determinaron las lipoproteinas séricas en animales alimentados
con dieta purificada y Spirufina entera (0S), en las mismas condiciones experimentales a las referidas
anteriormente  Se observd que en los grupos tratados con CCls y alimentadas con Spirulina {DSC) la
praporcion de las lipoproteinas no se modificd; sin embargo, en el grupo DNC las LMBD se aumentaron y las
LAD disminuyeron. También se determinaron producios de oxidacion en los lipidos microsomales: en esta
fase se observé que el grupo DSC tuvo una menor oxidacion con respecto a DNC, tanto en dienos conjugados
como en productos finales de fipoperoxidacién (TBARS) Por lo anterior, se propone que el efecto
hepatoprotector de  Spirufina maxima pudiera estar relacionado con su efecto antioxidante, lo que repercutiria
en la proporcion de las fipoproteinas Ademas, se probo el efecto de  Spirufina entera en ratas fratadas con
una dosis sublatal de CCls (2 mL/kg peso) Al doble de la dosis inicial del hepatotdxico, Spirufina afin conservéd
el efecto hepatoprotector. El dafio causado por el CCl; se evaluo con la elevacion de las aminotransferas
séricas, lo cual mostrd que en el gupo alimentado con Spiina {DSC) dicho dafic se atenud
significativamente En cuanto a los lipidos hepaticos, los TAG, los AGNE y los LT en el grupo DSC no se
elevaron por causa del hepatotéxico Se comprobd que los &cidos grasos hepaticos en fos grupos tratados con
Spirulina tuvieron mayor proporcion de acidos grasos insaturados, a diferencia de los grupos DNC, lo que
indica que Spirulina puede mejorar la calidad de los lipidos hepaticos Por ofra parte, se obtuvo un
concentrado polar (L) de  Spirulina entera extraida con H2O/EtOH (9:1, viv), el cual despuss de liofilizarlo
mostrd rendimiento de 20 5% Con base en los efeclos anfioxidantes in vive se evalud la capacidad
antioxidante in vitro de este extracto, tanto en hepatocitos de ratas sanas ¢omo en un sistema pro-oxidante. &l
efecto antioxidante se evalud mediante la produccién de TBARS Se observd que en hepatocitos hubo efecto
antioxidante de Spirufina a los 60 min cuando fueron incubados con glucosa ¢ con etanol Los resuitados con
. Spirufina en el sistema pro-oxidante mostraron nuevamente el efecto antioxidante: control 1880+210 y
66 9+0 5 pg/mL con extracto {L). Este tiene la siguiente composicion: proteina 36 5%, lipidos 4 9%, cenizas
25.6%, fibra cruda 0.9%, carbohidratos 32.1% Una de las proteinas contenidas en el extracto mostré un peso
molecular aproximado de 66 kDa. Ademés, se identificaron espectroscdpicamente pigmentos como clorofila *a'
y carotenoides Por todo lo anterior, se puede concluir que Spirufina posee un efecto hepatoprotector en la
fraccién A y O in vivo. Ejerce un efecto antioxidante y atenda las modificaciones en las fipoproteinas ante el
desafio con CCls a una dosis de 1 mihkg de peso. También conserva el efecto hepatoprotector ante una de
dosis subletal 2 mLkg de peso, asi como el efecto antioxidante La fraccion (L) es antioxidante en sistemas in
vitro. Es posible que la capacidad hepatoprotectora de Spirulina sea debida a las propiedades antioxidantes de
sus pigmentos, proteinas y-minerales, asi como a la calidad de sus 4cidos grasos, Tos cuales podrian actuar
sinérgicamente
il



ABSTRACT

Previous studies from our laboratory have shown that Spirufina maxima (5% in diet)

prevents the development of fatty liver induced by a fructose-rich diet or a single dose of
CCly (1 mL/Kg weight) in the rat. in this study it was investigated the hepatoprotective
action of both the agueous {A) or oil (O) fraction obtained from Spirulina extracted with

CHCIls/MeOH (3:1, viv) After extraction, the percentages of A and O fractions were 855

and 14.5, respectively. The analisys of O fraction included 63% fatty acids distributed as:

16:1 {13.2%); 16:0 (66 2%), 18:3 (6 2%); 18:2 (11.1%); 18:0 (1.3%); 20:4 (2.2%). On the

other hand, A fraction components were 63.7% protein, 10.4% ash, 1.0% row fiber and

24.9% carbohydrates. A and O fractions were added to rats diet in DA and DO groups,

respectively. The confrol group received normal diet (DN) Three groups of 12 rats received

these diets during 5 days. At this time one half of each group received an injection of CCly

{1 mL/Kg body weight) being named DAC, DOC and DNC groups. The rest of the animals

only received the same volume of the vehicle (groups DA, DO and DN). All the animals

were sacrifized 96 h after treatment Results indicated a hepatoprotective effect in groups

DAC and DOC, however, group DNC presented an increase in total lipids and

triacylglycerols in the liver. A second experiment was designed to study serum lipoproteins

in animals treated with whole Spirufina (S) added to diet. The groups were DN and DS; the

experimental conditions were as previously described and one half of the animal population

received CCl; (DNC and DSC groups). The lipoprotein pattern showed an increase in very

low-density lipoproteins (LMBD) and a decrease in low-density lipoproteins (LBD) in DNC

group, however, it was not altered in DSC group. Lipid oxidation products were also

studied in the liver microsomal fraction. DNS group showed a smaller oxidation fraction

compared with DNC, comprising conjugated dienes and thibarbiturc acid reactive

substances (TBARS). The hepatoprotective effect of Spirufina could be related to its

antioxidative action which is reflected on serum lipoproteins. The effect of whole Spirufina

was also proved in rats that received a sublethal dose of CCl; (2mU/Kg body weight). CCly

induced an increased level of serum aminotransferases in group DNC However, the

hepatoprotective action of Spirulina was observed 48 h postreatment in group DSC; total

lipids in the liver and triacylglycercls and non sterified fatty acids in blood plasma were

lower in DSC than in DNC group. Besides, bloed lipids in DSC had a higher percentage of
unsaturated fatty acids than DNC group A polar fraction (L) was obtained from whole

Spitulina extracted with H.O/EtOH (9:1, viv) that was lyophilized, yielding 20 5 of the
original volume L fraction had the following ‘compaosition: 33.4 protein, 4.5% lipids, 234
ash, 0.86% raw fiber, 23.1 carbohydrates 6.3% nonproteic nitrogen, 8 4% humidity. One of
the main proteins in the extract had a relative mass of 66 kda. There were also some
pigments like chlorophyll (a) and carotenoids. L extract was proved in vifro using normal rat
hepatocytes by the assay of TBARS after 60 min incubation The results showed a lower
TBARS production with than without L extract (6.9 £ 0.5 Vs 188.0 & 21.0 pg/mi) added. In
conclusion, both A and O extracts from Spirulina showed a hepatic protective effect in vivo,

in animals that received CCly. Whole Spirufina also protected from a CCly sublethal dose.
Finally, a polar extract from whole Spiruina also showed an antioxidative action in vitro in
isolated hepatocytes



INTRODUCCION

En México existe una especial preocupacion por ciertas enfermedades, las cuales tienen
incidencia sobre la mortalidad general, como son las enfermedades cardio-cerebrovasculares,
las hepaticas, la diabetes, el cancer cervicouterino vy las patclogias refacionadas con la
desnutricion infantil, entre otras En 1999, la Secretaria de Salud informd que dentro de las
primeras 20 causas de mortalidad en la Republica Mexicana se encuentran, en primer lugar,
las enfermedades cardiovasculares (17 3%), en 3er lugar la diabetes mellitus (10.27%), en 5°
lugar las enfermedades hepaticas (6 76%), en 6° lugar las enfermedades cerebrovasculares
(6 46%), y en 11° las enfermedades referentes a la deficiencias nufrimentales (2 44%;) (135).

Estos datos han encauzado a este trabajo al estudio de las patologias hepaticas, en
particular el higado grase, el cual tiene como caracteristica bioquimica el cumulo de
triacilgliceroles (60). El higado graso es mas frecuente en personas que padecen o han
padecido trastornes hepaticos, pero existen otras causas que lo desencadenan sin haber
padecido una enfermedad hepética previa o simultanea (2) Entre éstas se encuentran la
inanicion {131), la alimentacion con dietas ricas en grasas (2, 101), la diabetes mellitus (122),
el consumo y absorcion de hepatotéxicos, disolventes organicos como por ejemplo el etanol
(22,59, 66,67,77, 117, 119), el tetracloruro de carbono (15, 22, 38, 49,72, 73, 83, 85, 90-85,
108, 127), asi como por algunos farmacos (32, 37, 65)

Con el fin de contribuir al tratamiento de ésta patologia se ha aprovechado como parte de
la riqueza ecolbgica mexicana el estudio de una cianobacteria o alga azulverde, Spirulina
maxima, y como modelo inductor especifico de higado graso se utilizé el CCly, porlo que a
continuacion se describen aspectos quimicos y bioldgicos de mayor relevancia para este

estudio.



I. GENERALIDADES

1. Spirulina maxima

Spirulina maxima es una cianobacteria cuya clasificacion taxondmica es la siguiente:
clase, Cyanophyceas; orden, nostocales, familia, oscillatoriaceae; género, Spirufina; especie,
maxima o Geitleri (17, 20), la que se ha nombrado Arthrospira maxima, género cambiado por
Spirufina (98, 100) Cada célula mide de 5 a 10 pm de didmetro, su forma es filamentosa y
helicolidal, con 5 & 6 torciones y se caracteriza por un didmetro de hélice de 50 a 60 um, con

un espesor de 80 pym y 200-300 pum de longitud, no ramificada (53).

Utilizada desde la época prehispanica, como se narra en fa Historia de México por Bernal
Diaz del Castillo: “Bernardino de Sahagtin decia que durante las épocas mas hostiles siempre
vio en eliago Texcoco un lodo color azul-verde llamado Tecuitlat! que literalmente en nahuatl
significa excremento de piedras, éste fue aprovechado por los indios para hacer pan
semejante a tortas prensadas y secadas al sol, las cuales eran consumidas ©

comercializadas” (39)

El iugar tipico de mayor produccion seminatural de biomasa de Spirulina maxima fue,

| hasta 1994, el Lago de Texcoco, en México y el de Spirulina platensis en el lago de Chad,
Africa. Las aguas de estos sitios presentan un pH entre 9-11, el cual es necesario para el
desarrollo de estas cianobacterias, lo cual repercute en el rendimiento de su desarrollo y en el

procesamiento (17).



1.1 Catidad de Ia biomasa de Spirulina maxima

Estudios quimicos de la biomasa de Spirulina maxima han sido realizados por diversos
autores (17, 20, 56): Clement estudio y comparé €l valor nutritive vy la calidad proteiqa de
Spirulina maxima y platensis mediante la determinacién de sus amincacidos y también se
analizd la composicidn proximal de ambas especies en el cual encuentra similitud en dicha

composicion (18, 19) En la tabla | se muestra el andlisis proximal de S maxima.

TABLA
COMPOSICION PROXIMAL DE Spirufina maxima
ok* %\b*

Proteina 550640 57
Lipidos totales 14.87
Lipides neutros 25-3.0 25
Hidratos de carbono 17-18 16.03

Digeribles 7 61

Fibra soluble 08s

Fibra insoluble 739
Fibra cruda 0207 129
Ac. nucléicos 4550
Cenizas 66-74 111
Humedad 4.2-7.0 o

Datos tomados de Ref, *17 63 108 ** 116

En cuanto a la proteina ha sido considerada como una proteina de buena calidad ya que
las concentraciones de aminoacidos de la proteina de Spirufina sobrepasan a los valores

recomendados por la FAO, como se observa en la tabla Il



TABLA Il

AMINOACIDOS INDISPENSABLES EN PROTEINA CRUDA DE Spinufina maxima

Spirulina maxima Patrén FAC 1957
Aminoacidos (9/100 g proteinas} (g/100 g proteinas)

Isoleucina 6.0 42
Leucina 58 48
Lisina 45 42
Metionina 21 22
Fenilalanina 49 28
Treonina 45 28
Triptofano 1.4 14
Valina 6.5 4.2

Datos tomados de Ref 17 106

En la tabla lil se muestra el contenido de vitaminas aportado por 100g de Spirulina, la

cual es considerada una gran fuente del complejo B y de vitamina E (63).

TABLA N
CONTENIDO DE VITAMINAS EN Spirulina maxima

mg/100 g
VITAMINA Spirulina
Inositol 350
Ac nicotinico 18
Pantotenato-Ca 11
Biotina 004
Cianocobalamina 02
Piridoxina 03
Riboflavina 4.0
Tiamina 55
Tocoferol 190
Ac. folico 0.048
Niacina 14.6

Datos tomados de Ref 63 126



Se ha encontrado que Spirulina contiene 7% de cenizas, las cuales contienen un gran

contenido de minerales como se muestra en la tabla IV,

TABLA IV
CONTENIDO DE MINERALES EN Spirulina maxima

MINERAL mg/100 g Spirufina

Calcio 118.0
Fosforo 828.0
Fierro §30
Sodio 344

- Cloro 4200
-Magnesio 116.3
Manganesc 22
Zinc 33
Potasio 1,435.0
Cromo ¢ 280*
Selenio 0.4ppm *

Datos tomados de Ref 17* 106

Del total de los lipidos contenidos en Spirulina maxima se ha reportado que el 75.7% son
acidos grasos, v, del total de éstos, los acidos grasos insaturados se encuentran en un
promedio de 62.16%, de los cuales destacan el lincleico y y-linolénico, como se puede
observar en la tabla V; estos &cidos grasos han mostrade tener efectos benéficos en el

metabolismo de lipidos (44)



TABLAV

COMPOSICION DE LiPIDOS EN Spirulina maxima

LIPIDOS TOTALES % lipidos % acidos
grasos
Esteroles 0.024*
Alcoh. terpénicos 0.065*
Pigmentos 1.2
Otros lipidos 230
Acidos grasos 75.7
Acidos Grasos Saturados 378
Lautco 04
Mristico 1.1
Palmtico 355
Heptadecanoico 022
. Esteaico 066
Acidos Grasos Insaturados 62.2
Palmitoleico 3.32
Palmitolénico 4.07
Oleico 469
Linoleico 23.30
y-Linclénico 19.53
a-Linolénico 726

Valores tomados de 56%, 106 reportan de 7% de lipidos totales de los cuales 5.3 % son 4cidos grasos es
decir el 75 7 % de los lipidos totales son 4cidos grasos (46 63. 106 126).

En cuanto al contenido de esteroles, se han identificado en Spirulina los siguientes

compuestos como se muestra en [a tabla VI

TABLA VI
ESTEROLES EN Spirulina sp.

40:23,24-trimetilcolesta-5,22-dien-ol

Colestanol
Brasicasterc!

Ergosterol
Chalinastero!
Campesterol
Estigmaterol

24-gtilcolesta-5,7,22-trien-ol
Datos tomados de Ref 69 132




Recientemente se informé de la composicion de los‘ lipidos polares de Spirulina como se
observa en la tabla Vil, (91% de los lipidos totales extraidos con acetona); éstos se separaron
por cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia de gases acoplado a masas (CG-EM) v,

finalmente, se caracterizaron por Resonancia Magnetica Nuclear (118).

. TABLAVII
CONTENIDO DE LIPIDOS POLARES DE Spirulina maxima

Lipido %
Monogalactosildiacilglicerol 5
Digalactosildiacilglicerol 22
Fosfatidilglicero! 31
Sulfoquinovosidiacilglicerol 32
Fosfatidil inositol trazas

Datos tomados de Ref 118.

Se han encontrado otros lipidos polares en la pared celular de Spirulina; entre los cuales
estan los glicolipidos y sulfolipidos obtenidos de la fraccion cruda de CHCl/MeOH (2:1, viv),
los que se separaron por CCF y se identificaron espectrometfria de masas. Estos estudios
revelaron que ¢ontienen acido palmitico y otro acido grase insaturado, como el acido lincleico

o el linolénico como se muestra en |a tabla Vil

TABLA. Vill
GLICOLIPIDOS Y SULFOLIPIDOS DE Spirulina maxima
Lipido %
Q-B-D-galactosil-(1->1")-2', 5 -di-O-acil-D-glicercl 237
O-B-D-galactosit-(1->1"}-mono-O-acil-D-glicero! 11.3
Q-a-D-gatactosil-(1->6)-O-3-D-gatactosil-(1->1")-2',3"-di-O-acil-D-glicerol 365
B-Sulfo-O-a-guinovesil-(1->11-2",3'-di-O-acil-D-glicerol 28.5

Datos tomados de Ref 62



Otros compuestos polares encontrados en Spirulina maxima fueron los
heteropolisacaridos, aislados por extracciones con agua, los cuales contienen L-ramnosa,
acido D-glucurénico, D-glucosa y D-mancsa. Los carbohidratos insolubles remanentes,
después de ser tratados con alcali caliente, contienen D-glucosamina y acide murémico y
también algunos aminoécidos (62). También se han encontrado compuestos coloridos como:

Carotencides, xantofilas y clorofilas los cuales proporcionan el color a Spirufina (7).

Estos estudios, que reportan el perfil quimico de Spirulina y su gran cohtenido
nutrimental, han sugerido la utilidad como suplemento alimenticio para consumo humano y
animal, por lo que personas interesadas en la nutricién y balance energético han realizado
estudios de nuevos productos con Spirufina maxima, para mejorar el estade nutrimental en

México.

1.2 Nutricion y Actividad biologica

En un estudio exhaustivo, en el cual Spirulina maxima en polvo fue combinada con
diversos alimentos, cominmente utilizados para consumo humano, resuftando productos mas
nutritivos, los alimentos que mostraron mejor aceptabilidad organoléptica fueron el jitomate y
el chocolate. También tuvo aceptacion cuando se mezcld con zanahorias, papas, y otros

tuberculos (18).

La calidad nutrimental de Spiruiina maxima ha mostrado los siguientes valores; Utilidad
proteica neta 87, coeficiente proteico de 92 (107) y coeficiente de digestibilidad con valor de

83%, tomando como base a la caseina 100% (18)

En humanos, se han realizado estudios con sujetos voluntarios, quienes consumieron 2.8

8



g de Spirulina tres veces al dia y después de 4 semanas de tratamiento, se observé una

disminucién significativa, con respecto a los controles, en su peso corporal basal (9).

Otro estudio en 30 voluntarios, en quienes después de haber consumido Spirulina se
observo que el indice aterogénico disminuyd v los niveles de colesterol-LAD (colesteroi de las

lipoproteinas de alta densidad) aumentaron (78)

Con el fin de determinar el valor nutritivo de Spirulina maxima en mamiferos, Spirulina fue
incorporada en la dieta durante dos ciclos reproductivos de ganado porcino, supliendo la
proteina de la dieta por Spirufina. Durante el primer ciclo, el peso ganado fue ligeramente mas
alto en log animales alimentados con Spirulina, pero en el segundo ciclo el desarrcllo fue

significativamente alto (42)

En ratas, se observo significativamente Ja perdida de tejido adiposo, aumenté la grasa

fecal, disminuyo el colesterol en sangre y aumentd la vitamina A en higado (76).

Otras especies de Spirulinas fueron estudiadas en cuanto su actividad biolégica, por
ejemplo, Spirufina. fusiformis la cual se evalud en humanos nativos de Africa con leucoplasia
oral (lesién precancerosa en boca), Spirulina se les administré, 1g/dia (via oral) durante un
afo, después del tiempo transcurrido se observé que tenia un efecto inhibitorio de dicha

displasia y disminuyendo el indice de mortalidad (71)

En otro estudio in vitro se trabajo con macréfagos de alvéolos, infectados con £ Coli, ala
vez se trataron con un extracto polar de S. platensis, se observé que en los ¢ultivos tratados

con el extracto tuvieron mayor resistencia a las infeccién con dicha bacteria (88) En esta



misma se observd, en modeios in vivo, que tuve un efecto antihistaminico, ya que disminuyé

el riesgo de una respuesta anafilactica (129).

En este grupo de trabajo se observd que Spirulina maxima tiene un efecto relevante en
los anillos de aorta de ratas, disminuyendo el tono vascular, lo que sugiere que una dieta con

el alga puede ser importante para prevenir enfermedades vasculares (79-81).

Como ya se menciond antes, este grupo de trabajo ha evaluado el efecto hepatoprotector

de Spirulina en diferentes modelos de higado graso en ratas (51, 114-11 6}

1.3 Toxicologia

No se ha encontrado toxicidad atribuible al alga, como lo demuestran estudios
toxicologicos subcronicos (26, 105) y crénicos (24) incluyendo examenes histopatolégicos
Tampoco se observaron aspectos nocivos en las investigaciones relativas a la reproduccion
efectuadas en varias especies animales (23, 25, 28, 30,31, 104) y en las correspondientes a

genotoxicidad (27, 29, 102, 103).

2. HIGADC GRASO Y TETRACLORURO DE CARBONO (CCly)
2.1 Higado graso

El higado es un érgano que constituye del 2% at 5% del peso total del humano adulto,
aproximadamente de 1.400 a 1.600 kg, el cual contiene de 10-12% de lipidos. De este érganc
dependen innumerables funciones, como elaborar correctamente los metabolitos necesarios

para las funciones vitales, se caracteriza por el desempefio de multiples reacciones
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enzimaticas especializadas durante los periodos del ciclo ayuno-dieta comprometido en
procesar los hidratos de carbono, lipidos y proteinas, asi como en la respuesta a sustancias

téxicas (2).

El higado graso es definido bioquimicamente como el cdimulo de triacilgliceroles, en el cual
se llega a multiplicar la concentracién de lipidos hasta 125%, que como ya se ha mencionado
se presenta en estados y/o enfermedades como son: la inanicién prolongada (2, 131), ante
una alimentacion rica.en grasas {2), en la diabetes mellitus (122), por el consumo y

administracion de hepatotdxicos como algunos farmacos (32, 36).

* La administracién de disolventes organicos produce higado graso, entre los mas comunes
esta el consumo de etanol, aunque es un téxico metabolizable, provoca una estimulacion de
la sintesis de acidos grasos, posteriormente a triacilgliceroles y después son depositados en
el higado, entre otros efectos (2, 35, 59, 66, 67, 77, 97, 119). También los disolventes
derivados halogenados son causa de esteatosis o higado graso, entre éstos se encuentra el
tetracloruro de carbono del cual se hablara a continuacion, ya que es el modelo de induccién

de higado graso en este trabajo

2.2 Tetracloruro de carbono (CCly)

A partir de la década de los sesentas y setentas, se reconocié que el CCl; es un
hepatotdxico muy potente en cualguiera de sus forma de administracién (por inhalacién, por
via oral o por via intraperitoneal) que conduce a acumular triacilgliceroles en el higado. De los
principales estudiosos se encuentra Recknagel, quien observé primeramente los cambios
histopatolégicos en muestras de higado danado con CCls entonces él se cuestiond jcudlera
el organelo blanco donde actua el CCl;7 ;de donde provenia la concentracion tan alta de
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triacilgliceroles en el higado?, ;qué estarfa pasando con el transporte de lipidos?.Entonces

con base en los resultados de sus estudios concluyé lo siguiente:

La velocidad de acumulacién de friacilgliceroles podria ser porque esta inhibida la p-
oxidacion o bien la sintesis de fosfolipidos se desvia a la formacion de triacilgliceroles y estos

se van a depositarse en higado.

El organelo mas lesionado son los microsomas, este danc es debido a una
lipoperoxidacion originado por los radicales triclorometilo, derivados del metabolismo del CCl,y
por el sistema citocomo P450 (84-85). Los radicales triclorometifo son muy reactivos que
peroxidan los acidos grasos insaturados en una reaccion en cadena, ya gue ¢con ung pequefia
concentracion de estos radicales dafia severamente a los microsomas {128). Dado que la
lipoperoxidacion rompe la estructura y altera la funcion de las membranas (83, 90-93-95). Los
microsomas al ser oxidados también disminuyen la sintesis de proteinas, por lo tanto, las
lipoproteinas se ven afectadas desde su formacién hasta el anclaje con los lipidos (52).
Entonces, la siguiente aseveracion fue que existe una falla en el transporte de triacilgliceroles
del higado al plasma y de los tejidos hacia el higado, entonces, esto favorece el acumulo de
éstos en el higado. Por lo tanto, ademas de los lipidos microsomales son las lipoproteinas las

mas dafadas por el CCly (52, 83, 94).

Con base en lo anterior, actualmente se ha reportado que el CCl, interactiia con unién
covalente con el DNA, demostrado en linfacitos de humanos in vifro, por lo que se considera

que el CCl, también es mutagénico (68).

Oftros autores observaron la relacion que existe entre el cumule de triacilgliceroles y otras

12



manifestaciones bioquimicas del higado graso y lo que sucede en la periferia, puesto que
hasta el momento, la evolucidén del dafio hepatico se ha evaluado principalmente por la

cuantificacién de aminotransferasas séricas (1, 34).
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Il. ANTECEDENTES

Se demostroé que la ficocianina (pigmento proteico de las Spirulinas) aislada de la S.
platensis, tenia un efecto hepatoprotector ante el desafio del CCl, en ratas ambos
administrados por via intraperitoneal, demostrado con la medicion de las aminotransferasas
de los animales tratados cbn ficocianina, no se elevaban en la misma concentracién como las

de los animales que fueron tratados unicamente con CCl, (121).

En un estudio con ratas alimentadas con fructosa, con el fin de inducirles hiperlipidemia,
se les administro una dieta suplementada con S. platensis y observaron que la lipoproteina
lipasay la lipasa hepatica se veian incrementadas. Con base en los resultados se concluyd

que la S. platensis tenia un efecto hipolipemiante (41).

Recientemente se ha demostrado la actividad hepatoprotectora de algunos productos
naturales, tales como la la Schisandra chinesis (87) vy también se ha demostrado que
Spirulina maxima a la concentracién de 5% de una dieta purificada (13), tiene efecto
hipolipemiante y protector sobre el desarroilo del higado graso inducido por una dieta rica en

fructosa (51) y sobre el higado graso inducide con tetraclorure de carbono (114, 115).
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ILJUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Aunqgue se ha demostrado el efecto hepatoprotector de Spirulina maxima sobre el higado
graso, aun se desconocen tanto los principios activos del alga como ofras propiedades
farmacologicas que actuan conjuntamente. El poder dilucidar, a nivel molecular, las rutas
posibles por medio de las cuales Spirulina tiene efecto e identificar algunos de sus
compuestos, permitira disefiar estrategias terapéuticas para proteger al higado de los

diferentes hepatotoxicos.

IV. HIPOTESIS

Spirulina maxima posee uno o varios componentes hepatoprotectores, que podrian actuar

sinérgicamente.
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V.OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Identificar algunas fracciones de Spirulina maxima con actividad biolégica sobre el higado

graso.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Obtener fracciones de diferente polaridad de Spirulina maxima.

2) Evaluar in vivo el efecto hepatoprotector de dos diferentes fracciones de Spirufina maxima
sobre el desarrolle det higado graso.,

3) Determinar ofros efectos bicldgicos por medio de las cuales puede estar actuando
Spirufina maxima en el modelo de higado graso.

4y Determinar el efecto hepatoprotector de Spirufina ante el desafio una dosis subletal de
CCly

5) Establecer un sistema in vitro para la evaluar la actividad antioxidante en otras fracciones

6) identificacién de algunos extractos de Spirulina maxima con actividad antioxidante y/o

hepatoprotectora
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VLMETODOLOGIA

1. DISENO EXPERIMENTAL (DIAGRAMA 1)

-Se llevd a cabo una separacion de algunas fracciones de Spirulina maxima por medio del
fraccionamiento con diferentes sistemas de disolventes y diferentes grados de polaridad

{Diagramas 2 y 4)

-Se eva!uc’j el efecto in vivo de Spirulina sobre el desarrollo dei higado graso inducido con CCly
{1y 2 mL/kg peso, dosis Unica), utilizando ratas Wistar macho, 200 g promedio, alimentadas

con dietas purificadas adicionadas con Spirulina y con dos diferentes extractos de ésta.

-Con una de las fracciones mas polares se determiné el efecto antioxidante in vitro en

hepatocitos y también en un sistema pro-oxidante.

Las fracciones que han tenido efecto biologico, entre ofras, se separaron por medio de
cromatografia en columna y se analizaron por cromatografia de gases (CG), por

espectroscopia por luz visible, ultravioleta (UV), asi como por espectrometria de masas (EM).
-Se realizaron pruebas de homogeneidad de Hartley, analisis de varianza y pruebas de rango

multiple, por medio del paquete estadistico para las Ciencias Sociales o sistema SPSS

(Statistical Package for Social Sciences)
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_ DIAGRAMA1
DISENO EXPERIMENTALGENERAL

CHCly/MeOH
Spirulina maxima (S) i
piruiin { .| Fraccién desengrasada {A)
Acstona > Fraceld nica (O
100% HLOJEIOH raccién orgénica (O)
9:1wiv
sobrenadante ’ - '
— Actividad
Fr?cf::on Biologica in vivo
aceténica (C) Cen{r]fugar 1 mLIkg CCl,
Y
Concentrado . . . . .
fiofilizado (L) AFtIV|dad Biologica in
vivo 2 mL/kg CCls
h A
Actividad

Biolégica in vitro

AN

En Hepatocitos En un sistema
pro-gxidante

Diagrama 1. Se trabajé con cuatro tipo de muestras para probar su actividad bioldgica: S {Spirulina entera), O (fraccion
organica. CHCl¥MeCH), A (fraccién desengrasada), L (fraccion polar liofilizada) A estas fracciones ademas se les realizé un
andlisis para identificar algunos de sus componentes quimicos. El extracto C (extracto aceténico) se fracciond con diversos
sislemas de disolventes, hasta purificar alguno de los extractos los resultados se presentan en el anexo I ya que estos
extractos no fueron probados bioldgicamente
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DIAGRAMA 2

OBTENCION DE LA FRACCION ORGANICA DE Spirulina maxima CON CHCIy/MeCH Y
SU CORRESPONDIENTE FRACCION DESENGRASADA

Spirulina maxima (S)

CHCI:./MeCH 3:1 (viv)
en Shoxlet a 60°C

Spirulina Extracto de
desengrasada (A) Lipidos (O}

N/

Analisis quimico y pruebas biolégicas in vivo

Diagrama 2. Las fracciones Ay O se les probd el efecto hepatoprotector, administradas incorporadas dentro de una dieta
purificada, como se muestra en la tabla 1X, en un modelo in vivo, A 1a fraccion A se le realizé andlisis proximal y un gel
electroforético, a la fraccidén O se separd por cromatografia en columna y se identificaron algunos de sus lipidos por un
cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) y Spirulina entera (S) se utilizd para realizar otras
pruebas de actividad biclégica (lipeproteinas y lipoperoxidacién)

TABLA IX
DIETAS PURIFICADAS

Producto Dieta normal Dieta con Dieta* con Dieta* con

sin Spirulina  Spirulina entera Spirulina (DA) lipides de

{DN) {DS) desengrasada Spirulina (DO)

Caseina 20.0 17.0 150 200
Harina maiz 70 50 7.0 70
Aceite 5.0 50 5.0 43
Celulosa 30 30 30 30
Vitaminas 1.0 10 10 1.0
Minerales 35 35 35 35
Metionina 03 03 03 0.3
Cl-Colina 02 02 02 02
Glucosa 60.0 600 600 60.0
Spirufina S - 2.0 - -
Spirufina A 50 -
Spirulina O - - 07

Valores dados en %, son valores ajustados para las formulaciones DS, DAy DO (13)
*)y Spirulina desengrasada con el disolvente de Folch (CHCla/MeOH 3:1, viv).
Spirulinas N Ay O: Spirufina entera fraccidn desengrasada y fraccion oleosa respectivamente.
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DIAGRAMA 3
DISENO EXPERIMENTAL DE LOS ESTUDIOS
IN VIVO CON LAS MUESTRAS §), O)y A)

RATAS WISTAR
/ MACHOS
n=6

DIETADNSRMAL DIETA CON Spirulina
(DN) (DO, DA, 0 DS)
Sin CCly Con CCls Sin CCl, Con CCly

Tiempo transcurrido y ayuno de un dia

S A C R I F | C [ 0

Las ratas recibieron desde 5 dias previos y post-tratamiento con CClg hasta un dfa antes del sacrificio, 96 h
para 1 mbl/kg . 24 y 48 para 2 mi/kg de CCl, post-tratamiento

DIAGRAMA4
DISENO EXPERIMENTAL CON LA FRACCION DE Spirulina maxima
OBTENIDA CON H,O/EtOH Y SUS PRUEBAS IN VITRO

Spirulina maxima 5%
en H,O/EtOH (9:1, wv)
agitacion continuaa 70°C , 1 h

centrifugar l
10 min 3,480 x g / \

Sobrenadante Residuo insoluble

liofilizar Andlisis quimico
| /

Extracto Liofilizado (L) |——3| Pruebas in vitro

Diagrama 4. El extracto L se le probé la capacidad antioxidante in vitro tanto en un sistema pro-oxidante (H;O2/FeCl)
como en hepatocitos ante el desafio de la intoxicacion con etanol
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2, MATERIAL

2.1 Reactivos

2 4-tert-butil-4-metilfenol o butilato hidroxi tolueno (BHT), Sigma Chemical, Co. (St Louis,
Mo.).

Acido tiobarbittirico (ATB), Sigma Chemical, Co. (St. Louis, Mo )
Acido1-amino-2-naftol-sulfonico (AAMNS), Mallinckrodt (M'éxico. D.F)

Bisulfato de sodio (NaH2POy), Mallinckrodt, (México, D F)

Colagenasa IV, Sigma Chemical, Co (St. Louis, Mo )

Disolventes grado analitico, Merck (México, D F).

El paquete enzimatico para la determinacion de la aspartato amino fransferasas (AST)
fueron adquiridas de Merck (México, D F)

Harina nixtamalizada "Minsa" y aceite de maiz "Mazola” (México, D. F ).

Los demas reactivos de grado analitico fueron de Sigma Chemical, Co. (St Louis, Mo ).
Los sistemas enzimaticos para la determinacién de triacilgliceroles (TAG), colesterol total
(CT), acidos grasos no esterificados (AGNE) fueron adguiridos de Boehringer-Mannheim
(México, D.F ).

Molibdato de amonio, Sigma Chemical, Co (St. Louis, Mo)

Nutrientes (vitaminas y minerales) de Sigma Chemical, Co. (St. Louis, Mo )

Spirulina maxima deshidratada "Spirulina Mexicana, S A de C V" (México, D F ).
Tetracloruro de carbono (CCL) Sigma- Chemical, Co. (St. Louis, Mo ).

Tetraetoxipropano (TEP), Sigma Chemical, Co (St. Louis, Mo.).

2.2-Equipo

Analizador de proteinas T-790, BECKMAN,
Centrifuga Centra-MP4R, IEC.

Espectrofotometro DU-640, BECKMAN,
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= Espectrofotometro PM2DL, Zeiss.

= Homogeneizador PT 10-35, POLYTRON.
= Liofilizadora Maxi-dry-iyo, HETO

= Liofilizadora, LABCONCO.

= UHlracentrifuga con refrigerante RC-5B, SORVALL,

3. METODOLOGIA

3.1 ESTUDIO BIOLOGICC

12 Etapa

EVALUACION IN VIVO DE DIFERENTES FRACCIONES DE Spirulina maxima

Con el objeto de conocer si las fracciones obtenidas de Spirulina, la fraccién desengrasada
(extracto A) y la fraccion oleosa (extracto O) como se observa en el Diagrama 2, conservan el
efecto bioldgico sobre el desarrollo del higadeo graso inducido con CCly (1 mL/kg de peso) in
vivo, se cuantificaron las concentraciones de colesterol total (CT) y triacilgliceroles (TAG) en
lipidos totales (LT) de higado y en suero, medidos en las ratas de los diferentes grupos (Tabla
X).

TABLA X

ETIQUETAS CORRESPONDIENTES A
LCS TIPOS DE DIETA Y TRATAMIENTO

Tiempo de Dieta y
postratamiento fratamiento
DN
Oh DO
DA
DNC
96 h DOC
DAC

DN = Dieta normal, DO = Dieta con extracto oleoso de Spirufina, DA = Dieta con Spirulina desengrasada
DNC = Dieta normal y CCls, DOC = Dieta con extracto oleoso de Spintlina y tratadas con CCls
DAC = Dieta con Spirulina desengrasada y ratadas con CCly
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El mejor tiempo experimental para observar el efecto de Spirufina se determiné en estudios
previos (114), el cual fue a las 96 h. La Spirulina se incluy6 en las dietas como producto
desengrasado con el disclvente de Folch (CHCIy/MeOH 3:1, viv), v, como extracto oleoso,
aradidos en la formulacidn como el contenido equivalente al 5% de Spinulina entera, sin alterar

la composicién de proteina y grasa (Tabla IX),

a) Aclimatacion. Con el propésito de que las ratas macho, de la cepa Wistar de 200-220 g, se
adecuaran a la dieta y al habifat, se alimentaron durante 5 dias con las dietas purificadas, en
raciones de 20 g/rata/dia. El agua se les suministré ad fibifum. Se les mantuvo en periodos de
12 h luz-oscuridad y en jaulas con tres ratas, cada una colocada en forma aleatoria. En el
Ultimo dia de aclimatacidn, se realizd el tratamiento de induccion de higado graso y este

momento se considerd como el tiempo cero como se describe a continuacién (116).

b} Induccion de higado grase. A los grupos de animales (n=6), que desarrollaron higado
graso se les inyecté con jeringa para insulina, por via intraperitoneal, una sola dosis de CCly
utilizando aceite de maiz -como vehiculo- (1:1, v/v). La dosis administrada fue de 1 mL de
CCly/kg de peso corporal (cuando las ratas recibieron las dietas DN, DS, DO y DA, hasta 96 h
post-tratamiento); asi mismo se utilizd una dosis subletal de 2 mlL/kg de peso (cuando las ratas
recibieron las dietas DN y DS hasta 24 y 48 postratamiento}. Los animales de los grupos

control solamente recibieron el vehiculo, a la misma dosis de experimentacion (1, 116).

¢) Obtencién del material biolégico. Después de haber transcurrido el tiempo necesario para
cada prueba, las ratas se sometieron a ayuno de 12 h minimo, previo al sacrificio Los

animales se pesaron e inmediatamente se sacrificaron por decapitacion; simultaneamente se
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recolectd Ja sangre en tubos. Una vez obtenida, ésta se centrifugé a 3,150 x g durante 15 min
para obtener el respectivo suero. El higado se disect, se determind el peso total y se
obtuvieron fragmentos del mismo lobule con un peso alrededor de 1 g para la extraceion de

lipidos totales hepaticos, segin el método de Folch (45).

d} Extraccion de lipidos de higade con el disolvente de Folch y colaboradores, Ei
fragmento de higado se homageneizé en 4 vollimenes de amortiguador de fosfatos (Na,HPO,,
0.05M), a [;H 7.2, en un homogenizador a méaxima velocidad durante 3 min. Posteriormente,
se ajustd el pH hasta 6 con un potencidémetro El producte homogéneo se colocd en un
embudo de separacion con 20 mL de mezcla de CHCly/MeOH (3:1, viv). Para cada muestra se
hicieron 3 extracciones con fa mezcla. Las fases se separaron utilizando un embudo de v la
fase organica donde se encontraban los lipidos se colecté en viales con tapa de teflén Sin
evaporar la tercera extraccion se colectaron 20 mL para ser lavado con 10 mlL de agua
destilada, la fase cloroférmica se traté con sulfato de sodio anhidro para elfiminar las trazas de
humedad. El extracto se llevo a sequedad a 40°C, bajo corriente de N». La cantidad de lipidos
totales se determind gravimétricamente Los extractos de lipidos se almacenaron a —70°C

hasta el momento de su andlisis (45)

e) Andlisis de lipidos. A los lipidos obtenidos se les realizaron las siguientes pruebas:
e.1) Determinaciéon colorimétrica de colesterol total, por medic de un paquete enzimatico
obtenido de Boehringer-Mannheim (México, D F ) basado en las siguientes reacciones:
1) Ester de colesterol + H,O + COLESTEROL ESTERASA---—--->Colesterol + R-COOH
2) Colesterol + O, + COLESTEROL OXIDASA ——>A*colestenona + H,0,

3) 2H,0; + 4-aminofenezona + fenol + PEROXIDASA----—>4-(p-benzoquinona- menoimino-
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fenazona + 4H;0O.

El colesterol total se determiné mediante el uso de un compuesto colorido 4-(p-

benzoquinona-monoimino-fenazona) que absorbe a 546 nm.

e.2) Determinacién colorimétrica de triacilglicerotes (TAG) por medio de un paquete
enzimatico obtenido de Boehringer-Mannheim {México, D.F.}. Las siguientes reacciones
muestran el principio:
1)Triacilglicerol + 3H,O0 + LIPASA—--—-———-—> Gliceroi + 3R-COOH
2) Glicerol + ATP + GLICEROCINASA--------> Glicerol-3-PO, + ADP
3) Glicerol-3-POy4 + Oz + GLICERO-PQO,-OXIDASA----——--->Dihidroxiacetona-PO, + Hy02
4) Hz02 + 4-aminofenazona + 4-clorofenol + PEROXIDASA------>4-(p-benzoquinona-

monciming—fenazena) + 2H,O + HCL

Los TAG se determinaron por medio de un compuesto colorido que absorbe a 546 nm: 4~

{p-benzoquinona-monoimino-fenazona).

e.3 Determinacion de fosfolipidos. Para ello se empled la técnica dge Fiske-Subarrow. Se
disolvieron los lipidos extraidos por el método de Folch y colaboradores en 500 plL de mezcla
de disolventes de extraccion y se tomé una alicuota de 10 pl por triplicado. Todo el material
utilizado fue lavado con agua desionizada y secado con acetona y calor, como también los
reactivos se prepararon con agua desionizada y libre de fosfatos: (H804 10 N, Ho0; al 30%,
urea 5%, molibdato de amonio 5%, mezcla de bisulfito de sodio anhidro al 15% y sulfito de

sodio anhidro al 0.5% y reactivo de Fiske-Subarrow al 0.25%, que corresponde at acido 1-
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amino-2-nafol-4-sulfénico en solucién de mezcla de sulfitos). Se agregaron 0 5 mL de H;SO,y
se incubaron a 230°C, durante 10 min, hasta que se obtuve la digestién completa de la materia
organica. Los tubos se dejaron enfriar, se les agregd una gota de H,O. y se volvieron a
calentar durante 5 min; se dejaron enfriar para afiadirles una gota de urea al 5% para remover
el exceso de perdxido; se calentaron nuevamente y, finalmente, se dejaron enfriar.
Posteriormente, a los tubos se les afadieron 13 mL de agua y 0.4 mL de molibdato de
amonio, se agitaron y se afiadié 100 uL de reactivo Fiske-Subarrow Se incubaron en un bafio
de agua a ebullicién durante 7 min Lé cuantificacién de fosfatos se realizé a 830 nm (el color
permanece estable no més de 45 min) Se elaboré una curva de fosfatos de 0.1 a2 1.0 pg de
fosfatos a las mismas condiciones Para la conversién de mg de fésforo a mg de fosfolipidos

(FL), el valor obtenido se multiplicéd por 7 1 como factor de correccién (43, 110).

También se evalud el efecto de Spirulina sobre la proporcidn de las lipoproteinas séricas,

con el fin de indagar si existe alguna relacion entre el higado graso y el transporte de lipidos:

f) Determinacién de lipoproteinas. Se llevd a cabo por medio de un sistema de gel de
agarosa de Ciba-Corning, con un amortiguador de fosfatos a pH 8 6 y con una fuente de poder
de 90 volts. Posteriormente, se efectud una tincién de los geles con el colorante de lipidos rojo
oleoso 7B y se determinaron para la interpretacién automatizada en el densitémetro Beckman

T 790 (5).

Se procedié a buscar otros efectos bioldgicos de Spirulina, en la patologia del higado graso
inducido por CCly, de manera que, con base a ia reactividad de radicales libres triclorometilo

que desencadena el CCly sobre los lipidos celulares, se optd por cuantificar algunos productos
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de la lipoperoxidacion y evaluar el posible efecto antioxidante de Spirufina. Para ello, se
determinaron dienos conjugados y sustancias reactivas al acido tiobarbittrico SRATB (por sus
siglas en inglésTBARS) en extractos lipidicos de la fraccién microsomal de los higados de
ratas alimentadas con Spirulina y tratadas con CCly a tas 96 h postratamiento y a sus

respectivos controles

g) Lipoperoxidacién {SRATB). Para la determinacién de SRATB se tomd una alicucta de 500
ul de lipidos, diluidos en 2 mL de MeOH (de 1 g de higado). Enseguida se anadieron 100 uL
de MeOH, 200 ul.de HCI0 6 Ny 1 mL de ATB 0.12 M en tris(hidroximetil-aminometano) 0.026
M Se llevd a baiio Maria durante 10 min, los SRATB se determinaron a una longitud de onda
de 535 nm. Se prepard una curva estandar bajo las mismas condiciones de experimentacion,
con 2.2-22 ug de tetra-etoxipropano (TEP), que equivalen a 0 72-7 2 ng de AM (aldehido

malénico) {(modificada de 99,124).

h) Dienos conjugados en microsomas. Fragmentos de alrededor de 1 g de higado se
homogeneizaron con 4 mL de solucién de sacarosa 0.3 M con EDTA 3 mM preparada en bario
de hielo; se centrifugd por 15 min a 600 x g (se elimind la fraccion nuclear); se recolectt el
sobrenadante y se centrifugd a 9,000 x g durante 10 min; se recuperd el botén y se
resuspendié con la solucidn de sacarosa; se eliminaron las mitocondrias y se recuperé el
sobrenadante; se centrifugd a 94,000 x g durante 60 min; se desechd el sobrenadante vy ¢l
botén se recupero, siendo ésta la fraccion microsomal Los lipidos se extrajeron 2 veces con
10 mL de CHChl/MeOH (2:1, viv); se evaporaron bajo corriente de Np; se resuspendieron en 3
mL de MeOH; se tomé una alicuota de 1 mL vy, finalmente, se identificaron los dienos
conjugados en UV en un espectrofotdmetro de 190 a 230 nm (94, 124).
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2? Etapa

EVALUACION /N VIVO DE Spirulina maxima ANTE EL DASFIO DE UNA DOSIS SUBLETAL

DE CCl4 {2 mLikg peso)

Con base en los experimentos anteriores, en donde se observé que una sola dosis de CCl,
(1ml/kg) tiene su maximo efecto a las 96 h {114, 115), se duplicd la dosis de CCl, para
disminuir el periode experimental. Entonces, se realizé el experimento in vivo de igual manera
gue en la 12 etapa con una dieta purificada (Tabla X) con y sin Spirufina entera al 5%, tomando
en cuenta las mismas condiciones experimentales (métodos a, b, ¢ y d), con la variable de que

la dosis administrada fue de 2 mL/kg de peso.

En esta etapa se determinaron en suero, las aspartato aminotransferasa (AST) vy los
triacilgliceroles (TAG). Enlipidos de higado, se determinaron LT, TAG, CT (métodose.1ye 2},

acidos grasos no esterificados totales (AGNE) (método j} y SRATB (método g).

Primero, se evalud el dafio hepatico por medio de la determinacién de las aspartato amino
transferasas (AST) a los siguientes tiempos después de la inyeccion de CCl; (2 mlL/kg de
peso): 1, 6, 9, 24, 36 y 48 h, unicamente con el fin de encontrar cual fue el tiempo de dafo

maximo con esa dosis de CCly

i) Determinacién de aspartato aminotransferasas {AST) . La cuantificacidén de las AST fue
realizada con sus paguete enzimatico (Merck, México, D F )} el cual tiene el siguiente principio:
L-Aspartato+ 2-oxaloglutarato+ AST--—- > oxaloacetato + L-glutamato

Oxaloacetato + NADH + malato deshidogenasa --------2> L-malato + NAD

En éste método se mide la velocidad de oxidacién de NADH a NAD por medio de la medicién
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de la absorbancia a una longitud de onda de 340 nm cada 30 seg durante 2 min y se calculé
la taza de oxidacién de NADPH por min (AA/min) el cual es proporcional a la actividad de la

AST, medido en un espectrofotdmetro.

i) Determinacién colorimétrica de acidos grasos no esterificados totales (AGNE). Por
medic de un paquete enzimatico el cual esta fundamentado en las siguientes reacciones:
AGNE + coenzima A (CoA)+ ATP + Acil CoA Sintetasa-—-———--> acilCoA + AMP + pircfosfato
AcilCoA + Oy + Acil CoAoxidasa---—---—-—=enoilCoA + HxO»

H»0, + 4-aminoantipirina + acido 2,4,6-tribromo-3-hidroxi-benzdico + peroxidasa--—=> 2H,0 +

HBr + complejo colorido que absorbe a una longitud de onda de 546 nm.

En el concentrado de lipidos hepaticos se identificaron acidos grasos por medio de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) como se indica a
continuacién:

k) ldentificacion de acidos grasos. El concentrado de lipidos de higado se derivatizd con
MeQOH/H,S0O,4 (método [). Fueron inyectados en el CG-EM, separandose e identificandose los

acidos grasos de cada uno de los extractos lipidicos de higado de rata.

L) Derivatizacién de lipidos. Los lipidos (500 ug) en 2 mL de una mezcla benceno/metanol
{(1:1, viv), libres de humedad, se afiadieron 100 pL de H;SO,4 concentrado con el fin de obtener
lipidos esterificados con un radical metilo con el propésito de ser separados por el
cromatografo de gases e identificados por espectrometria masas La “derivatizacion” se realizd
en baiio Maria durante 60 min. La reaccion se detuvo con 1 mL H20 destilada, se hicieron 3
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extracciones sucesivas con hexano; las dos primeras se evaporaron y el tercer volumen
recuperado se lavo con agua destilada (2:1, viv), la fase acuosa se desechd y Ia hexandica se
le eliminé ia humedad restante con Na;SO, anhidro. Se concentraron bajo corriente de N»

hasta aplicar al cromatdgrafo de gases acoplado al espectrometro de masas CG-EM (89).

3% Etapa

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD /N VITRO DE UN EXTRACTO POLAR L (DE Spirulina

maxima

Se evalud el efecto antioxidante in vitro del extracto polar HO/EtOH (9:1, viv) del alga
(Diagrama 2), mediante la produccién de SRATE (método g) en un sistema pro-oxidante, asi
como en hepatocitos de ratas sanas. Estos estudios evaluaron la dependencia del tiempo en la
produccion de SRATB y la dependencia de la concentracién del extracto de Spirufina para

disminuir la produccion de SRATB.

Actividad antioxidante de Spirulina en hepatocitos

A continuacién se presenta la metodologia para la obtencion de hepatocitos y las pruebas

realizadas en éstos.

m) Aislamiento de hepatocitos. Se lavd el perfusor con agua destilada y posteriormente se
colocd solucion fisiolégica Ringer-Krebs durante 15-20 min a 37 5°C aireada con corriente de
carbégeno (CO2 5% y O, 95%). Ratas Wistar macho de 200-300 g, con 24 h de ayuno, se
anestesiaron con éter dietilico; se hizo un corte en la region abdominal para dejar expuesto el
higado, se realizd una diseccion para exponer la vena porta, se cortd ligeramente para

canutarla con un catéter. Ei higado se perfundié con 10 mL de colagenasa 1V (1 6-2.0 mg/mL)
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durante 6-10 min, hasta que se eliminaron los restos de sangre y se obtuvo un higado suave.
Esto facilité la disgregacion de los hepatocitos Estos se filtraron en una doble malla de nylon y
se recuperaron en solucidn Ringer-Krebs. Se lavaron tres veces con la misma solucién para
eliminar la colagenasa y finalmente se llevaron a 40 mL Se recuperaron en promedio

1x10%élulas/ml., utilizando un contador de células Neubauer (10, 21).

m.?) Evaluacién de SRATB en el curso temporal en hepatocitos. Se tomé una alicuota de
1ml. de hepatocitos aislados, se incubaron con 130 ul de etanol (0.75 M) o con giucosa (0.75
M) y con 100 pl de Spirulina (10 mg/mly hasta completar 2 mL con amortiguador Ringer-Krebs
(concentraciones finales para Spirulina 500 pg/ml y 48 75 mM para etanol y glucosa). Las
células se incubaron durante 30, 60 y 120 min a 37 °C, con los respectivos controles
{hepatocitos sin sustrato), después de cada tiempo transcurrido, se les adicioné 50 pL de TCA
al 25%, se centrifugd a 4,300 x g por 15 min, se tomé una alicuota de un mL e inmediatamente
se midieron las concentraciones de productos que reaccionan con e ATB (modificada de 99,

124).

m.2) Efecto de la concentracién de la fraccién liofilizada (L) sobre ia preduccion de
SRATB en hepatocitos. El estudio se realizd con respecto a la concentracion del extracto de
Spirulina colocando 125, 250 y 500 pg/mL (como concentracion final), después de 60 min de
incubacion a 37°C se determinaron SRATB como se describid anteriormente (modificada de

99, 124).
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Evaluacion in vifro con un sistema pro-oxidante

n) Este sistema se preparé utilizando como sustrato oxidable el aceite de maiz (50 pl), como
sistema pro-oxidante H;O:/FeCl; a una concentracion de 0019 My 0.043 M, (5y 10 uL
respectivamente) Se anradieron 200 pL de una solucion al 2 5% en H.O/EtOH (9:1, viv) del
extracto (L) de Spirulina maxima ademas se compard con un antioxidante bioldgico y otre
quimico, como son el acetato de tocoferol 0 28 M en CHCI:/MeOH (3:1, wiv) (80 uL) y el 2,6-di-
tert-butit-4-metilfencl (BHT), 1.13 mM en metanol (30 uL), respectivamente. El volumen de
reaccion se llevd a 3 mL con MeQH. Las concentraciones finales fueron las siguientes: H0»
31 uM, FeCly 143.3 uM, acetato de tocoferol 7.47 mM, BHT 11.3 uM, Spirulina maxima 1.16
mg/mL y lipidos 1.66%. Se llevé a un bario de 40°C durante 90 min y se tom¢ una alicuota de

un mL para cuantificar SRATB (124).

3.2 OBTENCION Y ANALISIS DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE Spirulina maxima
fi) Extraccién con CHCI;/MeOH (3:1, v/v). Se realizé en Soxhlet, a 60°C y protegido de fa luz
{45) Elextracto (O) se concentré en rotavapor y bajo corriente de N, (Diagrama 1). El extracto

organico se analizé en el CG-EM después de derivatizarlo, como se indica en el método L.

p} Al producto desengrasado de Spirulina (A) se le realizé un andlisis proximal de acuerdo a la

metodologia de la ACAC (4}

g} Extraccién H,O/EtOH (90:10, v/v). La reaccion se realizd a 70 °C, durante 1, h con
agitacion continua (Diagrama 4). Se centrifugd durante 15 min a 4,380 xg El sobrenadante se

recuperd por decantacion colectandose en viales color ambar, finalmente se fiofilizd. Al
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extracto liofilizado se le realizaron las siguientes pruebas:

q.1) A la fraccién licfilizada se le realizé un andlisis proximal (proteinas, fibra cruda, cenizas,

humedad, lipidos y carbohidratos) de acuerdo con la AQAC (3, 4, 14).

q.2) Se hizo una extraccion con cloroformo/metanol (2:1, viv), para cuantificar lipidos totales y
otra con acetona/metancl (7:3, v/v), a la cual se le realizdé un espectro de absorcidn UV-VIS

(270 a 790 nm) para identificar pigmentos.

q.3} Se determinaron carbohidratos totales por la técnica de fenol-sulfurico ACGAC (4).

a.4) Separacion y determinacion de peso molecular de proteinas de la fraccion L. El extracto
crudo liofilizado se prepard con NH4SO,4 80% en agitacion por 15 h, se centrifugd a 10,000 x g
y se paso por una columna de Sephacryl $-200-HR de 90 cm de longitud por 0.5 ¢m diametro
interno, la cual separd por peso molecular (5-250 kDa) . Se obtuvieron fraccicnes de 3.5 mL a
21 mL/h, en las cuales se observaron valores de absorbancia a 280 nm y con base en los
valores obtenidos, se concentraron en diferentes viales. Con estas muestras se realiz6 una
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%, bajo condiciones desnaturalizantes, en la cual

se estimd el peso molecular de las proteinas obtenidas (55).

33



Vil. RESULTADOS

EFECTO BIOLOGICO DE DOS DIFERENTES FRACCIONES DE Spirulina maxima.

Los resuitados obtenidos sobre el efecto biolégico de dos diferentes fracciones de
Spirulina maxima fueron ya publicados en el articulo intitulado: *Studies on the effect of
Spirulina maxima on fatty liver development induced by carbon tetrachloride, in the

rat” (ANEXO 1) A continuacion se presentan sus resultados.

Vil.1 EFECTO DE Spirulina maxima, EN SUS FRACCIONES OLEOSA (O) Y
DESENGRASADA (A} EXTRAIDA CON CHCI;/MeOH (cfr. Diagrama 2) SOBRE EL
HIGADO GRASO

A continuacién se presentan los cambios ocurridos en los lipidos hepaticos: lipidos
totales (LT), colesterol total (CT), fosfolipidos (FL) y principaimente TAG de los grupos que
han sido tratados con CCl; y alimentados con y sin Spirulina. En la tabal X| se observa un
incremento de 27.2% y 31 5% en los lipidos totales en el grupo DNC con respecto a los
grupos DOC y DAC respectivamente, lo cual esta indicando que hay una esteatosis
(cumulo de lipidos en higado), en este mismo parametro se observa que en DO hay una
diferencia de 17 1% mas que en DOC, esta elevacion se puede explicar por el aumenio en
la concentracién de fosfolipidos que es de 7 2% promedic con respecto a DAC y DNC y

44 5y 23% mas gue DN y DA respectivamente

Si se compara la concentracion de los TAG en el grupo DNC se observa un
incremento de 63.7% y 85 5% mas que los grupos DOC y DAC respectivamente, este es

el cambio primordial donde se observa la actividad hepatoprotectora de Spirufina, ya sea
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en la fraccién organica (O) o en la fraccidn desengrasada (A), es decir, Spirulina en

cualquiera de sus formas previno el cimulo de triacilgliceroles hepaticos.

En lo que se refiere a la concentracion de colesterol total, se tiene nuevamente una

diferencia significativa, aumentando 72% en el grupo DNC con respecto a los dos grupos

con Spirulina DOC y DAC (Tabla XI).

TABLA X1

EFECTO DE LAS FRACCIONES OLEOSA Y DESENGRASADA DE Spirulina maxima,
SOBRE LOS LIPIDOS DE HIGADO, EN RATAS CON HIGADO GRASO INDUGIDO POR
CCl;, ALAS 96 h POSTRATAMIENTO

Trata- Dieta lLipidos totales Triacilgliceroles Colesterol Fosfolipidos

miento (LT (TAG)? total (CT)* (FL)?

Sin DN 38.66 +2.61 130+047 08%9+020 16.57 + 1 01

CCly DO 43.16+1.86 119+ 0.19 1781037 27.32+439"
DA 3876 +2.17 1.03+0.27 1.17 + 0.49* 1972 + 468

Con DNC 5000+ 460 290 +105* 1.92 + 0.40* 1810 +3.38

CCls DOC  3486+250™ 133+010% ™ 056+008",* 1928+367
DAC  3616+360™ 049+020™ 0.49 + 0.14%, » 1284 +2.91

BN= Digta normal
DO= Dieta con extracto oleoso correspondiendo al 5% de Spirufina entera

DA= Dieta con Spirulina desengrasada correspondiendo al 5% de Spirufina entera

DNC= Dieta normal con CCla
DOC= Dieta con extracto oleoso y CCly
DAC= Dieta con Spirulina desengrasada y CCly

VALORES BASALES DN (0 h): LT 35 746.8, TAG 1 062008 CT 0.34+0.12 y FL 22 3 15.12 mg/g de higado

3 Valores expresados en mgfg higado, representan la media + SD, n=5,

* Diferencias significativas con respecto al grupo DA y ** diferencia significativa con respecto al grupo DAC p<0.05
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Entonces, los grupos que fueron alimentados con Spirulina, en cualquiera de sus
formas y tratados con CCl (DOC y DAC), mostraron una concentracion semejante o
menor a los valores de las concentraciones basales de lipidos. La concentracion de
fosfolipidos pefmite detectar una posible forma por medio de la cual Spirufina podria
proteger la membrana celular, pero ésto se comprobé cuando se obtuvieron los resultados
de los experimentos que identificaron productos de la lipopercxidacion, los cuales se

muestran en los estudios en el inciso Vil 2, tablas Xill y XIV.

En Ia tabla Xl se muestran las concentraciones de los lipidos de suero. El valor de
la concentracidn de TAG en suero en el grupo DA fue significativamente mayor. con
incrementos de 62 3% y 73%, DO y DN respectivamente. Si DA se compara como controi
de DAC se observa una elevacion de 62.8%, sin embargo, esta diferencia no se observé
entre los grupos tratados con CCly con respecto a su control DNC. En lo que respecta al
CT, tampoco se observa diferencia significativa entre los grupos tratados con CCl,; pero
en los grupos sin CCly se incrementd significativamente, particularmente las

concentraciones del grupo DA con respecto a la dieta DO.

Todas estas diferencias en la concentracién de los lipidos plasmaticos indujo a
buscar ;qué estara pasando con el transporte de los lipidos?, por lo que posteriormente
se determinaron lipoproteinas en un experimenfo utilizando el alga completa. Estos
resultados presentados en las tablas XI y XIl concuerdan con el dafo que produce el CCly

en el higado y al planteamiento que se hacen los estudiosos del CCl,; (83)
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TABLA X1l

EFECTO DE LAS FRACCIONES OLEOSA (0) Y DESENGRASADA (A) DE Spirulina
maxima, SOBRE LAS CONCENTRACIONES DE TRIACILGLICEROLES Y
COLESTEROL TOTAL EN SUERO DE RATA, A LAS 96 h POSTRATAMIENTO

Tratamiento Dieta  Triacilgliceroles® Colesterol total®
(TAG) (CT)
DN 5106+ 98 67 99 + 15 4
Sin CCly DO 6074+ 240 56.54 + 9.4*
DA  168.81+ 586" 88.03+ 9.8
DNC 11013+ 400* 7838+138
Con CCly DOC  103.8+ 23.9 7978 +136
DAC  77.81+86.0 73.60 + 5.5

DN= Dieta normal

DO= Dieta con extracto oleoso correspondiendo al 5% de Spirulina entera

DA= Dieta con Spinulina desengrasada correspondiendo al 5% de Spirulina entera
DNC= Dieta normal con CCla

DOC= Dieta con extracto oleoso y CCly

DAC=.Dieta con Spirulina desengrasada y CCly

VALORES BASALES DN (0 h):TAG 63.1+7.7 y CT 60 8+14.8 mg/dL

® valores expresados en mg/dL, representan la media + 8D, n=5

* Diferencia significativa con respecto a DN p<0.05

VI.2 OTROS EFECTOS BIOLOGICOS DE Spirulina maxima QUE PUEDEN ESTAR

ACTUANDO EN LA PROTECCION DEL MODELO DE HIGADO GRASOQ

VIi.2.1 ldentificacién de dienos conjugados y productos finales de lipoperoxidacién
SRATB.

Estos experimentos se realizaron con el fin de buscar otra actividad biolégica de
Spirulina conjunta con su actividad hepatoprotectora. También, para identificar un. posible
mecanismo de accidn de Spirulina in vivo Retomando la informacién dada en la
introduccion de éste trabajo sobre la toxicidad det CCl;, los microsomas es el sitio donde
se producen una gran cantidad de radicales que oxidan los lipidos, por lo que se

identificaron algunos productos de la lipoperoxidacion, en estos organelos: en s fase de

37



iniciacion y en la fase de terminacion de la lipoperoxidacién como los diencs conjugados vy

sustancias reactivas al acido tiobarbitirico respectivamente.

Los resultados se muestran en la tabla XiIf donde se observa que en &f grupo DNC, la
absorbancia se incrementa 48.5% con respecto a su control DN vy 64.4% con respecto a
DSC. Los microsomas de higados de ratas alimentadas con Spirufina DS y sin CCly

mostraron menor oxidacion que los de las ratas alimentadas sin el alga.

TABLA Xlli
DIENOS CONJUGADOS EN LOS LIPIDOS MICROSOMALES DE RATAS
DESPUES DE 96 h DE POSTRATAMIENTO

GRUPO DN DS DNC DSC

Densidad dptica

AA 205 nm 165 080 245 149
Espectro de UV de 190-320 nm
Valores representativos corregide por mg de muestra analizada
DN= Dieta normal, DNC= Dieta normal con CCls,
DS= Dieta con Spirufina DSC=Dieta con Spirufina CCla

En la tabla XIV también se observa la actividad antioxidante de Spirufina, en la que la
concentracion de SRATB en los grupos DS y DSC muestra diferencias significativas contra
sus controles (DN y DNC} y en el grupo DNC se observa un incremento de 28%, con
respecto a DSC en la concentracién de sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico

(SRATB).
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TABLA XIV
EFECTO DE Spirulina maxima SOBRE LOS VALORES DE SRATB,
EN LIPIDOS MICROSOMALES A LAS 36 h DE TRATAMIENTO

GRUPO DN DS DNC DSC
1g SRATB/ g higado 12 27+3.31  1205+1.99 14 25+010* 10.93+1 41

Valores que representan media *+ SD, n=5

*Diferencia significativa con respecto a DN, p<0 .05
DN= Dieta normal, DNC= Dieta normat con CCls,
DS=Dieta con Spirulina DSC=Dieta con Spirufina CCls

Estos resultados comprueban la actividad téxica del CCly, como lo han reportado
algunos autores (84, 93), pero principalmente se observa la actividad antioxidante de

Spirulina maxima administrada por via oral a las 96 h postratamiento con CCl,

VII.2.2 Valoracion de lipoproteinas en suero
En la tabla XV se observa que en el grupo DSC &l contenido de lipoproteinas no fue
modificado por el tratamiento con CCl, ya que se mantuvieron en los porcentajes
observados en las ratas no tratadas con CCl;, mientras que el grupo DNC mostré
elevacién de 17.8% en las lipoproteinas de muy baja densidad (LMBD) con respecto a
DSC y una disminucion de 16 6% en las lipoproteinas de alta densidad (LAD)
TABLA XV

EFECTO DE Spirulina maxima SOBRE LOS VALORES DE
LIPOPROTEINAS EN SUERO

Tratamiento Dieta 1LAD ¢ LBD ¢ LMBD <

sin CCly DN 34 4+4.1 124462 48.1+4.1
DS 43.3+56* 13.5+0.8 43.9+5.4

conCCl,  DNC 33.8+65  7.4311° 572+47.0"
DSC  408+7.2* 13.3+0.9  45.8+7.0

e % de lipoproteina con la media + SD, n=5

*Diferencia esfadistica significativa en cada una de las lipoproteinas con respeclo al tratamiento

LAD: Lipoproteinas de alta densidad LBD: Lipoproteinas de baja densidad LMBD: Lipoproteinas de muy baja
densidad
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En cuanto a las lipoproteinas del grupo de ratas DSC se mantienen en sus niveles
normales o basales a pesar de haber sufrido el desafio con CCly, es decir en el grupo
alimentado con Spirulina maxima no se vio afectado el balance y proporcién de las
lipoproteinas plasmaticas, esto implica que Spirufina puede estar previniendo el dafo
micresomal y por lo tanto evitando el dafo a la sintesis de proteinas y/o atenuando la

lipoperoxidacién de las membranas.

VIl.3 EVALUACION IN VIVO DE Spirulina maxima ANTE UN HEPATOTOXICO A UNA
DOSIS SUBLETAL (2 mL/kg peso)

Vil1.3.1 Tiempo maximo de dafio hepatico

Con base en experimentos anteriores, en donde se cbservd que una sola dosis de
CCls {1 miJkg de peso, via intraperitoneal) tiene su maximo efecto a las 96 h (114, 115),
se decidié disminuir el iempo de experimentacién, con el fin de ahorrar materia prima vy
disminuir las diferencias debidas a l1a variabflidad bioldgica, por lo cual se administré CCly
en una sola dosis de 2 mbL/kg de peso via intraperitoneal Por lo que se evalud con
respecto al tiempo el daifio hepatico por la medicion de las aspartato amino transferasas
{AST), donde el mayor dafio celular estuvo entre las 24 v 48 h, en el cual se cbtuvo un

promedio de 1.039 + 55 Ul de AST.

Vil.3.2 Datio hepatico y actividad de Spirulina maxima
En la tabla XV se observa que los valores que corresponden a la AST de ratas Wistar,
con y sin Spirulina, a las 0, 24 y 48 h sin el tratamiento con CC, difieren significativamente

{p< 0.01) con respecto a las ratas tratadas con CCly
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No obstante, entre los grupos DNC y DSC Unicamente se observé diferencia significativa
a las 48 h con un incremento de 35% en los animales que no recibieron Spirufina. En este
modelo se observé que los TAG incrementaron significativamente a las 48 h después de la

intoxicacion con CCli, con un incremento de 82% con base en el promedio de los demas

grupos.

TABLA Xvi

EFECTO DE Spirulina SOBRE LAS CONCENTRACIONES DE AST Y TAG EN SUERO DE
RATA TRATADAS CON CCl, (2 mL/kg de peso) Y ALIMENTADAS CON Spirulina maxima

GRUPO Ul de AST/dL TAG mg/dL
Dt\gho 93+24 87 +15
DS 0 115 + 25 88+ 18
DN 24 70 +15 63 + 15
DS 24 80 + 15 68 + 20
DNC 24 1,444 + 250" 51+6
DSC 24 1,720 + 470" 65 + 12
DN 48 52+9 75+ 20
DS 48 56+5 64 + 14
DNC 48 2,367+ 200" 133+ 15
DSC 48 1,292 + 470" 97 + 10

Valores expresados en Ul de asparate aminofransferasa (AST) y mgfdL Triacilgliceroles (TAG) + desviacidn estandar
n=5, p<0 05 ** Diferencia altamente significativa con respecto a los demds grupoes sin tratamiento con el hepatotéxico.
los recuadros sembreados identifican las diferencias significativas entre los grupos ONC y DSC 2 las 48 h
DN= Dieta normal. DNC= Dieta normal con CCl,y . DS= Dieta con Spirutina DSC= Dieta con Spirufina CCls

En Ia tabla XVIl se muestra la concentracién de lipidos del extracto lipidico de higado.
La cantidad de LT se incrementd significativamente en todos fos grupos que fueron
tratados con CCl; con respecto a los niveles basales. En lo que se refiere a los TAG, se
observa el desarrcllo de higado graso en ambos grupos tratados con CCly a las 24 (DNC v
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DSC) aumentd un 75.2%, promedio, con respecto a los valores de los grupos control (DN
y DS a las 0y 24 h). La diferencia mas significativa con respecto a la dieta se observé a
las 48 h en el grupo DSC, donde hay una diferencia de 49.8% con respecto a DNC 48 h, lo

cual implica que Spirulina tiene su rriéximo e_'fecto a las 48 h postratamiento.

También se obserQa que la concentracién de acidos grasos no esterificados (AGNE)
se encuentra mas elevada en el grupo DNC 48 que los del grupo DSC 48, esta
concentracion de acidos grasos no esterificados podra estar incrementada por la sintesis
hepatica o por una disminucion de la p-oxidacion come lo han propueste algunos autores
(83, 91,

TABLA XViI

ANALISIS DE LiPIDOS DE HiGADO DE RATAS TRATADAS
CON CCl, (2 mL/kg de peso) Y ALIMENTADAS CON Spirufina

GRUPO LT mg/g TAG mglg AGNE mg/g pg TBARS/g CTmglg
alimentado
DN O 49+2 08+02 0.07+0 03 16402 12+02

DS 0 4646 1.0+0.4 013+005 15+02 12404
DN 24 36+7  08+04 ND 16402 10405
DS 24 37+#6 07402 ND 17403 11401
DNC 24 53+8  6£8+24™ 024+01* 188+06  08+02
DSC 24  69+10* 74+13* 006+004 203+02 10403
DN 48 4145 12403  002:001 15+026  09+04
DS 48  50+2 15406  022+0.07* 1804 14403
DNC48 7047 [57+16"™ 061202~ 55+02~ |14+05
DSC 48  66+11* |28+10*  027+01* 2405 15+04

DN= Dieta normal, DNC= Dieta normal y tratado con CCly,
DS=Dieta con Spirufina. DSC=Dieta con Spirulina tratado con CCly alas 0 24y 48 h
LTlipidos totales, TAG: triacilgliceroles, CT: colesterol total, AGNE: acidos grasos no esterificados
SRATB: representa a los productos estables de lipoperoxidacion
Los valores representan la media + desviacidn estandrar, n=5.
*significativo y ** altamente significativo con respecto a sus controles p<0.05.
Los recuadros identifican la diferencia significativa entre los grupos DNC y DSC a las 48 h en cuanto a TAG
AGNE y SRATB.
ND: no detectados
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En la tabla XVili se presentan los acidos grasos hepaticos los cuales fueron identificados
par cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) de cada uno de
los grupos experimenfafes. En esta tabla se observa principalmente que en todos los grupos
se encuentran en mayor proporcion los siguientes acidos grasos: El acido palmitico (16:0), el
estedrico (18:0) y el oleico {18:1). En los grupos alimentados con Spirufina se ohservé una
mayor concentracién de Aacidos grases poliinsaturados, especialmente el acido linoleico
{18:2); ademés, se detecta que atenua ligeramente la concentracion de los acidos grasos
saturados. Todos los grupos tratados con CCls presentaron compuestos diferentes de los

acidos grasos, de los cuzales se identificaron sus pesos moleculares.

Este Ultimo estudio donde se incrementé la dosis a 2 ml/kg de peso, se observd
que Spirulina protegié o evitd el cimulo de los triacilgliceroles en un 48% a las 48 h
postratamiento, péro si s& compara con [os primeros estudios realizados y mencionados
en los antecedentes, donde se utiliza 1 ml/kg peso, la proteccion que ejerce Spirulina

fue de 78.6% a las 96 h postratamiento (114)
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TABLA Xvill

E\_IALUACI()N CUALITATIVA Y PORCENTUAL DE LOS ACIDOS GRASQOS DE
HIGADOS DE RATAS ALIMENTADAS CON Spirulina maximaY TRATADAS CON CCl,

GRUPO % Ac. grasos % Ac. grasos % Otros

alimentade saturados insaturados compuestes
16:0 290 16:1 84

DNO 18:0 518 18:1 82 ND

20:4 26 .

DSo 16:0 248 18:1 493 ND
18:0 23.8 18.2 2.1

DNC 24 16:0 400 18:1 180 18-29
18:0 18.5

DSC 24 16:0 451 18:1 6.0 486
18:0 25.6 18:2 18.7

DN 48 16:0 322 20:4 87 ND
18:0 61.3

DS 48 16:0 19.8 20:4 20.2 ND
18.0 59.0 221 1.6
16:0 4556 181 204 54

DNC 48 18:0 250
20:0 4.4
16:0 526 12:1 22 ND
18:0 14.0 18:1 234

DSC 48 19:0 026 18:2 5.3

22:0 027 183 0.31
24:0 0.78 20:1 1.2
21 024
20:4 0.49

ND: No determinada
CN= Dieta normal, DNC= Dieta normal y tratado con CCla
DS=Dieta con Spirufina DSC=Dieta con Spirufina tratado con CCly alas 0 24y 48 h
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VIL.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE UN EXTRACTO POLAR DE Spirulina maxima EN UN
MODELO IN VITRO
El liofilizade obtenido de la extraccion con (H;O/EtCH, 9:1 viv) (Diagrama 3) se

evalué in vitro: En hepatocitos y en un sistema pro-oxidante.

Vii.4.1 Curso temporal de la produccion de SRATB en hepatocitos aislados.

Ei curso temporal de la produccion de lipoperdxidos por hepatocitos incubados en
presencia de glucosa {48.75 mM) mostrd un incremento hasta fos 60 min de 14%, para
posteriormente disminuir a los 120 min (Figura 1). Los hepatocitos incubados en
presencia de Spirulina (250 pg/mL) mostraron una menor concentracion de lipoperoxidos

a los 30 min; sin embargo, dicha diferencia no fue observada en los tiempos posteriores.

) ") glucosa
8 - +} giucosa e/Spiruline
-\~ basal

SRATB (ng x10" ¥mL
o
}

0 I | T ] l
0 30 60 a0 120

tiempo (min)

Figura 1. Efecto de Spirulina (extracto L) sobre el curso temporal (30, 60 y 120 min de incubacion a 37°C) de la
produccién de lipoperéxides en hepatocitos aislados e incubados con glucosa (48.7 mM). El frazo superior {circulos
abiertos) corresponde a hepatocitos incubados en ausencia de Spiruling mientras que el trazo inferior {cuadros
corresponde a los valores obtenidos en presencia de Spiruiina (250 pg/mL)
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El curso temporal de el cimulo de lipoperéxidos por los hepatocitos incubades en
presencia de etanol (48 75 mM) mostré inicialmente valores mas altos que fos obtenidos
en presencia de glucesa (Figura 2), pero no fueron diferentes por la presencia de
Spirulina. No obstante, a los 80 min |as diferencias entre ambos grupos fueren
significativas incrementandose 47% sin Spirufina, aunque a los 120 min desaparecio

dicha diferencia, lo cual indica que el méaximo efecto se encuentra a los 60 min

4~ etanol
18 -~k etanol /Spirulina
-~ pasal
15 -
-
£
D 12
*
2 9 -
&
& 6
[{3]
3 ]
A
0 | | z : i

0 30 60 90 120

tiempo (min)

Figura 2 Efecto de Spirudina (extracto L) sobre el curso temporal de la produccion de lipoperbxidos en hepalocitos
aislados e incubados con etanol. El trazo superor {circulos cerrados) corresponde a hepatocitos incubados en
ausencia de Spinufina. mientras que el trazo inferior {cuadros cerrados) corresponde a los valores obtenidos en
presencia de Spirulina. Los resultados corresponden con una concentracion final de 250 ug/mL de Spiruling.

46



VIl 4.2 Dependencia de la concentracién de Spirulina maxima (extracto L) sobre 1a
produccion de TBARS en hepatocitos aislados.

Se observa una tendencia a disminuir las SRATE inversamente proporcional a la
concentracion de Spirufina con y sin etanol, pero se ohserva especialmente en los
hepatocitos tratados con etanol: si se compara la méxima dosis 500 pg contra 125 y 250
ug de Spirufina el decremento en SRATB es de 62 5% y 25.3% respectivamente, lo cual
indica la actividad antioxidante de éste extracto es méas potente dependiendo de la

concentracién

10 4 '

9 - 1 sfetanol
Vi) etanol

8 =y basal

SRATE (ngx10"YmL
[e)]
|

TR

[an}

125 250 375 500
Lg de Spiruiina

Figura 3. Dependencia de la concentracidn de Spiruling {extracto L) sobre 1a produccién de lipoperdxidos como SRATB
en hepatocites aislados e incubados sin etanol (barra abiera) o con etanol 487 mM (barra cerrada) a los 60 min
tratados con Spirutina con tres diferentes dosis (125, 250 y 500 ngfmL)
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Vil 4.3 Valoracion del efecto antioxidante de Spirujina en un sistema pro-oxidante.
En la tabla XIX se observan los valores de concentracion de los SRATB en los cuales
fue significativamente mayor en ausencia de Spirulina para los tres grupos, es decir hay

mayor lipoperoxidacion

TABLA XIX

EFECTO DE Spirulina SOBRE LA FORMACION
DE TBARS EN UN SISTEMA PRO-OXIDANTE®

ANTIOXIDANTE SRATB {ug/mL)

Sin antioxidante 188.0+21.0

BHT 176+ 20"
Vitamina E ° 579+ 16™
Extracto de Spirufina 669+ 05*

2 H:0./FeClz (19mM/43mM), como sustrate oxidable: Aceite de makz, incubados durante 1 h en bafio Maria.
BHT=2,6-di-ter-butil-3-metilfenol (113 mM). "Acetato de Tacoferol (0.28 M), Extracto (L) de Spiruling 0 015%.
Valores de sustancias reactivas con al ATB representados como media + SD ug matondialdehido MDA, n=6
**denota un valor de p< 0 01 con una diferencia altamente significativa.

Se observa que Spirulina previene 66.3% de la lipoperoxidacién, la vitamina E
protegié un 70 6%, y el BHT protegid un 90 6%, por tanto el antioxidante mas potente fue
el antioxidante quimico (BHT), pero se observa claramente que Spirulina tiene un poder

antioxidante semejante a la vitamina E.
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VI, 5 SEPARACION E IDENTIFICACION PARCIAL DE EXTRACTOS DE Spirulina
maxima BIOLOGICAMENTE ACTIVOS

5.1 Cuantificacién del contenido quimico proximal del residuo desengrasado (A)

con (CHCI3/MeOH 3:1,viv).

En la siguiente tabla se dan los valores correspondientes al contenido de
macronutrientes: la proteina se ve incrementada con respecto a la proteina original de
Spirulina entera (Tabla 1), debido a que se ha concentrado por la extraccion de la fraccidon
organica.

TABLA XX

ANALISIS PROXIMAL DEL EXTRACTO
DESENGRASADO (A)

%
base seca
Proteina cruda 637

Cenizas 104
Fibra cruda 1.0
Carbohidratos 249

Vil 5.2 Separacion de lipidos del extracto (O) (CHCI:/MeOH 3:1, viv)

Identificacion de acidos grasos

Del extracto crudo CHCls/MeOH se obtuvo 14 5% del total de Spirulina A continuacion
se presenta los valores de la determinacion de acidos grasos del extracto organico

derivatizado (O) (Tabla XXI}.
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TABLA XX)

ACIDOS GRASOS OBTENIDOS DE LA FRACCION (O) DE Spirulina

tr acidos grasos nomenclatura  PM  abundancia (%)
14.5 palmitoleico B 268 132
14.8 palmitico 16:0 270 66 2
16.9 linolénico 18:3 292 62
17.1 linoleico 18:2 204 111
17.4 estearico 18:0 208 1.3
199 araquidonico 20:4 318 22

63% de los lipidos son acidos grasos identificados por medio de la derivatizacién directa del extracto crudo (O) por medic
de CG-EM tr: tiempo de retencién PM: peso molecular

Vil 5.3 Extraccién polar de Spirvlina maxima (fraccion L, Diagrama 2).

Vil 5.3.1 La fraccién (L) tuvo un rendimiento promedio de 20 2 %. y en ia tabla XXl se

muestran los valores del andlisis proximal.

TABLA XXII

ANALISIS PROXIMAL DE LA FRACCION LIOFILIZADA (L)

% base seca

Proteina

Extracto CHCl3/MeOH
Cenizas

Fibra Cruda
Carbohidratos

365
49
256
09
321

En este extracto L se observa que a pesar de haber sido extraide con HxO/EtOH (9:1

viv), aun se encuentra una fraccién orgénica o clorofdrmica ésto es debido a que este

sistema de disolventes arrastra pigmentos y/o compuestos que tienen esa polaridad. El

contenido de cenizas y carbohidratos, se observa que es mas alto con respecto a Spirtilina

entera {Tabla 1), debido a que se concentraron sus componentes polares.
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Vil.5.2.2 E! liofilizado se traté con acetona/metanol 7:3 (viv), a la fraccién obtenida se

le realizé un barrido UV-VIS, como se observa en la figura 4.

412

Absorbancia [Zl
0350
449
669
475
532 608
270 790nm
Absorbancia 0 -
0045 666
/\ 575 610 fkﬁ
350 790nm

Figura 4. Panel A, especiro UV-VIS de 270 a 790 (metanol) de la extraccion acetona/metanol 7:3 (v/v). EI f-caroteno (448 y
475 nm); la clorofila 'a’.el espectro obtenido concuerda con los picos méaximos estan en 409-429 y 660-669 y otros en 531,
570-577 y 610 (126) Panel B estandar de clorofila ‘a’ realizado en las mismas condicines
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VIi 5.2.3 Separacion por peso molecular de proteinas del extracto L.

Al separar el exiracte polar por medio de la columna ya mencionada en Ia
metodologia, se obtuvieron 52 tubos de 3.5 mL, a los cuales se les midié la absorbancia a
280 nm, longitud de onda donde comtinmente se detecta la presencia de proteinas, como

se observa en la figura 5

5
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Fraccién de elucién

Figura 5 Lecturas a 280 nm de los viales recuperados en la elucidn del extracto polar liofilizado L
Concentrado PA: fracciones de elucién del 11-19

Concentrado PB: fraccies de elucion det 20-27

Concentrado PC:fracciones de elusién del 28-32

Concentrado PD: fraccienes de elusion 33-39

Se recuperaron y se concentraron 4 fracciones, marcandolas con las siguientes
etiquetas PA, PB, PC, PD de acuerdo a la aborbancia medida, a las cuales se les identificd

su peso molecular por medio de una electroforesis en gel de acrilamida.

En esta figura se puede identificar que la mayor concentracion de proteinas se

encuentra en las fracciones PA y PC observandose un maximo de 4.5 de absorbancia.
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Gel electroféretico No.1

carlt 3 & 6 7 8 9. 10
muestra a) PA PB b) PC a) PD

a) extracto H2O/EIOH 9:1 (viv) -
b) marcador de peso molecular de 36-205 KDa
PA, PB, PC, PD: corresponden a los concentrados de las fracclones obtenidas en la columna

B |
Y3 5 g7 . 8 9-10]

L
|
|

ke

Figura, 7 Electroforesis correspondiente a las fracciones recolectadas en Ja columna En el carril 10 se observa que la
mwestra, esta semipurificada correspondiendo a un peso molecular 66kDa.

Gel electroforético No. 2

caril 4 : 8 10
muestra Fraccién extraccién extraccion
desengrasada (A) HO/EtOH (L) HO/EtOH (L)
concentrada diluida
o 10
. i '——-.nf
= =
B |BE
| - S
T
! it =
: — [0 ]
' ! =
: E e
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Figura. 8 Electroforesis comrespondiente a la fraccion desengrasada (A) y al extracto licfilizado (L). En este gel inicamente
se comparan dos fracciones, donde el extracto (L) tiene las mismas proteinas de mayor peso molecular comprendidas en la
fraccitn (A
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VIIl. DISCUSION

V1.1 ACTIVIDAD DE 1.OS EXTRACTOS Ay O DE LA Spirulina maxima
Las expectativas del efecto protector de Spirulina sobre el desarrollo de higado graso se

observaron in vivo, tanto con fa fraccién organica (O) como con la desengrasada (A).

Las variaciones significativas encontradas en los valores de lipidos totales vy
triacilgliceroles hepaticos en el grupo DNC con respecto a su control DN, demostraron que
la dosis utilizada de CCly (1 mL/kg peso en una dosis) provocod higado graso, lo cual

concuerda con los resultados obtenidos por otros investigadores (58)

En los grupos alimentados con cada una de las fracciones obtenidas de Spirulina vy
tratados con CCly (DOC y DAC), se observd que en ambas fracciones (A y O) hubo efecto
hepatoprotector, mostrado especificamente en la concentraciéon de LT y TAG hepaticos, 1o
cual implica que los compuestos hepatoprotectores de Spirufina se encuentran en ambas
fraccicnes ya que el incremento que se observa en DNC con respecto a DOC y DAC en
cuanto a triacilgliceroles es de 63.7% y 855% respectivamente, si estos resultados se
compararn con los obtenidos donde la diferencia fue de 80% cuando se administrd Spirufina
con respecte al grupo unicamente tratado con CCly (115), estos incrementos en ambos
experimentos implica una actividad posiblemente sinérgica o bien se podria pensar que la
mayor actividad se encuentra en la fraccidén desengrasada (A) de Spirulina, es decir su
actividad se ve mas concentrada La actividad en la fraccién organica (O} se cbserva un
efecto representativo, en todos los lipidos, especialmente en el incremento de la

concentracién de fosfolipidos hepaticos en el grupo DO y DOC, quizd pueda deberse a la
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riqueza de acidos grasos que contiene Spirufina, los cuales podrian estimular la sintesis de

fosfolipidos e incorporarse a la membrana.

Se ha encontrado efecto hepatoprotector en un extracto heptandico, de una leguminosa
oriental que conliene esteroides y antraquinonas (11). En otros estudiocs se encontrd
actividad antioxidante en un extracto metandlico derivado de un residuo desengrasado con
éter etilico de Spirulina maxima, y se atribuyé el efecto al B-caroteno (75). Por lo anterior, el
efecto hepatoprotector del extracto apolar (O) utilizadeo en el presente estudio quizd pueda
deberse a sus carotenoides, vitamina E, algunos acidos grasos como el linolénico o
algunos fitoesteroles (17, 56).

Por ofra parte, se ha mostrado que la ficocianina, una proteina (125) de Spirufina
platensis, tiene efecto hepatoprotector cuando se administra por via intraperitoneal (12}
Esta proteina esta presente en Ia 8. maxima, por lo que se podria pensar que. el efecto
hepatoprotector de la fraccion desengrasada (A) se debio esta. Ademas se ha demostrado
que Spirufina maxima contiene proteinas con alta concentracién de grupos sulfhidrilo, asi
como glutation y glutatidn reductasa (96). Gitler et al ha sugerido que la proteina con alto
contenido de cisteinas (—SH) es capaz de regenerar al glutation oxidado celular {GSSG),
como se muestra en la siguiente reaccion (50):
proteina-SH + GSSG (glutation oxidado)-—--->proteina-S-SG + GSH {glutatién reducido).
Ademas, Ciccolli demostré que al administrar GSH, disminuyen los triacilgliceroles en
higade en ratas intoxicadas con CCly (168). También, se ha demostrado que los
aminodacidos v péptidos con grupos sulfhidrilo (-SH) tienen un efecto antioxidante (74). Con
base en lo referido, se podria especular que el efecto hepatoprotector de {a fraccion {(A)

pueda deberse a su proteina.
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Los efectos bioquimicos y quimicos que se han podido observar a lo largo de las
determinaciones han sido significativamente diferentes con respecto a sus confroles; es

decir, se ha comprobado que ambas fracciones presentan efectos hepatoprotectores.

En general, los organelos celulares mas dafjados por la intoxicacién son los
microsomas, donde se encuentran un gran numero de enzimas que metabolizan las drogas
y/o téxicos, por lo que es el bIanc;o para detectar compuestos de iniciacion y de terminacién
de la oxidacion (49, 82, 83) En las tablas Xlll y XIV se puede apreciar tanto la toxicidad del
CCls, como la activida_\d'antioxﬁdante de Spirulina maxima in vivo impidi'é'ndo la formacién de
dienos conjugados y productos finales de lipoperoxidacién, que pueden ser debidos a un
efecto sinérgico de antioxidantes que contiene Spirulina destacando los carotencides,
Vitamina E y selenio. Asi como la participacidon de los aminoacidos azufrados y tampoco se

descarta la actividad del acido linolénico en el metabolismo de los lipidos

Por la riqgueza nutrimental que contiene Spirulina maxima (Tablas 1-ViIl) y la actividad
bioldgica que ha demostrado en este trabajo se podria pensar que es capaz de atenuar los
daros producidos por el CCly, conservando las fipoproteinas séricas en los niveles basales
cuando hay dafic inducido por CCl, Los resulfados obtenidos indican que la sintesis
acelerada de triacilgliceroles es inhibida por Spirulina, la cual se refleja en un aumento en la
produccion de LAD y una disminucién en las LMBD, mientras que los niveles de LMBD en
el grupo DNC aumentaron un 1875%. Entre los dafios bioquimicos causados por la
intoxicacion por CCly, reportados por otros autores, se encuentra la pérdida de la capacidad
del higado para la formacion y excrecion de las lipoproteinas LMBD (33, 48) lo cual

concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo.
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lama la atencidon, ya que Spirulina contiene una gran riqueza de Acidos grasos
poliinsaturados y en particular el linolénico de gran importancia en el metabolismos como
ya se ha mencionado antes (18, 126); ademas, es importante destacar que la rata no

sintetiza acido linolénico el cual aparece en los lipidos de higados (44)

VIl 2 ACTIVIDAD DEL EXTRACTO POLAR (L) DE Spirulina maxima

Las reacciones de los compuestos organicos con el oxigeno atmosférico son
importantes en los sistemas quimicos, la respiracion y la combustion son Ios; mas
conocidos, pero un proceso menos espectacular nos conduce a una degradacién por otro
tipo de oxidacién, muchos de estos procesos ocurren de manera espontinea, es decir
como autooxidante y otras veces por un agente externo (8). Durante el curso de este
trabajo se ha confirmado [a actividad antioxidante de Spirulina maxima, por eso, utilizando
una fraccién polar de Spirufina en un modelo in vitro, empleando hepatocitos, se ha podido
detectar nuevamente la actividad antioxidante, pero en éste se utilizd como un sustrato
toxico metabolizable y con idea de extrapolar a lo que sucede in vivo el efecto de Spirulina
Los hepatocitos, como células capaces de defenderse de los agentes externos, han
manifestado junto con Spirulina maxima, impedir el dafio causado por el etanol, el cual
genera radicales libres que se autopropagan formando sustancias estables que reaccionan
con SRATB. Los resultados que presenta la tabla XX, donde se observa el efecto del
etanol, manifiestan que Spirulina atenua ligeramente la lipoperoxidacién, lo que concuerda

con la menor preduccion de dienos conjugados mostrados en el modelo in vivo.

Ofros autores han probado extractos de plantas en las que se ha cbservado un efecto
protector en extractos polares, los autores sugieren que el efecto puede deberse a algunas

quinonas yfo a oligosacaridos que poseen las hojas de algunas plantas (57, 111).
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Entonces, fa respuesta antioxidante podria deberse a algunos polisacaridos (134, 136), una
quinona, una proteina o algun péptido o bien a algun terpenc (130). Los resultados indican
que su actividad puede deberse a compuestos en la S. maxima, que tiehen un peso
molecular pequefio, de tal forma que al entrar a ia célula la protejan del ataque oxidante, o
bien, compuestos que por su poder antioxidante protegen la membrana citoplasmica, sin
entrar a ésta, atrapando radicales libres que provocan la lipoperoxidacion. También, algin
polisacarido que se uniera a Ja membrana y fuer_a capaz de disparar una respuesta de
proteccion, como se ha demostrado con un extracto acuoso de Spirulina platensis, llamado
Calcium Spirulan, el cual contiene carbohidratos, proteina y cailcio, (54) También se ha
demostrado que los carbohidratos protegen del ataque viral in vitro, en particular inhibiendo

ta replicacion del HIV-l (134, 136) y la ficocianina como hepatoprotector (12)

El efecto de Spirulina es semejante al de la vitamina E, en las mismas condiciones
experimentales, ya que tiene la capacidad de detener las reacciones finales de oxidacion

en un sistema pro-oxidante (82)

VIIL3 SEPARACION E IDENTIFICACION QUIMICA DE EXTRACTOS DE Spirulina
maxima
Analisis proximal del residuo desengrasado con CHCI;/MeQH {A)

Este extracto fue caracterizado mediante un anaiisis proximal y por medio de un
fraccionamiento y analizado por CG-EM, en el cual el contenido de proteinas del extracto
{A) es 6 11% mayor gue la proteina de Spirulina entera (133); como se esperaba, todos los

parametros incrementaron, pero el de proteina fue mayor. Esto indica que el rendimiento de
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proteinas Unicamente fue mds alto por la concentracion del extracto al haber eliminado los

lipidos.

Separacion de lipidos del extracto (O)

La extraccién en Soxhlet con CHClL/MeOH (3:1, viv) es un sistema apropiado para
material biologico, el cual tiene la ventaja de que los lipidos se obtienen en su totalidad
(lipidos polares y no polares), pero con la desventaja de que los disclventes son muy
toxicos. El producto (O} se conservo seco, libre de disolventes vy en atmosfera de N,, para

utilizarlo en los estudios biologicos y quimicos.

Las extracciones que se realizaron posteriormente se efectuaron empleando acetona al

100%, la cual es menos agresiva que el sistema anterior (cfr. Anexo 1)

Se lograron identificar los acidos grasos de este extracto, los cuales aparentemente
contienen un mayor porcentaje de acidos grasos saturados que lo reportado por ofros
autores (56, 97). En los resultados gue se obtuvieron, se muestra en el presente trabajo en
la tabla XXI, donde se observa que la mayoria de los acidos grasos se encuentran dentro
del intervalo de concentracion reportado, excepto el acido palmitico, el cual difiere un
21.09% vy el linolénico 1 46% del limite inferior de lo reportado por Hudson (86). Asi mismo,
ta proporcién de acidos grasos saturados e insaturados también fue mayor a la reportada,
{Tabla V). Ello puede deberse a que la diferencia en el contenido de nutrientes, vy, en
particular de acidos grasos esta influenciada por el tipo de cosecha, afio y estacion que fue
colectada esta alga (17), o bien al método que usé Hudson para identificar los acidos
grasos de Spirufina, cromatografia en capa fina (CCF), el cual no es un método cuantitativo
optimo
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Vitl.4 ANALISIS DEL EXTRACTO POLAR L (H,O/EtOH 9:1, viv)

Al determinar el contenido proximal de este extracto se encontrd que contiene 40.6%
menos de proteina que el extracto (A), pero en el gel se observé que la mayoria de las
proteinas que se encuentran en la fraccién (A} son las mismas en el extracto (L), pero en
menor concentracion; es decir, la proteina soluble fue extraida con H,O/EtOH (9:1, viv),
esta proteina comun podria ser la responsable de la actividad antioxidante in vive en
Spirufina entera y en la desengrasada e in vifro en el extracto {L). Con este experimento se

puede decir que es posible que las proteinas de las fracciones (A) y (L) estan presentes en

el proceso de antioxidacién tanto in vivo como in vifro

También se observd en el examen proximal un 60.9% mas de cenizas que en el
extracto (A), ésto implica una gran cantidad de minerales, los cuales podrian tener actividad

antioxidante o incrementar la actividad antioxidante de! sistema endégeno de la célula.

En lo que se refiere a los pigmentos encontrados en el espectro de absorcion UV-VIS
se pudieron identificar carotenoides y clorofila {figura 4 y tabla XXIl): con base en los
estandares de pigmentos y compuestos coloridos (109), hay concordancia en cuanto
menos 2 méaximos de absorcién tipicos, lo cual se propone que entre los pigmentos
contenidos en el extracto (L) se encuentra el B-caroteno (449 y 475 nm); en cuanto a la
clorofila ‘a’ el espectro obtenido concuerda con los picos maximos estan en 409-429 y 660-

669 y otros en 531 y 570-577 (137) y con el estandar realizado en el labeoratorio.

Por otro lado se ha encontrado en espectros de absorcion VIS las longitudes de onda a

las cuales se absorben las proteinas unidas a su pigmento como: ficobiliproteinas
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(ficocianina 610-620, ficoeritorcianina 540-570 y alloficocianina 650-655), complejo
ficocianina-aloficocianina 662-668, conjugado en 666 (125), los espectros realizados en
este trabajo coinciden ademas con éstas longitudes de onda y con el tipo de espectro de la

aloficocianina.
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IX. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

IX. 1 CONCLUSIONES

Las conclusiones de esta investigacion pueden considerarse en dos vertientes, las

bioquimicas y las quimicas:

IX.1.1Bioquimicas

1.

El extracto oleoso y la fraccion desengrasada ejercen un efecto hepatoprotector in vivo
ante el desafio con CCls (1. mLKkg de peso) ya que no hay incremento de

triacilgliceroles y lipidos totales en higado.

El extractc oleoso y la fraccion desengrasada atenuan, in vive, la elevacion de

triacilgliceroles plasmaticos con el tratamiento con CCls (1 ml/kg de peso).

La fraccion oleosa {Q), la fraccién desengrasada (A), y la Spiruiina entera tienen un

efecto antioxidante in vivo con el mismo tratamiento (CCls 1 mL/kg de peso).

La Spirulina maxima modera el transporte de lipidos, manteniendo a los niveles
normales las concentraciones de lipoproteinas cuando el higado ha sido dafiado con

CCly
La Spirufina maxima atenta el dafio hepatico ante una dosis de CCl, de 2 mL/Kg peso,

atenuando la elevacion de las aminotransferasas y de triacilgliceroles hepdticos, es

decir observandose un efecto hepatoprotector
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El extracto H.O/EtCH de la Spirulina conserva el efecto antioxidante observadb con fa
Spirulina entera. La evaluacién in vitro del efecto antioxidante puede ser util para el

seguimiento de los principios activos.

La fraccién polar extraida con HaO/EtOH (9:1, viv) tiene un efecto in vitro antioxidante
dependiente de la dosis y dependiente del tiempo, de igual manera se observa este
efecto cuando se trata ante un sistema pro-oxidante. El efecto antioxidante fue simitar,

en intensidad, al de la vitamina E.

Con base a lo demostrado en este trabajo, el efecto antioxidante y hepatoprotector de
la Spirulina maxima podra deberse al efecto de algunas de sus proteinas, vitaminas, a

sus pigmentos y/o a sus acidos grasos.

IX.1.2 Quimicas

1.

El extracto CHCly/MeOH (O) contiene gran proporcién de acidos grasos, los cuales se
identificaron individualmente Los mas abundantes son: el acido palmitico (16:0), 66%,;
el palmitoleico (16:1}, 13.2%, el linoleico {(18:2), 11%, el linolénico (18:3), 6 2% y el

araquidénico 2.2%.

En la fraccién desengrasada (A) se encontré un alto contenido de proteinas,

principaimente.

En el extracto liofilizado polar se encontraron compuestos con alto contenido de

cenizas y proteinas. Se identifico el peso molecular de una de ellas alrededor de 66
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kDa, la cual ha side parciaimente purificada. Esta proteina parece ser la mas

abundante del extracto.

IX.2 PERSPECTIVAS

1.

Estudios in vivo de la fraccién liofiizada (L) de la Spirufina maxima; es necesario la
extraccién de la fraccidn (L) a partir de la materia prima con el fin de ser probada en

un modelo de higado graso

. Pruebas bioquimicas sobre los posibles mecanismos de accion de la Spirulina

maxima en el desarrollo del higado graso, tales como enzimas marcadoras de la

sintesis de acidos grasos y triacilgliceroles.

Estudio biodirigido de los cuatro tipos de compuestos encontrados en la fraccion

acetoénica de Spirulina maxima.

Estudio comparative tanto del poder antioxidante y hepatoprotector de S. maximay S

platensis como propiedades quimicas

Con base en la riqueza quimica y la actividad biolégica de Spirulina maxima, es
necesaric hacer hincapié en el aspecto nutrimental. Por ejemplo el indice de
mortalidad por kwasiorkor y marasmo fue disminuido en Africa por la ingestion de
Spirutina platensis (47) En Mexico, 26% de la poblacion infantift muere por
desnutricién, encontrandose en 7° lugar de mortalidad. Por otra parte, el 2° lugar de

mortalidad {14 .43%) en personas entre 35 y 54 afios, es debido a enfermedades
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hepaticas, donde mas de la mitad de éstas mueren por alcoholismo, por lo gue una

alternativa para estos dos grandes problemas es el consumo de Spirufina.

introducir en México el consumo de Spirulina seria un protector de dario hepatico por
el alto consumo de fructosa, por ejemplo en bebidas azucaradas, ademas, se
encuentra el problema de importacién de fructosa, lo cual si es grave, ya que México
es el primer pais productor y consumidor de refrescos, luego entonces es de esperar
un mayor consumo de fructosa en estas bebidas, lo cual implica un gran dafio a la

sajud
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Abstract

The aim of the present work wis 10 assess if the feeding of cither the oil extract of Spiruling maxima or of its
defatied fraction would prevent fatty liver development, induced in rats by a single intraperitoneal dose of carbon
tetrachloride (CCly). Liver and serum lipids were evaluated 4 days after treatment with this agent. Concentration of
liver lipids did not differ in rats fed on a purificd dict either without or with one of the fractions of Spiruiina, except
for total cholesterol, which showed a slight increase in the group receiving the oil extract of Spiruling. However. after
CCl, treatment, liver totat lipids and triacy iglycerels were significantly lower in fats fed on a dict containing any
fraction of Spirutina (defatted or the oil fraction) than in rats without Spirwfing in their diet. Furthermore, the
increased liver chelesterol values. induced by CCly treatment, were not observed in rats recciving Spirufina. In
addition,, rats recciving whole Spiruling in their dict and treated only with the vehicle showed an increase in the
percentage of HDL values The changes in VLDE and LDL induced by CCl, treatment were not observed in the
whole Spirufine group  Furthermore, afier CCl, treatment the values of the liver microsomal thigbarbituric
acid-reactive substances were lower in the whole Spiruding group than in the control group. These results support the
potential hepatoprotective role of Spirnding © 1999 Elsevier Science Ircland Ltd  All rights reserved

Keywaords: Spiruling maxima; Fatty liver; Carbon tetrachloride; Triacylglycerol; Cholesterod

1. Introduction

Spirulina maxime is a cyanobacterium belong-
ing to the Oscillatoriaccae family which grows
* Corresponding author E-mail: majo@servidor unam mx commonly in alkaling waters (Cifersi, 1983) This
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cyanobacterium grows naturally in Texcoco lake
in Mexico and is consumecd by humans, in gen-
eral as a food supplement.

Toxicological studies of scveral Spirulina spe-
cies have not revealed any toxic effect during
and after different acute, chronic and reproduc-
tive tests (Yoshino et al, 1980; Krishnakumari
et al, 1982; Chamorro et al, 1983; Chamorro
and Salazar, 1990; Chamorro ct al. 1996;
Salazar ¢t at, 1996)

It has been reported that Spiruling sp. reduce
body weight in obese humans (Becker et al,
1986) as well as their total cholesterol plasma
levels (Iwata ¢t al, 1990). Furthermore Spir-
uling maxima has been shown to decrease vascu-
lar tone of aortic rings from rats fed on a
normal purified dict (Paredes-Carbajal et al,
1997} as well as preventing the devclopment of
fatyy liver induced by a fructose-rich punfied
diet (Gonzilez De Rivera et al. 1993), or by
carbon tetrachloride treatment (Torres-Duran ct
al. 1998)

As a first attempt to clucidate the mechanisms
by which Spiruling maxima prevents fatty liver
induced by carbon tetrachloride. in this study
the effects of two fractions of Spirulina (the oil
fraction and its residual defatted fraction) on
hepatic and serum lipids were evaluated. In ad-
dition, the effccts of the whole Spirwling on the
percentage of the different kinds of serum lipo-
proteins and the hepatic content of thiobarbi-
turic acid-reactive  substances (TBARS) were
cvaluated.

2. Materials and methods

21 Reagents

Al reagents and chemicals used were of ana-
Iytical grade. except corn oil and corn starch.
which were commercial products for culinary
use The rest of the dict components were from
Sigma (St Louis, MO), Glucose and organic
solvents were from Merck (Mexico)

The spray-dricd powder of Spirulina maxima
(herbarium NSBC no. 12584, authenticated by
CM Gonzilez National School of Biologicul
Sciences) used in these cxperiments was a gener-

3

ous gift from Spirutina Mexicana, SA. de CV
{Mexico). h

The oil extract of Spirulina was obtained us-
ing a Soxhlet extractor and a chloroform—
methanol  mixture (31, v} for 24 h.
Throughout the procedure special care was
taken to avoid light exposure in order to pre-
serve the Spirulina constituents. Removal of the
solvent mixture was initiated in a vacuum ro-
tavapor and thereafter completed by the use of
a nitrogen stream at 50°C (yield, 15%). The re-
maining Spirufina (defatted) extract was dried
and pulverized

The whole or defatted Spirudina powder, as
well as the oil extract, were mixed to homogene-
ity with the rest of the respective diet ingredi-
ents

22 Animals and dicts

In a first serics of experiments, designed to
idemify the active substances of Spirulina by
means of their solubility propertics, 30 male
Wistar rats, weighing 190-250 g (bred in the
animal care and breeding unit of the School of
Medicine, UNAM; Mexico City). were randomly
allocated to one of threc groups (groups A, D
and Q) of I0 rats Each group was fed on one
of the purified diets (shown in Table 1):

Group A Control Purified dict, without

Spiruling extract

Group D Experimental Purified dict, with de-
fatted Spirudina (5%)
extract

Group O Experimental Purified diet, with an
oil extract equivalent
to 5% Spiruling

The diets were prepared according to the guide-
lines recommended by the American Institute of
Nutrition (Bieri et al. [977) and they were ad-
Justed to have the same protein, carbohydrate
and lipid content (Table 1) Animals were
housed by lots of two or threc in a room with
controlled temperature {20-235°C) and light ex-
posure (07:00-19:00 h) Water was supplied ad
libitwm. and the amount of diel provided was 20
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Table |

Dict compesition
Ingredients® (%) Diets

A (control) D (defatted) Q (oil) S (whole)

Cascin 200 17.0 200 170
Corn starch 70 50 70 50
Corn oil : 50 50 43 50
Cellulose 30 30 30 30
Yitamin mixtuse 10 10 10 i o
Mineral mixture 35 35 35 35
Methionine 03 03 03 03
Choline ¢hloride 0z 02 02 02
Glucose 60.0 600 60.0 600
Spiruling maxima ' -

Defatted — 50 —_ -

Qi extract — — 07 s

Dried wholc —_ — — 50

4 Composition of dicts A, D, O and § was adjusted to the same content of protein, carbohydrate, and oil (total lipids of Spirufina
maxima were 15%, c_siimalcd contents of defatted Spiruling were 60 and 40% for protein and carbohydrate respectively)

g/day per rat After an acclimatization period of 5
days, during which each group was fed on its
respective diet, the animals were treated with a
single intraperitoncal injection of either carbon
tetrachloride {AC, DC and OC groups: 1.0 ml/kg
body weight, diluted 1:2 with corn oil as vehicle,)
or an equivalent volume of the vehicie {groups A,
D and O). These latter groups were included in
order to determine if diets could produce some
effects on hepatic and serum lipid levels.

In a sccond scrics of experiments, designed to
cvaluate the effects of the whole Spiruling on
serum lipoproteins distribution and its antioxi-
dant properties in fatty liver. two groups of 10
rats cach were fed on a purified diet with addition
or not of 5% whole Spirudina (diets § and A, in
Table 1) for 5 days, and thercaflter treated with
cither CCly (groups SC and AC) or vchicle
(groups S and A)

On the fourth day after the intraperitoneal in-
jection all animals were starved for 12 h and
thercalter  anesthetized with  diethylether. and
killed by cervical disiocation. The serum was sep-
arated by blood centrifugation, and stored at
- 78°C. Fresh serum was used for lipoprotein
analysis Livers were excised, weighed and stored

6%

al = 78°C until lipid analyses were performed
2.3 Preparation of the liver lipid extracts

. Total lipids were extracted with chloroform—
methanol (3:1, vfv) by a modified version of
Folch’s method. For liver samples, 1 g of tissue
was homogenized in 4 vol of 005 M phosphate
buffer, pH 7.2. Then the pH was adjusted to 60
by the addition of 2 N HCI solution and this
suspension was extracted three times with 4 vol
each of a chloroform~methanol mixture (3:1, v/
v) The extract was washed with 10 ml of water.
the organic fraction was evaporated under a ni-
trogen stream, then weighed (for total lipids), and
stored at — 78°C until cholesterol and triacylglyc-
erols analyses were performed.

24. Analytical methods

Serum and liver concentrations of cholesterol
or triacylglycerols were measured using commer-
cial enzymatic—-colorimetric kits {rom Lakeside,
Mexico (CHOD-PAP and GPO-PAP, respee-
tively) Total tiver lipids were measured
gravimetrically
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Table 2
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Effects of Spinwlina on changes induced by carbon tetruchloride on liver lipids

Treatment Group  Totat lipids {mgfg. wet

Total trincylglycerols (mg/g. wet

Total cholesterel (mg/g wet

weight) weight) weight)
Without CCl, A BTx26 1304047 089£020
jud 3B8L22 1034027 1174049
o] 432419 1194019 1784037
With CCl, AC 500 +46* 2904 105% 19240640
pC 6.2 136" 0.49 30.20* ** 0454 0.14* +*
oC MY 425 13340100 0.56 £ 008" **

Animals reeciving purified diets, A {control). D (5% defatted Spirulina), or O (oil extract cquivabent to 5% Spiruding) were treated
with™ a-single dose of vehicle (groups A D and Q) or carbon tetrachloride (groups AC. DC and OC}. Values are cxpressed as

mean £ 5.0 of n=135

* Significantly dilTerent from corresponding value of group A; or ** significantly different from the corresponding value of group

AC
25 Lipoprotein analysis

Aliquots of 5 pul from cach fresh serum sample
were used to cstimate the percentage of the scrum
lipoproteins. The electrophoretic separation of
lipoproteins was performed on a Ciba-Corning
T-790 clinical ¢lectrophoresis unit, equipped with
a densitometer. Percentage determination of each
lipoprotein was performed at 520 nm

2.6. Lipid peroxidation

This was measurcd by determining microsomal
liver TBARS as reported by Recknagel and
Ghoshal (1966}

2 7. Suatistical analysis

Results were evaluated by analysis of vartance
(ANOVA) and Duncan’s test wsing SPSS soft-
warc. A P value less than 005 was considered
significant.

3. Results and discussion

Livers from rats of groups D or O (experimen-
tal-purificd dict, with either 5% defatted Spiruding
extract or the oil extract equivalent to 5% Spir-
ulina. and treated with vehicle) showed no differ-

ences in lipid concentrations relutive to livers

from rats of group A (Tablc 2). except that Hvers
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from group O contained higher levels of total
cholesterol than those of group A Treatment with
carbon tetrachloride increased the levels of total
lipids, total triacylglycerols and total cholesterol
only in rats from group AC Whereas animals fed
on cither defatted Spiruling extract or on the oil
extract of Spirulina (groups DC and-OC, respec-
tively) showed either no changes (total lipids) or
cven a reduction (total triacylglycerols and total
cholestercl) in the concentration of liver lipids.
The former results are in agreement with those
from previous reports indicating that total choles-
terol and triacylglycerols are increased in carbon
tetrachloride-induced fatty liver (Seakins and
Robinson, 1963; Torres-Durian et al, [998)

Rats fed on a purified diet with or without one
of the fractions of Spirulina and receiving only the
vehigle (ie rats from group A, D or O, Table 3),
showed only minor differences in serum total
cholesterol levels. On the other hand, total triacyl-
glycerols were only increased in serum from rats
fed on a diet supplemented with defatted Spirulina
(group D). These data are in kne with those
observed previously with whole Spirufing (Torres-
Durdn ct al, 1998)

On the other hand. the increased serum levels
of triacylglycerols, induced by carbon tetrachlo-
ride ‘administration, were not modified by any
fraction of Spirufina (groups AC, DC or OC). It is
possible that changes in blood lipids would re-
quirc a longer time period or a larger dose of
Spiruling to become manifest.
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Table 3

Effects of Spirsling maxima on changes induced by carbon tetrachloride on scrum lipids

Treatment Group Total triacylglycerols (mg/dl) Total cholesterol (mg/dl)
Without CCl, A 311498 630154

D 1688 + 58 6* 80198

o 607 240 $65+94
With CCJ, AC 101 £ 40,4+ 784113.8

DC 115 6.0 136155

ocC 1038 +239* 7984136

Animals receiving purified dicts, A (control). D (5% defatted Spizuling or O (oil extract cquivalent 10 5% Spirulina), were treated
with a single dosc of vehicle {groups A D and Q) or carben tetrachleride (groups AC DC and QC). Values are expressed as

mean+3D. of =5
* Significantly different from corresponding value of group A

It has been suggested that carbon tetrachloride
administration induces an increased synthesis of
fatty acids, as well as a decreased release of
hepatic lipoproteins (Maling ct al, 1962; Scakins
and Robinson, 1963; Pencil ¢t al, 1984; Glende
“and Recknagel, 1991) In preliminary experi-
ments, the qualitative determination of lipo-
proteins showed that secrurn HDL values of rats
fed on a dict containing whole Spirulina (group S}
were higher than those observed in group A
(Table 4) Furthermore, both the increase of
scrum VLDL and the decrcase of scrum LDL
percentages induced by carbon tetrachloride ad-
ministration (group AC)} were prevented by the
inclusion of whole Spiruling maxima in the
purified diet {group SC).

So far the results of the present study show that

Table 4
Effects of Spirwling smaxime on changes induced by carbon
tetrachloride in the pereentage of serum lipoproteins in the rat

dictary Spiruling maxima is able to prevent the
changes induced by carbon tetrachloride on liver
lipids. Since the hepatotoxic effect of carbon te-
trachloride is related to frec radical generation
(Glende and Recknagel. 1991; Gonzdlez Padrén
ct al, 1993), it is rcasonable to assume that the
potentizl hepatoprotective role of Spirufina max-
ima may be associated with its antioxidant con-
stituents, such as selenium, chlorophyll, cdrotene,
y-linolenic acid, and vitamins E and C (Kay,
1991) In order to test this hypothesis, TBARS
were determined o liver microsomal lipids from
rats fed on the purified diet supplemented or not
with whole Spiruflina maxima (Table 5). The re-
sults of these experiments showed no differences
in TBARS values between groups treated with
vehicle (groups A and S). However. while carbon
tetrachloride administration induced a significant

Table $
Effeet of Spirufing maxima on microsomal TBARS valucs

Treatent  Group HDL LDL YLDL
Without A M4+£41% 124462 481141
cql,
5 433456 135508 439154

With CCl, AC 338165
s5C 408+£72

Tax11* 572470%
133409 4581717

Animals receiving purified dicts. A (control), S (§% whole
Spirufina ). were treated with o single dose of vehicle {groups A
and 8) or carbon tetrachloride (groups AC and §C) Values
are expressed as mean £ S D ol nw 5

* Significantly different from cach other for the same kind of
lipoprotein ufler the sume treatment

Y0

Treatment Group TBARS (ugfg liver wet weight)
Withowt CCly A 12274331

S 1205 £ 199
With CCl, AC 1425+ 0,10

sC 10934141

TBARS, thiobarbituric acid reactive substanees. Animals re-
ceiving putified dicts, A {control}, § (5% whole Spirufing),
were treated with a single dose of vehick {groups A und 8) or
carbon tetrachloride {groups AC. wd SC) Values ure ex-
pressed as mean £ S.D, ofn =35

* Significontly ditferent from corresponding value of proup
AC
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increase on TBARS values in group AC, this
increase was not observed in rats receiving the
purified diet supplemented with whole Spiruling
{group SC). In a previous report (Mitchell et al,
1988) it was observed that the basal levels of
TBARS were lower in rats fed on a purified diet
than in rats fed on a Spirulina-supplemented diet
Nevertheless, in that study Spiruling was em-
ployed as a protein source (18%) instead of casein.
Since in the experiments reported herein the ex-
perimental design is different, further studies are
required to confirm the above hypothesis.

4. Conclusions

The addition of defatted Spirulina maxima ex-
tract (5%) to the purified diet did not modify liver
lipid concentrations in animals that received only
the vehicle In contrast, an increase in the liver
cholesterol concentration was observed in the
group fed on a diet supplemented with the oil
extract of Spirulina maximea. On the other hand,
the increase of liver triacylglycerol and cholesterol
concendrations, induced by carbon tetrachloride
treatment, was not only prevented but triacylglyc-
erols and cholesterol decreased by the inclusion of
any of the fractions of Spirulina maxima in the
purified diet

Except in group D, treated with vehicle (ic A
vs I3, no differences were observed in serum total
cholesterol or triacylglycerel concentrations be-
tween groups receiving the same treatment (cither
with or without CCl,)

Since the hepatoprotective effect of Spiruling
muxima was obscrved with either the defatted or
the oil extract, it may be assumed that both
fractions contain active substances for this effect

The fact that serum lipoprotein changes in-
duced by carbon tetrachloride were prevented by
the inclusion of whole Spirufling maxima in the
diet suggests that either their hepatic synthesis is
not affected or that its peripheral metabolism is
preserved This hypothesis would explain the
lower accumulation of fatty acids in rat livers in
rats receiving Spirufina in their diet Furthermore,
the lower liver values of lipoperoxide products
found in the whole Spirulina group, as compared

H

PV Torres-Durdn et al. [Journal of Ethnopharmacology 64 (1999) 141147

to those without Spiruling, suggest an antioxidant
role of the Spirulina constituents, and could ex-
plain the attenuation of the hepatotoxic effect of
carbon tetrachloride

Taken together, the resuits described above
support the potential hepatoprotective role of
Spiruling maxima
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ANEXO i

PURIFICACION DE COMPUESTOS DEL EXTRACTO ACETONICO (C) (Diagrama 5)

Extraccién con Acetona al 100%.

Se realizd con acetona al 100% y posteriormente se subfracciond con una mezcla de
hexano/benceno/metanolfagua 25:25:40:10 (v/v), obteniéndose dos extractos principales, el
hexano/benceno {C1) y el metanolfagua (C2).

Al extracto hexanolbencéno (C1), se le realizé un espectro en la region de! visible 450-
790 nm. El extracto crudo fue derivatizado con MeOH/H.SO, (82) vy se inyectaron al CG-EM
para identificar acidos grasos

Ademas se cromatografid en placas de silica gel con hexano/acetona/etancl/benceno
(74:23:2.5:0.5, vV}, con el fin de lograr la mejor separacion en las siguientes columnas:
Columna 1. Esta columna de 80 ecm de longitud por 3.5 cm de didmetro interno, fue
empacada con silica gel G860 Como fase mévil se usaron varios sistemas de disolventes,
con los que se establecid un gradiente de polaridad. La muestra (292 mg del extracto
hexano/benceno) se eluyd con 300 mL de hexano 100% y 100 mL de cada uno de los
siguientes disolventes: hexano/benceno (8:2 y 5:5 vv), henceno 100%, benceno/acetona
(8:2 y 5:5 vlv), acetona100%, acetonaletanol (8:2 y 5:5 viv), etanol 100%, etanolfacido
acético (8:2 y 5:5 vlv) y acido acético 100%. Las fracciones de elucién se colectaron en 5
viales de 100 mL cada uno y 59 tubos de 20 mL. Alicuotas de cada una de las fracciones
se cromatografiaron para identificar las fracciones con mayor pureza Posteriormente, las
fracciones de elucion se evaporaron a sequedad bajo corriente de N,

Columna Ii. En esta columna de 12 ¢m de longitud por 2 cm de diametro interno, también
se utilizéd silica gel G60 como fase estacionaria. Se colocaron 284 mg de las 5 primeros

viales obtenidos de la columna |, los cuales fueron separados con 350 mbL de cada sistema
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de disolventes: hexano 100 % y hexanofacetona (98:2, 95:5 y 5:5 viv). Se obtuvo el
rendimiento de las muestras puras, de las cuales se identificd el tipo de compuestos
contenidos en ellas por medio de absorcién de infrarrojo (IR} y por espectrometria de
masas (EM).

DIAGRAMA 5

DIAGRAMA DE BLOQUES DE LA SEPARACION FRACCIONADA
DE LA Spirulina maxima

Spirulina maxima

Acetona 100 %

A 4

Extracto acetonico

(C)

PN

Extracto metanol/agua
Extracto hexano/benceno (c.2)

(C.1)

hexano/benceno/metanolfagua
25:25:40:10 (viv)
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RESULTADOS
4.2.1 Separacién de la subfracciéon hexano/benceno {C1)

Del extracto aceténico se obtuvo un rendimiento de 8.88%, del cual se obtuve C1 con

un rendimiento de 89 5% y 7.95% de la Spirulina entera.

El espectro en la region del visible (450-780 nm) (Fig. 7) concuerda con los de la

clorofila ‘a’ ya que el pico caracteristico de ésta esta a 669 nm

absorbancia 30

669

450 790nm

Fig. 7 Espectro de absorcién de 450 a 790 nm

Se identificaron los siguientes acidos grasos identificados: 16:0, 64.7%; 16:1, 17.2%;
18:0, 0.9%; 18:2, 7 2%, 18:3, 8 7% y 16:3, 1 3%

En la cromatografia en placas de silica gel con el mencicnado sistema de disolventes,
se mostré gue existen al menos 13 compuestos, lo cual ayudo a la purificacion parcial de
algunos compuestos con Rfs bien definidos.

Columna ). La separacién, por CCF, de las fracciones de elucién continua de esta
columna, mostré que el extracto contiene alrededor de 30 compuestos diferentes. No
obstante en las primeras 5 fracciones de elucidn se detectaron compuestos con mayor

pureza.
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Columna Il. Bespués de separar por CCF las diferentes fracciones de elucion obtenidas,
se pudieron identificar cuatro fracciones con compuestos aparentemente puros. En la tabla
XXIV resume los picos principales de UV-VIS y EM de ios espectros de los compuestos con
Rf1, sz, Rf3 Y Rfs.

TABLA XXV

RESUMEN DE LOS ESPECTROS DE ABSORCION DE LOS COMPUESTOS
IDENTIFICADOS

Compuesto * Uv-vis EM CG-EM
Rf y Rendimiento™* |3 cromoforo | IM PB y otfros M PB y otros
Rfy: 0867 (0.19%),[|242- |[C=C 446 |57 69 125 cadena {292 |55,69
fotosensible, 310 Cc=0 alquilica, C=C 680 (125
amarillo
Rfs: 0.667 (0.03%) 1294 C=C 663 | 149 fenilcetonas 279 | 149 fenilcetonas
Verde claro 420 43, 57 alquilos, C=C 43, 57 alquilos,
C=C
Rfy: 0.383 (0.14%)|294 Cc=C 522 |57,43,71,85,97, |[-- -
incoloro 245 C=C
Rf4:0.300 (0.14%) |297 C=C 506 |(57,43,71,85,97 e -
incoloro alquilo
245,345, C=C

*Muestras sin derivatizar ** Rendimiento obtenido a partir del 100% de Spirulina entera
IM: i6n molecular PB: pico base

Los espectros de EM1, EM2, EM3 y EM4 (correspondientes a los 4 compuestos
anteriores) reflejan gue proceden de compuestos impuros. Posiblemente sean una mezcla
de isdmeros, que por sus caracteristicas de polaridad y quimicas semejantes, tienen un
mismo Rf.

Rfy: 0.867.-Con base en los resultados de CG-EM y EM, probablemente el compuesto sea
un hidrocarburo con dobles ligaduras de cadena larga y de alto peso molecular.
Rf;: 0.667: E! pico de 149 es tipico de un ftalato, pero para que éste fuera, deberia de

aparecer otro en 167, el cual no se encontrd Por lo anterior, se podria sugerir que es una
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mezcla de compuestos de naturaleza de fenil cetonas y con cadena alquilica y dobles
ligaduras.

Rfs: 0.383: En este Rf se encuentran compuestos alquilicos con dobles ligaduras, de alto
peso molecutar. Unicamente a este compuesto se le realizé IR, en el cual se obtuvieron las
siguientes bandas: en 2,927 con saturaciones y metilos; en 2,854 5 alquilicos saturados; en
2,955.7 alquilicos insaturados; en 1,650 doble ligadura conjugada; en 1,150 doble ligadura
terminal, en 1,210 de poca intensidad, corresponde a alquilo ramificado isopropil o terbutil,
IMB 6 con sobretono: vinilo y en 17017 v 1734 carbonilo y éster, posiblemente éster
conjugado. Por tanto, el compueste podria ser un éster de naturaleza alquilica, conjugado,
con ramificaciones esterificado a otra cadena alquilica, ya que el peso molecular, 522,
obtenido en EM fue muy alto.

Rf;: 0.300: Por el tipo de espéctro en EM, parecen ser compuestos de naturaleza

semejante al compuesto Rf;

DISCUSION

La extraccidon con acetona 100% es menos fuerte que el sistema CHCl:/MeOH vy daiia
menos el producto Los lipidos contenidos en este extracto (C) se encuentran el extracto
CHCIla/MeOH (O) confirmado por medio de CCF Con la diferencia de que el porcentaje de
recuperacion o rendimiento, fueron diferentes

Del extracto hexanofbenceno se logréd identificar una clorofila, ya que el pico
caracteristico de las clorofilas a y b esta entre 642 y 680, en particular la detectada fue el
pico tipico de la clorofila a con un maxime de 669, el cual se compard con un estandar
puro, se ha logrado identificar en algunas cianobacterias, pero en la Spirufina maxima no se

habia identifcado.
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En las  subsecuentes  extracciones del  extracto  aceténico con
hexanoibencenofmetano!lagua se esperaba encontrar lipidos apolares en la fraccion C1y
pigmentos y glicolipidos en la fraccion C2, como los encontrados por Kataoka (56)

El extracto C1 dié un rendimiento de 87% del extracto ceténico, el porcentaje de 4cidos
grasos que contiene es muy parecido a los extractos (O) CHCL/MeOH vy del ceténico (C)
que de él proviene, ademés de una gran cantidad de pigmentos, ya que las columnas
cromatograficas revelan la gran variedad de éstos durante la extraccion. Los
cromatogramas realizados después de las separaciones sucesivas mostraron cuatro
manchas nitidas, como muestran sus Rfs en los cromatogramas. Con estas muestras, al
ser extraidas principalmente con Hx, esperaria compuestos apolares: como la mancha con
Rf; de 0867, que con base al espectro UV se observan picos donde absorbe dobles
ligaduras y carbonilos, el espectro de masas nos revela una mezcla de hidrocarburos de
cadena larga como las ceras; éstas suelen correr casi con el frente del disolvente (Hx) (esto
se observa en productos naturales fotosintéticos, 126).

El compuesto con Rf 0687, los MS v GLC-MS mostraron picos caracteristicos de
fenilcetonas de alto peso molecular.

Los dos siguientes compuestos, con Rf 0.383 y 0 300 parecen ser el mismo tipo de
compuestos, como lo reflejan los espectros de masas; estos podrian referirse a acidos

grasos esterificados a otra cadena alquilica ramificada, insaturada, de alto peso molecular.

CONCLUSIONES

En el extracto Hx/Bz se identificaron acidos grasos y la clorofila a En este mismo
extracto se aislaron 4 compuestos que tienen de caracteristica: alquilica tal como alguna
cera, el segundo ftalato o fenil cetona y los dos Ultimos compuestos de naturateza alquilica,

con uniones ésteres y con dobles ligaduras.
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