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1.

Introduccion

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la prevalencia de
diabetes en el afio 2000 fue de 171, 000,000 cifra que se incrementara a 366,
000,000 de personas afectadas para el 2030 (76). Se estima que el 9% de las
muertes en el mundo son provocadas por diabetes (4). Una de las principales
preocupaciones asociadas con la diabetes es el desarrollo de las
complicaciones micro- y macrovasculares, que contribuyen enormemente a la
morbilidad y mortalidad relacionada con esta enfermedad. En México, la DM en
el 2005 fue la causa de mas de 67,000 defunciones, lo que representa el
13.6% de todas las muertes registradas por la SSA (68). Los factores de riesgo
asociados a la DM son: obesidad y sobrepeso, herencia, dieta, estrés mental y
sedentarismo. Son 3 los pilares fundamentales para el tratamiento de la DM: la
dieta, el ejercicio y el uso de farmacos (insulina y agentes hipoglucemiantes
orales). Cada uno de estos componentes interacciona con los otros al grado de
gue no se puede modificar uno sin afectar a los otros dos. Debido a la compleja
interaccion entre los multiples genes susceptibles y entre los factores genéticos
y ambientales que intervienen en el desarrollo de la diabetes, el analisis de
esta enfermedad es dificil, los modelos animales de diabetes son muy Uutiles y
ofrecen multiples ventajas en la investigacion (62). La induccion de la DM se ha
logrado por medio de diversas técnicas experimentales incluyendo los agentes

quimicos, como la estreptozotocina (STZ) (26, 56, 66).

Existen cada vez mas pruebas de que el estrés oxidativo (EOx) tiene un
influencia importante en las complicaciones de la DM (44). La oxidacion de
carbohidratos puede dar lugar a la formacion de moléculas capaces de
reaccionar con los grupos carbonilo de las proteinas. La glucosa una vez
oxidada por los RL producidos por los metales de transicion, puede combinarse

con los grupos carbonilo de las proteinas (61).




Las células han desarrollado mecanismos por los cuales contrarrestar la acciéon
nociva de las especies oxidantes, basado en un sistema complejo de defensas
AOx. La tercera linea de defensa son las vitaminas AOx A, C y E. Estas
vitaminas donan un atomo de hidrogeno (He¢) a los radicales intermedios
formados por la interaccion de las especies de oxigeno reactivo (EOR) con las
biomoléculas. Los radicales de vitamina C y E formados se estabilizan por

resonancia; no propagan el dafio por radicales y son recicladas (11).

Existen varias vias para explicar la patogénesis de las complicaciones de la
diabetes. Estas vias incluyen la glicacion (no enzimatica y autoxidativa),
alteraciones de la via del sorbitol, alteraciones de los sistemas AOXx, dafio tisular
producido por procesos de isquemia reperfusion, procesos inflamatorios vy
alteraciones del metabolismo (11).

La medicina tradicional mexicana ha ofrecido una gran cantidad de “remedios”,
para una gran cantidad de enfermedades, entre ellas la diabetes. Parece irénico
que en estos tiempos con los avances tecnoldgicos y la revolucion en el disefio
de farmacos, la ciencia vuelva la mirada a la herbolaria y a los productos
naturales. Uno de estos casos es la Spirulina (Sp), la cual ha sido usada desde

hace muchos siglos como alimento por animales y algunas poblaciones (17).

La Sp es uno de los organismos mas antiguos en el planeta. Era consumida por
dos civilizaciones, separadas por cientos de afios y miles de kilébmetros,
incluyéndola como parte importante de su dieta. Turpin la aislo por primera vez.
Posteriormente cobro mas atencion por otras instituciones y paises entre ellos
México, iniciAndose asi la investigacion de sus propiedades. Actualmente se
sabe que la Sp pertenece a la familia Oscillatoriaceae, ademas de que contiene
una gran cantidad de nutrientes y que no es toxica para el consumo de
animales y humanos. Es una de las formas de vida mas antiguas que se

desarrollan en aguas alcalinas de lagos volcanicos sobre la tierra, por los
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altimos 3'500 millones de afios aproximadamente (40). La Sp tiene un
crecimiento 6ptimo en aguas saladas, pero son muy pocas las especies que
crecen en el mar por el bajo contenido de carbonatos. Estudios a corto,
mediano o largo plazo en animales de laboratorio demuestran que no produce
efectos indeseables (17). La Sp es y ha sido empleada como fuente de
colorantes y aditivos en las industrias farmacéuticas y alimentaria (17). Se
reportan “buenos resultados” en atletas alimentados diariamente con Sp.
Ademas de resultados favorables en estudios en nifios o infantes desnutridos
(18).

Se ha encontrado que la Sp tiene accién hipocolesterolémica en ratas y
humanos (57, 59), disminuye el riesgo de cancer, modifica la flora intestinal,
perdida de peso, ayuda en casos de desnutricion, presenta actividad
antitumoral ademas de prevenir la formacion de higado graso en ratones y ratas
(59).

Reportes previos muestran que un extracto de Sp tiene un efecto antioxidante
inhibiendo la peroxidacion de lipidos microsomales (72, 73). La ficocianina
presente en la Sp, es la responsable de su actividad antioxidante y
antiinflamatoria, la ficocianina es estructuralmente similar a la bilirrubina.
Estudios toxicologicos y nutricionales han demostrados que es adecuada para
el uso como complemento alimenticio. Ademas, estudios previos realizados por
el laboratorio muestran que en ratas, S. maxima previene el desarrollo de
higado graso inducido por una dieta rica en fructosa por una dosis i.p. de

tetracloruro de carbono (59).




2. OBJETIVOS
OBJETIVOS GENERALES
Caracterizar el efecto de la Spirulina maxima sobre la diabetes inducida en
ratas

OBJETIVOS PARTICULARES
1) Determinar el efecto antihiperglicemiante de la Spirulina sobre la
Diabetes inducida.

2) Determinar el efecto de la Spirulina sobre los lipidos plasmaticos en

ratas diabéticas.

3) Caracterizar el efecto de la Spirulina sobre los lipidos hepaticos en ratas
diabéticas.

4) Evaluar en plasma y en higado los efectos antioxidantes de la Spirulina

sobre la diabetes inducida por estreptozotocina.



3. HIPOTESIS
La Spirulina maxima atenua la hiperglucemia, ejercera efectos hipolipemiantes
y reducira el dafio del estrés oxidativo causado por la diabetes mellitus

inducida por estreptozotocina.



4. ANTECEDENTES
4.1. Diabetes mellitus
4.1.1. Definicion
El termino diabetes proviene del griego di1a-BATng que significa: dia-, a través
de; y bétes, correr; se refiere a la denominacion de diversos trastornos

caracterizados por produccion excesiva de orina (23).

La DM es el desorden endocrino mas comun en la practica clinica (4, 30). La
diabetes es una enfermedad sistémica, cronico-degenerativa de caracter
heterogéneo, con grados variables de predisposicion hereditaria y con
participacion de diversos factores ambientales, y que se caracteriza por
hiperglucemia crénica debido a la deficiencia en la producciéon o accion de la
insulina, lo que afecta al metabolismo intermedio de los carbohidratos,

proteinas y lipidos (49).

4.1.2. Epidemiologia. La diabetes en México
En México la DM es mas frecuente en mujeres (55%) que en varones (45%).
Desde hace 5 anos es la principal causa de muertes en mujeres y la segunda

en varones (59).

La Encuesta Nacional de Salud (ENSA) 2006 detecté una prevalencia de 7%
en adultos mayores de 20 afios observandose un incremento en individuos
mayores a 50 anos. Entre sujetos de 50 a 59 afnos se detectd una incidencia de
13.5% y a partir de la sexta década es de 19.2% siendo mayor en mujeres
(21.3%) que en hombres (16.8%). Ademas, se ha sugerido que el 30% de los

diabéticos ignoran tener la enfermedad.

En México, la DM en el 2005 fue la causa de mas de 67,000 defunciones, lo
que representa el 13.6% de todas las muertes registradas por la Secretaria de

Salud en ese afio, superando por poco a los infartos (53,188 defunciones,




10.8%), siendo cuatro veces superior a los accidentes de transito (15,742
defunciones, 3.2%) (67). La DM es la principal causa de mortalidad en edad

productiva (15 a 64 afios) y en la edad postproductiva (68).

4.1.3. Clasificacion
De acuerdo a la NOM-015-SSA2-1994 la diabetes se clasifica de la siguiente
forma con fines de diagnostico y tratamiento (49):

4.1.3.1. Diabetes Tipo 1
Es el tipo de diabetes en la cual hay una destruccion de las células beta del

pancreas, con deficiencia absoluta de insulina.

4.1.3.2. Diabetes Tipo 2

Es el tipo de diabetes en la cual hay capacidad residual de secrecion de
insulina, pero sus niveles no superan la resistencia a la insulina, insuficiencia
relativa de secrecion de la insulina o cuando coexiste ambas posibilidades y

aparece la hiperglucemia.

4.1.3.3. Otros tipos especificos
Causadas por un defecto genético en células B-pancreaticas; enfermedades
pancreaticas, resistencia a la insulina determinada genéticamente; por efecto

hormonales; inducida quimicamente (27) o por infecciones (49).

4.1.3.4. Diabetes gestacional
Consiste en la presencia de altos niveles de glucosa en sangre en cualquier

momento del embarazo, en una persona que no tenga diabetes (8).

4.1.4. Factores de riesgo
Un factor de riesgo es un atributo o exposicion de una persona, una poblacion

o el medio, que estan asociados a la probabilidad de ocurrencia de un evento




(49). A continuacién se describen los principales factores de riesgos asociados

con la DM:

41.4.1. Sobrepeso y obesidad
El incremento del tejido adiposo esta asociado al incremento de la liberacion
rapida de insulina y la reduccion de la sensibilidad a la hormona, lo que origina

resistencia a la insulina.

4.1.4.2. Herencia

Parece que la susceptibilidad a la diabetes tipo 1 es hereditaria (11). Esta
predisposicion genética se relaciona con ciertos genes ubicados en el brazo
corto del cromosoma 6, y con el principal antigeno de histocompatibilidad
(HLA), en particular DR3 (59). No se ha encontrado un patrén hereditario
coherente en diabetes tipo 2 (DMT2), pero se sabe por ejemplo que el
hermano de un paciente con diabetes presenta un 10% de probabilidad de

desarrollar diabetes a los 50 anos.

4.1.4.3. Dieta

Los acidos grasos provenientes de la dieta pueden afectar la resistencia a la
insulina independientemente de la obesidad, aunque el mecanismo no esta
aun claro. Se piensa que los efectos de los acidos grasos de la dieta es
mediada a través de la composicién de los acidos grasos de la membrana. Se
ha mostrado que la composicion de fosfolipidos en las membranas del
musculo esquelético esta directamente relacionada a la sensibilidad a la
insulina en humanos. Un perfil especifico de acidos grasos puede influenciar la
accion de la insulina a través de varios mecanismos potenciales, incluyendo
alteraciones en la unién o afinidad del receptor de insulina e influencia en la
permeabilidad a iones y senalizacion celular (35). Algunos estudios muestran
que una dieta, en un periodo de 3 meses, alta en grasas saturadas (18% de

energia) disminuye la sensibilidad a la insulina comparada con una dieta alta
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en grasas monosaturadas (21% de energia) (75). Diferencias genéticas en la
actividad enzimatica pueden afectar la sensibilidad y composicién de acidos
grasos. Las recomendaciones de la dieta para prevenir y manejar la DMT2
podrian enfocarse mas en la calidad de las grasas y carbohidratos en la dieta

que en la cantidad solamente, ademas del balance energético total (35).

4.1.4.4. Estrés mental

El estrés mental provoca alteraciones crénicas en la concentracién de cortisol.
La elevacion frecuente de esta hormona favorece el desarrollo de la obesidad
(57).

4.1.4.5. Sedentarismo

La inactividad fisica o sedentarismo ademas del consumo elevado de dietas
ricas en carbohidratos y grasas induce facilmente al sobrepeso y si no se
controla, a la obesidad. La relacion entre la obesidad y el sedentarismo se
puede explicar de la siguiente forma: el incremento en la ingesta calérica, por
comer durante el periodo de sedentarismo disminuye la velocidad catabdlica y
se inhibe la oxidacién de los metabolitos, con descargas continuas de insulina,

la cual induce la sintesis y al depdsito de triacilgliceroles.

4.1.5. Sintomas

Los sintomas de la diabetes son despreciados frecuentemente por
considerarlos inofensivos. Las altas concentraciones de glucosa son las
causantes de las alteraciones en la homeostasis de la glucosa las cuales
desencadenan produciendo los siguientes sintomas: emision excesiva de orina
(poliuria), aumento anormal de la necesidad de comer (polifagia), incremento
de la sed (polidipsia), y pérdida de peso sin razdn aparente, irritabilidad y visiéon
borrosa (8, 22, 49, 57)
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La presencia de elevadas cantidades de glucosa en sangre origina un
incremento de este carbohidrato en el filtrado renal, que supera la capacidad
de las células tubulares proximales de absorberla, ejerciendo un alto efecto
osmotico en los compartimientos subsiguientes, incrementando el volumen
intratubular y por lo tanto el de orina (poliuria). La perdida exagerada de agua
corporal, genera hipovolemia e hiperosmosis, que son percibidas por el
hipotalamo, y en respuesta se secreta la hormona antidiurética induciendo a la

polidipsia (57).

4.1.6. Diagnostico
En sangre la concentracién de glucosa en ayuno se mantiene dentro de un

intervalo muy estrecho (70 a 100 mg/dL).

De acuerdo a lo establecido por la Asociacidn Americana de Diabetes (ADA),

los criterios para el diagndstico de la DM son los siguientes (2):

1. Una concentracién de glucosa plasmatica ocasional 2200 mg/dL (11.1

mmol/L), con signos y sintomas clasicos.

2. Una glucosa plasmatica en ayuno 2126 mg/dL (7.0 mmol/L), en mas de
una ocasién. Se define ayuno como: “en una ausencia de ingesta

caldrica en un periodo minimo de 8 horas previas.

3. Una curva anormal de tolerancia a la glucosa, en el que la concentracion
de glucosa sea = 200 mg/dL a las 2 horas después de la ingesta oral de
una carga estandar de glucosa. La prueba debe realizarse como lo indica
la Organizacién Mundial de la Salud, utilizando una carga de glucosa que

contenga el equivalente a 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua (8).
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4.1.7. Complicaciones

Practicamente todos los tejidos y érganos sufren una alteracion bioquimica y

estructural como consecuencia de la hiperglucemia (Tabla 4.1) (22).

Tabla 4.1. Complicaciones de la DM (10)

Complicaciones agudas
Hipoglucemias (asociadas con el tratamiento con insulina o
sulfonilureas)
Coma diabético (cetoacidosis, estado hiperosmolar)
Complicaciones cronicas
Microvasculares (afectan arteriolas de pequeno calibre)
Retinopatia
Neuropatia
Nefropatia
Macrovasculares ( afectan grandes vasos y arterias de mediano calibre)
Enfermedad cardiovascular
Enfermedad cerebrovascular
Enfermedad vascular periférica
Mixtas
Neuropatia

Pie diabético

La formacion de especies de oxigeno reactivas (EORs) esta relacionada en la

etiologia y patogénesis de la DM y el desarrollo de sus complicaciones. La

exposicidén prolongada a la hiperglucemia causa estrés oxidativo y reduce la

capacidad del sistema enddgeno de antioxidantes via la produccion (16) de

azucares reductores a través de dos mecanismos bioquimicos, los cuales

originan muchas de las complicaciones de un paciente diabético:
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La primera es la reaccion de glicosilacion no enzimatica (glicacion): los
azucares reductores pueden reaccionar facilmente con lipidos y proteinas de
manera proporcional a la hiperglucemia (22). La fijacion reversible de la
glucosa a los grupos amino libres de las proteinas corporales, lo que induce
cambios estructurales y funcionales, ademas, de incrementar la produccion de
ERO (16). Un ejemplo de ello es una proteina ampliamente distribuida en el
organismo, la hemoglobina, la cual se emplea en el diagnostico y evaluacion

del control terapéutico (22).

El segundo mecanismo, la via del poliol, se lleva a cabo en el cristalino del ojo,
aorta, rinones y nervios periféricos. Los tejidos de los érganos citados poseen

una enzima, la aldosa reductasa (22, 16).

aldosa

GLUCOSA + NADPH + H " 2 _, qORBITOL + NADP*

sorhitol

SORBITOL + NAD*+ —dshidrogenass o ERt JCTOSA + NADH + HY

La acumulacion intracelular de sorbitol, que no difunde con facilidad por las
membranas bioldgicas, y la fructosa crea un gradiente osmaético y una entrada
excesiva de agua, produciendo quiza que se distiendan. Se ha observado que
los farmacos que inhiben a la aldolasa reductasa previenen la formaciéon de

cataratas en animales de laboratorio con DM experimental (22).

Otra consecuencia es que el sorbitol no permite la entrada de mioinositol a las

células, clave en el metabolismo energético de los polioles (22).

Enfermedad de los vasos sanguineos de mediano y gran calibre
La DM incrementa el dano y la extension de la aterosclerosis. Por lo que los
infartos miocardicos y cerebrales son complicaciones habituales de la

enfermedad. La principal causa de muerte en adultos es la arteriopatia
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coronaria aterosclérotica. Ademas hay compromiso de los vasos de las
extremidades inferiores, produciendo dolor local por la mala circulaciéon
(claudicacion intermitente). Es comun la formacion de ulceras y que se

gangrenen dedos y pies, que requeriran amputacion (30).

1. Microangiopatia: se define como anomalias en las paredes de los pequefos
vasos sanguineos, cuyo signo mas significativo es el engrosamiento de la

membrana basal (30).

a. Retinopatia: puede producir ceguera a causa de hemorragia vitrea por la
proliferacion de los vasos retinianos y maculopatia como resultado de la
aparicion de exudados de los vasos o edema que afecta la macula (8,
30).

b. Nefropatia que tiende a la insuficiencia renal. En la etapa precoz hay una
hiperfusion renal, asociada con in incremento del caudal de filtrado
glomerular, tamafo glomerular aumentado y una excrecion patolégica de
pequefas cantidades de albumina en la orina (microalbuminuria). En la
fase tardia, hay proteinuria creciente y un descenso de la funcién renal,

que acaba ocasionando una insuficiencia renal (30).

c. Neuropatia: puede ponerse en evidencia en forma de diarrea,
hipotension  postural, impotencia, vejiga neurdgena y Ulceras
neuropaticas de los pies debido a microangiopatia de los vasos
sanguineos nerviosos y a metabolismo anormal de la glucosa en las

células nerviosas (30).

La macroangiopatia (o aterosclerosis acelerada): da lugar a cardiopatia
coronaria prematura . No se conoce el mecanismo exacto de la susceptibilidad

aumentada a la aterosclerosis en los diabéticos; sin embargo, la
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hiperlipidemias y el aumento de la concentracién de glicoproteinas en el
plasma pueden tener un papel en ello. La forma mas frecuente de
hiperlipidemias que se observa en la DM es la hipertrigliceridemia con
aumento de la concentracion de C-LDL y disminucién de la concentracion de

C-HDL en el plasma.

4.1.8. Tratamiento

Son 3 los pilares fundamentales en el tratamiento de la DM: la dieta, el ejercicio
y el uso de farmacos (insulina y agentes hipoglucemiantes orales). Cada uno
de estos componentes interacciona con los otros al grado de que no se puede

modificar uno sin afectar a los otros dos (40).

4.1.8.1. Dieta

La dieta juega un papel crucial en la terapia de todos los individuos con DM.
Desafortunadamente, la aceptacion y apego a la dieta es poco comun. La dieta
estd disenada para ayudar a los pacientes a alcanzar las condiciones
metabdlicas y fisioldégicas apropiadas, selecciona alimentos saludables

tomando en cuenta las preferencias personales y culturales.

4.1.8.2. Ejercicio

El ejercicio es excelente para controlar el peso, incrementar el bienestar fisico
y psicoldgico, adquirir mayor capacidad para trabajar, mejorar la composicién
corporal, etc. Los diabéticos obtienen beneficios adicionales que incluyen
mejoria a la tolerancia a la glucosa, elevacion de la sensibilidad a la insulina,
disminucién de los factores de riesgo de aterosclerosis, descenso de la presiéon
arterial y mejoria de la condicién cardiovascular. En tanto que el ejercicio tiene
beneficios indudables, el ejercicio vigoroso también presenta algunos riesgos,
como incremento de la hiperglucemia con control deficiente, hipoglucemia o
cetonemia, o muerte inesperada durante el ejercicio. Por tanto la seguridad

durante la practica del ejercicio es de importancia primordial en los diabéticos.
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4.1.8.3. Farmacos

El uso de medicamentos en el tratamiento de la DM es frecuente. Entre los
mas empleados se encuentran: Biguanidas, Sulfonilureas, Tiazolidinedionas,
Meglitinidas, Inhibidores de la a-Glucosidasa, ademas de la insulina. (Se
muestran en el ANEXO I).

4.2. Modelos animales de diabetes

Debido a la compleja interaccion entre los multiples genes susceptibles y entre
los factores genéticos y ambientales que intervienen en el desarrollo de la
diabetes, el andlisis de esta enfermedad es dificil, los modelos animales de
diabetes son muy utiles y ofrecen multiples ventajas en la investigacion (65).
Los modelos experimentales son herramientas esenciales para comprender la
patogénesis, complicaciones, y las influencias genéticas y ambientales que
incrementan los riesgos de la diabetes ademas de la evaluacion de varios

agentes terapéuticos.

Muchos de los modelos disponibles se realizan en roedores por su pequeio
tamano, cortos periodos de generacion, facil disponibilidad y consideraciones
economicas; sin embargo, se requieren modelos en otros animales por

razones practicas vy fisiolégicas con respecto a los humanos (65).

Los modelos animales exhiben caracteristicas similares como hiperglucemia,
incluyendo los sintomas de la enfermedad en cada uno de ellos y las
alteraciones metabdlicas comunmente observadas en pacientes diabéticos.
Ademas exhiben muchas de las complicaciones de la diabetes en humanos
(65).
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4.2.1. Diabetes mellitus tipo 2 espontanea

Estos modelos se pueden obtener de animales con una o varias mutaciones
transmitidas de generacion en generacion o por seleccion del entrecruzamiento
de animales no diabéticos por entrecruzamiento por varias generaciones. Las
peculiaridades metabdlicas resultan de un sélo gen defectuoso (recesivo o
dominante) o por un origen poligénico. Los animales poligénicos representan
mas la condicion humana por que solo algunos subtipos de diabetes tienen una
causa definida (e.g. MODY) lo que es un sdélo gen defectuosos lo que

representa muy pocos casos (65).

4.2.2. Diabetes mellitus tipo 2 inducida
La induccién de la DM se ha logrado por medio de diversas técnicas
experimentales, tales como manipulaciones dietéticas o nutricionales o

quirurgicas, ademas del tratamiento con agentes quimicos.

4.2.2.1. Modelos de DMT2 inducida quirargicamente
Consisten en una pancreotomia completa o parcial para la induccién de

diabetes tipo 1 o tipo 2 respectivamente (65).

4.2.2.2. Modelos de DMT2 inducida quimicamente

Estos modelos son comunes en la aclaracion del posible papel de los factores
ambientales relacionados en la destruccion del pancreas endocrino y el
subsecuente desarrollo de la diabetes, durante y después de la induccion (26,
65). Los agentes mas usados son el aloxana, y estreptozotocina (STZ) (26, 55,

65), otros agentes son vacor, ditizona y 8-hidroxiquinolina.

La STZ como agente inductor de la DM en animales se explica a continuacion.
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4.2.2.2.1. Estreptozotocina

La STZ, 2-deoxi-2-[[(metilnitrosoamino)carbonillJamino]-D-glucopiranosa, es un
antibiotico N-metilnitrosamino (44), extraido de Streptomyces
achromogenes(32, 44, 66). La STZ al igual que la aloxana, produce
hiperglucemia por citotoxicidad directa sobre las células B pancreaticas de los
Islotes de Langerhans (44, 54, 62).

La molécula de la STZ esta constituida por una porcién nitrosourea interpuesta

entre un grupo metilo y una porcién deoxiglucosa (glucosalina) (44, 54, 65).

4.2.2.2.1.1. Historia

En los anos 50 fue originalmente identificada como antibidtico. El farmaco se
descubrié que era producido por una bacteria del suelo Streptomyces
achromogenes en una muestra de suelo obtenida en los Rapidos Azules,

Kansas, por la empresa farmacéutica Upjohn (ahora parte de Pfizer) (26, 55).

A mediados de los afios 60 se descubrié su selectividad toxica a las células 3
de los islotes pancreaticos, lo que lo sugiere en el empleo para modelos de

DMT1 y en el tratamiento médico para el cancer de las células B (55).

Fraccion nitrosourea

OH CH,
'
N \ﬁ/ \ﬂl
HO O O
~c OH
H, :

OH

Figura 4.1. Estructura quimica de la estreptozotocina (54).
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4.2.2.2.1.2. Mecanismo de accioén

El mecanismo de su citotoxicidad no ha sido aclarado completamente, sin
embargo hay evidencias que la fraccion deoxiglucosa facilita su transporte a
través de las membranas (65, 70) con participacion del principal transportador
de glucosa (GLUT?2) (70).

La fraccion nitrosourea es la responsable de la toxicidad a las células
pancreaticas (65). Se sabe que el farmaco inhibe la sintesis de ADN, interfiere
al igual que enzimas que participan en la gluconeogenesis (54), ademas
produce un incremento de la actividad de la enzima poli-ADP-ribosa
polimerasa (70) que produce una disminucién de NAD conduciendo a una falta
de energia celular. Parte de su actividad se debe a la formacion de iones
metilcarbonio, que alquilan o se unen con algunas moléculas intracelulares
incluyendo acidos nucléicos, inhibiendo la sintesis de ADN (54, 65, 70). La STZ
produce tres fases en los niveles de azucar en la sangre: un incremento inicial,
alcanzando valores de 150-200 mg/dL después de 3h, posiblemente debido a
la glucogenolisis 0 a un incremento de los acidos grasos libres, secundarios a
la reduccion en la insulina circulante. Seis a ocho h después se presenta una
profunda hipoglucemia resultado de una liberacion endégena de insulina por la
degeneracion de las células B, y finalmente un estado diabético irreversible 24
h después de la inyeccion (66). Ademas presenta algunas ventajas con
respecto al ALX tales como vida media relativamente mayor, sostenimiento de
la hiperglucemia por mas tiempo y el desarrollo bien caracterizado de las
complicaciones de la diabetes con pocas incidencias a cetosis asi como
mortalidad (65).

La dosis para la induccién a la diabetes depende de la especie. Se ha
observado una variacion en la dosis de 25 a 200 mg/kg, aunque una sola

dosis i.v. de 50 mg/kg reporta 100% de induccidon en muchos animales. En
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ratas la dosis para inducir diabetes puede ser de 35 a 65 mg/kg (iv o ip) (65).
Una dosis de 50 mg/kg de STZ produce una severa hiperglucemia sin cetosis y

altas dosis (75-150 mg/kg) producen diabetes con cetosis (32).

4.2.2.2.1.3. Usos
La STZ posee cuatro tipos distintos de actividad biolégica: antibiotico,

antitumoral, productor de cancer y agente diabetogénico (26, 32, 55, 65).

4.3. Estrés oxidativo, radicales libres y diabetes mellitus

4.3.1. Introduccion al metabolismo aerobio

Los organismos aerobios emplean la oxidacién de moléculas organicas para
obtener energia y de esa forma subsistir. En células aerdbicas el oxigeno sirve

como un aceptor de electrones en reacciones enzimaticas y no enzimaticas.

El oxigeno es esencial para la vida aerdbica, pero paraddjicamente puede ser
toxico (13). Existen cada vez mas pruebas de que el estrés oxidativo (EOx)

tiene un influencia importante en las complicaciones de la DM (43).

4.3.2. Estrés oxidativo (EOx)
El EOx se define como un proceso caracterizado por un desequilibrio
bioquimico entre la produccién de RL o especies reactivas con respecto a los

antioxidantes (AOx) a favor de los primeros (61).

4.3.3. Los Radicales Libres

Los RL son atomos o moléculas extremadamente reactivas debido a que en el
orbital mas externo de su estructura tienen uno o mas electrones sin aparear
(74), por lo cual presentan una configuracion espacial que les genera gran
inestabilidad (61). Esta inestabilidad les confiere una avidez fisica por la
captura de un electron de cualquier otra molécula en su entorno. De esta forma

pueden establecer reacciones en cadena, en la cual, varios transportadores
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que se oxidan y reducen secuencialmente; un RL modifica a una biomolécula

después de transferir o capturar un electrén (74).

El oxigeno (2 electrones desapareados), superdxido, radical hidroxilo y oxido
nitrico (cada uno con un electron desapareado) son ejemplos de RL. El
peroxido de hidrégeno no es un radical libre por que todos sus electrones
estan apareados (43). Su reactividad se debe a su tendencia de alcanzar su

estabilidad electroquimica.

4.3.3.1. Fuentes de radicales libres

Los RL se forman por fuentes exdégenas y endogenas (74). Las estructuras
subcelulares de generacién de RL incluyen principalmente las mitocondrias, los
peroxisomas, asi como la membrana nuclear, la citoplasmatica y la del reticulo
endoplasmico como parte del metabolismo aerdbico ya que se generan de

manera natural y continua en el metabolismo, la respiracion, la fagocitosis, etc.

4.3.3.1.1. Fuentes exdgenas

Algunos agentes, son RL, como el humo del tabaco, aceites muy oxidados,
metales pesados, los cuales generan radicales mediante el metabolismo
celular y los procesos de desintoxicacion, otros agentes son las radiaciones

ionizantes. En la figura 4.1 se muestran ejemplos de fuentes exdégenas de RL.
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Figura 4.2: Agentes exdgenos que generan RL.

Fuentes exdgenas

Farmacos Factores Radiaciones
ambientales lonizantes
/Ejemplos: N Ejemplos:
Tabaquismo uv
Dieta Ultrasonido

Contaminacion
N /

4.3.3.1.2. Fuentes enddgenas

Como ya se habia mencionado anteriormente, los RL se forman dentro de los
procesos metabodlicos normales, algunas de las fuentes son: la cadena de
transporte electronico mitocondrial, autooxidacion de pequefas moléculas,
reaccion de Fenton-Haber-Weiss, sistemas de transporte electrénico del
reticulo endoplasmatico y membrana nuclear, peroxisomas, enzimas como
xantina oxidoreductasa, aldehido oxidasa, dihidroorotato deshidrogenasa,
flavinprotein deshidrogenasa vy triptéfano dioxigenasa, generan RL durante su
ciclo catalitico, fagocitos activados, xantina oxidasa, hiperglucemia y otras

enzimas (aldehido oxidasa, lipooxigenasa y cicloooxigenasa), etc.

4.3.3.2. Clasificacion de radicales libres
Los RL pueden ser derivados de oxigeno: EOR (Especies de Oxigeno

Reactivas) o de nitrégeno: ENR (Especies de Nitrogeno Reactivas).
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4.3.3.2.1. Especies de oxigeno reactivas (EORS)
Las caracteristicas que hacen del oxigeno ideal para la produccidén de energia
aerobica (abundancia atmosférica y una elevada afinidad por electrones) son

su talén de Aquiles (13).

El oxigeno se encuentra normalmente en su forma mas estable (O;), en esta

forma es solo moderadamente reactivo.

A continuacion se muestran los principales especies de oxigeno reactivas.

Tabla 4.2: Principales especies de oxigeno reactivas.

RADICALES
Anién superoxido Oy
Radical hidroxilo -OH
Radical peroxilo ‘OOR
Radical perhidroxilo -O0OH
Radical alcoxilo ‘OR
NO RADICAL
Peréxido de
hidrégeno H20,
Acido hipocloroso HOCI
Ozono O3
Oxigeno singulete 1Oz

4.3.3.2.2. Especies de nitrogeno reactivas (ENRSs)
Las especies de nitrdgeno reactivas representan otra clase de RL a los cuales,

en los ultimos afos, se les ha dado mucha importancia.

4.3.4. Dafio biomolécular como consecuencia del estrés oxidativo

La accion de los RL viene determinada, por una parte, por su reactividad
quimica, y por otra parte, por la disponibilidad de un sustrato susceptible en la
vecindad de donde se produce el RL. La acumulacion de compuestos alterados

por el resultado de la reaccion del RL es a menudo la explicacion de efectos a
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largo plazo, los cuales son dificilmente demostrables como relacién causa-

efecto de la reaccion de los RL.

4.3.4.1. Dafo oxidativo a las proteinas

Todas las cadenas laterales de los aminoacidos que conforman a las proteinas
son susceptibles al ataque de los RL, principalmente por radical hidroxilo
(OH+). Sin embargo unos son mas susceptibles tales como tirosina,

fenilalanina, triptéfano, histidina metionina y cisteina.

Como consecuencia, esta oxidacion, conduce a un cambio conformacional de
la proteina, que puede acompafiarse de una fragmentacion quimica, aumento
en la susceptibilidad al ataque proteolitico y, por tanto, a una pérdida o

modificacion de su funcion bioldgica.

Uno de los radicales mas reactivos a la estructura de las proteinas es el 6éxido

nitrico.

4.3.4.2. Dafo oxidativo a los lipidos
Los acidos grasos que constituyen los triacilgliceroles o los fosfoacilgliceroles

son atacados por moléculas reactivas, como el radical hidroxilo (OHs).

El RL extrae un atomo de hidrégeno unido a un atomo de carbono adyacente a
un doble enlace provocando una ruptura homolitica. EI OHe forma ahora una
molécula de agua, mientras el acido graso se transforma en un RL,
presentando el electron desapareado en el carbono al que se sustrajo el
hidrogeno. Este nuevo radical busca estabilizar su estructura quimica tomando
un electron de una molécula préxima, generando una reaccion en cadena. Los
productos finales y estables de la lipoperoxidacion son aldehidos, cetonas,

ésteres y alcoholes.
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Este proceso conduce a la alteracion de las propiedades fisicoquimicas de la

membrana celular y a la muerte de la célula.

La lipoperoxidacidon se asocia a la etiologia de enfermedades como la
aterosclerosis, artritis reumatoide, enfisema pulmonar, envejecimiento

pulmonar y a las complicaciones de la DM.

4.3.4.3. Dafo oxidativo a los carbohidratos

La oxidacion de carbohidratos puede dar lugar a la formacién de moléculas
capaces de reaccionar con los grupos carbonilo de las proteinas. La glucosa
una vez oxidada por los RL producidos por los metales de transicion, puede

combinarse con los grupos carbonilo de las proteinas (60).

4.3.4.4. Dafio oxidativo al ADN

La importancia biolégica de los acidos nucléicos nos obliga a considerar como
un efecto de gran repercusion el que se presenten modificaciones o deleciones
de las bases de la molécula de ADN causadas por la presencia de RL. A
semejanza de las proteinas parece existir una muy baja posibilidad del
establecimiento de reacciones en cadena; sin embargo, el daino puede ser
mas, aunque sea muy limitada en extensién u localizacion. La interaccidn de
RL con el ADN causa cambios conformacionales, alteraciones de bases y
ruptura de una o de la doble cadena y pérdida de nucleétidos, eludiendo el
sistema de reparacion al presentar una mutacion antes de la replicacion. Esto
conduce a la produccion de genes mutados y por ende, de proteinas

disfuncionales.

4.3.5. Antioxidantes
Las células han desarrollado mecanismos por los cuales contrarrestan la
accién nociva de las especies oxidantes, basado en un sistema complejo de

defensas AOx. Un antioxidante se define como aquella sustancia que en bajas
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concentraciones en relacion a un sustrato oxidable, previene o retarda la

oxidacion de tal sustrato.

Al interaccionar con el RL, el antioxidante cede un electron y se oxida
convirtiéendose en un RL débil no téxico. Podemos dividir a los AOx en dos
categorias: los enddgenos, generados por el organismo, y los exdgenos,

proporcionados por la dieta.

Ademas los AOx se pueden clasificar por su mecanismo de acciéon en
primarios y secundarios. Los AOx primarios actuan en la prevencion de la
formacion de los RL, es decir en la fase de iniciacion, y en la captura de los
compuestos que propician su transformacion en radicales mas peligrosos; en
este grupo también se encuentran los secuestradores de metales pesados
como la ceruloplasmina o la transferrina. Los AOx secundarios actuan una vez
formado el radical, evitan su propagacion al cederle electrones y convertir a si

mismos en un radical menos reactivo y mas facil de eliminar.

Tabla 4.3:Clasificacién de los AOx de acuerdo a su mecanismo
de accidn
ANTIOXIDANTES PRIMARIOS ANTIOXIDANTES
SECUNDARIOS
Superoxidodismutasa (SOD) Vitamina C
Glutation peroxidasa (GPx) Vitamina E
Catalasa Vitamina Ay carotenos
Transferrina Acido drico
Ceruloplasmina Bilirrubinas
Albumina Albumina
Metalotioneinas Melatonina
Glutation S transferasa Estrégenos
Ferritina
4.3.5.1. Los antioxidantes fisioldgicos mas importantes

La primera linea de defensa frente al dafio oxidativo es el secuestro o

quelacién de los iones metalicos activos, por medio de varias proteinas como
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la transferrina y ferritina, las formas de transporte del hierro. La haptoglobina se
une a la hemoglobina y disminuye la actividad prooxidante de esta. La
albumina tiene un lugar de union fuerte para el cobre e inhibe de forma efectiva
las reacciones de oxidacion catalizadas por el cobre en el plasma. La
carnosina (B-alanil-L-histidina) y péptidos relacionados estan presentes en el
musculo y en el cerebro a concentraciones milimolares; son potentes quelantes

del cobre y pueden tener un papel en la proteccién antioxidante intracelular.

A pesar de la quelacion se consiguen formar EOR, por esta razon hay enzimas
que entran en accion. Estas incluyen la superoxido dismutasa (SOD), la

catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx).

La CAT se encuentra presente en los peroxisomas, inactiva el H,O,. Presenta
dos tipos de actividades: cataliza la descomposicién del peroxido de hidrégeno
para dar agua y oxigeno, y oxidacion de dadores de hidrogeniones como el
metanol, etanol, acido férmico o fenoles, con el consiguiente consumo de

peroxidos:

La superdxido dismutasa (SOD) convierte el Oz¢ en el menos toxico H,O0..
Forman un conjunto de enzimas que estan presentes en todas las células que
utilizan en su metabolismo el oxigeno, pero que faltan en las células
anaerobias. Esto es asi porque la funcion fisiolégica de las superdxido
dismutasas es la eliminacion de los radicales superoxido producidos en las

reacciones del metabolismo aerobio:

El glutation (GSH) es un tripéptido y-glutamilcisteinilglicina (60), presente en
concentraciones de 1-5mM en todas las células. EI GSH se recicla por la GSH
reductasa dependiente de NADPH. También hay una isoforma de GPx en las
células epiteliales intestinales, que parece tener un papel en la destoxificacion

de los hidroxiperoxidos de la dieta. Se encuentra en forma reducida (GSH) u
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oxidada (GSSG), sus principales funciones son: en el transporte de
aminoacidos hacia el interior de las células mediante el ciclo de transferencia

de residuos y-glutamilo (11).

El GSH también puede neutralizar directamente (en procesos no catalizados

por la glutation peroxidasa) los RL derivados del oxigeno (11).

SH
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Figura 4.3. Estructura quimica del glutation

s
o
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La tercera linea de defensa son las vitaminas AOx, A, C y E. Estas vitaminas
donan un atomo de hidrégeno (He) a los radicales intermedios formados por la
interaccion de las EOR con las biomoléculas. Los radicales de vitamina Cy E
formados se estabilizan por resonancia; no propagan el dafio por radicales y

son recicladas.

La vitamina C (acido ascérbico) en fase acuosa, se caracteriza porque cede
con facilidad dos electrones, dando lugar al deshidroascorbico. Este hecho es

el que le proporciona sus caracteristicas AOx.

La vitamina E (a y y tocoferol) en fase lipidica. El a-tocoferol puede
interaccionar directamente con los radicales peroxilo e hidroxilo. También
puede neutralizar al radical superdxido. Al ser una estructura liposoluble, su
principal funcion es la de la proteccién de las membranas bioldgicas frente a la
oxidacion. Inhibe la fase de propagacion en la cadena de la lipoperoxidacion,

formandose el radical tocoferoxilico:

29



Los carotenoides son un conjunto de pigmentos aislados de plantas y algunos
de ellos como el a, B o y caroteno son precursores de la vitamina A. El mas
frecuente e importante es el [(-caroteno El [(-caroteno posee actividad
antioxidante. Sin embargo la vitamina A no posee esta actividad. El B-caroteno
se ha descrito como el mas importante neutralizador del oxigeno singulete

aislado de la naturaleza.

4.3.6. Estrés oxidativo y Diabetes mellitus
4.3.6.1. Generalidades
La mayoria de los autores postulan el papel del EOx en el desarrollo de las

complicaciones diabéticas debido al dano tisular que producen los RL.

Existen varias vias para explicar la patogénesis de las complicaciones de la
diabetes. Estas vias incluyen la glicacién (no enzimatica y autoxidativa),
alteraciones de la via del sorbitol, alteraciones de los sistemas AOx, dafio
tisular producido por procesos de isquemia reperfusion, procesos inflamatorios

y alteraciones del metabolismo.

Se ha detectado un aumento de los niveles de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS, por sus siglas en inglés) en suero de pacientes
diabéticos, aunque otros estudios sugieren que los niveles de lipoperoxidos en
plasma estan mas relacionados con la hipertrigliceridemia que con la diabetes.
En eritrocitos de pacientes diabéticos se ha observado un aumento de la
lipoperoxidacion, y este aumento se correlaciona directamente con los niveles
de hemoglobina glicada lo cual sugiere que el dafo oxidativo puede estar
relacionado con la hiperglucemia per se. En un modelo experimental de
diabetes, como son las ratas diabetizadas con STZ, se ha observado un

aumento de la peroxidacion lipidica en eritrocitos (11).
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4.3.6.2. Fuentes de produccién de radicales libres en la Diabetes
Para que el EOx constituya un factor importante en el desarrollo de las
complicaciones de la diabetes, se debe estimular la intensificacion de dicho
estrés (43). En la Tabla 4.4 se muestra los posibles mecanismos por lo que

la hiperglucemia puede incrementar la formacién de RL y perdxidos libres.

Tabla 4.4: Posibles mecanismos por los cuales la
hiperglucemia puede generar la produccion de RL y
la peroxidacion de lipidos (43).

1. Autooxidacion directa de la glucosa o glicaciéon

2. Induccion y activacion de enzimas de la via de la
lipoxigenasa
Activacion de las vias de glucosilacion (enzimatica)
Estimulacion de la interaccidén del 6xido nitrico con
aniones superdxido para la produccion de
peroxinitrilo y radicales hidroxilo

5. Disminucién de la actividad de los mecanismos de
defensa AOx

4.3.6.3. Reacciones consecuentes de la hiperglucemia

La glucosa, como muchos otros substratos, es propensa a la oxidacion, incluso
en condiciones fisiolégicas. La glucosa, en su forma enodiol, puede
autooxidarse en presencia de un metal de transicién (Fe?*, Cu®"), hasta formar
un anién radical enodiol, que después es transformado en cetoaldehido, que
puede generar radical anién superoxido (Oz¢) que puede sufrir una fase de
conversion a peroxido de hidrégeno y al final se transforma en un radical

hidroxilo.

El exceso de glucosa iniciaria la glicosilacion no enzimatica de las proteinas,
fundamental en muchas complicaciones diabéticas, como son la micro y

macrovasculopatias, debidas a la produccién de productos finales de glicacion
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avanzada (AGE Advanced Glycation Endproducts). Evidencias experimentales
revelan la asociaciéon entre EOx e hiperglucemia, mostrando la presencia en el
plasma de sujetos diabéticos el incremento de TBARS e hidroperoxidos

lipidicos, dos marcadores clasicos de la peroxidacion lipidica.

El mecanismo molecular de la oxidacién bioldgica de la glucosa fue identificado
como “Reaccion de Maillard”. Esta reaccion explica la modificacién covalente
no enzimatica de las proteinas que acompana al estado de hiperglucemia. Se
produce la combinacion del grupo aldehido de la glucosa con los grupos amino
de las proteinas para formar la base de Schiff seguida del reordenamiento de
Amadori para formar fructosa-lisina. Esta glicosilacion reversible de los grupos
amino, o glicacion, sirve de base para la formacion de la hemoglobina
glicosilada (HbA1c), reconocido marcador del control de la glucemia en la DM.
El estadio final de la reaccién de Maillard conlleva una oxidacién irreversible o
glicoxidacion de la fructosa-lisina para producir los principales productos AGE.
La formacion de estos productos se correlaciona directamente con las
complicaciones renales y vasculares de la DM. Modificaciones en la vida media
de las proteinas extracelulares y cambios estructurales en los tejidos ricos en
estas proteinas estan asociadas al desarrollo de complicaciones en la

diabetes, como cataratas, microangiopatia, aterosclerosis y nefropatia (11).

La activacion de la via del poliol produce incremento del cociente NADH/NAD
(pseudohipoxia hiperglucémica) y disminucion del cociente NADPH/NADP, lo
que constituye un estimulo de la via de la ciclooxigenasa (activacion de la
sintesis de prostaglandinas) y depresién del ciclo redox del glutation,

respectivamente (61).

El circulo vicioso que establece hiperglucemia, EOx y grado de glicacion
parece estar fundamentalmente mantenido por el estado de EOx existente. De

ahi que en la ultima década haya cobrado importancia la terapéutica
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antioxidante como preventiva o coadyuvante en el tratamiento de los procesos
que conducen a incrementar dicho estrés. Los tratamientos recomendados no
farmacologicos, como ya se ha referido antes, es el ejercicio, la dieta nutritiva y
balanceada rica en antioxidantes y/o el consumo de suplementos o productos
ricos en compuestos con poder antioxidante, como son las cianobacterias,

entre estas se encuentra la Spirulina sp.

4.4. Spirulina

La medicina tradicional mexicana ha ofrecido una gran cantidad de “remedios”,
para una gran cantidad de enfermedades, entre ellas la diabetes. Muchos
pacientes una vez que han sido diagnosticados frecuentemente recurren al uso

de plantas y remedios tradicionales (5).

Parece irénico que en estos tiempos con los avances tecnolégicos y la
revolucion en el disefio de farmacos, la ciencia vuelva la mirada a la herbolaria
y a los productos naturales. Uno de estos casos es la Spirulina, la cual ha sido
usada desde hace muchos siglos como alimento por animales y algunas

poblaciones (17).

4.4.1. Generalidades

Se denominan algas a un grupo de organismos fotosintéticos no vasculares
que contienen clorofila y poseen estructuras reproductoras simples, que se
caracterizan por vivir en un medio acuatico o con alta humedad (19). Por su
tamafno pueden ser microscopicas (microalgas o cianobacterias) o macroalgas.
En la actualidad se han estudiado diversos usos de estas, siendo 400 especies
estudiadas como las microalgas o cianobacterias que conforman la base de la
cadena alimenticia. Se han iniciado estudio para la obtencion de nutrimentos a
partir de la biomasa de estos microorganismos con alto contenido de proteinas
(15). En el campo energético, algunas algas empiezan a considerarse para la

produccion de biocombustibles (19).
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4.4.2. Historia

44.2.1. La Spirulina en el México antiguo

Los aztecas una de las civilizaciones mas desarrolladas de la América
precolombina, antiguos pobladores de México-Tenochtitlan, mantenian una
dieta a base de maiz (80% de la dieta (50)), jitomate, chile, chayote, jicama,
cebolla, chia, amaranto, hueva de mosco, fruta, aves y alga Spirulina, entre
otros alimentos (15, 33). La Spirulina tuvo un papel muy importante para

asegurar una alimentacién suficiente, correcta y equilibrada (50).

Algunos conquistadores espafioles compilaron debidamente todos los
animales, plantas y alimentos que encontraron en los nuevos territorios
conquistados, tales como: Bernal Diaz del Castillo, el fraile franciscano
Bernardino de Sahagun (18), Francisco Hernandez y el fraile Toribio de
Benavente (53), quienes describieron la recoleccion por los Aztecas, en cierta
épocas del afo y en algunos sitios del lago de Texcoco de un lodo muy fino de
color azul, el que consistia principalmente de la cianobacteria S. maxima, que
llamaban “tecuitlatl” (excremento de piedra en nahuatl, sin embargo esto no
implica un sentido negativo) nombre que probablemente se sustituyé por el
“cocolin”, el cual ponian a secar al sol y comian en pequefas cantidades con

tortilla o lo usaban para condimentar el maiz (53).

El tecuitlatl no fue mencionado a finales del siglo XVI, posteriormente no se
menciona nada acerca de este producto, se cree que se debe a la pérdida de
las tradiciones posiblemente por los profundos cambios politicos, sociales y

religiosos causados por la conquista espafiola (18).
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4.4.2.2. El comienzo de la investigacidn cientifica sobre la Spirulina
Se aislé por primera vez por Turpin in 1872. En 1931, Rich, identifico la
Spirulina platensis (Arthrospira), como un constituyente del fitoplankton en los
lagos del Rift Valley del Este de Africa (18).

Dangeard describi6 en 1940 en la revista de la Sociedad Linneana de
Bordeaux, una investigacion sobre el dihé, consumido por los nativos de la
Africa Ecuatorial Francesa lo que hoy se conoce como la Republica de Chad.
Casi 25 afios mas tarde, J. Leonard un botanico perteneciente a la expedicion
belga Trans-Sahara, redescubrié el dihé y realizd el primer analisis del
contenido proteico de la Spirulina, obteniendo un valor de cercano al 50% de

peso seco (17).
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Hasta el ano de 1967, se observdé que la Spirulina crecia en grandes
cantidades en los tanques de evaporaciéon de la industria Sosa Texcoco, S.A.
(53).

En 1976, investigadores de la Oficina de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica
Ultramarina de Paris (ORSTOM, por sus siglas en francés), realizaron un
estudio sobre los valores nutricionales del dihé para los Kaneboums. A los
integrantes del Instituto Francés del Petroleo, le llamé la atencion que los
kanembous son personas con buen estado fisico, sanos, altos y sobre todo,
grandes corredores. Esto le hizo interesarse por el aprovechamiento de esta
cianobacteria, por que realizaron un nuevo analisis proteico en el cual se
obtuvo un rango de 62 a 68% del peso seco, sorprendiendo aun mas que el

estudio realizado por Leonard era desestimado (18).

4.4.2.3. La produccion de Spirulina en México

El caracol es un evaporador solar gigante de hélice espiral un embalse de agua
formado por un sedimento del Lago de Texcoco, de unos 3.200 m de diametro
y un area superficial de 900 ha (9000000m?) (24), creado el auxilio de
investigadores de la UNAM vy asistencia técnica de Imperial Chemical
Industries. El caracol servia para la evaporacion solar de las aguas altamente
saladas del lago, parte de un proceso industrial para la elaboracion de alcalis
(14).

En el afio de 1967 se observd que la Spirulina se recolectaba en grandes
cantidades en los tanques de evaporacion (53), por lo que se iniciaron estudios
sobre esta cianobacteria. En el mismo ano se celebré en México el VII
Congreso Mundial del Petréleo, en el cual la empresa entré en contactos con
técnicos del Instituto Francés del Petrdleo que estudiaban entonces el
aprovechamiento en el Africa Central del Alga Spirulina. Por ese motivo en

1973 (6) se desarroll6 la instalacion de una planta piloto semi-industrial con
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una capacidad de produccion de una tonelada diaria de biomasa deshidratada
(6, 52).

Posteriormente se planeaba llegar a una produccién de cinco toneladas diarias
de Sp. Sin embargo estos planes no pudieron llevarse al cabo debido a que la
planta fue abandonada al cerrarse en 1990 la industria madre que la cobijaba
(6, 21, 52).

Figura 4.5. El caracol. En el lago de Texcoco (42).

4.4.3. Morfologia

La Spirulina, es una cianobacteria (azul-verde), cuya clasificacion taxonémica

es la siguiente:

Reino: vegetal

Subgénero: Protofitos

Subdivision: Sehizophyta

Orden: Nostocales

Familia: Oscillatoriaceae

Género: Spirulina

Especie: maxima

Otros nombres: Tecuitlatl (15, 18, 19), cocolin, acuitlatl (25), azoquitl
(25), amomoxtli (25), Oscillatoria pseudoplatensis (52), Artospira
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maxima (18, 52) siendo el mas actual y conocido Spirulina maxima
(18).

La Spirulina es una cianobacteria, de filamento helicoidal (configuracién que le
da su nombre); su cadena espiral tiene de 5 o 6 torsiones. Tiene un largo de
200-300pum y un ancho de 5-10um (15).

Figura 4.6. Morfologia de la Spirulina platensis. (18).

Es una de las formas de vida mas antiguas que se desarrollan en aguas
alcalinas de lagos volcanicos sobre la tierra, por los ultimos 3’ 500 millones de

anos aproximadamente (39).

4.4.4. Distribucion

La Spirulina tiene un crecimiento 6ptimo en aguas saladas, pero son muy
pocas las especies que crecen en el mar por el bajo contenido de carbonatos y
elevadas concentraciones de calcio y magnesio que inhiben su crecimiento;
crece en forma natural en lagos alcalinos con altas concentraciones de sales
minerales compuestas por bicarbonatos y carbonatos de sodio (18, 19, 53). Al
parecer posee la capacidad de adaptacibn a muchos habitats y colonizar
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ambientes en los que otros microorganismos tendrian problemas para

sobrevivir.

Se encuentra como S. platensis poblacién normal en lagos alcalinos de Africa y

S maxima se desarrolla en el lago de Texcoco

La Spirulina spp (Arthrospira spp) se desarrolla en forma natural en numerosos
lugares, aparte de los ya mencionado anteriormente, como en lagos de Africa,
principalmente en Kenia, Etiopia, Egipto, Sudan, Argelia, Congo, Zaire y
Zambia. Se la encuentra ademas en Asia tropical y subtropical (India,
Myanmar, Pakistan, Sri Lanka, China, Tailandia y Rusia), en América (Peru,

Uruguay, California) y en Europa (Espafia, Francia, Hungria y Azerbaijan) (53).

Su cultivo en sistemas artificiales cerrados se desarrollo en Japén, Tailandia,
China, Taiwan, Israel, USA, Cuba, Brasil, Colombia y Peru (19).

4.4.5. Capacidad nutritiva
Los cronistas espafoles y ecologistas actuales confirman la presencia de una
abundante poblacion de aves en lagos que contienen Spirulina, especialmente

cuando la cianobacteria es mas abundante (18, 70).

El analisis quimico proximal (ANEXO II) proximal muestra que contiene un alto
contenido proteinico. La composicion del medio de cultivo influye

determinantemente en los nutrientes (15).

4.4.5.1. Proteinas

Spirulina maxima, posee un contenido de proteinas que oscila entre 60-70%
en materia seca (15, 58, 70). Las proteinas que contiene, muestra una
composicién de aminoacidos muy semejante a la yema de huevo, considerado

el aminograma tipo por la FAO (15).
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4.45.2. Lipidos

El contenido en grasa de la Sp, es solo del 5%, se ha reportado que el 75.7%
son acidos grasos y del total los acidos grasos esenciales insaturados se
encuentran en un promedio de 62.16%, siendo los mas abundantes el linoleico

y el linolenico (19).

Otros autores reportan un contenido de 3-6.5% de acidos graso (53). Una
descripcion mas detallada sobre el contenido de acidos grasos que contiene la

Spirulina se puede ver en el ANEXO |V.

4.4.5.3. Carbohidratos
La Sp contiene entre 10-15% de carbohidratos; siendo la ramnosa uno de los
que se encuentran en mayor cantidad (19). En el ANEXO V, se presentan los

carbohidratos presentes en la Sp y los porcentajes en los que se encuentran.

4.45.4. Pigmentos
Entre los pigmentos contenidos por la Sp se encuentran (20, 31, 53, 58):
. Clorofila (A y B en una porcion de 3:1) 7.5 g/kg masa seca
o Ficobilinas:
o] C-ficocianina
o] C-ficoeritrina
o] Alocianina
. Carotenos (4 g/kg de masa seca)
B-caroteno (26%)
Equinona (7%)
Mixoxantofila (24%)
B-caroteno-5,6-epoxido (5%)
Criptoxantina (23%)

Zeaxantina (9%)

o O O O o o
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4.4.5.5. Minerales y vitaminas

La Sp contiene una gran cantidad de vitaminas y minerales, entre ellos Mg,
Se, Vitamina C, B12, E, ademas de una pequefa porcion de acidos nucleicos
(3%) (25, 31, 53, 58). Para una descripcion mas completa de las minerales y

vitaminas que contiene ver el ANEXO V.

4.4.6. Usos
La Spirulina es y ha sido empleada como fuente de colorantes y aditivos en las

industrias farmacéuticas y alimentaria (17).

Se reportan “buenos resultados” en atletas alimentados diariamente con
Spirulina. Ademas de resultados favorables en estudios en nifios o infantes
desnutridos (18).

Se ha encontrado que la Spirulina tiene accion hipocolesterolémica en ratas y
humanos (56, 58), disminuye el riesgo de cancer, modifica la flora intestinal,
perdida de peso, ayuda en casos de desnutricion, presenta actividad
antitumoral ademas de prevenir la formacion de higado graso en ratones y
ratas (58).

Reportes previos muestran que un extracto de Sp es un potente recolector de
radicales libre (radicales hidroxilo y peroxido), ademas inhibe la peroxidacion

de lipidos microsomales (71, 69).

La ficocianina presenta actividad antioxidante y antiinflamatoria (38), la
ficocianina es estructuralmente similar a la bilirrubina. Nagaoka et al. mostré la
primera evidencia de que la ficocianina de S. platensis es una proteina con

propiedades hipocolesterolémicas.
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Ademas, estudios previos realizados por el laboratorio muestran que en ratas,
S. maxima previene el desarrollo de higado graso inducido por una dieta rica

en fructosa por una dosis i.p. de tetracloruro de carbono (58).

En la ANEXO VI, se muestra un resumen de una revision reciente realizada por
Chamorro et al (17).

4.4.7. Toxicologia
Estudios a corto, mediano o largo plazo en animales de laboratorio demuestran
que no produce efectos indeseables (17). Estudios toxicoldgicos y nutricionales

han demostrados que es adecuada para el uso como complemento alimenticio.
Actualmente son muchas las publicaciones que han mostrado tener efectos

benéficos, sin embargo, falta mucho para elucidar las propiedades completas

de este microorganismo.
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5. METODOLOGIA
5.1. MATERIAL
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Ratas cepa Wistar, macho, con un peso de 150-200 g, provistas por
el Bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM.

REACTIVOS

2, 4-tert-butil-4-metilfenol (BHT), Sigma Chemicol, Co. (St. Louis,
Mo).

Acido citrico, Sigma Chemicol, Co. (St. Louis, Mo).

Acido clorhidrico (HCI), Merck (México).

Acido etilen diamino tetracético (EDTA), Sigma Chemicol, Co. (St.
Louis, Mo).

Acido fosférico concentrado (H3PO4), Merck (México).

Acido tiobarbiturico (ATB), Sigma Chemical, Co. (St Louis, Mo.)

Azul de Coomassie G-250 (Pierce Chem).

Carbonato de sodio (Na>COs3), J.T. Baker (México).

Citrato de sodio, Sigma Chemicol, Co. (St. Louis, Mo).

Cloroformo, Sigma Chemicol, Co. (St. Louis, Mo).

Cloruro de hidroxilamina. Merck (Darmstandt, Alemania).
Estreptozotocina (STZ), Sigma Chemical, Co (St Louis Mo.)
Metanol.EMD (Canada).

Nitroazul de tetrazolio (NBT).

Paquete enzimatico para la determinacion de Colesterol total (CT),
Jass.

Paquete enzimatico para la determinacién de glucosa, Spinreact.
Paquete enzimatico para la determinacion de la alanina amino
transferasa (ALT), Jass.

Paquete enzimatico para la determinacion de Triacilgliceroles (TAG),
Jass.

Spirulina maxima deshidratada, “Spirulina Mexicana, S.A. de C.V.”
(México, D.F.).

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

Tris, Sigma Chemicol, Co. (St. Louis, Mo).

Triton 10-X, Sigma Chemicol, Co. (St. Louis, Mo).

MATERIALES DIVERSOS

Bebederos con punta de acero inoxidable
Cajas de polietileno con reja
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Jeringas de 1mL

Tiras reactivas para la determinacion de glucosa (Accutrend, Roche)
Celdas de cuarzo de 0.5 mLy 1 mL

Pipetas Pasteur.

Tubos de ensayo

Tubos Falcon 50 mL

EQUIPO

Balanza analitica (Sartorius)

Balanza granataria (ADAM)

Centrifuga Centra-MP4R, IEC.
Espectrofotometro DU-640, BECKMAN.
Glucometro (Accutrend, Roche)
Homogenizador PT 10-35, POLYTRON.
Micropipetas.

Con el objetivo de determinar la dosis de STZ ideal para inducir
rapidamente y con mayor rendimiento diabetes experimental en ratas, se
realizé una curva dosis-respuesta de STZ-glucemia durante 7 dias a las
siguientes concentraciones: 35,45 y 60 mg/kg de peso. Seleccionandose

para la realizacion del experimento principal 60mg/kg.
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Diagrama 1. DISENO EXPERIMENTAL DEL ESTUDIO DE LOS

EFECTOS DE Spirulina maxima EN RATAS CON DIABETES INDUCIDA
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5.2.DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

a)

Aclimatacion. Con el propésito de que las ratas (macho cepa Wistar de
150-200 g), se adecuaran a la dieta y al “habitat”, un total de 25
animales se distribuyeron de la forma como se indica la tabla 6.1. Los
grupos se alimentaron por 5 dias con dietas purificadas
correspondientes, en raciones de 20 g/rata/dia (tabla 6.1). La Spirulina
se incluyo en las dietas en forma deshidratada en una cantidad de 5%
de Spirulina. El agua se les suministréo ad libitum. Se mantuvieron en
periodos de 12 h luz-oscuridad y en jaulas con tres ratas, (a excepcion
de la jaula N+STZ-B que fueron 4 ratas) cada una colocada en forma
aleatoria. Al quinto dia de la aclimatacién, se realizé el tratamiento con
STZ.
TABLA 5.1.
ETIQUETAS CORRESPONDIENTES A LOS TIPOS DE
DIETA Y AL TRATAMIENTO

Diet{a y Subgrupo Nl]mero de
tratamiento animales
A 3
N B 3
A 3
Sp B 3
A 3
N+STZ B 3
A 3
Sp+STZ B 4

N = dieta normal, Sp = dieta purificada con Spirulina maxima
deshidratada, N+STZ = dieta normal y tratadas con STZ, Sp+STZ
= Dieta purificada con S. maxima y tratadas con STZ. . Ay B se

refieren a la etiqueta de la jaula.
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b) Induccién de la Diabetes. A los grupos Sp+STZ y N+STZ se administrd

por via intraperitoneal una sola dosis de 60 mg/kg de peso corporal de
STZ disuelta en amortiguador de citrato pH 4.5, como vehiculo. Los dos
grupos restantes (Sp y N), se les administrd, por la misma via, el

vehiculo.

Durante 21 dias después del desafio se les continué alimentando con la

dieta correspondiente al igual que agua ad libitum.

i) Determinacion de glucosa por tiras reactivas. Cada tercer dia
después del desafio, se les retiro el alimento durante 6 horas
aproximadamente; posteriormente al ayuno, se determindé a cada
rata la glicemia a través de tiras reactivas, realizando un pequefio

corte en la cola del animal.

Obtencién del material biol6gico. Después de 21 dias posteriores a la
induccién a la diabetes, las ratas se sometieron a ayuno de 12 h
minimo, previo al sacrificio. Los animales se pesaron y se determiné por
ultima vez la glicemia por medio de tiras reactivas. Posteriormente se
sacrificaron por decapitacion; simultaneamente se recolecté la sangre
en tubos con heparina. Obtenida esta se centrifugdé a 3,150xg durante
15 min para obtener el suero. El higado se diseco, se determind el peso

total y se almacené a -78 °C hasta su analisis.

d) Determinacion colorimétrica de glucosa. Esta determinacion se

realizd por medio del paquete enzimatico (SPINREACT), por el método
GOD-POD.

Glucosa+ O, —5%® 5 acidoD - glucénico+ H,0,
H,O, + Ampirona+ Fenol —>2— Quinona
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e) Determinacion de Colesterol Total (CT). Se empleé el paquete

comercial Jass.

Esteresdecolesterol +H,0 —%— colesterol
Colesterol+ O, — %% 5 4-Colestenoma + H,0,
H,O, + Ampirona+ Fenol —F2 Quinona

f) Determinacion colorimétrica de Triacilgliceroles (TAG). Para esta

cuantificacion se utilizé el paquete comercial Jas.

triacilgliceroles+ H,0 —t? 5 Glicerol + Acidosgrasoslibres
Glicerol + ATP — G3P+ ADP
G3P+0, _ oo, DAP+H,0,
H,0, +4-AF+p-Clorofenol —"2 Quinona+H.0,

g) Determinacion cinético-emzimatica Alanina aminotransferasa

(ALT). Para ello se empled el paquete comercial Jas.

Alanina+ « - Cetoglutarato —2~~—  Glutamato + Piruvato
Piruvato+ NADH+H* —2% 5 Lactato+ NAD*

h) Lipoperoxidacion (TBARS). Para la determinacion se colocé una
alicuota de 150 uL de suero en seguida se le agregé 150 uL de HCI 0.6
Ny 1 mL de TBA 0.12M en tris(hidroximetil-aminometano) 0.026 M. Se
llevé a bano Maria a ebullicidn por 10 min, los TBARs se determinaron a
una longitud de onda de 535 nm. Se elabor6 una curva estandar con 2.2
— 22 g de tetraetoxipropano (TEP) que equivalen a 0.72 — 7.2 ug de
malondialdehido  (MDA), bajo las mismas condiciones de

experimentacion. Los resultados de la muestra son interpolados en la
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)

curva de TEP y es reportada en concentracion de MDA. La
determinacion de sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico reacciona
mayoritariamente con compuestos carbonilicos (aldehidos y cetonas),
entre las principales sustancias con las que reacciona es el MDA, el
aldehido mas abundante que se produce en la lipoperoxidacion. EI MDA
reacciona con el TBA para producir un compuesto de color rojizo
detectado por espectrofotometria. El TEP se utiliza como patrén ya que

su hidrdlisis acida produce MDA en una reaccion equimolar (28).

N OH s " OH N sH
2 N-\-\_‘_“ | + M—Cl‘hw W;mh. ] ] '-.,‘_“ |N.
BO-100°C %ﬁw:m
OH oH

Determinacion de SOD: Por el método de Kono o reduccién de NBT,
se colocd 25 yL de muestra, 25 pL de Triton — X100, 0.6%, 25 uL de
EDTA 0.1M, carbonato de sodio 50mM. Se incuba la muestra a 37°C por
10 min, se coloca hidrocloruro de hidroxilamina 20 mM se mide
absorbancia a 560 nm y se mide cambio de absorbancia cada minuto

durante 5 min.

Determinacion de catalasa: Por el método de Aebi, o reduccién de
H,O,, se coloca 10 pyL de la muestra, 635 pL de amortiguador de
fosfatos, 335 uL de H,O, 0.03 M. Se mide absorbancia a 240 nm cada

minuto durante 5 min.

Determinacion de proteinas. Método de Bradford (azul de
Coomassie G). La concentracion de proteina en las muestras se
determinan utilizando el método de Bradford, en el cual se elaboré una

curva de calibracion con albumina bovina (BSA) (1 mg/ml), cada
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concentracion se realizd por duplicado. Para la determinacion de
proteinas, se colocé 5 pL de suero, se afora con agua bidestilada hasta
100 pl y se agrega 2.5 mL de reactivo de Bradford, cada muestra por
duplicado, se agitan las muestras en vortex y se mantienen en oscuridad
por 10 min. Se mide absorbancia a 595 nm en celdas de 1 mL de

plastico.

Con los resultados de absorbancia de la curva patrén se realizd un
promedio con los duplicados, posteriormente se trazé una grafica de
Absorbancia. vs Concentraciéon y a partir de esta se realiz6 una
regresion lineal. Los resultados de absorbancia por la muestra fueron
interpolados en la curva de albumina para la determinacién de la

concentracion de proteina.

[) Preparacion de tejido. Un porcion de higado, de aproximadamente 0.5-
1.0 g de peso, se homogeniz6 en amortiguador de fosfatos (NaHPO,)
0.02M pH 7.2 (1:4, plv, tejido/amortiguador), en un homogenizador
(POLYTRON) a velocidad media durante 3 min.

m) Extraccién de lipidos de higado: Por el método de Folch, El producto
homogenizado se coloca en un embudo de separacién con 20 mL de
mezcla de CHCI3;/MetOH (3:1, v/v). Para cada muestra se hacen tres
extracciones con la mezcla. Las fases se separan con centrifugacion a
2500 rpm por 5 min vy la fase organica se colecta en viales con tapa de
teflon. Sin evaporar la tercera extraccion se colectan 20 mL para ser
lavado con 10 mL de agua destilada. La fase cloroférmica se trata con
sulfato de sodio anhidrido para eliminar las trazas de humedad. El
extracto se lleva a la sequedad a 40°C bajo corriente de N, La cantidad
de lipidos totales se determina gravimétricamente Al extracto organico

se determino CT, TAG, TBARS por los métodos anteriormente dicho.
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n) Determinacién de la concentracion de proteinas en higado. Una
alicuota de 30 pL de homogenizado se diluyeron con 70 yL de agua
destilada. De esta ultima disolucién se tomaron 30 uL para el ensayo. El
procedimiento de cuantificacion se describié anteriormente en el inciso
h.

0) Andlisis estadistico.
Las pruebas estadisticas se realizaron considerando un intervalo de
confianza del 95%, de los datos obtenidos de la poblacion estudiada

mediante el uso de los programas estadisticos siguientes:

e SPSS 10.0 for Windows, standard version. Copyright© SPSS Inc.,
1989-1999.

e GraphPad Prism Version 4.0. Copyright© GraphPad Software
Incorporated, 1994-1996.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
EFECTO DE Spirulina maxima SOBRE LA GLUCEMIA
En la figura 7.1 (A) y (B) se presenta la grafica de la concentracion de glucosa
en sangre en los animales tratados. Como se puede apreciar la concentracion
de glucosa del grupo N+STZ es muy superior a 187 mg/dL (intervalo de
referencia (IR) en ratas Sprague Dawley 82-187 mg/dL) (69) esto mostré que la
STZ actua como agente diabetogénico (3, 41, 65, 66, 70). Lo que resulta mas

evidente al compararlo con su grupo control (N).

Los resultados muestran claramente una mejoria sustancial en la glucemia en
los animales con DM experimental y alimentados con Spirulina (Sp y Sp+STZ2),
al compararlo con el grupo N+STZ. La glucemia del grupo N+STZ es casi siete
veces mayor que el grupo N y poco mas de 5 veces mayor que los grupos Sp y
Sp+STZ.

El grupo Sp+STZ no supera el valor superior del IR, este grupo presenta una
diferencia significativa con el grupo N+STZ. En la determinacion de glucosa por

ambos métodos (tiras reactivas y kit enzimatico).

El efecto antihiperglucemiante de la Sp observado en el presente estudio ha
sido comprobado por autores como Lima Araujo y Hoyosomada (34, 45) en
ratas tratadas con aloxana, ademas también se ha observado en humanos en

estudios realizados por Parik, Mani e lyer (30, 51).

Varias teorias validan el potencial antihiperglucemico de Spirulina. Una de
estas teorias atribuye este efecto a su contenido de fibra. La viscosidad de la
fibra se ha propuesto como el principal mecanismo. La evidencia sugiere que la
capacidad de la fibra para formar geles disminuye el rango de absorcion de
glucosa, consecuentemente mejorando el nivel de glucemia. Otra teoria

sugiere el papel de las proteinas de la Sp. Las proteinas de la dieta por si

52



mismas estimulan la secrecion de insulina. Asi la ingestion de proteinas de la
Sp tiene un efecto secretagogo de la insulina resultando en la reduccion de la
glucemia postprandial (30). Sin embargo esta teoria es poco factible para
explicar este fendmeno antihiperglucemico en este estudio, ya que la STZ

destruye las células B productoras de la insulina.

Un grupo de investigadores observaron que extractos de Sp, hojas de diversas
plantas, y una levadura (Saccharomyces cerevisiae) presentan antigenos
similares a la insulina detectado por Western blot después de SDS-PAGE. La
posicion de las bandas sugiere que los materiales tefidos tienen el mismo
peso molecular que la insulina bovina. Esta teoria podria ser facilmente
aceptada si al purificar estos compuestos se realiza un estudio de actividad

farmacoldgica (41).
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CONCENTRACION DE GLUCOSA
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FIGURA 7.1. Efecto de la Sp en la glucemia de ratas diabéticas. (A) Determinacién de
la glucemia por medio de un kit enzimatico Spinreact. (B) Determinacion de glucemia
por medio de tiras reactivas. Valores en mg/dL + desviacion estandar. N: grupo de
ratas alimentadas con dieta sin Spirulina. Sp: grupo de ratas alimentadas con
Spirulina, N+STZ grupo de ratas alimentadas sin Spirulina y diabetizadas con STZ y
Sp+STZ: grupo de ratas alimentadas con Spirulina y tratadas con STZ.
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TABLA 7.1. Efecto de S. maxima en suero.
[GLUCOSA] [GLL(J}%)SA]
GRUPO (TIRAS ; [TAG] [CT]
REACTIVAS) ENZ|M)ATICO (mg/dL) (mg/dL)
(mg/dL) (mg/dL)
N 133.3+10.13 93.72+7.284 | 46.50+10.11 | 43.39+5.06
Sp 128.7+13.38 118.1+19.96 | 36.33+8.22 | 37.44+8.51
N+STZ 384.4+94 .37 622.4+76.95 | 61.58+20.29 | 48.36+12.51
Sp+STZ 211.0+85.78 114.5+27.81 | 32.90+16.47 | 37.25+7.45

Valores en mg/dL + desviacion estandar. N: grupo de ratas alimentadas con dieta sin
Spirulina. Sp: grupo de ratas alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de ratas
alimentadas sin Spirulina y diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas
alimentadas con Spirulina y tratadas con STZ.

La Tabla 7.1 y la figura 7.2 muestran los resultados del perfil de lipidos en
sangre. Los TAG y CT en sangre se encuentran dentro del intervalo de
referencia para ambos analitos en todos los grupos; sin embargo existe una
diferencia significativa entre N+STZ y Sp+STZ en TAG. Ademas en CT
presenta incrementos de 11 y 30% con respecto a los mismos grupos. Los
animales alimentados con Spirulina presentan valores mas bajos que sus
contrapartes (N y N+STZ). Se han reportado que fraccién soluble de Spirulina,
reduce los niveles de colesterol, TAG y C-LDL, en suero y en higado de ratas
(12, 39). En la tabla 7.1, se observa un incremento del 32 y 82% en TAG del
grupo N+STZ con respecto a los grupos N y Sp+STZ respectivamente.
Ademas en CT presenta incrementos de 11 y 30% con respecto a los mismos
grupos. Los animales alimentados con Sp presentan valores mas bajos que

sus contrapartes (N y N+ST2Z).

Se ha reportado que la dieta con Spirulina en pacientes con DM resulta en la
reduccion de los indices aterogénicos (51, 72, 73). Estos resultados indican el
efecto benéfico de la alimentacion con Spirulina en la prevencion de las

complicaciones secundarias en la DM tipo 2. La funcién reductora se puede
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atribuir a su capacidad de incrementar la actividad de la enzima
lipoproteinlipasa (36) disminuyendo las concentraciones de lipidos en suero.
Los resultados obtenidos para las determinaciones de TAG y CT, figura 7.2 (A)

y (B) respectivamente, muestran una diferencia significativa entre los grupos
N+STZy Sp+STZ.
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FIGURA 7.2. Efecto de la Sp sobre la concentracion de lipidos plasmaticos. (A)
Concentracion de TAG en suero. (B) Concentracion de CT en suero. Valores en mg/dL
+ desviacion estandar. N: grupo de ratas alimentadas con dieta sin Spirulina. Sp:
grupo de ratas alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de ratas alimentadas sin
Spirulina y diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas alimentadas con Spirulina
y tratadas con STZ.
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EFECTO DE Spirulina SOBRE ALT EN RATAS DIABETIZADAS

En la figura 7.3 (A) se muestra la grafica de la actividad de ALT en suero y los
resultados se muestran en la tabla 7.2. La actividad de ALT determinada para
el grupo N+STZ es claramente mucho mayor que los otros grupos es 90%
mayor. Se observo una diferencia significativa del grupo N+STZ con su control
N; ademas se observa también una diferencia significativa entre N+STZ y
Sp+STZ. Los resultados de este parametro se encuentran contenidos en la
tabla 7.2 y en la figura 7.3 (A). Nos muestran que los niveles de esta enzima se
encuentran dentro de los niveles de referencia (69). Ninguno de ellos muestra
dafio hepatico, sin embargo, entre los grupo N, Sp y Sp+STZ, se puede
apreciar que no hay una diferencia notoria, comprobada por el analisis
estadistico correspondiente; pero si existe diferencia entre N+STZ y su control,
N, ademas, de la diferencia significativa que se presenta entre N+STZ y
Sp+STZ, se podria afirmar que la Sp ofrece un efecto hepatoprotector, es
decir, la STZ origina RL solo unas cuantas horas después de la administracion,
por lo que el dafio por EOx en el higado es originado principalmente por la
hiperglucemia (63), como se puede observar al comparar al grupo de ratas
diabéticas alimentadas con Sp y su control sin Sp, N+STZ (72, 73). Ademas, la
actividad de esta enzima se estudio 30 dias posteriores al desafio con STZ, lo
que explicaria que los niveles de esta enzima se encuentren en el intervalo de
referencia, indicando que ya no existe una liberacion masiva de la enzima por
muerte celular. Debe comentarse que esta enzima se encuentra en todas las
células, incluyendo a las de los islotes 3 pancreaticos, y que la muerte de estas

células también produciria incremento en su actividad plasmatica.
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TABLA 7.2. Efecto de la dieta con S. maxima sobre la actividad
enzimatica en suero
GRUPO ACTIVIDAD DE ALT ACC-IX\T/,IADL':[S)ADE ACTIVIDAD DE SOD
(U ALT/L) (K/mL suero) U SOD/mL SUERO
N 25.81+7.35 2.17+0.77 1.92+0.06
Sp 22.9945.92 2.70+0.84 1.93+£0.02
N+STZ 49.03+18.22 0.49+0.21 1.7940.15
Sp+STZ 23.87+£10.95 2.49+0.60 1.93+£0.02

Valores en mg/dL + desviacion estandar. N: grupo de ratas alimentadas con dieta sin
Spirulina. Sp: grupo de ratas alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de ratas
alimentadas sin Spirulina y diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas
alimentadas con Spirulina y tratadas con STZ.
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FIGURA 7.3. (A) Cuantificaciéon de la actividad de ALT en suero. (B) Cuantificacién de
la actividad de catalasa en suero. Efecto de la Sp en la actividad enzimatica de ALT
(alanin amino transferasa) y catalasa. Valores en mg/dL + desviacion estandar. N:
grupo de ratas alimentadas con dieta sin Spirulina. Sp: grupo de ratas alimentadas con
Spirulina, N+STZ grupo de ratas alimentadas sin Spirulina y diabetizadas con STZ y
Sp+STZ: grupo de ratas alimentadas con Spirulina y tratadas con STZ.

Sp+STZ
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BIOMARCADORES DE ESTRES DE OXIDATIVO
En la actualidad se ha incrementado la evidencia tanto en estudios clinicos
como experimentales que sugieren que el EOx juega un papel importante en el

desarrollo de las complicaciones de la DM (47).

Catalasa (CAT)

La figura 7.3 (B) presenta la grafica de la actividad de catalasa en suero, y en
la Tabla 7.2, se muestran los resultados. Como se puede apreciar los niveles
de catalasa difieren con la dieta suministrada. Los grupos alimentados con
Spirulina, Sp y Sp+STZ, son mayores a sus contrapartes N y N+STZ,
respectivamente. Sp+STZ es poco inferior a su control, Sp. En la Tabla 7.2, se
puede apreciar que N+STZ es aproximadamente 4 veces menor que el resto
de los grupos evaluados. Existe una diferencia significativa entre N+STZ vy
Sp+STZ (p<0.05).

Superoxido dismutasa (SOD)

Con respecto a la actividad de SOD en plasma. La Tabla 7.2 muestra los
resultados obtenidos para esta evaluacion y en la Figura 7.4 (A), se muestra la
grafica correspondiente. El analisis estadistico, nos permite apreciar que existe
una diferencia significativa entre N+STZ y Sp+STZ en donde la menor

actividad se encontrd en el grupo N+STZ.

Se ha visto que tratamientos combinados con vitamina C, E y B-caroteno,
durante cuatro semanas no invierten o normalizan los niveles de actividad de

catalasa (48).

La disminucion en la actividad de las enzimas de defensa antioxidante pudo
haber sido causado por el incremento de las EOR, numerosos reportes sobre
el tema sefalan que cuando estas especies se acumulan contribuyen a la

reduccion de la actividad enzimatica antioxidante. Los resultados que se
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obtuvieron de la actividad de la enzima SOD (figura 7.4 (A) y tabla 7.2), nos
muestran que no hay cambios considerables entre los grupo, solamente se
puede apreciar que el N+STZ es inferior al resto de los grupos incluyendo su
control, ademas, el andlisis estadistico revela que existe una diferencia

significativa entre los grupos N+STZ y Sp+STZ.

El analisis de los reportes previos sobre la actividad de esta enzima en
diabetes experimental no son contundentes, no permiten apreciar si existen
diferencias con el género, especie de los animales empleados, o la duracion de
la diabetes (47).
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FIGURA 7.4. (A) Efecto de la Sp sobre los niveles de SOD (superoxido
dismutasa) y la concentracién de TBARS en suero (B). Valores en mg/dL +
desviacién estandar. N: grupo de ratas alimentadas con dieta sin Spirulina. Sp:
grupo de ratas alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de ratas alimentadas sin
Spirulina y diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas alimentadas con
Spirulina y tratadas con STZ.
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Lipoperoxidacion (TBARS)
La induccién de diabetes en roedores con STZ presenta incrementos en

TBARS, siendo una evidencia indirecta de la produccion de RL (1, 47).

La determinacion TBARS, que se presenta en la figura 7.4 (B) y los resultados
en la Tabla 7.3, muestra que la concentracion de TBARS en suero, el grupo
N+STZ presenta un incremento del 231% y 183% con respecto a los grupos N
y Sp+STZ. Ademas este grupo presenta una diferencia significativa con
Sp+STZ. Los valores de TBARS fueron significativamente superiores en

animales diabéticos al compararlos con los sanos.

Frecuentemente se ha observado que la acumulacibn de TBARS puede

revertirse por tratamiento combinados entre vitamina C, E y (-caroteno (48).

La ficocianina, un antioxidante importante que constituye la Spirulina inhibe el
incremento de lipoperdxidos in vitro e in vivo en ratas. La ficocianina en
concentracion de 200 mM inhibe aproximadamente 95% de radicales peroxilo
que inducen la lipoperoxidacion. La ficocianina nativa y reducida inhibe la

lipoperoxidacion en la misma extension (29).
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TABLA 7.3. Efecto de la dieta con S. maxima sobre
lipoperoxidacion en plasma.
GRUPO [TBARS] (ug/mL suero)
N 23.67+8.90
Sp 16.52+6.92
N+STZ 54.62+20.06
Sp+STZ 29.83+9.91

Valores en mg/dL + desviacion estandar. N: grupo de ratas alimentadas con dieta sin
Spirulina. Sp: grupo de ratas alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de ratas
alimentadas sin Spirulina y diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas
alimentadas con Spirulina y tratadas con STZ.

EFECTO DE Spirulina maxima EN EL HIGADO DE RATAS DIABETIZADAS
Lipidos totales

En la figura 7.5 (A), se presentan los resultados de la cuantificacion de lipidos
totales en higado.

TABLA 7.4.Perfil de lipidos en higado.
LIPIDOS [TAG] [COLESTEROL
GRUPO TOTALES (ugTAG/mg TOTAL]
(mgLT/g higado) higado) (ugCT/mg higado)
N 49.04+12.98 12.5015.86 30.17+15.92
Sp 51.63+15.47 15.9617.14 38.33+£11.41
N+STZ 56.84+13.49 12.8415.16 26.99+9.67
Sp+STZ 55.42+3.36 21.56+8.8 34.44+9.89

Valores en mg/dL + desviacion estandar. N: grupo de ratas alimentadas con dieta sin
Spirulina. Sp: grupo de ratas alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de ratas
alimentadas sin Spirulina y diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas
alimentadas con Spirulina y tratadas con STZ.
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DETERMINACION DE
LIPIDOS TOTALES EN HIGADO
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N Sp N+STZ Sp+STZ
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FIGURA 7.5. (A) Cantidad de lipidos totales en higado. (B) Concentracién de TAG en
higado. Valores en mg/dL + desviacion estandar. N: grupo de ratas alimentadas con
dieta sin Spirulina. Sp: grupo de ratas alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de
ratas alimentadas sin Spirulina y diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas
alimentadas con Spirulina y tratadas con STZ.
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CONCENTRACION DE COLESTEROL

TOTAL EN HIiGADO
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FIGURA 7.6. Concentracion de CT en higado. Valores en mg/dL + desviacion
estandar. N: grupo de ratas alimentadas con dieta sin Spirulina. Sp: grupo de ratas
alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de ratas alimentadas sin Spirulina vy
diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas alimentadas con Spirulina y tratadas
con STZ.

TABLA 7.5.Efecto antioxidante de Spirulina en higado.
GRUPO CATALASA (U SSOOI?/mg [TBARS] )
(ACTIVIDAD SOD) PROTEINA) (pgTBARS/mg LiPIDO)
N 16.1916.03 4.12+0.29 264.9+125.0
Sp 7.161+5.86 4.06+0.36 185.8+75.9
N+STZ 12.17+4.01 2.97+0.16 341.2+58.6
Sp+STZ 10.58+6.03 3.43+0.27 334.9+47.8

Valores en mg/dL + desviacion estandar. N: grupo de ratas alimentadas con dieta sin
Spirulina. Sp: grupo de ratas alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de ratas
alimentadas sin Spirulina y diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas
alimentadas con Spirulina y tratadas con STZ.
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ACTIVIDAD DE CAT EN HIGADO
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FIGURA 7.7. Efecto de la Sp sobre la actividad enzimatica de (A) catalasa y (B) SOD
en higado. Valores en mg/dL + desviacion estandar. N: grupo de ratas alimentadas
con dieta sin Spirulina. Sp: grupo de ratas alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de
ratas alimentadas sin Spirulina y diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas
alimentadas con Spirulina y tratadas con STZ.
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CAT

Se muestra en la figura 7.7 (A) los resultados obtenidos durante la evaluacion
de la actividad de catalasa en higado. En esta grafica se puede apreciar que
los niveles de catalasa es mas activa en los animales alimentados con la dieta

normal, que los animales alimentados con Sp.

SOD

Los niveles de SOD en higado (Tabla 7.5 y Figura 7.7 (B)) muestran valores
mas elevados en los grupos controles que en los grupos con DM experimental,
a pesar de ello el nivel de SOD en higado es ligeramente mayor en el grupo
tratado con STZ y alimentado con Sp comparado con el grupo N+STZ. El
analisis estadistico no muestra diferencias significativas en relacién a este
parametro, pero se puede observar que la alimentacién con Sp mejora los
niveles de SOD en el higado. Como se ya habia mencionado anteriormente,
las revisiones de los estudios que tocan este tdpico hablan de patrones de
actividad de SOD erraticos (47). Hay estudios que muestran la disminucién de
la actividad de SOD en higado por la tercera y cuarta semana (7, 46) después
de la induccion de diabetes; pero es normal o elevada 8 semanas después del
tratamiento (37, 48).
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CONCENTRACION DE TBARS EN HIGADO
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FIGURA 7.8. Concentracién de TBARS en higado. Valores en mg/dL + desviacién
estandar. N: grupo de ratas alimentadas con dieta sin Spirulina. Sp: grupo de ratas
alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de ratas alimentadas sin Spirulina y
diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas alimentadas con Spirulina y tratadas
con STZ.

En la evaluacion de la concentracion de TBARS en higado, presentados en la
figura 7.8, no se aprecian cambios en los niveles de TBARS entre los grupos
de prueba (Sp+STZ y N+STZ). La concentracién de estas especies es menor

en los controles (N y Sp).

Es muy conocido el aumento de lipoperoxidos en muchos 6rganos en
condiciones de diabetes (27, 41), en la figura 7.9 se aprecia un incremento de
la concentracion de TBARS en higado en los grupos tratados con STZ. Sin
embargo no se observa ninguna diferencia notable o significativa con los
controles. Por esto se podria explicar el que no se haya observado efecto de la

actividad en SOD en este estudio, ya que se realiz6 el sacrificio de las ratas
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cuatro semanas después del tratamiento con STZ, quizas para apreciar si
existe efecto sobre la actividad de SOD, se debe prolongar el tiempo entre la

induccién de la diabetes y el sacrificio.

TABLA 7.6.Concentracion de proteinas en higado
GRUPO PROTEINAS EEE%TR%%AE
(ug PROT/mg TEJIDO) homogenado)
N 95.648.2 19.1+1.6
Sp 99.1+13.0 18.8+2.6
N+STZ 127.316.4 25.5+1.3
Sp+STZ 107.61£14.6 21.5+2.9

Valores en mg/dL + desviacion estandar. N: grupo de ratas alimentadas con dieta sin
Spirulina. Sp: grupo de ratas alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de ratas
alimentadas sin Spirulina y diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas
alimentadas con Spirulina y tratadas con STZ.

CONCENTRACION DE PROTEINAS EN HIGADO
0.018

0.001 | |

(A)

pg DE PROT/mg tejido
g

40+
20+
0
N N+STZ Sp Sp+STZ
GRUPO

FIGURA 7.9. Concentracion de proteinas en higado.(ug de Proteina/mg de Tejido).
Valores en mg/dL + desviacion estandar. N: grupo de ratas alimentadas con dieta sin
Spirulina. Sp: grupo de ratas alimentadas con Spirulina, N+STZ grupo de ratas
alimentadas sin Spirulina y diabetizadas con STZ y Sp+STZ: grupo de ratas
alimentadas con Spirulina y tratadas con STZ.
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Se ha reportado que la administracion de STZ induce dafio en el higado (41). Se
sabe que el dano producido por la STZ soélo aparece poco después de la
administracion (32, 41). El dafio principal al higado se debe principalmente al EOx
que se produce por la hiperglucemia, similar al que se encuentra en pacientes
diabéticos (41); este dano es evidenciado por el incremento en el contenido de
proteinas en higado y los niveles de ALT (figura 7.3, A), que corresponden al
aumento de tejido fibroso y por lo tanto de la cantidad proteinas. Los resultados
obtenidos en este trabajo experimental (figura 7.9 y tabla 7.6), muestran que las
ratas diabéticas alimentadas con Sp, disminuyen el contenido hepatico de
proteinas, mostrando una diferencia significativa entre este grupo y el N+STZ.
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7. CONCLUSIONES
La alimentacién con una dieta Sp deshidratada (5%) presenta un efecto

antihiperglucemiante en ratas tratadas con STZ.

La  suplementacion con Spirulina maxima presenta  efectos
antihiperglucemiantes de ratas diabéticas, ademas, atenda el dafio hepatico
por la STZde un efecto hepatoprotector, al disminuir los niveles de ALT en

suero y la concentracion de proteinas en higado.
La alimentacion con Spirulina incrementa los niveles de las principales enzimas

antioxidantes y disminuye de forma significativa la concentracion de TBARS en

suero de ratas diabéticas.
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8. ANEXOS
ANEXO I. Farmacos empleados en el tratamiento de la DM

Biguanidas

La metformina es un ejemplo de este tipo de farmacos. Aumentan la utilizacion y
captaciébn de glucosa por el musculo esquelético (reduciendo, por tanto, la
insulinorresistencia) y disminuyen la sintesis hepatica de glucosa (gluconeogénesis). La
metformina, ademas de disminuir la glucemia, también disminuye las lipoproteinas de baja
densidad y muy baja densidad. Los efectos adversos mas frecuentes son trastornos
digestivos dependientes de la dosis (anorexia, diarrea, nauseas). La metformina no
estimula el apetito y resulta, por tanto, util en la mayoria de los pacientes que son obesos
y no responden al tratamiento exclusivamente dietético.

Sulfonilureas

Las primeras de uso clinico fueron tolbutamida y clorpropamida. La clorpropamida puede
provocar hipoglucemias graves, sobre todo en ancianos en quienes la funcion renal se ve
disminuida. Tolbutamida, sin embargo, sigue siendo util. Las denominadas sulfonilureas
de segunda generacion (glibenclamida, glipicida, etc.). Las sulfonilureas ejercen su accién
principal sobre las células B, donde estimulan la secrecion de insulina y reducen, por
tanto, la glucosa plasmatica. Existen receptores de alta afinidad por las sulfonilureas en
los canales de KATP de la membrana plasmatica de las células B y la unién a ellos de

diversas sulfonilureas estimula con una potencia similar la liberacion de insulina. El
acontecimiento adverso mas frecuente suele ser la hipoglucemia, que puede ser intensa y
prolongada. Las sulfonilureas requieren células  funcionales, por lo que son Utiles en las
fases iniciales de la DM2.

Tiazolidinedionas

Las tiazolidinedionas (o glitazonas) como la rosiglitazona y pioglitazona reducen la
glucemia sin originar, aparentemente, una hepatotoxicidad significativa. El efecto de las
tiazolidinedionas sobre la glucemia es de comienzo lento y su efecto maximo no se
consigue hasta después de 1 a 2 meses de tratamiento. Reducen la sintesis hepatica de
glucosa y aumentan la captacion de glucosa por el musculo, favoreciendo asi la eficacia
de la insulina enddégena y disminuyendo la cantidad de insulina exdgena necesaria para
mantener un nivel de glucemia adecuado. Las tiazolidinedionas se unen a un receptor
nuclear denominado receptor activado por el proliferador de peroxisomas y (FPARV), que

forma un complejo con el receptor X de retinoides. El FPARV esta presente sobre todo en

el tejido adiposo, aunque también aparece en musculo e higado; incrementa la lipogenia y
estimula la captacién de acidos grasos y glucosa. Los efectos adversos mas importantes
de rosiglitazona y pioglitazona son el aumento de peso y la retencidn de liquidos.

Meglitinidas
Estos farmacos como la repaglinida y la nateglinida actdan al igual que las sulfonilureas,
bloqueando el receptor de sulfonilureas de los canales de KATP de la membrana de las

células B pancreaticas. Nateglinida desplaza a la glibenclamida de sus lugares especificos
de union. Es mucho menos potente que la mayoria de las sulfonilureas, con excepcion de
la tolbutamida. Estos farmacos se administran inmediatamente antes de las comidas para
reducir el aumento posprandial de la glucemia en los diabéticos tipo 2 insuficientemente
controlados con dieta y ejercicio. Una de las posibles ventajas es que podrian causar un
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menor aumento de peso que las sulfonilureas convencionales. Mas adelante, al progresar
la enfermedad, pueden combinarse con otros farmacos orales, como metformina o
tiazolidinedionas.

Inhibidores de la a-Glucosidasa

Los inhibidores de la a-glucosidasa disminuyen la hiperglucemia posprandial. La a-
glucosidasa es un conjunto de enzimas que se encuentran en las células epiteliales
intestinales que incluyen glucoamilasas, sucrasas, maltasas y dextranasas. La
prolongacion de la absorcién intestinal de carbohidratos resulta en una leve respuesta
insulinica, que mantiene la hiperglucemia posprandial bajo control. Este tipo de farmacos
debe ser consumido antes de los alimentos; tedricamente, son mas benéficos en
pacientes con niveles moderados de DM y no son aprobados para el uso de DM1. La
acarbosa es un oligosacarido que tiene una alta afinidad por la a- glucosidasa, con una
absorcion muy lenta y se le ha relacionado con raros casos de hepatotoxicidad. El miglitol
es otro tipo de inhibidor de la a- glucosidasa que parece inhibir a las sucrasas y maltasas
en un mayor grado que la acarbosa. Los efectos secundarios mas comunes por la
administracion de este tipo de farmacos son alteraciones gastrointestinales, los cuales
pueden ser minimizados al comenzar a tratar al paciente con bajas dosis.

Insulina

La insulina se presenta como una inyeccién para aplicarse en forma subcutanea. La
insulina que se usa puede ser de vacuno, cerdo, vacuno y cerdo combinado, o humano.
La insulina humana se elabora usando técnicas de ingenieria genética a partir de la
bacteria E. coli (Humulin) o de una levadura (Novolin). El 60% de la insulina que se usa es
de origen humano.

La cantidad de insulina que se requiere depende del régimen alimenticio, del ejercicio
fisico que se haga y de otro tipo de medicamentos que se tomen, y puede cambiar con el
tiempo.

El principal efecto adverso de la insulina es la hipoglucemia. Es frecuente, y cuando es
intensa puede provocar dafio cerebral.
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ANEXO II. Anélisis proximal de Spirulina sp (15).

Durand- Sautier- . _
Vermorel, et | Narashima Miller
Referencia Chastell, Tremolier,
al. 1975 et al. 1982 1968
1980 1975
Proteina
60-71% 55.5-73.7% | 59.2-80.7% 58.5% 65%
cruda
Fibra cruda 0.1-0.9% - - 5%
_ 10.05%-
Lipidos 6-7% - 6.5% 2%
12.7%
Carbohidratos 13-16% 17.4-21.9% - 8.5% 20%
Energia
- - 4.96-5.53% - -
Kcallg
4.95-
Canizas 6.4-9% 3.8-7.4% 9% -
10.52%
Humedad 4-7% 0.8-7% 6.84-9.19% 6.5% -

ANEXO Ill. Aminograma de la Spirulina maxima (15).

Aminoacidos Durand-Chastell Patron FAO-OMS
esenciales Minimo Maximo g/16g N2
Fenilalanina 2.77 3.95 6.08
Isoleucina 3.69 413 4.00
Leucina 5.56 5.80 7.04
Lisina 2.96 4.00 5.44
Metionina 1.59 217 -
Treonina 3.18 417 4.00
Triptéfano 0.82 1.13 0.96
Valina 4.20 6.00 4.96
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ANEXO lll. Aminograma de la Spirulina maxima (15). (Continuacién)

Aminoacidos no

Durand-Chastell

Patron FAO-OMS

esenciales Minimo Méaximo g/16gN

Alanina 4.97 5.82 -
Arginina 4.46 5.98 -
Ac. Aspartico 5.97 6.43 -
Cisteina 0.56 0.67 -
Glicina 3.17 3.46 -
Ac. Glutamico 8.29 8.94 -
Histidina 0.89 1.08 -
Prolina 2.68 297 -
Serina 3.18 4.00 -

ANEXO IV. Contenido de acidos grasos en la Spirulina (53).

Acido graso %
Acido miristico 0.23
Acido palmitico 44.6-54,1

Acido palmitéleco 1,26
Acido y-linoleico 11-31
Acido oleico 1-15,5
Otros 20,88
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ANEXO V. Composicion de Carbohidratos en Sp (53)

Glicerol 7,4
Glucosa 7,5
Ramnosa 17 .1
Fucosa 3,3
Ribosa 8,1
Xilosa 4.5
Manosa 1,9
Galactosa 8,2
D-Glucosamina 2,12
No identificados 2,6

ANEXO VI. Contenido de minerales en la Spirulina reportado por diferentes

autores.
Componente % (mg/100g) (15) % (53)
Calcio 0.65 0,1-0,4
Fosforo 8.90 0,3-0,7
Hierro 59 0,03-0,05
Sodio 1.00 0,45-0,5
Potasio 0.48 1-14
Magnesio 1.52 0,1-0,2
Manganeso 2.60 0,005
Molibdeno 0.15 -
Selenio 0.25 -
Zinc 1.8 0,003
Cobre - 0,0012
Cromo - 0,28mg
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ANEXO VII

Estudios recientes sobre efectos farmacoldgicos de alga Spirulina (17)

Efecto

Modelo

Resumen de resultados

1. Antialérgico

Rata

La inoculacion intraperitoneal inhibié varios tipos de
reacciones alérgicas. In vitro previno la produccion
de tNF-alfa por macrofagos peritoneales.

Resultados similares se obtuvieron con la
proveniente de otra fuente.

2. Antianémico

Rata

Sola o en combinacién con gluten de trigo,
aumento el contenido de hierro y hemoglobina
durante la primera semana de la gestacién y en la
lactacion.

3. Anticancerigeno

Células

Siete administraciones intravenosas de 100 m g de
Ca-SP cada una, obtenido del alga, causaron
marcada disminucion de tumor pulmonar
colonizado con células B16-B6.

Ratén

Redujo el citocromo P450 hepatico, induccion de la
glutation-S-transferasa hepatica; sin embargo, la
actividad de la glutation-S-transferasa
extrahepatica, no presentd cambios. Aumenté el
tiempo de sobrevida de ratones BALB/c inoculados
con el linfosarcoma L517BY

4. Anticoagulante

Cofactor
heparina

Un polisacarido aislado del alga aumenté en mas
de mil veces la actividad antitrombina del cofactor Il
de la heparina.

Fibroblastos

El mismo polisacéarido incrementd la produccion de
activador del plasminégeno, en una linea celular de
fibroblastos humanos.

5. Antigenotoxico

Células

Extractos acuosos y organicos inhibieron la
frecuencia de micronucleos en células meidticas de
Tradescantia, inducida por la hidrazida maleico.

6. Antihepatotdxico

Rata

La Spirulina, el extracto oleoso y la fraccion del
alga exenta de grasa previnieron el higado graso
inducido por tetracloruro de carbono.La ficocianina,
proveniente del alga, protegié contra la
hepatotoxicidad producida por tetracloruro de
carbono y pulegona.

7. Antiinflamatorio

Ratén

Ratén y
rata

La ficocianina, obtenida de Spirulina, redujo la
inflamacién producida por perdxidolLa ficocianina,
obtenida de la cianobacteria, mostré actividad
antiinflamatoria en cinco modelos experimentales.

Ratén

Extractos de ficocianina obtenidos de Spirulina
inhibieron el edema en oido y las concentraciones
de LTB, inducidos por acido araquidonico.
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ANEXO VIl Estudios recientes sobre efectos farmacoldgicos de alga Spirulina (17)

(Continuacidn)

Rata

La ficocianina, obtenida de Spirulina, redujo la
actividad de la mieloperoxidasa e inhibié la
infiltracién celular inflamatoria y el dafio en colon.

8. Antiparasitario

Ratén

En ratones inoculados con Plasmodium chabaudi
no se observo efectos en la parasitemia pero
tampoco desarrollaron recrudescencia.

9. Antitéxico

Rata

Redujo la toxicidad del plomo sobre testiculos,
peso corporal y diametro tubular.

10. Antiviral

Células
humanas

Un extracto acuoso inhibié en 50 % la produccion
de HIV-1 en lineas de células humanas, células
mononucleares y células de Laangerhans

Virus

El Ca-Spirulan inhibid la replicacion de HIV-1y
HSV-1 en lineas de células humanas.El reemplazo
del ion Ca por iones de Na y K en la molécula de
Ca-SP, conservé su actividad antiviral.

11. Cardiovascular

Anillos
aorticos

Administrada durante dos semanas, al 5% en la
dieta, mostré efectos sobre las respuestas
vasomotoras dependientes del endotelio en anillos
de aorta.Administrada durante seis semanas,al 5%
en la dieta, previno los efectos vasomotores de una
dieta rica en fructosa (60%) en anillos de aorta de
rata.El extracto alcohdlico aumentod la sintesis de
NO por el endotelio y de un prostanoide
vasoconstrictor por células no endoteliales.

12.
Hipoglicemiante

Rata

El extracto metandlico causé disminucién del area
bajo la curva de glucosa en animales diabéticos,
sugiriendo efecto hipoglicemiante. Sin embargo, el
extracto diclorometandlico produjo efecto
hiperglucemiante en normales y diabéticos,
mostrando la existencia de principios antagonicos
en el alga.

13. Hipolipidémico

Rata

Disminucion del colesterol hepatico incrementado
por el tetracloruro de carbono.

14.
Inmunoestimulante

Ratén

La incorporacion a la dieta de ratones normales
mejord la respuesta de anticuerpos a eritrocitos de
carnero.

La administracién simultanea oral con un antigeno,
incremento la respuesta de IgA en intestino.
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ANEXO VII Estudios recientes sobre efectos farmacoldgicos de alga Spirulina (17)

(Continuacidn)

Pollo

La administracién de un extracto a cultivos de
macrofagos peritoneales de pollo aumento su
capacidad fagocitica.

La incorporacioén a la dieta de pollos, mejoré su
respuesta secundaria de anticuerpos anti-
eritrocitos de carnero, la respuesta mitogénica a
PHA, la actividad fagocitica de macrofagos y la
actividad NK.

Gatos

La adicion de extracto a cultivos de macréfagos de
gato aumento su capacidad fagocitica.
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