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Resumen

Las microalgas contienen compuestos bioldégicamente activos con potencial aplicacion en
alimentos funcionales o como nutracéutico, lo cual podria ayudar en el control metabdlico
de diabetes mellitus. El objetivo de este estudio fue conocer los efectos clinicos,
microbiologicos e inmunoldgicos del consumo de dos microalgas marinas en un modelo en
ratas con diabetes mellitus. El estudio se llevd a cabo en dos fases. En la primera se
utilizaron las microalgas Isochrysis galbana y Nannochloropsis oculata para conocer sus
efectos sobre glucosa, peso corporal, lipidos, lipoproteinas, compuestos nitrogenados,
microbiota y cambios histopatoldgicos de intestino en ratas diabéticas y no diabéticas
durante ocho semanas. Las microalgas fueron cosechadas por centrifugacion. En la prueba
preliminar de dosis letal no se observo toxicidad aguda en las dosis utilizadas. Las
microalgas disminuyeron el peso corporal de los animales. El grupo diabético tratado con I.
galbana mostro disminucion de los valores de glucosa, triglicéridos y colesterol, asi como
un incremento en el recuento de bacterias acido lacticas (BAL) y signos menores de
inflamacion intestinal. El grupo diabético tratado con N. oculata no mostré cambios en
valores clinicos, presentaron disminucion en el recuento de BAL Yy dafio intestinal. Ambas
microalgas incrementaron la lipoproteina de baja densidad y disminuyeron la lipoproteina

de alta densidad.

En la segunda fase del estudio fue seleccionada I. galbana. La microalga fue cosechada por
floculacion con hidréxido de sodio. Se evalud el efecto sobre glucosa, hemoglobina
glucosilada, lipidos, lipoproteinas, biota intestinal, cambios histopatoldgicos de intestino,
higado y rifién, parametros inmunologicos como TNFa, IL6, Leptina y GLP-1, ademas de
la expresion génica a nivel hepético en ratas diabéticas y no diabéticas tratadas durante 14
semanas. El contenido de nutrimentos de I. galbana fue alterado debido a la floculacion. El
consumo de la microalga disminuyo el peso corporal en sujetos sanos y lo mantuvo en los
sujetos enfermos. La glucosa y hemoglobina glucosilada no mostraron diferencias
estadisticas. Los animales diabéticos tratados con microalga incrementaron el recuento de

BAL y disminuyeron las enterobacterias. Se observaron diferencias en el tipo de BAL entre



grupos. No se reportd dafio histoldgico en intestino, higado o rifion en los animales tratados
con la microalga. Se observaron cambios en los pardmetros inmunolégicos y sobre la

expresion de genes hepaticos relacionados con metabolismo.

Palabras clave: Isochrysis galbana, Nannochloropsis oculata, diabetes mellitus.

Dr. Felipe Ascencio Valle
VoBo



Abstract

Microalgae contain biologically active compounds with potential applications in functional
foods and nutraceuticals which could help in the metabolic control of diabetes mellitus.
The objective of the study was to know the effects of consumption of two marine
microalgae on diabetic rats. This study was done in two phases. In the first phase were used
the microalgae Isochrysis galbana and Nannochloropsis oculata to know the effects on
glucose, body weight, lipids, lipoproteins, nitrogen compounds, intestine biota and
gastrointestinal histopathology in a diabetic and non-diabetic rat model during eight weeks.
These microalgae were harvested by centrifugation. At preliminary lethal dose test was no
observed acute toxicity from the microalgae at the tested doses. In the randomized
biological model, the microalgae produced weight loss on the animal. The I. galbana
diabetic group exhibited decreased glucose, triacylglycerol and cholesterol values, as well
as higher lactic acid bacteria (LAB) counts and only minor signs of intestinal inflammation.
The N. oculata diabetic group exhibited no changes in clinical values, a lower LAB counts
and intestinal damage. Both microalgae increased low density lipoproteins and decreased
high density lipoproteins in healthy and diabetic rats.

In the second phase of the study was selected I. galbana. The microalga was harvested by
flocculation with sodium hydroxide. It was evaluated its effect on body weight, glucose,
glycosylated hemoglobin, lipids, lipoproteins, intestinal biota, gastrointestinal, hepatic and
renal histopathology changes, immunological parameters such like, TNFa, IL6, Leptine and
GLP-1, and hepatic gene expression in diabetic and non-diabetic rats treated during
fourteen weeks. I. galbana nutrimental levels were altered by the flocculation. Microalga
consumption decreased body weight in healthy subjects while it remained constant in
diabetic rats. Glucose and glycated hemoglobin showed no statistical difference between
diabetic groups. Diabetic animals treated with microalgae increased lactic acid bacteria
(LAB) enumeration and decreased enterobacteria. There were differences in the type of

LAB between groups. No histological damage was observed in the intestine, liver or kidney



in animals treated with microalgae. There were changes in immunological parameters and

hepatic genes related with metabolism.

Key word: Isochrysis galbana, Nannochloropsis oculata, diabetes mellitus.
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1. INTRODUCCION

Diabetes mellitus es una enfermedad cronico degenerativa caracterizada por hiperglucemia,
la cual es resultado de un desequilibrio en la secrecion o accién de la insulina y que afecta
el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. El control de la hiperglucemia es el
principal objetivo del tratamiento multidisciplinario del paciente diabético. En dicho
tratamiento, la intervencion nutrimental juega un papel importante en la disminucion de la
glucosa sanguinea y asi prevenir o controlar las complicaciones micro y macrovasculares.
La inclusion dietética de alimentos funcionales o compuestos bioactivos derivados de
plantas u otras fuentes tales como fibra dietética y 4acidos grasos poliinsaturados,
proporcionan efectos benéficos al paciente diabético ya sea a nivel gastrointestinal
favoreciendo el crecimiento o actividad de las bacterias acido lacticas, disminuyendo peso
corporal, regulando procesos inflamatorios o disminuyendo resistencia a la insulina, entre
otras actividades (Liu et al., 2007)

Se ha reportado que tales compuestos bioactivos se encuentran en las microalgas de origen
marino, sin embargo varian la cantidad y tipo de acuerdo a la microalga y condiciones de
cultivo (Stengel et al., 2011). De forma general, las microalgas marinas contienen 50-70%
de proteinas, 30% de lipidos, 5-23% de carbohidratos y 8-14% de caroteno, pigmentos y
vitaminas del complejo B asi como del tipo E, Ky D (Avagyan, 2010; Brown et al., 1997)
Debido a lo anterior el potencial de uso de las microalgas marinas en el mercado de la
salud ha incrementado su produccion para comercializacion, aunque son pocas las especies
cuyas propiedades benéficas han sido investigadas en esta area. Algunas de las algas
utilizadas en la industria han sido Spirulina plantesis (actividad antioxidante, disminucién
de peso corporal y efectos hipocolesterolémicos), Chlorela vulgaris (contenido de proteinas
y posible nutracéutico en pacientes con sindrome de intestino corto), Dunaliella salina
(concentracion de proteinas y pigmentos) y Porphyridium sp. (fibra dietética, polisacaridos
sulfatados, efectos benéficos gastrointestinales y metabolismo lipidico (Dvir et al., 2000,
Salman et al., 2007).



Otras microalgas contienen dichos compuestos en altas cantidades, no obstante mayor
numero de investigaciones son necesarias antes de comercializarse. Ejemplo de ello es
Isochrysis galbana y Nannochloropsis oculata, conocidas por tener gran cantidad de
polisacaridos solubles e insolubles asi como porcentajes significativos de &cidos grasos
poliinsaturados. Siendo I. galbana quien posee mayor cantidad del &cido graso omega-3
docosahexaenoico (DHA), mientras que N. oculata contiene un porcentaje mayor del &cido
graso omega-3 eicosapentaenoico (EPA) (Brown, et al., 1997; Rebolloso-Fuentes et al.,
2001).

En pacientes diabéticos, dichos polisacaridos y acidos grasos pueden ayudar en la
regulaciéon de glucosa, metabolismo lipidico, compuestos nitrogenados, repuesta
inmunoldgico asi como incrementar las bacterias benéficas al intestino, contribuyendo en la
modulacion de la disfuncion de la mucosa y epitelio intestinal. Por lo tanto, este estudio
tuvo como objetivo conocer el efecto de los compuestos bioactivos de las microalgas 1.
galbana y N. oculata como parte del tratamiento nutrimental en un modelo biol6gico con

diabetes mellitus.



2. ANTECEDENTES

Diabetes mellitus es una enfermedad cronico-degenerativa que se caracteriza por la
elevacion de glucosa en sangre como resultado de un defecto en la secrecion de insulina, su
accion o ambas. Anteriormente, la diabetes se dividia en dos grupos respecto al uso de
insulina como tratamiento, en insulino-dependiente e insulino-independiente, sin embargo
causaba confusion, lo que propicié que se propusiera una nueva clasificacion en cuatro
grupos: diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2, el grupo 111 en donde se presentan
varios tipos especificos de esta patologia y por dltimo la diabetes gestacional (Tabla 1)
(Guzman-Juarez et Madrigal-Bujaidar, 2003; Oviedo-Mota et al., 2003).

El diagnodstico de esta enfermedad esta basado en la presencia de hiperglucemia (> 126
mg/dL) y se confirma con la presencia de sintomas caracteristicos como poliuria, polifagia,
polidipsia, entre otros. Sin embargo, cuando la hiperglucemia es crénica y no controlada, se
genera un proceso denominado glucosilacion, en el cual la glucosa excedente se adhiere a
sustratos como proteinas, carbohidratos, lipidos, bases nitrogenadas, entre otros, lo que da
como resultado la generacién de productos avanzados de la glucosilacion (AGE, siglas en
inglés); dichos AGE son capaces de modificar sefiales de trasmision celular en endotelio
bloqueando parcialmente la accidn de los receptores de superficie y la expresion de genes
especificos asi como incrementando citocinas inflamatorias y rigidez en la pared arterial.
Por otra parte, al elevarse la glucosa se genera sorbitol y se incrementa diacilglicerol
(DAG), el primero induce la reduccion de la produccion de ATP-asa dependiente de Na y
K, perdiéndose el potencial redox, mientras que el DAG potencia la accion de las proteinas
cinasa C que reduce la produccion de 6xido nitrico y otras prostaciclinas vasodilatadoras.
La presencia de AGE, polioles y diacilglicerol ocasionan al paciente una serie de
repercusiones micro y macrovasculares asi como el incremento en el estrés oxidativo, el
cual ha sido aceptado como uno de los principales causantes del incremento en la
produccidn de radicales libres, sobrepasando la capacidad de los sistemas antioxidantes y a
su vez participando en la progresion de la diabetes (Maritim et al., 2003; Oviedo-Mota et
al., 2003).



Tabla I. Clasificacion de diabetes de acuerdo a la Asociacion Americana de Diabetes

Tipo Caracteristicas

) ) Existe destruccion de células f del pancreas, generalmente con
Diabetes tipo 1 L o
deficiencia absoluta de insulina
) ) Predomina incapacidad para incorporar glucosa a las células y
Diabetes tipo 2 L y » o
deficiencia de la secrecion o accion de insulina
a) Por defectos genéticos en las células B del pancreas y se
manifiesta con un deterioro en la secrecién de insulina, se presenta a
temprana edad (Diabetes tipo MODY)
b) Por defectos genéticos en la accion de insulina
¢) Originada por enfermedades del pancreas exocrino
] d) Por endocrinopatias, en la que varias hormonas antagonizan la
Grupo 11, presencia de N o o
S - accion de la insulina o la inhiben
varios tipos especificos

] e) Inducida por drogas que afectan la accién o secrecion de la
de Diabetes

insulina

f) Asociada a infecciones que destruyen las células B del pancreas

g) Mediada por alteraciones no comunes de inmunidad, presencia de
anticuerpos anti-receptor de insulina

h) Asociada con sindromes genéticos relacionados con la deficiencia
de insulina

Se presenta por intolerancia a la glucosa debido a cambios

Diabetes Gestacional . )
metabolicos de origen hormonal

En base a la Asociacion Americana de Diabetes (ADA),2008.

Las consecuencias macro y microvasculares de la diabetes pueden ser cardiopatias,
neuropatias y nefropatias que llegan afectar el estilo de vida del paciente. Algunos autores
mencionan que los pacientes diabéticos tienen 25% mas posibilidades de presentar un
problema de ceguera en comparacidn con personas sanas, asi mismo hacen referencia sobre
la nefropatia diabética como la primera causa de insuficiencia renal cronica en esta
patologia, la gastroparesia su principal repercusion en aparato gastrointestinal, el pie

diabético la més frecuente neuropatia y los problemas cardiovasculares como la mayor



causa de morbilidad y mortalidad en la diabetes mellitus. Las complicaciones metabdlicas
mas comunes derivadas de la resistencia a la insulina son los valores anormales de lipidos
(elevacion de colesterol y triglicéridos) y lipoproteinas en sangre (disminucion de la
lipoproteina de alta densidad (HDL), elevacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL)),
la ateroesclerosis en cuya causa intervienen la disfuncion endotelial y diversos fendmenos
inflamatorios del estrés oxidativo caracteristico de la patologia (Guzman-Juérez et
Madrigal-Bujaidar, 2003; Oviedo-Mota et al., 2003; Sabag-Ruiz et al., 2006)

El control glucémico del sujeto diabético a través de la alimentacion es fundamental para
prevenir y/o limitar las consecuencias de su enfermedad, ya que se ha observado un efecto
fisioldgico benéfico en el organismo al consumir cierto tipo de alimentos; incluso se ha
utilizado la terapia nutrimental como herramienta para el cumplimiento de objetivos en el
tratamiento del paciente, ya sea llevando a cabo cambios en los habitos de alimentacion,
realizando dietas individualizadas y/o adicionando alimentos funcionales como fibra
dietética y acidos grasos poliinsaturados; debido a que ha sido reportado que la fibra
dietética al ser un polimero de carbohidratos no digeribles, ofrecen un efecto benéfico al
humano, asimismo es considerada un prebidtico, ya que estimula el crecimiento y/o
actividad de las bacterias benéficas presentes en el intestino que al fermentarla, generan
acidos grasos de cadena corta que proporcionan beneficios a la salud (Cummings et al.,
2001; Pefia, 2007).

La fibra dietética se clasifica en base a su solubilidad, la fibra insoluble es esencial para la

estructura celular de las plantas, no se disuelve en agua y su principal impacto esta en el
colon e intestino grueso ya que aumenta el bolo fecal y lo hace mas suave, disminuyendo
asi las heces sobre la pared intestinal al acelerar su movimiento y evacuacion, evitando la
constipacion; mientras que la fibra soluble beneficia en mayor porcentaje al intestino
delgado debido a que absorbe mayor cantidad de agua a nivel intestinal. (Nakaji et al.,
2002).



Se han realizado estudios con beta glucanos de levadura, en donde se demuestra que hay
una disminucién del colesterol total y un incremento de la lipoproteina de alta densidad
(HDL) (Nicolosi et al., 1999); mientras que otras investigaciones han descrito que el
consumo de fibra insoluble disminuye el apetito y con ello la ingesta dietética, ayudando al
control de peso (Hamedani et al., 2009). Por su parte, la fibra soluble tiene impacto al
disminuir los riesgos de enfermedades cardiovasculares, como la ateroesclerosis y
dislipidemia, al disminuir el colesterol sérico y la lipoproteina de baja densidad (LDL)
(Pefia, 2007; Wolever et al., 2009). EI mecanismo por el cual disminuye el colesterol y la
LDL no es claro, pero hay cuatro mecanismos sugeridos: i) uniéndose a los acidos biliares
en el intestino delgado, ii) incrementando la excrecion fecal de los &cidos biliares, iii)
incrementando la sintesis primaria de los acidos biliares, lo que reduce la absorcion del
colesterol asi como el de carbohidratos, y por altimo, iv) al inhibir la sintesis de colesterol
a través de los acidos grasos de cadena corta generados durante la fermentacion (Wolever et
al., 2009). Otras investigaciones en el &rea clinica han demostrado que el consumo de fibra,
ayuda al manejo de otras patologias como la diabetes mellitus, ya que su ingesta influye
sobre el control glucémico, aumenta la sensibilidad a la insulina, facilita la pérdida de peso
y puede reducir la necesidad de medicamentos, asi como mantener la salud del tracto
gastrointestinal en este tipo de pacientes (Jenkins et al., 2002; Wolever et al., 2009).

Por su parte, los &cidos grasos poliinsaturados se caracterizan por presentar mas de un
doble enlace y pueden dividirse en dos familias: omega-3 y omega-6, ambos esenciales y
necesarios en la dieta (Fig. 1). La estructura y posicion de los dobles enlaces de estos
acidos grasos, le confiere propiedades fisiologicas al ser humano. Ademas de ser fuente de
energia, también se incorporan a las membranas celulares donde son precursores de
mediadores quimicos llamados eicosanoides, tales como las prostanglandinas (PG), los
tromboxanos (TX) y los leucotrienos (LT), que intervienen en numerosos procesos como la
coagulacién de la sangre o la respuesta inflamatoria e inmunoldgica (Calder, 2006;

Companioni-Gazquez, 2000).
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Figura 1. Familia de acidos grasos poliinsaturados

El acido graso que se une mayormente a los fosfolipidos de la membrana celular, es el
araquidonico (AA), precursor mas importante de eicosanoides. Sin embargo el &cido EPA
compite directamente con el AA por las enzimas implicadas en su metabolismo, por lo que
dependiendo de su disponibilidad, se sintetizara el tipo de eicosanoides, es decir, ante la
presencia del acido AA se generardn prostanglandinas (PG), tromboxanos (TX) de la serie
dos y leucotrienos (LT) de la serie cuatro, que son moléculas con elevada actividad
inflamatoria, mientras que frente al acido eicosapentenoico (EPA) se obtendran TX de la
serie tres y LT de la serie cinco, cuya actividad inflamatoria es débil, ademas la enzima
ciclooxigenasa es poco eficiente cuando se utiliza al EPA como sustrato (Fig. 2) (Arterburn
et al., 2006; Carrero et al., 2005, Kew et al., 2004; Mesa-Garcia et al., 2006).

La respuesta inflamatoria es de caracter protector, aunque al prolongarse dicho estado se
puede ocasionar un riesgo a la salud, ya que los eicosanoides de la serie dos y cuatro elevan
la actividad de monocitos 0 macrofagos, que a su vez generan la aparicion de citoquinas
proiinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF) y las interleucinas (IL) 1, 6 y
10, que aumentan el nivel de estrés oxidativo, el cual se encuentra elevado en los pacientes

diabéticos (Companioni-Gazquez, 2000).
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Figura 2. Eicosanoides derivados de los acidos grasos poliinsaturados

El uso de alimentos funcionales como la fibra dietética y acidos grasos poliinsaturados ha
permitido el incremento en la investigacién de moléculas con alto valor biol6gico cuyo
origen sea natural. Es debido a esto, que el uso de microalgas marinas en el area de la salud
ha comenzado a generar interés, ya que brindan una fuente de sustratos de importancia
biolégica y terapéutica como son: vitaminas, proteinas, polisacaridos y acidos grasos

omega-3 y omega-6 (Raja et al., 2008; Spolaore et al., 2006).



Microalgas marinas

El cultivo de organismos marinos, como las microalgas, se ha convertido en una industria
importante en todo el mundo. Han generado interés gracias a su uso en la acuicultura y en
el desarrollo de tecnologia ambiental y farmacéutica al obtener sustancias de valor
agregado a partir de sus componentes estructurales o sustratos metabdlicos (Wu et al.,
2006). Las microalgas son un conjunto de organismos fotosintéticos que ademas de
constituir el fitoplancton, juegan un papel importante en la produccién de oxigeno y
materia orgéanica. El uso de estos organismos marinos por los humanos data de hace 2000
afios por los chinos, aunque la biotecnologia con microalgas empezé a desarrollarse en la
mitad del siglo pasado (Spolaore et al., 2006). EIl cultivo de éstas, estriba en que son las
primeras formadoras de materia orgéanica y por su tamafio facilmente capturables, asimismo
presentan una diversidad de relaciones con la comunidad microbiana, sirviendo como
fuente de alimento para una gran variedad de larvas y estadios juveniles de moluscos,

crustaceos y peces (Tabla 1) (Stanley et al., 1976).

No obstante, en los Gltimos afios se ha observado que su uso biotecnoldgico puede generar
un mayor éxito comercial debido a su aplicacion en el area de la salud, al obtener de los
constituyentes de estos microorganismos moléculas de valor bioldgico y terapéutico como
son: proteinas, acidos grasos poliinsaturados, carbohidratos, vitaminas y otras moléculas
como carotenoides, clorofilas, entre otros (Abalde et al., 1995; Raja et al., 2008; Spoalore
et al., 2006).
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Tabla Il. Algas de mayor uso en acuicultura (Wikfors et Ohno, 2001)

Clase Género Uso
Alimento para humano, componente para alimento
Cyanophyceae Spirulina )
de pez dorado en Japén y China
Eustigmatophyceae Nannochloropsis Alimento vivo para moluscos y crustaceos
Prasinophyceae Tetraselmis Alimento vivo para moluscos y crustaceos
Chlorophyceae Chlorella Alimento vivo para moluscos y crustaceos
Dunaliella Extraccién de pigmentos, beta caroteno
Hematococcus Extraccién de pigmentos, astaxantinas
Cryptophyceae Rhodomonas Alimento vivo para moluscos y crustaceos
Cryptomonas Alimento vivo para moluscos y crustaceos
) o Extraccion de lipidos, Acido docosahexaenoico
Dinophyceae Crypthecodinium
(DHA), alimento para humano
Prymnesiophyceae Isochrysis Alimento vivo para invertebrados marinos
Pavlova Alimento vivo para invertebrados marinos
Bacillariophyceae Chaetoceros Alimento vivo para moluscos y crustaceos
Thalassiosira Alimento vivo para moluscos y crustaceos
Chorophyta Monostroma Alga comestible, alimento para humano
Phaeophyceae Laminaria Alga comestible, alginatos
Rhodophyceae Gelidiella Agar, alimento para humano y medicinal
Chondrus Carragenatos, alimento para humano

*Wickfors et Ohno, 2001

Cabe mencionar que la composicion bioquimica de estos microorganismos marinos puede
modificarse si se varian las condiciones de cultivo, sin embargo Brown et al., (1997)
describe una proporcién de hidratos de carbono en un 5-23%, lipidos de un 7-23% y
proteinas entre el 6-52%, mientras que Abalde et al.,(1995) menciona que el 90% del peso
seco de una célula algal esta constituido de proteinas, lipidos y carbohidratos, siendo el
componente principal la proteina, que supone mas del 50% del peso seco. No obstante son
los carbohidratos los que forman parte del material de reserva o son componentes de la
pared celular, dichos carbohidratos estan entre el 45 a 97% en forma de polisacaridos,

aunque existe variacion en el tipo de monosacarido que compone dichos polimeros se
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puede encontrar de manera frecuente glucosa, galactosa, fucosa, ramnosa, manosa,
arabinosa y xilosa, siendo los dos primeros los que predominan (Abalde et al., 1995; Xue-
hong et al., 2004).

Los carbohidratos algales pueden encontrarse en varias formas, ya sea como celulosa,
almidon, azucares y otros polisacaridos. El polisacarido predominante en las diatomeas es
la crisolaminaria, también conocida como leucocina, que se encuentra almacenada en
vacuolas en las células de dichos microorganismos. Dicho polimero estd constituido en un
99.5% de glucosa con enlaces B-1,3 y B-1,6 en una relacion 11:1. (Abalde et al., 1995;
Beattie et al., 1961). Por su parte, el beta-glucano manano, también ha sido descrito como

un polisacarido presente en las diatomeas (Abalde et al., 1995, Painter, 1983).

Algunas microalgas almacenan polisacaridos de reserva en forma de granulos de almidon,
en otras como las Chlorophyceae y Prasinophyeceae estan dentro de los cloroplastos,
mientras que las Dinohpyceae y Rhodophyceae contienen granulos de almidén que estan
libres en el citoplasma. Por Gltimo en las Euglenophyceae encontramos al polisacarido
paramilon, un beta glucanopiranoso con enlaces glucosidicos B-1,3; que forma granulos
libres en el citoplasma o en el pirenoide (Abalde, et al., 1995; Sanchez et al., 2004). La
importancia de los beta glucanos, en especial aquellos con enlace glucosidico 1,3, como la
crisolaminaria, es su actividad sobre el sistema inmune, ya que se ha reportado que
estimulan la actividad antitumoral y antimicrobiana (Brown et Gordon, 2001). Mientras que
los manano-oligosacaridos han sido utilizados como prebi6tico en el tratamiento de
problemas gastrointestinales previniendo adherencia de lecitinas bacterianas lo que reduce
la colonizacién del tracto gastrointestinal de patdgenos causantes de diarrea (Dominguez-
Vergara et al., 2009; Finucane et al 1999). Cabe mencionar que las cadenas de glucosa -
1,3/p-1,6 de los beta-glucanos mencionados, le permiten tener caracteristicas de fibra
dietética (Nicolosi et al., 1999).

Con respecto a los acidos grasos poliinsaturados, las microalgas han sido cultivadas a gran

escala en acuicultura por su futuro comercial en la nutriciébn humana gracias a su contenido
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omega-3, como el acido eicosapentaenoico 20:5 n-3 (EPA) y el acido docosahexaenoico
22:6 n-3 (DHA) (Brown et al., 1997, Mori et al., 2000). Ensayos clinicos han descrito que
el consumo de EPA y DHA de microalgas, genera un efecto similar al del aceite de
pescado, pues ayuda a disminuir factores de riesgo cardiovasculares, ateroesclerosis y
diabetes mellitus (Doughman et al., 2007). El efecto protector de los omega-3, podria
derivar de la sustitucion del &cido araquidonico a nivel de membrana, pues cuando las
células sufren algin dafio, se desencadena el proceso de agregacion plaquetaria, sin
embargo los intermediarios derivados del omega-3 ejercen un efecto protrombdtico y
vasoconstrictor de menor intensidad. Estudios han indicado que el consumo de estos &cidos
grasos poliinsaturados disminuye el pico postpandrial de triglicéridos en personas sanas y
dislipidémicos (Doughman et al., 2007; Kew et al., 2004; MacKenney et Sica., 2007).

Debido a la actividad bioldgica de dichos compuestos y su presencia en las microalgas, la
industria alimenticia ha comenzado a utilizar a las microalgas marinas como alimentos
funcionales o como ingredientes de éstos, ejemplo de ello son Spirulina platensis por su
potencial antioxidante, para control de peso y efecto hipocolesterolémico, Chlorella
vulgaris y Donaliella salina por su contenido proteico y pigmentos, ademas de
Porphyridium sp. en alteraciones gastrointestinales y metabolismo de lipidos por su
contenido de fibra dietética y polisacaridos sulfatados (Dvir et al., 2000; Salman et al.,
2007). Asi mismo se ha reportado que las microalgas marinas Isochrysis galbana y
Nannochloropsis oculata posen caracteristicas funcionales debido a su contenido en
polisacaridos, proteinas y acidos grasos poliinsaturados, siendo I. galbana rica en acido
graso eicosapentaenoico (EPA) en contraste con N. oculata que contiene una mayor
cantidad de &cido graso docosahexaenoico (DHA) (Brown et al., 1997; Rebolloso Fuentes
et al., 2001; Sukenik and Wahnon, 1991). No obstante hay pocos estudios que reporten el

efecto de su consumo.
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3. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es un padecimiento cronico degenerativo cuya contribucion en la
morbilidad y la mortalidad en México ha sido progresivo, sobre todo a partir de la década
de los 80s. Su importancia se incrementa por las complicaciones que se derivan de ella
como la retinopatia, la neuropatia, nefropatia y cardiopatias (Gervaise et al., 2000;

Guzman-Juérez et al., 2003).

El control de la glucosa sanguinea, permite al paciente diabético tener una mejor calidad de
vida al retardar la presentacion de las complicaciones macro y microvasculares 6 al limitar
sus efectos una vez presentes. Actualmente en el mercado existen productos que se
administran junto con el tratamiento principal de dieta y medicamento, con el fin de
aumentar las posibilidades de alivio. Sin embargo son los prebi6ticos y los &cidos grasos
omega poliinsaturados los que han cobrado importancia, ya que se ha comprobado en
diversas investigaciones con pacientes diabéticos los efectos benéficos que brindan a la
salud como alimentos funcionales, aunque son pocas las microalgas marinas que se han

utilizado con dicho propoésito (Arenas-Marquez et Arenas Montoya, 2007).

Es en esta area, donde las microalgas lIsochrysis galbana y Nannochloropsis oculata
pueden tener un potencial importante, ya que dentro de sus componentes se encuentran los
polisacaridos con caracteristicas de fibra dietética y los &cidos poliinsaturados omega-3.
Los polisacéaridos de estos organismos marinos podrian ser considerados un prebidtico,
pues debido a sus enlaces beta no puede digerirse, solo fermentarse, generando asi acidos
grasos de cadena corta. Por otra parte se ha observado que los omega 3 que contienen estas
microalgas pueden influir en la respuesta inmune, disminuyendo los pardmetros

inflamatorios con los que cursa dicha patologia (Sierra et al., 2004)

Por lo tanto, la adicion de dichas microalgas marinas en el régimen alimenticio de los
sujetos con diabetes mellitus, puede generar una nueva oportunidad en el control

metabolico de la enfermedad asi como ayudar a restaurar la biota intestinal del paciente.
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4. OBJETIVO GENERAL

Conocer los efectos clinicos, microbioldgicos, histopatolégicos e inmunoldgicos en ratas
Sprigue-Dawley con diabetes mellitus inducidas con aloxano, tratadas con Isochrysis

galbana y Nannochloropsis oculata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto del consumo de microalgas marinas sobre el peso corporal, los niveles de

glucosa, lipidos y lipoproteinas VLDL, HDL y LDL de ratas diabéticas.

Determinar la respuesta moduladora del consumo de microalgas marinas sobre la estructura

anatomica y microbiota del tracto digestivo de ratas con diabetes mellitus.

Cuantificar los niveles de factor de necrosis tumoral alfa, interleucina 6, leptina y péptido

similar al glucagon-1, en ratas diabéticas tratadas con microalgas marinas
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5. HIPOTESIS

Si el consumo de acidos grasos poliinsaturados y polisacaridos se asocia al control
metabolico de diabetes mellitus, entonces la ingesta de las microalgas marinas Isochrysis
galbana y Nannochloropsis oculata que contienen dichos compuestos bioactivos podrian
ayudar al control de peso corporal, los niveles elevados de glucosa, lipidos y lipoproteinas
en sangre, modular la microbiota intestinal y la sintesis de citocinas proinflamatorias en

ratas con diabetes mellitus.
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6. MATERIALY METODOS

La metodologia se dividio en siete etapas, que incluyeron la obtencion de I. galbana y N.
oculata, su andlisis microbiolégico, bromatolégico y perfil de &cidos grasos, la
determinacion de la dosis letal 50, ensayo preliminar y bioensayo asi como el analisis

estadistico de los resultados (Fig. 3).

Obtencién de microalgas

v

Analisis microbiologico, bromatologico y perfil de acidos grasos

v

Dosis letal 50

v

Ensayo preliminar

v

Bioensayo

Primera fase Segunda fase

Analisis estadistico

Figura 3. Esquema general de metodologia
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1. Obtencion de las microalgas Isochrysis galbana y Nannochloropsis oculata por
centrifugacion

Las microalgas Isochrysis galbana (T-1SO; UTEX Culture LB 2307) y Nannochloropsis
oculata (NNO-1 UTEX Culture LB 2164), fueron obtenidas del cepario del laboratorio de
Alimento vivo del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, CIBNOR, en donde
fueron cultivadas en medio f/2 (pH 8), con 30ppm de NaCl en un sistema Batch con
aeracion continua, temperatura controlada a 21°C y bajo iluminacion de tubo fluorescente
2x75 watts. Las microalgas fueron recolectadas en el quinto dia de crecimiento para
I.galbana y el sexto dia para N. oculata.

Posteriormente se centrifugaron en flujo continuo (JCF-Z, Beckman, Brea, CA, USA) a
6000 rpm/20°C en un tiempo aproximado de 3h. La biomasa se coloc6 en frascos de
manera equitativa para volver a centrifugarse a 3000 rpm/20°C por 10 min (GS-6R Allegra,
Beckman, Palo alto, CA, USA). Finalmente se liofilizaron a -56°C (VirTis Model 10-145
MR-BA, SP Scientific, Stone Ridge, NY, USA). Las microalgas fueron distribuidas,

empacadas, selladas y conservadas a -20°C hasta su uso.

2. Analisis bromatolégico y microbiol6gico

El anélisis bromatolégico del liofilizado se realizd en el laboratorio de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos, de la Universidad Autonoma de Baja California Sur. Los
hidratos de carbono solubles se determinaron por el método colorimétrico de Dubois. El
contenido de fibra dietética se determind por el método &cido sulfarico-hidréxido de sodio
de AOAC. Las proteinas fueron determinadas por el método de Kjeldahl cuyo resultado fue
multiplicado por 6.25 para la obtencion de proteinas totales. EI método de Bligh & Dyer
(cloroformo: metanol, 1:2) se utilizé para la determinacién y cuantificacién de acidos
grasos (Rebolloso-Fuentes et al., 2001, Bligh et Dyer, 1959).

Asi mismo, se analiz6 la ausencia de Vibrio y Pseudomonas en el laboratorio de
Microbiologia Sanitaria e Investigacion del Centro Universitario de Ciencias Exactas e

Ingenierias (CUCEI) de la Universidad de Guadalajara.
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3. Determinacion de dosis letal 50

La dosis letal 50 (DLsg) se llevd acabo en ratas sanas, asi como en ratas con hiperglucemia
inducidas por aloxano. Se formaron nueve grupos de ratas macho Sprague —Dawley (n=5)
de 200 +8g alimentadas ad libitum (Rodent Laboratory, Chow, 5001, PMI Nutrition Int’l,
LLC, Brendtwood, MO, USA) (Tabla Ill) y se les administraron dosis Unicas de cada
microalga utilizando una canula dosificadora (VWR®, 20068-642, West Chester, PA,
USA). Las ratas estuvieron bajo observacion durante una semana para determinar signos y

sintomas de toxicidad o muerte.

Tabla I1l. Dosis de Isochrysis galbana y Nannochloropsis oculata para la determinacion de

la dosis letal 50

Microalga Dosis

N
Isochrysis galbana 5ug 5
50ug 5

5mg 5

50mg 5

Nannochloropsis oculata 5 ug 5
50ug 5

5mg 5

50mg 5

Placebo* 0.5mL 5

*Agua.

4. Ensayo biologico preliminar

Inicialmente se hizo una prueba preliminar para determinar las condiciones del ensayo y la
dosis de microalgas que se suministraria a las ratas. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de
200g de 8 a 16 semanas de vida, proporcionadas por el bioterio del Centro de Investigacion
Biomédica de Occidente, CIBO-IMSS.
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4.1 Induccién de hiperglucemia

La hiperglucemia fue inducida mediante la aplicacion de aloxano monohidratado (A7413,
Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA), el cual fue administrado por via intraperitoneal. El
medicamento se proporciond en dos dosis de 150 mg/kg cada una, en un intervalo de 48 h
diluyéndolo en 0.5mL de solucion salina fisiologica. Las inyecciones se realizaron
posteriores a un periodo de ayuno de 8 h. Transcurridas 72 h de la Gltima inyeccion, se

realizd una toma de sangre para ratificar la hiperglucemia (>200mg/dL) (Szudelski, 2001).

4.2 Distribucion de grupos de estudio, ensayo preliminar

El ensayo preliminar se realizé con cuatro grupos distribuidos de forma aleatoria, tres de
ellos inyectados con aloxano para inducir la elevacion de glucosa y el cuarto como grupo
control. Una vez confirmado el cuadro de hiperglucemia se prosiguié con la administracion
oral de la microalga. Esta prueba fue dividida en dos periodos de dos semanas con diferente
dosis cada uno. En el primer periodo se administraron 50ug/microalga/rata disuelto en
0.5mL de agua, mientras que en las ultimas dos semanas se dosificd cada microalga en

50mg/rata disueltas en 0.5mL de agua (Tabla IV).

Tabla 1V. Disefio experimental del ensayo preliminar biolégico.

Grupo Dosis/Periodo Tratamiento N
1 2

Aloxano 50pg 50mg N. oculata 4

Aloxano 50pg 50mg I. galbana 4

Aloxano 0.5mL 0.5mL  Placebo* 3

Sano 0.5mL 0.5mL  Placebo* 3

*Agua
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5. Ensayo bioldgico (primera fase)

El ensayo bioldgico se llevo a cabo durante ocho semanas utilizando ratas macho Sprague-
Dawley con un peso de 200 g y 8 a 16 semanas de vida, proporcionadas por el bioterio del
Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, CIBO-IMSS (Fig. 4).

Seleccion de ratas

A 4

Formacion de grupos de estudio

A 4

Induccion a hiperglucemia

!

Administracion oral de microalgas

Clinicos Microbiol6gicos

Analisis estadistico

Figura 4. Esquema general de la primera fase del bioensayo

El grupo de ratas estuvo en condiciones de temperatura controlada de 21°C con 50-80% de
humedad y fueron alimentadas ad libitum (Rodent Laboratory, Chow 5001, PMI Nutrition
Int’l, Brendtwood, MO, USA). Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en siete grupos

(n=5), de los cuales cuatro fueron inducidos a hiperglucemia. (Tabla V).
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Tabla V. Grupos de estudio de la primera fase del bioensayo

Grupo Dosis Tratamiento N
Sano 0.5mL Placebo* 5
50mg I. galbana 5
50mg N. oculata 5
Aloxano 0.5mL Placebo* 5
50mg I. galbana 5
50mg N. oculata 5
600ug Glibenclamida** 5

*Agua, **Hipoglucemiante

Al confirmar el cuadro de hiperglucemia, se comenz6 el tratamiento con microalga e
hipoglucemiante segun correspondiera. Ambas microalgas fueron administradas utilizando
una canula dosificadora (VWR®, 20068-642, West Chester, PA, USA) durante ocho
semanas en una toma diaria de 50mg/rata, mientras que la glibenclamida (Sigma Aldrich®;
St. Louis, MO, USA) se proporciond en dosis de 600ug/kg/dia (Saravanan et Pari, 2007)

5.1. Determinacion de peso corporal
La obtencidn de este parametro se hizo una vez por semana. Se utilizd una bascula de triple
brazo con canastilla (730-SW, OHAUS, Pine Brook, NJ, USA).

5.2. Obtencidn de valores de glucosa, lipidos y compuestos nitrogenados en sangre

Para identificar los cambios bioguimicos fueron analizados los parametros de glucosa,
triglicéridos, lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), lipoproteina de baja densidad
(LDL), lipoproteina de alta densidad (HDL) y compuestos nitrogenados (creatinina, urea y
4cido Grico). La glucosa fue determinada semanalmente durante 8 semanas (Accu-Check®,
Roche Diagnostics; Indianapolis, IN, USA; rango de 10-600mg/dl). Al finalizar el estudio,
los lipidos, lipoproteinas y compuestos nitrogenados fueron analizados con kits comerciales

(Spinreact®, Barcelona, Spain) para triglicéridos (1001312), enzimético para colesterol
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(1001090), kit para LDLc-D (41023), agente de precipitacion para HDL-colesterol
(1001095), creatinina (1001010), acido drico (1001325) y urea (1001111). El analisis de

los parametros se realizo después de un periodo de ayuno de 12h.

5.3. Analisis histopatoldgico

Al finalizar el ensayo bioldgico, se extrajo el intestino y se colocd en un recipiente estéril.
En condiciones asépticas se extrajo el bolo que contenian, el cual fue puesto en un tubo
falcon estéril para la determinacién de la comunidad microbiana, mientras que el intestino
se depositd en buffer de formalina al 10% (HT 501128, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
USA) para su analisis histoldgico mediante la técnica de inclusion en parafina y tincion con
hematoxilina y eosina. El diagndstico de anormalidades intestinales se basd en la

observacidn al microscopio de los cortes histologicos.

5.4. Cuantificacion e identificacion de bacterias acido lacticas (BAL)

La cuantificacion de BAL se hizo a partir de 1g de muestra de materia fecal a la que se
adicionaron 9mL de solucion salina fisiologica estéril (SSF), se homogenizé vy
posteriormente se hicieron tres diluciones decimales mas (1:10, 1:100 y 1:100, v/v). Se
tom6 0.1mL de cada dilucidon y se transfirié a una placa de agar M.R.S (Man, Rogose and
Sharpe, BD, Difco Laboratories®, Sparks Maryland, MD, USA) para realizar la técnica de
extension por superficie. Una vez inoculado el medio se incubd a 35°C/48+2h en atmdsfera
reducida de oxigeno (Rengipat et al., 2008). Transcurrido el tiempo de incubacion, se
prosiguid a realizar el conteo de las unidades formadoras de colonias. La confirmacion del
género se hizo mediante la seleccion de tres a cinco colonias por caja contable a las que se
les identific6 mediante tincién de gram, catalasa y pruebas bioquimicas miniaturizadas
(API, 50CHL, BioMerieux®, Marcy-I"Etoile, France).
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5.5. Identificacion de enterobacterias

Las enterobacterias fueron identificadas a partir de 1g de muestra al que se le adicionaron
9mL de SSF estéril para lograr una emulsion homogénea en la que fue humedecido un
hisopo con el cual se realiz6 siembra masiva en los siguientes agares: Eosina y Azul de
Metileno (EMB), MacConkey, Bilis Verde Brillante (ABVB), Salmonella-Shigela y
Hektoen Entérico. Después de incubar a 35°C por 24h, las colonias representativas fueron
aisladas, purificadas y nuevamente cultivadas en los mismos medios selectivos. Se les
realizé tincion de Gram y pruebas bioguimicas como: catalasa (Cura Pack Degasa®,
Morelos, México), oxidasa (BD Difco Laboratories®, Sparks Maryland, MD, USA), MIO
(movilidad-indol-ornitina), LIA (agar lisina hierro), Citrato, TSI (triple azlcar hierro), O/F
(oxidacion/fermentacion de glucosa), hidrolisis de esculina, RM-VP (rojo de metilo-
Vogues Proskauer) y fermentacion de azlcares como glucosa, xilosa, lactosa y sacarosa.
Los medios fueron utilizados de acuerdo a las especificaciones del proveedor (BD
Bioxon®, Estado de México, México).
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6. Ensayo bioldgico (segunda fase)
A partir de los resultados del primer bioensayo se seleccion6 a Isochrysis galbana como la
microalga para administrar en el segundo bioensayo, ademas se increment6 el nimero de

animales por grupo, tiempo y pruebas de estudio (Fig. 5).

Obtencion de microalga

v

Anadlisis bromatolégico y microbioldgico de Isochrysis galbana

A 4

Distribucion de grupo de estudio

!

Administracion oral de microalga

Clinicos Microbioldgicos Inmunolégicos Genéticos

Analisis estadistico

Figura 5. Esquema general de la segunda fase del bioensayo
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6.1. Obtencidn de Isochrysis galbana por floculacion

La microalga I. galbana (T-ISO; UTEX Culture LB 2307) fue obtenida del cepario del
laboratorio Alimento Vivo del CIBNOR. Fue purificada y cultivada en la unidad de
Pichilingue de la Universidad Auténoma de Baja California Sur, UABS, en tanques de
fibra de vidrio de 400 L con medio f/2 (pH 8), a 30 ppm de NaCl, en un sistema Batch con
aeracion continua, temperatura controlada a 20°C y bajo iluminacién de 1100 lux por 24h.

La microalga fue cosechada incrementando el pH adicionando a los cultivos 1.5 mL de
hidroxido de sodio al 40% (CAS 1310-73-2, FERMONT®, Monterrey, México) por cada
litro de cultivo, para alcanzar un pH de 10. Posteriormente se centrifugé a 3000 rpm/20°C
por 10 min (IEC Centra GP8R, DJB Labcare, Bristol, UK) y se restaur6 el pH de 8 del
precipitado con 7mL de acido clorhidrico concentrado (CAS 7647-01-0, FERMONT®,
Monterrey, México) por cada litro de microalga (Jun-Ichi et al., 2003). El paquete celular
se coloco en frascos de manera equitativa para centrifugar a 3000 rpm/20°C por 10 min
(GS-6R Allegra, Beckman, Palo alto, CA, USA). Finalmente se liofiliz6 a -56°C (VirTis
Model 10-145 MR-BA, SP Scientific, Stone Ridge, NY). Las microalgas fueron

distribuidas, empacadas, selladas y conservadas a -20°C hasta su uso.

6.1.1. Analisis bromatolégico y microbioldgico de Isochrysis galbana

El andlisis bromatologico y microbioldgico de I. galbana se realizé utilizando las técnicas
descritas en el apartado 2. La determinacién de &cidos grasos se llevd a cabo en el
laboratorio de alimentos de la Universidad Auténoma de Baja California Sur (UABCS).
Debido a la variante en la técnica de concentracion de microalgas, adicionalmente se

determinaron los porcentajes de sodio, calcio, magnesio, potasio y fésforo.

6.2. Determinacion de grupos de estudio
El ensayo bioldgico se llevo a cabo con ratas macho Sprague-Dawley de 230g+10
proporcionadas por el bioterio del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, CIBO-

IMSS. Los animales estuvieron en condiciones de temperatura controlada de 21°C con 50-
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80% de humedad y alimentadas ad libitum. Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en
cuatro grupos (n=10), de los cuales, cuatro fueron inducidos a hiperglucemia (Tabla V1)

Tabla V1. Grupos de estudio de la segunda fase del bioensayo

Grupo Dosis Tratamiento N
Sano 0.5mL Placebo* 10
50mg Isochrysis galbana 10
Aloxano 0.5mL Placebo* 10
50mg Isochrysis galbana 10
*Agua

Al confirmar el cuadro de hiperglucemia, se comenzé el tratamiento de catorce semanas
con una dosis Unica de 50mg/rata/dia de I. galbana diluida en 0.5 ml de agua purificada,
utilizando una cénula dosificadora (VWR®, 20068-642).

6.3. Determinacion de peso corporal
La obtencion de este parametro se hizo una vez por semana durante catorce semanas. Se
utilizé una béscula de triple brazo (730-SW, OHAUS) con canastilla.

6.4. Obtencion de valores de glucosa, lipidos y lipoproteinas en sangre
Para identificar los cambios en parametros bioguimicos se realizé la técnica descrita en el

apartado 5.2.

6.5. Determinacion de hemoglobina glucosilada

Se analiz6 la hemoglobina glucosilada al terminar el estudio tras un periodo de ayuno de
12h. El analisis se llevd a cabo con base a las especificaciones del kit Glycohemoglobin
Unitest (GH-330, EAGLE Diagnostics®, De Soto, TX, USA).

6.6. Cuantificacion e identificacion de bacterias acido lacticas (BAL)
La cuantificacion de BAL se hizo a partir de 1g de muestra de materia fecal utilizando la
técnica descrita en el apartado 5.4 de la metodologia.
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6.7. Cuantificacion e identificacion de enterobacterias.

La identificacion de enterobacterias se hizo a partir de 1g de muestra de materia fecal, al
que se le adicionaron 9mL de solucion salina al 0.85%, se homogenizo y posteriormente se
hicieron cinco diluciones decimales méas (1:10, 1:100, 1:100, 1:1000 y 1:10 000, v/v). Se
tomd6 1 mL de cada dilucion y se transfirié a una placa petrifilm para Enterobacteriacea
(3M, St. Paul, MN, USA). Se incubd a 35°C por 24h e hizo recuento de unidades
formadoras de colonias. Al mismo tiempo se realizd siembra masiva en los medios de
cultivo especificos para enterobacterias (punto 5.5) y CHROMagar (Becton Dickinson,
Cuautitlan lzcalli, Estado de México, México) para conocer caracteristicas coloniales. Las
colonias representativas fueron aisladas, purificadas y se les realiz6 tincion de Gram y

pruebas biogquimicas miniaturizadas (API 20E, BioMerieux®, Marcy-IEtoile, France).

6.7. Analisis histopatoldgico
El andlisis histopatologico de intestino, higado, pulmén vy rifién se realiz6 de manera

similar a lo descrito en el punto 5.3.

6.8. Determinacion de factor de necrosis tumoral alfa, interleucina 6, leptina y péptido
similar al glucagoén tipo 1

A partir 50pL de suero se analizaron los valores de TNFa, IL6, leptina y GLP-1, a través
del sistema multiplex Bio-Plex (Bio-Rad, Hercules, CA) utilizando el Bio-Rat plex

cytokine array. Los resultados fueron expresados en picogramos por mililitro.

6.9 Microarreglo

Los higados de rata se obtuvieron posterior el sacrificio de los animales. Fueron colocados
en nitrogeno liquido y almacenados a -70°C hasta su uso. La extraccion de ARN se realizo
utilizando el agente TRIzol (TRI Reagent®, SIGMA-ALDRICH, Spruce Street 3050, St.
Louis, MO, USA). La cuantificacion se realiz6 en UV/VIS Spectrofotometro Optizen (POP
BIO, Mecasys Co., Ltd. 10F, 640-3 Rep. of Korea) bajo las especificaciones de protocolo.
La integridad de ARN se confirmé en gel de agarosa y visualizé en el documentador Gel
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Doc™ EZ Imager (BIO-RAD) con el software Image Lab™ versién 4.1 (BIO-RAD). Se
utiliz6 como marcador de referencia ARN de higado de raton recién sacrificado.

El ARN fue colocado en pools por grupo de estudio, se precipitaron con acetato de sodio
3M, pH 5.2 y se enviaron a la unidad de microarreglos de la UNAM donde se realizé la
sintesis de cDNA para su posterior hibridacion. Las muestras fueron marcadas en el chip
con sonda fluorescente y se hicieron hibridaciones de Control vs Sano tratamiento |I.
galbana, y Diabético sin tratamiento vs Diabético con tratamiento de microalga, cada
hibridacion con su respectivo SWAP. La interpretacion de los resultados se llevaron a cabo
con los datos cuyo puntaje z (z score) fuera mayor o menor a 2 z score. Se utilizaron
programas (DAVID, AmiGO, Blast2GO) que permitieran la interpretacion por jerarquia

ontoldgica.

6.9.1. PCR tiempo real

Se realiz6 la cuantificacion por PCR tiempo real de los genes con mayor impacto
metabolico en animales tratados con |. galbana. Con base a lo anterior fueron
seleccionados los genes preprogrelina y apolipoproteina A-IV. Las secuencias utilizadas
fueron: preprogrelina-F (5" TTC AAC GGC ACA GTC AAG GC-3"), preprogrelina-R (5
GCT CCT GAC AGC TTG ATG CCA-3"), APOAIV-F (5-AAG CTG AAA GGC AAC
ACG GA-3") y APOAIV-R (5TGC CTG AAC TTC TCC ATC TGC-3’). Se utilizdé como
control interno el gen endégeno GAPDH: GAPDH-F (5"TTC AAC GGC ACA GTC AAG
GC-3) y GAPDH-R (5'TGC CTG AAC TTC TCC ATC TGC-3).

El protocolo de PCR se bas6 en una desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min y 20-40
ciclos de amplificacion, éste ultimo comprende una desnaturalizacion a 95°C por 15 s,
alineacion a 60°C por 30 s y elongacion a 72°C por 55 s. Posteriormente se hace un analisis
de las curvas de fusion (melting curves) a un rango de temperatura de 50°C a 99°C con un
rango de calentamiento de 0.1°C/s y medicidn continua de fluorescencia. La identificacion
de longitud y amplificacion de producto se realizo en gel de agarosa 1.5% (Fukuhura, et al.,
2004; Shen et al., 2008)
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7. Analisis estadistico

Para determinar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio, los
datos fueron analizados por ANOVA (SPSS-PC, versién 19.0). En aquellos casos donde la
desviacion estandar no fuera similar, se realiz6 una prueba multivariada no paramétrica U
Mann-Whitney y Kruskal-Wallis con un intervalo de confianza de 95% (p<0.05). Se
realiz6 una prueba Cluster con método Ward para el analisis de comunidades bacterianas
mediante el criterio de grupos pareados y la similitud con distancias euclidianas.

8. Consideraciones éticas.
Los procedimientos utilizados en el ensayo bioldgico se llevaron a cabo mediante los
cuidados establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 que indica las

especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
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7. RESULTADOS
7.1. PRIMERA ETAPA
7.1.1 Analisis microbiologico

Los resultados del analisis microbioldgico de I. galbana y N. oculata no mostraron

presencia de los géneros Vibrio y Pseudomonas.

7.1.2. Andlisis bromatologico

Las muestras liofilizadas de microalgas revelaron diferencias cuantitativas en el contenido
de: lipidos, fibra cruda, proteina y humedad. |. galbana posee mayor porcentaje
carbohidratos (13%), acidos grasos (51%) y humedad (24.41%) que N. oculata, mientras
que esta Ultima tiene mayor cantidad de proteinas (40%) y fibra (2.7%) (Tabla VII).

Tabla VII. Composicion proximal (% peso seco) de |. galbana y N. oculata

Microalga Carbohidratos Lipidos Proteinas Fibra total Cenizas
galbana 130.73 510.5 31+0.08 2.1+0.5 2.90.16
N. oculata 10£1.4 43+0.7 40+0.03 2.7+0.0 4.3+0.1

7.1.3. Contenido de acidos grasos

Ambas microalgas contienen acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados.
Por su parte, 1. galbana contiene mayor cantidad y tipos de acidos grasos, de los cuales
predominan el &cido 14:0, 16:1, 18:1, 16:0, 18:0, 22:6 y 18:2. No se detectaron los acidos
grasos 18:2, 18:3 y 20:3 para esta microalga (Tabla VIII).

En la microalga N. oculata se observd una menor variabilidad de acidos grasos en
comparacion a l. galbana. Sin embargo, en ambas microalgas se encontraron valores
similares de los &cidos 16:0 y 16:1, mientras que el acido 20:5 encontrado en N. oculata

estd en mayor proporcion que en 1. galbana.
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) Microalga
Acidos grasos Nomenclatura N. oculata I. galbana
Laurico 12:0 0.019 0.031
Miristico 14:0 0.242 0.956
Miristoleico 14:1n5 ND* 0.016
Pentadecaenoico 15:0 0.018 0.207
Palmitico 16:0 0.470 0.596
Palmitoleico 16:1 0.712 0.928
Margarico 17:0 0.018 0.352
Heptadecaenoico 17:1n7 ND* 0.183
Estearico 18:0 0.056 0.571
Oleico 18:1n9 0.045 0.700
Trans-linoleico 18:2 n6 0.152 ND
Linoleico 18:2 n6 NC** 0.378
Gamalinolénico 18:3n6 NC** NC
Alfa-linolénico 18:3 n3 NC** 0.322
Araquidico 20:0 ND* 0.125
Eicosaenoico 20:1n9 ND* 0.287
Eicosadienoico 20:2 n6 ND* 0.040
Dihomogamalinolénico 20:3n6 0.025 ND
Araquidonico 20:4 n6 0.184 0.119
Eicosapentaenoico 20:5n3 1.047 0.224
Heneicosanoico 21:0 ND* 0.031
Behénico 22:0 ND* 0.117
Erdcico 22:1n9 ND* 0.050
Docosahexaenoico 22:6 n3 ND* 0.515
Tricosanoico 23:0 ND* 0.047
Lignocerico 24:0 ND* 0.101
Nervonico 24:1n9 ND* 0.113
> 2.988 7.010
Saturados 0.823 3.135
Monoinsaturados 0.757 2.277
Poliinsaturados 1.408 1.598
Omega 3 1.047 1.061
Omega 6 0.361 0.537

**NC, no cuantificado; *ND, no detectado
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7.1.4. Dosis letal 50 (DLso)

La DLsy constituyd la base para evaluar el riesgo en el consumo de las microalgas
seleccionadas. Las concentraciones utilizadas de Isochrysis galbana y Nannochloropsis
oculata en el experimento no mostraron signos de toxicidad o mortalidad, tales como
alteraciones en la ingesta de alimentos, crecimiento corporal inusual, letargo, diarrea,

sangrado o muerte.

7.1.5. Ensayo bioldgico preliminar.

La prueba preliminar permitio determinar la cantidad de 50mg de microalga como la dosis-
respuesta Optima, debido a que al incrementar la cantidad, los animales presentaban
distension abdominal severa, dolor abdominal a la palpacién y riesgo de desgarre de las
paredes intestinales por el alto contenido de bolo alimenticio luminal y retardo en el

vaciamiento gastrico.

Con respecto al anélisis de parametros clinicos de los animales del ensayo preliminar, se
observd que el peso corporal de los animales con hiperglucemia tratados con 1. galbana y
N. oculata tuvieron un peso menor al grupo control durante todas las semanas y mayor al
grupo diabético sin tratamiento. Por su parte, la glucosa en los grupos diabéticos tratados
con microalgas disminuyeron sus valores a partir de la segunda semana a diferencia del
grupo diabético sin tratamiento, no obstante dichos valores no lograron mantenerse. Por su
parte, algunos animales con hiperglucemia tratados con I. galbana registraron valores
similares de colesterol, triglicéridos, LDL y HDL al grupo control, en cambio aquellos

tratados con N. oculata y sin tratamiento no mostraron mejoria.

Finalmente se debe mencionar que en el transcurso del ensayo preliminar, ninguna rata
mostrod signos de intoxicacion, ascitis y/o edema, Unicamente se observaron cambios en la
consistencia de las heces sin llegar a presentar diarrea. Por otra parte, las ratas con diabetes
y sanas tratadas con microalgas, tuvieron menor acumulo de grasa visceral, a diferencia del
grupo sano Yy el grupo diabético sin tratamiento. En este Gltimo grupo, se presentd suero

quiloso en uno de los sujetos de estudio.
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7.1.6. Ensayo bioldgico (primera fase)

Durante el ensayo, dos ratas diabéticas sin tratamiento murieron al incrementar en demasia

sus niveles de glucosa (>600mg/dL) en la cuarta semana.

7.1.7.Peso corporal

Animales del grupo control, grupos sanos tratados con microalgas y grupo diabético con
glibenclamida mostraron una ganancia de peso constante, con un peso inicial promedio de
~218+10 g y un peso final mayor a 300g con diferencias significativas entre semanas (Fig.
6).

500 4

400 A

300 -

Peso (g)

200 A

100 . . . .

Semanas
Figura 6. Peso corporal de grupos diabéticos y grupo control. @l Grupo control, @ grupo

diabético tratado con Isochrysis galbana, O grupo diabético tratado con Nannochloropsis
oculata, Wgrupo diabético tratado con glibenclamida y A grupo diabético sin tratamiento.
Valores expresados en media £ES. *p<0.05 vs. grupo diabético tratado con I. galbana.

**p<0.05 vs. grupo diabético tratado con N. oculata.
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El peso corporal del grupo diabético sin tratamiento y grupo diabético tratado con I.
galbana se mantuvo constante (p>0.05) durante el experimento. El grupo diabético tratado
con N. oculata disminuyo de peso a lo largo del ensayo, sin diferencias estadisticas
significativas entre la primera (200 +16 g) y la octava semana (186 £28.8 g). Los animales
en este Ultimo grupo tuvieron diarrea, distencion abdominal y cambios de color en piel y
pelaje.

Al finalizar el estudio, todos los grupo tratados con I. galbana y N. oculata, ya sea sanos o
enfermos, tuvieron un peso final mas bajo en comparacion al grupo control (p<0.05). Los
grupos diabéticos con I. galbana y N. oculata tuvieron pesos menores (p<0.05) que el
grupo diabético al que se le administro glibenclamida. EI peso final en el grupo diabético
sin tratamiento no fue diferente (p>0.05) del grupo diabético tratado con I. galbana,

aunque superior (p<0.05) al grupo diabético tratado con N. oculata (Fig. 6).

7.1.8. Andlisis de glucosa sérica

El valor promedio de la glucosa inicial en los grupos sanos fue de 126.47+12 mg/dl y para
los grupos con hiperglucemia fue de 542+103 mg/dl. Al comparar la primer semana con la
octava, el grupo control no mostrd6 cambios (p>0.05), mientras que los grupos sanos
tratados con I. galbana y N. oculata disminuyeron sus valores (p<0.05) de 132.5 mg/dl a
83.80 mg/dl. Por otra parte, dos ratas del grupo diabético sin tratamiento murieron debido
al incremento de glucosa (>600mg/dl), aquellas que sobrevivieron mostraron un incremento
de glucosa durante el experimento, aunque no se encontraron diferencias estadisticas. Los
grupos diabéticos con tratamiento mostraron una glucosa final menor (p<0.05) en la octava
semana: el grupo diabético con I. galbana 300+197.4 mg/dl, grupo diabético con N.

oculata 487+56.07 mg/dl y grupo diabético con glibenclamida 100+2 mg/dl.

El grupo diabético con N. oculata y el grupo diabético sin tratamiento tuvieron valores
superiores (p<0.05) al grupo diabético con glibenclamida y grupo control. En contraste, los
niveles de glucosa de tres ratas del grupo diabético tratado con I. galbana estuvieron por
debajo de 140mg/dl, incluso una de ellas mostrd signos y sintomas de hipoglucemia

(glucosa debajo de 40mg/dl, letargia) en la séptima y octava semana. El grupo diabético
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con N. oculata no tuvo diferencias estadisticas significativas con el grupo diabético sin
tratamiento y el grupo con I. galbana, en contraste, éstos dos ultimos grupos fueron

estadisticamente significativos al finalizar el estudio (Fig. 7).
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Figura 7. Concentracion de glucosa de grupos diabéticos y grupo control. l  Grupo
control, @ grupo diabético tratado con Isochrysis galbana, O grupo diabético tratado con
Nannochloropsis oculata, Wgrupo diabético tratado con glibenclamida y A\ grupo diabético
sin tratamiento. Valores expresados en media £ES. *p<0.05 vs. grupo diabético tratado con

I. galbana. **p<0.05 vs. grupo diabético tratado con N. oculata.
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7.1.9. Andlisis de lipidos y lipoproteinas

Los niveles sanguineos de colesterol en el grupo sano tratado con I. galbana fueron los
menores (54 mg/dl), seguido del grupo sano tratado con N. oculata (61 mg/dl) y el grupo
control (66 mg/dl). De los grupos diabéticos, el porcentaje menor fue en el grupo de I.
galbana (70 mg/dl), seguido del grupo con N. oculata (73 mg/dl), el grupo tratado con
glibenclamida (77mg/dl) y el grupo sin tratamiento (84mg/dl). El grupo diabético sin
tratamiento mostro niveles superiores (p<0.05) a los grupos sanos tratados con microalga y
el colesterol del grupo diabético con glibenclamida fue mayor (p<0.05) que el grupo sano

tratado con I. galbana (Fig. 8A).

El valor promedio de triglicéridos fue similar en los grupos control y los grupos sanos
tratados con microalga (18mg/dl). Los grupos con hiperglucemia tuvieron valores
superiores al control, sin embargo, tres ratas diabéticas tratadas con I. galbana tuvieron
niveles de triglicéridos iguales 0 menores al grupo control, de igual manera, dos ratas sanas
tratadas con la misma microalga tuvieron niveles de triglicéridos menores al grupo control.
No obstante, solo se encontraron diferencias estadisticas significativas entre el grupo

diabético tratado con N. oculata y el grupo diabético con glibenclamida (Fig. 8B).

Con respecto a las lipoproteinas, no se encontraron diferencias de VLDL entre grupos
(p>0.05), aunque el grupo diabético tratado con N. oculata obtuvo los valores mas altos
(60.64 mg/dl). La lipoproteina LDL fue superior en los grupos que recibieron microalga, ya
sea sanos o diabéticos, sin embargo solo se encontraron diferencias estadisticas
significativas al comparar los animales diabéticos tratados con N. oculata contra el grupo
sano con |. galbana y el grupo control. EI consumo de ambas microalgas disminuyo los
valores de HDL en diabéticos y sanos, ademas de ser estadisticamente diferentes al grupo

control y al grupo diabético sin tratamiento (p<0.05) (Fig. 8C, D).
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Figura 8. Concentracién de lipidos y lipoproteinas de los grupos de estudio. (C) Control,
(S.1.g.) grupo sano tratado con Isochrysis galbana, (S.N.0) grupo sano tratado con
Nannochloropsis oculata, (D.l.g.) grupo diabético con I. galbana, (D.N.o) grupo diabético
con N. oculata, (D. gli) grupo diabético con glibenclamida y (Dnotx) grupo diabético sin
tratamiento. (A) Niveles de colesterol, (B) triglicéridos, (C) lipoproteina de alta densidad
(HDL) y (D) lipoproteina de baja densidad (LDL). Los datos fueron expresados en
mediatES. Los valores que no comparten la misma letra son diferentes estadisticamente
(p<0.05).
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7.1.10. Andlisis de compuestos nitrogenados

No se encontraron diferencias estadisticas significativas entre grupos en los diferentes
compuestos nitrogenados. No obstante, se observaron niveles de acido urico mayores en el
grupo diabético sin tratamiento (2.1mg/dl) y el grupo diabético con N. oculata (1.9mg/dl) a
diferencia del grupo diabético con I. galbana (1.5mg/dl), diabético con glibenclamida
(1.2mg/dl), grupo sano con I. galbana (1.5mg/dl), grupo sano con N. oculata (1.1mg/dl) y
grupo control (1.0 mg/dl). Los valores de urea tuvieron un comportamiento similar al acido
urico, siendo los niveles més altos los encontrados en el grupo diabético con N. oculata
(59.5 mg/dl) y el grupo diabético sin tratamiento (61.3mg/dl), mientras que los grupos
diabético con I. galbana (54.5mg/dl), diabético con glibenclamida (50.7mg/dl), sano con N.
oculata (49.1mg/dl), diabético con I. galbana (48.9mg/dl) y control (48.6mg/dl) tuvieron
niveles menores. Los valores de creatinina fueron similares en todos los grupos
(0.45mg/dI).

7.1.11. Analisis histopatoldgico

Las secciones de tejido estudiadas mostraron dimensiones de 38 x 0.6 x 0.6 cm. Los
resultados de las muestras del grupo control al igual que del sano tratado con I. galbana,
tuvieron intestino revestido por epitelio cilindrico propio sin datos histopatol6gicos de
metaplasia, displasia 0 malignidad aungue en tres sujetos de dicho grupo se encontr6é una
inflamacion leve (Figura 9A). Las muestras del grupo tratado con de N. oculata mostraron
a cuatro sujetos con atrofia intestinal, de las cuales dos de ellas presentaron necrosis
transmural. Solo un sujeto de este Gltimo grupo tuvo un intestino con histologia normal
pero con una periferia rodeada de adipocitos maduros que exhiben ndcleos rechazados a la

circunferencia.
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Las secciones estudiadas del intestino de las ratas diabéticas sin tratamiento reflejaron un
epitelio con datos de atrofia severa en zonas extensas ademas de aplanamiento de
vellosidades e inflamacion severa y una lamina propia con infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario y neutrofilico moderado pero negativo a malignidad (Fig. 9B). El tejido
de los animales tratados con glibenclamida tuvieron secciones revestidas por un epitelio
columnar con datos de inflamacion y disminucion leve en algunas zonas, ademéas de un

infiltrado linfoplasmocitario y neutrofilico moderado sin presencia de malignidad.

Figura 9. Efectos del consumo de microalgas en secciones de intestino delgado. (A) Grupo
control, seccion con vellosidades preservadas, histologia normal (10x). (B) Grupo
diabético sin tratamiento, seccion con aplanamiento de vellosidades y proliferacion de
linfocitos (10x). (C) Grupo diabético tratado con Isochrysis galbana, seccidbn con
viabilidad de pared muscular y segmentos con dafio local (10x). (D) Grupo diabético
tratado con Nannochloropsis oculata, seccidbn con necrosis total en la pared intestinal
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Por su parte las muestras de los animales diabéticos tratados con de |I. galbana tuvieron una
lamina con moderado filtrado inflamatorio de linfocitos y neutrofilos con acumulos
linfoides con centros germinales, aumentados de tamafio con fragmentos de edema
intersticial superficial con congestion capilar y sin metaplasia, displasia o malignidad. En
cambio las secciones tisulares del grupo diabético tratado con N. oculata mostro
revestimiento por un epitelio con zonas extensas de necrosis (Fig. 9 C, D; Fig. 10).

]
D) '
—_

Figura 10. Imagenes macroscopicas de intestino delgado de ratas diabéticas tratadas con
microalgas. (A) Rata diabética tratada con Isochrysis galbana con caracteristicas de
intestino normal y presencia de meteorismo. (B) Rata diabética tratada con
Nannochloropsis oculata con segmentos de necrosis.
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7.1.12. Cuantificacion e identificacion de bacterias acido lacticas

El recuento de bacterias acido lacticas no fue diferente entre el grupo control, el grupo
sano tratado con I. galbana, el grupo sano tratado con N. oculata, grupo diabético sin
tratamiento y grupo diabético con glibenclamida (6.3 log UFC/g). El grupo diabético con
N. oculata obtuvo el menor (p<0.05) recuento (4.9 log UFC/g) y el grupo diabético tratado
con 1. galbana tuvo el mayor (p<0.05) recuento (7.1 log UFC/g) (Fig. 11).

c c [] Control )

M Sano |. galbana

EH Sano N. oculata

U
- DM I. galbana
=
S B bm N oculata

B DM glibenclamida

= DM sin tratamiento

Tratamiento

Figura 11. Recuento de bacterias acido lacticas (Logio) en los grupos de estudio. Las barras
indican la media y el error estandar. Los valores que no comparten la misma letra son
diferentes estadisticamente (p<0.05).

Lactococcus lactis fue la BAL mas frecuente (90%) en el grupo control, sano con I.
galbana, sano con N. oculata y el grupo diabético tratado con 1. galbana. Esta especie fue
seguida de Lactobacillus brevis (70%) y Lactobacillus fermentum (30%) en el grupo
diabético con glibenclamida, diabético tratado con N. oculata y diabético sin tratamiento.

Se encontraron levaduras en el grupo sano con N. oculata, diabético con N. oculata y
diabético con glibenclamida.
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7.1.13. Enterobacteriaceae

El andlisis de materia fecal mostr6 como géneros predominantes a E. coli, Enterobacter,
Klebsiella, Proteus y levaduras. Estas Ultimas solo se observaron en los grupos diabéticos
tratados con glibenclamida y tratados con N. oculata. En menor proporcion se identifico a
Providencia, Citrobacter, Yersinia, Morganiella, Hafnia y Edwarsiella. Por otra parte
Salmonella y Shigella fueron aislados del grupo diabético sin tratamiento y en los grupo
diabético y sano con N. oculata. Es importante resaltar que los animales ya sean sanos o
con hiperglucemia tratados con N. oculata perdieron durante el ensayo, presentaron diarrea
y meteorismo.

El agrupamiento de comunidades bacterianas mostr6 similitud entre el grupo control y las
ratas sanas tratadas con I. galbana, mientras que las comunidades bacterianas entre los
grupos sanos Yy diabéticos tratados con N. oculata fueron similares. Los animales diabéticos

tratados con I. galbana y glibenclamida mostraron agrupamientos semejantes (Fig. 12).
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Figura 12. Agrupamiento de biota intestinal de los grupos de estudio. (S.1.g.) Grupo sano
tratado con Isochrysis galbana, (S.N.0.) grupo sano tratado con Nannochloropsis oculata,
(DM 1.g) grupo diabético tratado con I. galbana, (DM N.o0) grupo diabético tratado con N.
oculata, (DM Glib) grupo diabético tratado con glibenclamida y (DM no tx) grupo

diabético sin tratamiento.
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7.2. SEGUNDA ETAPA

7.2.1. Ensayo bioldgico (segunda fase)

A diferencia del primer bioensayo, en el segundo experimento la obtencion de biomasa
microalgal fue por la técnica de floculacion, por lo que debieron realizarse nuevamente los

andlisis para conocer la presencia de patdgenos y composicion nutrimental.

7.2.2. Analisis microbioldgico
Los resultados del analisis microbioldgico de I. galbana no mostraron presencia de los

géneros Vibrio y Pseudomonas.

7.2.3. Analisis bromatologico

La composicion proximal de I. galbana cosechada por floculacion muestra una cantidad
superior de proteinas, fibra total y cenizas ademas de un descenso en la concentracién de
lipidos y de carbohidratos en comparacion de la muestra centrifugada utilizada en el
bioensayo previo (Tabla IX).

Tabla IX. Composicion proximal (% peso seco) de Isochrysis galbana por cada 100g de

muestra
Carbohidratos Lipidos Proteinas Fibra total Cenizas
10 +£0.76 15 +0.59 36 £0.32 4.5+0.16 39+0.26

Por otra parte, se identificaron menor cantidad y tipos de &cidos grasos en la microalga
floculada a diferencia de la utilizada en el primer experimento. No obstante, al igual que la
I. galbana centrifugada, se observa que los &cidos grasos saturados palmitico y miristico

predominan sobre los mono y poliinsaturados (Tabla X).



Tabla X. Contenido de &cidos grasos (mg/g) de I. galbana cosechada por floculacién-
NaOH

Acidos grasos Nomenclatura Concentracion
Laurico 12:0 0.001
Miristico 14:0 0.163
Miristoleico 14:1 0.004
Pentadecaenoico 15:0 0.030
Palmitico 16:0 0.100
Palmitoleico 16:1 0.025
Margarico 17:0 0.004
Estearico 18:0 0.008
Oleico 18:1n9c¢c 0.070
Linoleico 18:2n6 ¢ 0.018
Gamalinolénico 18:3n6 t 0.003
Gamalinolénico 18:3n6 ¢ 0.030
Behénico 22:0 0.001
Eicosapentaenoico 20:5n3c 0.002
Docosahexaenoico 22:6 n3 ¢ 0.060
) 0.519
Saturados 0.307
Monoinsaturados 0.099
Poliinsaturados 0.113
Omega 3 0.095
Omega 6 0.018

La concentracion de sales muestra un porcentaje bajo por cada 100g de muestra, lo que
disminuye el riesgo de formacion de cristales en los animales de experimentacion (Tabla
X).

Tabla XI. Porcentaje de sales de Isochrysis galbana por cada 100g de muestra

Sodio Calcio Magnesio Potasio Fosforo

3.32+0.08 0.02 +0.01 570+0.11 0.03 +0.02 0.07 0.01




45

7.2.4. Peso corporal

Los grupos de estudio tuvieron un peso inicial promedio de 294 +6.24 g (p>0.05). El grupo
control y sano con tratamiento de I. galbana tuvieron ganancia de peso constante, sin
embargo el grupo sano con microalga obtuvo un peso final inferior (299 +40 g) en
comparacion al grupo control (40345 g), siendo 104 g menor y estadisticamente diferente
(p<0.05). Los grupos diabéticos disminuyeron su peso corporal en el trascurso del estudio
con diferencias estadisticas significativas al grupo sano con tratamiento de microalga y
control (Fig. 13). Por otra parte, el grupo diabético sin tratamiento mostré un peso final
inferior (208 +42) al diabético tratado con I. galbana (237 +14.8g) con diferencias
estadisticas significativas p<0.05.
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Figura 13. Peso corporal en los grupos de estudio® Grupo control, O grupo sano tratado con
Isochrysis galbana, W grupo diabético tratado con [ galbana'y /\ grupo diabético sin
tratamiento. Valores expresados en media £ES. *p<(.05 vs. grupo control. ** p<(.05 vs. grupo

diabético sin tratamiento
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7.2.5. Glucosa sérica y hemoglobina glucosilada

El valor promedio de la glucosa inicial en los grupos sanos fue de 104 +23 mg/dl y para los
grupos con hiperglucemia fue de 333 +22.3 mg/dl. La glucosa del grupo control en el
transcurso de las 14 semanas fue aproximadamente de 93 +2.9 mg/dl mientras que el grupo
sano con tratamiento de I. galbana fue de 79 +4.0 mg/dl. No se encontraron diferencias
estadisticas entre dichos grupos Cabe mencionar que dos ratas del grupo sano con
tratamiento de microalga presentaron cuadro de hipoglucemia (glucosa < 35mg/dl) en mas
de una ocasion, lo que provocd su muerte. No se encontré diferencias p>0.05 en el

porcentaje de hemoglobina glucosilada total (4.6%) entre estos grupos de estudio (Fig. 14).
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Figura 14. Glucosa de grupos de estudio a lo largo del estudio. @ Grupo control, O grupo
sano tratado con Isochrysis galbana ¥ grupo diabético tratado con I. galbana'y /\ grupo

diabético sin tratamiento. Valores expresados en media £ES. *p<0.05 vs. grupo control
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El grupo diabético sin tratamiento obtuvo un valor promedio de glucosa de 445 +62.5mg/dl
durante el estudio, el poco control de la hiperglucemia aument6 la mortalidad de dicho
grupo en la semana once. Por su parte el grupo diabético con tratamiento de I. galbana
mantuvo una glucosa promedio de 308 £74.2 mg/dl, encontrandose animales con valores
inferiores a los 200mg/dl en diversas ocasiones y dos sujetos con hipoglucemia. Sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticas significativas. Por su parte, la
hemoglobina glucosilada total del grupo diabético con I. galbana fue en promedio de 9.1%
lo cual indica un regular control de su glucosa durante el estudio, mientras que el grupo
diabético sin tratamiento obtuvo un porcentaje promedio de 9.5% aunque no se encontraron

diferencias estadisticas significativas

7.2.6. Lipidos y lipoproteinas

El valor promedio de colesterol del grupo control fue superior (86 +27.6mg/dl) al grupo
sano tratado con Isochrysis galbana (68 +9.5mg/dl) encontrandose diferencias estadisticas
significativas. El grupo diabético sin tratamiento presentd niveles de colesterol superiores
(91£53mg/dl) al grupo diabético tratado con microalga (76 £16.7 mg/dl) aunque sin
diferencias estadisticas significativas entre éstos, a pesar de que el grupo con hiperglucemia
tratado con Isochrysis galbana obtuvo valores de colesterol en algunos animales iguales o
menores al grupo control (Fig. 15 A).

Por otra parte, el grupo diabético sin tratamiento obtuvo el valor promedio (83 +53mg/dl)
de triglicéridos mas alto, seguido del grupo diabético tratado con I. galbana (75 +64
mg/dl), el grupo control (29 +9.8mg/dl) y el grupo sano con tratamiento de Isochrysis
galbana (19 £7.1 mg/dl). Se observaron diferencias estadisticas significativas entre en
grupo control y el resto de los grupos de estudio, asi mismo al comparar el grupo sano
tratado con I. galbana contra los grupos diabéticos (p<0.05) (Fig. 15 B). Con respecto a las
lipoproteinas, se observo que el valor de LDL fue mayor en el grupo sano con tratamiento
de I. galbana (18+5.1 mg/dl) con diferencias estadisticas significativas ante el resto de los

grupos de estudio (12 £ 3mg/dl).



48

1004 A 120- B
ac
9 - a ¢ cd
100 4
90

= =

= =

) p 80 1

S 854 abc Eﬁ )

£ =

~ @

- 1 =

g 80 E 60 -

it @

< 754 %’D

O b o= 40 q a

70 % & [} b
20
65 - L]
60 T T T T 0 T T v v
Control Sano l.g DM L.g DM no tx Control Sano lL.g DM Lg DM no tx
804 C 30 4 D

25 A
70 4 od

—e——
Q
o
N
o
[¢]

60

abc
{ bc
t

40 [3 b
L)

HDL (mg/dl)
VLDL (mg/dl)

=
o
1
Q

30

. . . . , , , ,
Control Sano 1.g DM Lg DM no tx Control Sano L.g DM Lg DM no tx

Figura 15. Concentracion de lipidos y lipoproteinas de los grupos de estudio. (C) Control,
(Sano 1.g.) grupo sano tratado con Isochrysis galbana, (DM 1.g.) grupo diabético con I.
galbana, y (DMnotx) grupo diabético sin tratamiento. (A) Niveles de colesterol, (B)
triglicéridos, (C) lipoproteina de alta densidad (HDL) y (D) lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL). Los datos fueron expresados en mediatES. Los valores que no
comparten la misma letra son diferentes estadisticamente (p<0.05).

La lipoproteina de alta densidad fue superior en el grupo control (68 +21.6 mg/dl), similar
en el grupo sano y diabético tratados con I. galbana 54 mg/dl) e inferior en el grupo
diabético sin tratamiento (49 £16 mg/dl). Al comparar la HDL se observaron diferencias
(p<0.05) entre el grupo control y el grupo diabético sin tratamiento, asi como entre el grupo

sano con tratamiento de I. galbana y el grupo diabético sin tratamiento (Fig. 15C).
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Los valores de VLDL fueron superiores para los grupos diabéticos (18 mg/dl) siendo éstos,
estadisticamente diferentes al grupo control (6 +2 mg/dl) y al grupo sano con tratamiento
con I. galbana (4 £1.4 mg/dl) (Fig. 15D)

7.2.7. Histopatoldgicos

Las secciones de tejido intestinal mostraron dimensiones de 38 x 0.6 x 0.6 cm. Los
resultados de las muestras del grupo control al igual que del sano tratado con I. galbana,
tuvieron intestino revestido por epitelio cilindrico propio sin datos histopatoldgicos de
metaplasia, displasia 0 malignidad. El grupo diabético sin tratamiento reflejé un epitelio
con datos de atrofia severa en zonas extensas ademas de aplanamiento de vellosidades e
inflamacion severa y una lamina propia con infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario y
neutrofilico moderado pero negativo a malignidad (Fig. 16A). No se encontraron dafios
histopatoldgicos a nivel renal y hepético (Fig. 16B,C)

Figura 16. Efectos del consumo de Isochrysis galbana en el grupo diabético en secciones
de intestino delgado, higado y rifién. (A) Intestino, seccion con vellosidades preservadas,

histologia normal (10x). (B) Higado, (10x). (C) Rifion, (10x).
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7.2.8. Recuento e identificacion de bacterias acido lacticas (BAL)

El recuento de bacterias acido lacticas fue superior al bioensayo anterior. EI grupo diabético
con tratamiento de 1. galbana obtuvo el mayor recuento (9.2 log UFC/g), seguido del grupo
control (8.5 UFC/qg), el grupo sano con tratamiento de microalga (8 log UFC/g) y el grupo
diabético sin tratamiento (7.3 log UFC/g). Se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre todos los grupos de estudio (Fig. 17).
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Figura 17. Recuento de bacterias acido lacticas (Logio) de los grupos de estudio. Las barras
indican la media y el error estandar. Los valores que no comparten la misma letra son

diferentes estadisticamente (p<0.05).

Las especies de BAL se encontraron en la diferente proporcion por grupo de estudio. El
grupo control y el grupo sano con microalga presentaron con mayor frecuencia
Lactobacillus plantarum (70-80%), seguido de Lactococcus lactis (10-25%), Lactobacillus

brevis y Lactobacillus fermentum (5-10%).
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El grupo diabético con Isochrysis galbana mostré en mayor proporcion a L. lactis (70%),
seqguido de L. plantarum (20%), L. brevis y L. fermentum (10%). Por su parte el grupo
diabético sin tratamiento presento un porcentaje similar entre de L. lactis (45%) y L. brevis

(45%) mientras que L. fermentum estuvo en una menor proporcion (10%) (Fig. 18).
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Figura 18. Proporcién de bacterias acido lacticas en los diferentes grupos de estudio.
@Lactobacillus plantarum, #8Lactococcus lactis,  .actobacillus brevis, @Lactobacillus

fermentum

7.2.9. Recuento e identificacion de enterobacterias

El recuento mayor de enterobacterias fue en el grupo diabético sin tratamiento (6.9 log
UFC/qg), seguido del grupo sano con tratamiento de microalga (6.1 log UFC/g), el grupo
diabético con tratamiento de I. galbana (5.5 log UFC/g) y finalmente el grupo control (4.9
log UFC/qg).
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Se observaron diferencias estadisticas significativas al comparar al grupo control contra el
grupo sano con tratamiento de I. galbana y el grupo diabético sin tratamiento (Fig. 19). Por
otra parte, se observd similitud al bioensayo anterior con respecto a los géneros bacterianos

predominantes y los de menor proporcion.
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Figura 19. Recuento de enterobacterias (Logio) de los grupos de estudio. Las barras indican
la media y el error estdndar. Los valores que no comparten la misma letra son diferentes

estadisticamente (p<0.05).

7.2.10. Factor de necrosis tumoral alfa, Interleucina 6, leptina y péptido similar al

glucagén tipo 1

El grupo diabético sin tratamiento obtuvo el valor de TNFa superior (119 pg/ml) ademaés de
ser estadisticamente diferente al resto de los grupos (49pg/ml). Por su parte la interleucina 6
fue inferior en el grupo control (207pg/ml), sequido de los grupos enfermo (282 pg/ml),
sano tratado con I. galbana (272 pg/ml) y el grupo diabético sin tratamiento (733 pg/ml).
Se observaron diferencias estadisticas significativas entre el grupo diabético sin tratamiento

y el resto de los grupos de estudio (Fig.20).
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Figura 20. Valores de TNF-a ¢ IL6 (pg/ml) de los grupos de estudio. Las barras indican la
media y el error estandar. Los valores que no comparten la misma letra son diferentes

estadisticamente (p<0.05).

Los niveles de leptina fueron superiores en el grupo diabetico tratado con I. galbana (1705
+274.2 pg/ml), seguido del grupo diabético sin tratamiento (1539+424.9 pg/ml), grupo sano
tratado con microalga (1306+212.8 pg/ml) y control (912+52.1 pg/ml). Se encontraron
diferencias estadisticas significativas al comparar el grupo control con el resto de los

grupos (Fig. 21).
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Figura 21. Valores de Leptina y GLP-1 (pg/ml) de los grupos de estudio. Las barras indican
la media y el error estandar. Los valores que no comparten la misma letra son diferentes
estadisticamente (p<0.05).

Por su parte, GLP-1 fue superior en el grupo diabético sin tratamiento (299 +£15.1 pg/ml),
seguido del grupo diabetico tratado con I. galbana (189+14.8 pg/ml), grupo sano tratado
con microalga (132+15.4 pg/ml) y grupo control (104.2 +7.3 pg/ml). La comparacién entre
grupos de estudio mostré diferencias entre el grupo diabético sin tratamiento (p <0.05) y el
resto de grupos de estudio, asimismo el grupo diabético tratado con Isochrysis galbana
contra el grupo control (p <0.05)(Fig. 21).
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7.2.11. Microarreglo
La verificacion del material genético se realiz6 en gel de agarosa observandose la

fragmentacion del ARN en una subunidad grande y subunidad pequefia (Fig. 22).

Figura 22.Verificacion de ARN de higado del grupo diabético con tratamiento de Isochrysis

galbana (Carril 2) y marcador de peso molecular de higado de raton (Carril 1).

Las sefiales de fluorescencia contenidas en el microarreglo derivadas de la hibridacion del
DNACc fueron escaneadas y se generaron imagenes que permitieron el analisis estadistico,

puntaje Z, para realizar la comparacion entre tratamientos (Fig.23).
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Figura 23. Fragmento de microarreglo de higado de rata. A, sefial de fluorescencia de grupo
sano tratado con Isochrysis galbana. B, sefial de fluorescencia de grupo diabético tratado
con microalga. Los puntos verdes o tonalidades amarillo indican incremento en la
expresion genica. Los puntos rojos o naranjas indican disminucién de expresion.
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El puntaje z (z score) permite conocer aquellos datos significativos y que representan un
cambio al haber aumentado o disminuido su expresion (Figura 24).

Figura 24. Analisis de genes de microarreglo de higado de rata con puntaje z >2. A, genes
de grupo sano tratado con Isochrysis galbana vs grupo control. B, genes de grupo diabético
tratado con microalga vs grupo diabético sin tratamiento.

Los genes fueron analizados en el programa David Information Resources obteniendo
informacion sobre su jerarquia de ontologia: funcion molecular, actividad en procesos
bioldgicos y localizacion como componente celular. Asi mismo se realizé el analisis de
analogia génica entre grupos tratados con microalga a partir del programa GenArise y
VennPlex. Se observaron genes analogos, 93 arriba de 2 z score y 146 abajo 2 z score, entre
el grupo diabético tratado con microalga y el grupo diabético sin tratamiento, mientras que
entre los grupos diabético tratado con |. galbana, grupo sano con microalga y grupo
diabético sin tratamiento se reporté una similitud génica de 57 genes arriba de 2 z score y

32 por debajo de 2 z score (Fig. 25).
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Figura 25. Gréafico de Venn con analogia en expresion génica entre grupo diabético sin
tratamiento (DM sin tx), diabético tratado con Isochrysis galbana (DM tx) y grupo sano
con tratamiento de 1. galbana (Sano tx). A, genes arriba de 2 z score. B, genes debajo de 2

Z score.

A partir de los resultados de los grupos de estudio que fueron tratados con Isochrysis
galbana, se seleccionaron los genes con participacion en alteraciones metabodlicas de
importancia. En general se observdé una mayor cantidad de cambios en relacion al
metabolismo de lipidos e insulina en ambos grupos estudio sano y diabético. Mientras que
en menor proporcion estuvieron aquellos relacionados con el metabolismo de carbohidratos
y proteinas. Se encontraron similitudes entre dichos grupos de estudio con cuatro genes

arriba de 2 z score y tres genes por debajo de 2 z score (Fig. 26)



ano tx I. galbana
Arriba z score
-hidroxi-3-metilglutaril CoA sintasa 1(soluble)
Acil-CoA tioesterasa
Acil-CoA deshidrogenasa, cadenas C-4 a C12
Acil-CoA oxidasa 3, pristanoil
Araquidonato 15 lipoxigenasa, tipo B
Glicero 3 fosfato deshidrogenasa (soluble)
Lisofosfolipasa 1
Proteina fosfatasa 1, subunidad catalitig#
SH2B-proteina de adaptacion
Glucoquinasa
Proteina quinasa C, zeta
Carboexopeptidasa B2, plasma
Catepsina O

Arriba z score
Apolipoproteina A-1

Amilasa pancreatica (2-2,2-3,2-4, 2)
Fosfoinositida-3-quinasa, subunidad 3, (gamma)
Receptor de leptina (overlapping transcript)

Abajo z score
Lecitin colesterol aciltransferasa, LCAT
Apolipoproteina A-1V
Apolipoproteina B
Apolipoproteina C-111
Lipogenina
Proteina activadora de Araquidonato-5-LX
Proteina de union para acidos grasos 6, ileal
Desaturasa de acidos grasos 1
Calmodulina
6-fosfofructo-2-quinasa / Fructosa-2.3, BP- 4
Piruvato carboxilasa
itogeno activador de proteina quinasa 1
Fosfoinositida-3-quinasa, subunidad de regulacion 2p
Prepropeptido grelina / obestatina

Abajo z score
7-dehidrocolesterol reductasa
Receptor activador de proliferacion de
peroxisomas delta
Inositol polifosfato 5-fosfatasa D

Diabético tx I. galbana
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Arriba z score
1-Acil3P, O-acyltransferasa-4
2,4 dienoylCoA reductasa-1, mit*
AcetilCoA carboxilasap
Lipasa hepatica
Receptor de PPARa
Fitanoil-CoA 2-hidroxilasa
Amilasa salival alA
Inositol polifosfato 5 fosfatasa J
Homebox pancreatica y duodenal
Receptor de productos de glucosilacion
Calpaina2y8
Carbhoexonentidasa F

Abajo z score
AcilCoA tioesterasa 7

Lipasa hormonosensible
EnoilCoA hidratasa, cadena corta, mit*
Glucosilfosfatidilinositol fosfolipasa especificoD1
Receptor de LDL oxidada 1
Fosfolipasa C, delta 1
Hexoquinasa 2

Fosfoglicerato kinasa 1
Propionil CoA carboxilasa
Enolasa 1

Proteina de unién de factor de
crecimiento similar a insulina
Mitogeno activador de proteina
quinasa 8

Peptidasa e, mitocondrial
Receptor pancreatico
de nolinéntidg

Figura 26. Grafica de Venn con analogia de genes relacionados con metabolismo de macronutrimentos entre el grupo

sano tratado con lIsochrysis galbana y grupo diabético tratado con |. galbana.
Insulina, leyenda color morado. Factores de

Carbohidratos, leyenda color café. Proteinas, leyenda color verde.
regulacion oroxigénica, leyenda color tinto.*mit, mitocondrial

Lipidos, leyenda color azul.
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Los genes sobreexpresados relacionados con metabolismo de lipidos del grupo sano tratado
con Isochrysis galbana muestran un incremento en la obtencion de energia a partir de la
movilizacién de acidos grasos para ingresar a beta oxidacion y formacion de cuerpos
cetonicos. Con respecto a la regulacion de insulina se observo un incremento en los genes
implicados en la fosforilizacion de receptores de insulina y la alteracién en la sensibilidad a
ésta. Por ultimo la glucoquinasa activada en gluconeogénesis se vio sobreexpresada (Tabla
XII). En este mismo grupo de estudio se vieron reprimidos genes que intervienen en
biosintesis de acidos grasos y colesterol ademéas de las lipoproteinas encargadas del
trasporte lipidos y el complejo enzimético cuya funcion se relaciona con la esterificacion
de colesterol oxidado. Asi mismo se vieron suprimidos genes relacionados con la
regulacién de glucolisis, el ciclo oroxigénico y factores que participan en la mejora de la

sensibilidad a la insulina (Tabla XII).

El grupo diabético tratado con I. galbana muestra una tendencia similar a la del grupo sano
tratado con microalga. No obstante, fue diferente la cantidad y el tipo de la mayoria de los
genes expresados en comparacién al grupo sano tratado con microalga. EIl grupo diabético
tratado con microalga muestra un incremento de los genes con relacién a la formacion de
triglicéridos por incremento de &cido graso palmitico, asi como genes para la expresion
enzimas relacionadas con la hidrolisis de polisacaridos, via de activacién y sensibilidad a la

insulina asi como el receptor de leptina relacionado con la saciedad (Tabla XII1).
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Tabla XII . Genes de relevancia en el grupo sano tratado con Isochrysis galbana

Gen

Via metaboélica

Mayor
22z-
score

Menor
22
score

Lipidos

Insulina

Carbohidratos
Oroxigénico

Lipidos

Carbohidratos

Oroxigénico

Insulina

3-Hidroxi-3metilglutaril CoA
sintasa 1
AcylCoA tioesterasa 7

AcylCoA deshidrogenasa C-4 to C-

12
AcylCoA oxidasa 3, pristanoyl

Apolipoproteina A-1

SHB2-Proteina 2, APS

Proteina quinasa C
Fosfoinositol 1,3 kinasa, P13K

Calmodulina

Transportador de acidos grasos,
FATP

Glucoquinasa
Receptor de leptina

7-dehidrocolesterol reductasa

Proteina de regulacién de unién a
esteroles (SREBT-1)

Receptor de &cidos grasos, FABP,
ileal

Apolipoproteina A-1V

Apolipoproteina B
Apolipoproteina C Il1

Lecitin colesterol aciltransferasa,
LCAT

Fructosa2,6, bifosfato quinasa
Piruvato carboxilasa

Preprogrelina

Receptor activador de proliferacion

de peroxisomas delta (PPARYy)

Metabolismo de colesterol
Metabolismo de cuerpos ceténicos
Regula niveles intracelulares de acidos
grasos libres y CoA Biosintesis de
palmitato

Beta oxidacion

Beta oxidacion

Transporte reverso de colesterol,
maduracion de HDL

Sustrato para la proteina quinasa B/akt
Estimula toma de glucosa por insulina
Fosforilizacion de tirosina

Disminucién sensibilidad a la insulina
Activado por fosforilizacion de receptor de
insulina, insulinemia

Activa kinasas y fosfatasas en via
insulinica

Trasporte de membrana de acidos grasos

Glucolisis/Gluconeogénesis
Saciedad / sensibilidad a la insulina

Biosintesis de colesterol
Biosintesis de lipidos

Trasporte membrana a nivel ileal, estimula
secrecién de pepsindgeno y acido géstrico.
Secrecidn y catabolismo de quilomicrones
y VLDL. Componente de LCAT en HDL
Trasporte de lipidos, reconocimiento de
LDL por receptor de ApoB/E

Inhibe Lipoprotein lipasa y lipasa hepatica,
disminuye recepcién de quilomicrones
Esterificacion de colesterol, parte de HDL

Glucolisis/Via fructosa
Glucolisis

Regulacion de apetito,induce lipogénesis

Regula expresion de FABP, regulacion de
lipogénesis, lipotoxicidad, insulina
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Por ultimo, se observa una disminucién en la formacién de &cidos grasos poliinsaturados, el
gen del receptor encargado de la captacion de las lipoproteinas de baja densidad oxidadas

para posteriormente se oxidadas y eliminadas, ademéas en factores implicados en la

sensibilidad a la insulina y en el primer paso en la oxidacion de monosacaridos.

Tabla X111 . Genes de relevancia grupo diabético tratado con Isochrysis galbana

Gen

Via metabdlica

1-acilglicerol, 3 fosfato O-
aciltrasnferasa
2,4, dienoylCoA reductasa 1

Biosintesis de triglicéridos

Regulacidn lipidica

Mayor Lipidos Apolipoproteina A-1 Trasporte reverso de colesterol
2z-
score
Lipasa hepatica Hidrdlisis de lipoproteinas
Acetil CoA carboxilasa beta Metabolismo de lipidos/ Acido
Palmitico
Carbohidrato ~ Amilasa salival Hidrolisis almiddn
Amilasa pancreéatica Hidrdlisis almidon
Receptor activador de proliferacion de  Sensibilidad insulina
peroxisomas alfa (PPARa)
Insulina Fosfoinositida quinasa 3, Pi3K Sensibilidad insulina
Oroxigénico Receptor de leptina Saciedad / sensibilidad a la insulina
Lipasa hormono sensible Hidrolisis triglicéridos
EnoylCoA hidratasa Biosintesis de lipidos, elongacién
Menor Lipidos Receptor de LDL oxidado 1, OLR1 Trasporte de lipidos, eliminacién
2z- LDL
score

Carbohidrato

Insulina

Propionil CoA carboxilasa beta

Glucoquiinasa
Fosfoglicerato quinasa 1

Receptor de péptido de insulina
parecido a factor de crecimiento 1
Receptor activador de proliferacion de
peroxisomas delta (PPARY)

Hexoquinasa

Biosintesis de lipidos

Glucdlisis/Gluconeogénesis
Glucodlisis

Sensibilidad a la insulina

Regula expresion de FABP,
regulacién de lipogénesis,
sensibilidad a la insulina, regulacion
de lipotoxicidad

Glucolisis, metabolismo fructosa,
galactosa, manosa
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7.2.11.1. Expresion de genes relacionados con metabolismo

En este estudio se seleccionaron preprogrelina y apolipoproteina A-1V debido al efecto
directo e indirecto que éstos ejercen sobre el metabolismo. Dichos transcritos mostraron
una disminucidn en su expresion en las ratas sanas alimentadas con microalga a diferencia
del grupo control (Fig. 27).
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Figura 27. Expresion de los genes Preprogrelina y APOA-1V determinados por PCR tiempo
real en ratas sanas tratadas con la microalga Isochrysis galbana al término de 18 semanas.

Las barras representan la media £DS de la expresion relativa al control.
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8. DISCUSION

Las microalgas han sido utilizadas en acuicultura como alimento para moluscos y bivalvos.
Sin embargo, se ha incrementado el interés comercial para su uso en humanos, basado en el
potencial valor bioldgico y terapéutico de las moléculas de sus componentes celulares (Raja
et al., 2008). Se han realizado estudios con I. galbana y N. oculata como ingredientes de
alimentos tales como bisquets y espagueti (Gouveia et al., 2008; Guil-Guerrero et al.,
2004), no obstante pocas investigaciones han utilizado estos microorganismos en un
sistema bioldgico. Es debido a lo anterior que se realizo la prueba de DLso, en la que no se
observaron efectos toxicos agudos. Esto coincide con los reportes de ausencia de efectos
adversos en organismos a los que se les administré N. oculata (Markovits et al., 1992) y en

ratas albinas tratadas con I. galbana (Herrero et al., 1993)

Por otra parte, el bajo peso corporal de los grupos diabéticos y sanos tratados con |I.
galbana o N. oculata comparado con aquellos que no recibieron tratamiento de microalga
sugiere un efecto de los polisacéridos que las conforman, los cuales estan representados en
un 45-97% del contenido de carbohidratos. Estos polimeros estan conformados por
diferentes monodmeros (glucosa, galactosa, xilosa, fucosa y arabinosa), cuyos enlaces beta
glucosidicos podria permitirles actuar como fibra dietética en el aparato gastrointestinal
(Brown et al., 1997; Zeng et al., 2004).La fibra dietética tiene un efecto de saciedad,
ademéas de disminuir el apetito y reducir la ingesta hasta un 10%, lo cual afecta la
composicion corporal del consumidor. Por lo tanto, los polisacaridos de las microalgas
podrian generar coloides en el intestino que reducen el transito intestinal y la absorcién de
ciertos nutrientes, particularmente de carbohidratos y lipidos lo que ayudaria a la reduccién
de la ingesta caldrica de los animales (Howarth et al., 2009; Niewold et al., 2012).

Con respecto a los niveles de glucosa, no se encontraron diferencias significativas en los
grupos tratados con microalgas, sin embargo se observd que tres de los animales que
consumieron |. galbana disminuyeron sus valores por debajo de 140mg/dL, e incluso uno

de ellos presento hipoglucemia, por lo que se considerdé que existe tendencia de este
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tratamiento para disminuir la hiperglucemia a través de la accion que ejercen los
polisacaridos que componen la pared celular de I. galbana y la ausencia de efecto con N.
oculata (Guil-Guerrero et al., 2004; Zeng et al., 2004).

Dichas caracteristicas pudieron haber influido de igual forma en la absorcion de
triglicéridos y colesterol, en especial en la disminucion en la absorcion de dichos
nutrimentos a nivel intestinal (Howarth, et al., 2009; Niewold, et al., 2012). Sin embargo
los resultados de HDL y LDL de los animales diabéticos y sanos tratados con cualquiera de
las dos microalgas, fueron contrastantes a estudios previos donde se reporta la inclusién de
los acidos grasos poliinsaturados EPA y DHA ayuda a la disminucién de LDL e incrementa
HDL (Komprda, 2011). Asimismo, Conguen y Holub (1996) mencionan que el acido graso
docosahexaenoico de las microalgas incrementa los niveles de DHA séricos en sujetos
sanos vegetarianos, ademas de que el alto consumo del &cido graso eicosapentaenoico
microalgal incrementaba los niveles de HDL y disminuia LDL. Van Beelen et al., (2009)
sugieren que los &cidos grasos omega 3 tienen un efecto similar al aceite de pescado, con
mecanismos de proteccion en enfermedades cardiacas, ateroesclerosis, cancer y diabetes al

disminuir los valores de LDL.

La elevacion de la LDL y el descenso de la HDL observado en el presente estudio podria
deberse a los 4cidos grasos palmitico y palmitoleico. Estos estan presentes en I. galbana y
N. oculata en igual o superior cantidad que el &cido graso docosahexaenoico y
eicosapentaenoico (Rebolloso-Fuentes et al., 2001; Sukenik and Wahnon, 1991; Tago and
Teshima, 2002). El &cido palmitico es una acido graso saturado que puede incrementar
LDL; estudios en voluntarios mostraron que incrementaba los valores de dicha lipoproteina
y colesterol. Por otra parte, el acido palmitoleico, un derivado del &cido palmitico, es
participe de la sintesis enddgena de triglicéridos, ademas ha sido reportado como un lipido
que puede comportarse como un acido graso saturado e incrementar los niveles séricos de
LDL (Denke and Grundy, 1992; Nestel et al., 1992; Zock et al., 1994).
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Con respecto a los niveles de compuestos nitrogenados, al no encontrarse cambios en
dichos parametros, en especial aquellos que fueron tratados con microalga, podemos
sugerir que el consumo de I. galbana y N. oculata no genera un impacto negativo en la
funcién renal debido a que el incremento de creatinina, &cido Urico y urea ha sido reportado
como dafiino en la filtracion glomerular de personas con hiperglucemia, asimismo

incrementando el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Jerums et al., 2010).

Por otra parte, ademas de las complicaciones clinicas como hiperglucemia y dislipidemia,
se ha asociado a la gastroparesia como un efecto secundario presente en individuos con
diabetes mellitus (Olausson et al., 2008). Los sujetos con gastroparesia pueden
experimentar dolor abdominal, nauseas, vomito, meteorismo secundario a la disfuncién
gastrica, retraso en el vaciamiento gastrico asi como alteracion en la biota intestinal (El-
Salhy, 2002; Izbéri et al., 2008; Smith and Ferris, 2003; Zhao et al., 2006). Por lo tanto, la
infiltracion linfocitica y plasmatica, asi como los diferentes grados de modificacion e
inflamacion epitelial exhibida en los grupos diabéticos, confirma que diabetes mellitus per

se modifica la arquitectura gastrointestinal (Olausson, et al., 2008).

Otros estudios indican que la hiperglucemia afecta la inmunidad celular, con una alteracion
en la actividad de las células natural killer y monocitos, leucocitos polimorfonucleares, lo
cual induce a la inflamacion, susceptibilidad a patdgenos bacterianos y diversos sintomas
gastrointestinales como la alteracion en la funcion del estomago, rigidez en la pared
intestinal, y tensién (Booth et al., 2001; Izbéri et al., 2008; Liao et al., 2006). En contraste a
los otros grupos con diabetes, el grupo diabético con I. galbana mostro6 caracteristicas de un
grado de inflamacion cronica leve, la cual se caracteriza por un moderado infiltrado
linfoplasmocitario, un variable infiltrado neutrofilico (solo en un animal), sin cambios
severos en epitelio, dafio localizado en un segmento y sin ulceraciones (Bouma and Strober,
2003; Jozefczuk and Wozniewicz, 2005; Wu, et al., 2003). Ademas, los animales en el
grupo sano con I. galbana mostraron caracteristicas histologicas similares al grupo control,
lo cual podria indicar que el uso de esta microalga en sujetos sanos no genera efectos

gastrointestinales negativos. Por otra parte, los animales tratados con N. oculata ya sea
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sanos o0 enfermos presentaron caracteristicas de dafio gastrointestinal cronico severo el cual
se manifiesta en la mayor parte de los casos con lisis celular y necrosis (Winkler et al.,
2007).

Las diferencias en los hallazgos gastrointestinales entre el consumo de 1. galbana y N.
oculata, pueden ser resultado de la estructura celular de cada microalga. La pared celular de
N. oculata es mas rigida y gruesa que la pared de I. galbana (Guil-Guerrero et al., 2004), lo
cual pudo haber ocasionado dificultad en su digestion, afectando al epitelio, el recuento de
BAL, absorcién de nutrientes y modificando la composicién de las heces (diarrea).
Lesiones como las realizadas por N. oculata, donde hay un dafio en mucosa intestinal y un
incremento en la respuesta inmune, han sido reportadas como un factor importante de
permeabilidad intestinal, lo cual es un riesgo en la colonizacion de patdgenos tales como
Salmonella (Van-Vliet et al., 2010, Winkler et al, 2007). Por su parte, Aceituno and Panés
(2005) describieron que el consumo de carragenina de algunas microalgas rojas
(especialmente Euchema spinosum) por animales de laboratorio, tienen el mismo efecto
observado en esta investigacion con respecto a la alteracion en biota intestinal,
incrementando los microorganismos Gram negativos ademas de una inusual respuesta
inmunoldgica, toxicidad en epitelio e inflamacion severa; incluso sintomas graves como

diarrea con sangre y moco.

La superficie celular de I. galbana comparada con la de N. oculata, puede proveer una
ventaja al generar una mayor disposicion y absorcién de los componentes nutrimentales de
la microalga lo que permitiria sus actividades funcionales en el tracto gastrointestinal. La
funcionalidad, o efecto prebittico, de los polisacaridos de |. galbana ayudaria al
incremento del crecimiento o actividades de bacterias benéficas tal como Lactococcus
lactis, ademas de disminuir el crecimiento y actividad de enterobacterias y patdgenos
(Monteagudo-Mera et al., 2012). Lactococcus lactis es un microorganismo encontrado
comunmente en la naturaleza, usualmente en plantas y en intestino de animales ademas es
una de la bacteria &cido lacticas méas estudiadas debido a su produccion de enzimas,

antigenos y caracteristicas probidticas (Bahey-EI-Din et al., 2010; Bolotin et al., 2011;
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Miyoshi et al., 2003). Bernbom et al., (2006) reportdé que la nisina producida por esa
bacteria afecta a la microbiota de ratas, incrementando el recuento de bifidobacterias;
mientras que Kang et al., (2010) y Pérez-Guerra et al., (2007) describieron a L. lactis como
metabolicamente activo en el tracto gastrointestinal, con la capacidad de expresar y secretar
citocinas, incrementar altura de vellosidades intestinales, estimulando el crecimiento del

animal y reduciendo recuentos de coliformes en lechones.

Por su parte, Lactobacillus fermentum y Lactobacillus brevis son bacterias acido lacticas
con actividad probiotica que han sido reportadas como parte de plantas e intestino de
animales y humanos, especialmente de heces de infantes (Mackie et al., 1999; Park et al.,
2005). L. fermentum es conocido por incrementar la actividad inmunoldgica y tener
potencial hipocolesterolémico (Pereira et al., 2003; Zheng et al., 2011), mientras que L.
brevis ha sido estudiado como un probable agente contra Helicobacter pylori debido a su
actividad enzimaética arginina deaminasa que afecta la biosintesis de poliaminas presentes
en pacientes con células gastricas regulares y neoplasicas, asi como en pacientes positivos a
la presencia de H. pylori (Linsalata et al., 2004). Sin embargo, a pesar de la presencia de
dichas BAL en los animales que consumieron N. oculata, su bajo recuento pudo disminuir
la competencia ante patdgenos en los sitios de unién y asi evitar su colonizacion (Soccol et
al., 2010).

El tipo y proporcion de enterobacterias reportadas en los grupos de estudio tratados con |I.
galbana fue similar a reportes previos donde consideran a E. coli, Enterobacter, y
Klebsiella como géneros predominantes en tracto gastrointestinal, mientras que
Providencia, Hafnia, Morganiella, Citrobacter, Edwarsiella y Yersinia como aquellos con
menor proporcién (Mackie et al., 1999; Thompson-Chagoyan et al., 2004). La distribucion
del grupo Enterobacteriaceae, la ausencia de patdgenos y el incremento de BAL en los
grupos tratados con I. galbana sugiere que los polisacaridos de esta microalga son
fermentados por las bacterias acido lacticas, las cuales son capaces de producir acidos
grasos de cadena corta, modificando pH, afectando positivamente mucosa intestinal,

mejorar funcion de sistema inmune innato al incrementar barrera fisica, resistencia a
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enfermedades e potenciar el crecimiento o actividad de bacterias benéficas intestinales
(Kuda et al., 2009; Rodriguez-Cabezas et al., 2010).

La actividad benéfica de polisacaridos microalgales se ha observado en otros estudios,
ejemplo de ello es el polimero de Chlorella sp., denominado immurella, que posee
capacidad de aumentar fagocitos en el intestino, ademas se ha observado que el consumo de
los compuestos activos de esta microalga promueven la re-epitelizacion de mucosa, la
reparacion de la muscularis propia y la disminucion de macrofagos, granulocitos y
fibroblastos en ratas con anastomosis coldnica (Branger et al., 2003; Salman et al., 2007).
Kerem et al., (2008) evaluaron el efecto de extracto crudo de Chlorella sp. en ratas en
proceso de adaptacion de sindrome de intestino corto, reportando un incremento en el
crecimiento de vellosidades intestinales, profundidad de criptas, proliferacion de mucosa y
elevacion de niveles de citrulina. Mientras tanto, la disminucion de las BAL, decremento de
la mucosa gastrica y permeabilidad intestinal, como parte de una inflamacion crénica en las
ratas diabéticas tratadas con N. oculata, incrementa el riesgo de colonizacion de patdgenos

tal como Salmonella (van-Vliet et al., 2010)

Para el segundo bioensayo se utiliz6 Isochrysis galbana debido a su tendencia a disminuir
parametros clinicos e incrementar BAL, a diferencia de la Nannochloropsis oculata que
mostrd efectos nocivos en los animales. En esta fase se utilizo la técnica de floculacién con
hidréxido de sodio para cosechar I. galbana, con el fin de mejorar el rendimiento en la
concentracion de ésta en cultivos de alta escala. Dicha forma de concentracion ha sido
reportada como una técnica eficiente con un 80-90% de recuperacion de biomasa de
microalgas de agua salada y a diferencia de otros floculantes, sus residuos no son téxicos

para animales o de alto costo (Guevara et al., 2011, Harith et al., 2010, Harith et al., 2009).

La comparacion en concentracion de nutrimentos entre la muestra centrifugada de I.
galbana utilizada en el primer bioensayo y la muestra floculada del segundo bioensayo

revelan en esta Ultima, una disminucion el porcentaje de carbohidratos y tipo y
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concentracion de lipidos, asi como un aumento en proteinas, fibra y cenizas. Lo anterior
podria ser resultado de la accion de la técnica de cosecha sobre el pH del cultivo,
induciendo un posible cambio en la composicién de la biomasa, clarificacion celular, lisis y
liberacion de nutrientes al medio ademéas de una precipitacion y adicion de cristales de
calcio y fosfatos (Molina-Grima et al., 2003; Sirin et al., 2012; Sukenik et al., 1985). A
pesar de dichos cambios, los porcentajes de nutrimentos en la muestra floculada son
similares a otros estudios donde se reporta un promedio de proteinas de 6-25%,
carbohidratos de 5-23%, lipidos de 7-23% YV la presencia de acido docosahexaenoico como

principal &cido graso poliinsaturado omega 3 (Brown et al., 1997; Abalde et al., 1995).

Por otra parte, al igual que en primer bioensayo, el peso corporal del grupo control fue
superior al resto y aquellos que consumieron |. galbana tuvieron un peso menor, incluso la
diferencia fue mayor en el peso final entre los grupos tratados con microalga contra los
controles del primer ensayo. Los niveles de glucosa del grupo sano con tratamiento con |I.
galbana fue menor al grupo control y el grupo diabético con microalga mantuvo sus niveles
en promedio debajo de los 400 mg/dl, a diferencia del grupo diabético sin tratamiento cuya
elevacion de valores de glucosa aumentd la mortalidad en menor tiempo de vida de los

sujetos de estudio.

De igual manera, los resultados anteriores se pueden derivar al contenido de polisacaridos y
estructura celular de I. galbana, ya que ésta no presenta una pared celular rigida, sino que
posee escamas circulares y al igual que otras especies, produce carbohidratos de
almacenamiento y extracelulares (Eldridge et al., 2012; Pérez et al., 2009), incluso se ha
reportado que las microalgas de la especie Prymnesiophyceae, poseen crisolaminaria como
polisacarido de reserva ademas de polimeros extracelulares tipo celulosa. La
crisolaminaria, es un polisacarido soluble en agua (B 1-3, 1-6) localizado en vacuolas y que
estd formado predominantemente por glucosa y cantidades considerables de galactosa,
manosa, fructosa y fucosa, asi mismo se le ha considerado junto a la celulosa como uno de
los polisacaridos con mayor produccion en la tierra. Por su parte, el revestimiento celular de

I. galbana es una matriz de un material denso de probable naturaleza de polisacarido
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insoluble (Domozych, 2011; Granum et Myklestad, 2002; Sanchez et al., 2012). Dichos
polimeros, podrian haber estado en mayor biodisponibilidad en este ultimo bioensayo
debido al uso de hidréxido de sodio y &cido clorhidrico durante la cosecha de la microalga,
ya que estos &cidos son utilizados como pre-tratamientos para hidrolisis enzimatica de
cadenas de polisacaridos en alimentos, pues son capaces de generar una hidrolisis parcial de
polisacéridos, en especial del tipo insoluble, generado una mayor accesibilidad de los
enlaces glucosidicos de los polisacaridos de I. galbana al eliminar enlaces éster pero sin
permitir la fragmentacion del polimero (Camacho-Rubio et al., 1989; Gonzélez-Renteria et
al., 2011).

La disponibilidad y tipo de enlace en los polisacaridos de I. galbana floculada le permitiria
actuar como fibra dietética y ejercer una mayor actividad benéfica a nivel gastrointestinal
disminuyendo la ingesta calorica a traves de la reduccion en la absorcion de nutrientes,
incrementado saciedad temprana y generando homeostasis energética por medio de la
secrecion de péptidos intestinales como el péptido 1 parecido al glucagon (GLP-1), péptido
YY (PYY) y grelina, que se veria reflejado en la mayor pérdida de peso corporal en los
sujetos sanos y una mayor tendencia a reducir la glucosa sérica del grupo diabético en
comparacion al primer bioensayo (Burton-Freeman, 2000, Delzenne et Cani, 2001).
Asimismo se ha observado que los carbohidratos de algas podrian modular la respuesta

glicémica (Gofii et al, 2012).

El control de la hiperglucemia y el peso en el paciente diabético es un factor importante
para prevenir o retrasar los efectos secundarios a nivel gastrico, ya que se ha observado que
la alteracidn en los niveles de glucosa puede causar un desequilibrio en la biota intestinal,
con una disminucion y alteracién en tipo de bacterias benéficas asi como un aumento de
Escherichia coli y Enterobacteriacea, lo cual repercute en la integridad intestinal (Atkinson
et Chervonsky, 2012; Burcelin et al., 2012; Delzenne et Canni, 2001). Sin embargo se ha
reportado que la ingesta de polisacaridos fermentables como inulina, celulosa, fructo-
oligosacéaridos, galacto-oligosacaridos y beta glucanos repercute de forma positiva en la

microbiota intestinal incrementando el recuento de bacterias benéficas como Lactobacillus
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y Bifidobacterium en heces, incluso glucanos B, 1-3 de algas cafés han mostrado tener
actividad de fibra dietética e influir en la microbiota de ratas (Sarbini et al., 2011; Tannock
et al., 2004). Cabe mencionar que la ingesta de Isochrysis galbana en el grupo diabético
incremento el nimero de BAL y disminuyd el recuento de enterobacterias, siendo éstas

parte de la biota intestinal normal (Thompson-Chagoyan et al., 2004).

Debido a lo anterior, los carbohidratos presentes en |. galbana podrian haber llevado a
cabo una actividad prebiotica al ser fermentados, incrementar el nimero de bacterias acido
lacticas en el grupo diabético que consumié la microalga e incluso favorecer el crecimiento
de la especie de mayor proporcién, L. plantarum para los grupos sanos y L. lactis para el
grupo diabético con tratamiento, mientras que L. fermentum y L. brevis estuvieron en
menor porcentaje. Las cuatro BAL integran la comunidad intestinal normal, aunque L.
plantarum y L. lactis son bacterias predominantes (Bolotin et al., 2001; Walter, 2008).
Cabe mencionar que la ecologia bacteriana varia en base a factores como: la integridad del
epitelio intestinal, sistema inmune, sistema entérico y vascular, asi como el consumo de
prebidticos, probidticos o antibidticos. En sujetos sanos es mayor la estancia intestinal de L.
plantarum que L. lactis, mientras que en diabetes mellitus dicha relacién podria verse
modificada, ya que en enfermedades metabdlicas se alteran los factores antes mencionados,
y con ello la composicién de la microbiota, phylum y namero (Burcelin et al., 2011; Daniel
etal., 2012).

Las bacterias &cido lacticas difieren en el mecanismo de accién para llevar a cabo sus
actividades, y por ende en sus efectos clinicos. Lactobacillus plantarum es capaz de
competir contra bacterias patégenas en los sitios de uniéon de receptores de manosa
(mannose-receptor binding sites) en la superficie del epitelio intestinal, participar en el
proceso inmunoldgico, ademas de presentar habilidad de fermentar una variedad de
carbohidratos, como monosacaridos, disacaridos y oligosacaridos (Marco et al., 2006;
Saulnier et al., 2007), mientras que L. lactis produce metabolitos antimicrobianos que
disminuyen recuentos de coliformes y proteinas con accion en sistema inmune (Bolotin et

al., 2001; Soccol et al., 2010). Por su parte, L. fermentum es un lactobacilo con actividad
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hipocolesterolemiante y antimicrobiana contra E. coli y S. aureus; y finalmente L. brevis es
una bacteria lactica con actividad potencial contra H. pylori. (Lesbros-Pantoflickova et al.,
2007; Zeng et al., 2011).

Por otra parte el uso de microalgas marinas como |. galbana en patologias es relativamente
nuevo. Por ello, el andlisis histopatoldgico brindd un primer acercamiento para conocer si
el consumo de I. galbana floculada pudiera generar lesiones en érganos como intestino,
higado y rifién, especialmente en sujetos con diabetes mellitus cuyos factores de riesgo de

dafio a dichos tejidos es superior.

En este estudio los datos histopatoldgicos no muestran efectos negativos en los 6rganos
analizados, por lo que el consumo de la microalga no presenta un riesgo desde el punto de
vista histolégico. En cambio, el grupo diabético sin tratamiento presentd hiperplasia
leucocitaria intestinal y aplanamiento de vellosidades. Las alteraciones encontradas en el
grupo diabético sin tratamiento serian derivadas de la hiperglucemia cronica no controlada
que afectan el sistema nervioso entérico originando un desequilibrio en la motilidad y la
respuesta inflamatoria intestinal lo que modifica la arquitectura gastrointestinal (Isbery et
al., 2008; Olausson, et al., 2008).

De igual forma, la hiperglucemia es capaz de alterar el metabolismo lipidico. EI poco
control de los niveles de glucosa puede ocasionar hipertrigliceridemia, aumento de VLDL,
disminucion de HDL y conversion de LDL a moléculas méas pequefias y densas (Goldberg,
2001). No obstante, el manejo dietético de la dislipidemia aunado al consumo de fibra

dietética y acidos grasos poliinsaturados reduce el riesgo de enfermedad cardiovascular.

La fibra dietética es la parte comestible de las plantas o carbohidratos asociados a éstas, que
al ser ingeridos son resistentes a la digestion y absorcién intestinal pero con una
fermentacion completa o parcial. Su ingesta incrementa la viscosidad del bolo alimenticio,
enlentece el transito intestinal y altera la difusion e interaccion de nutrientes con la mucosa,

disminuyendo asi la absorcion de nutrimentos como son los lipidos. Ademas existen otras
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fuentes de fibra dietética como diversos beta glucanos y polisacéridos de algas (Brennan,
2005; Redgwell and Fischer, 2005).

Las microalgas poseen monosacaridos y polimeros compuestos en su mayoria de glucosa,
ramnosa, xilosa y manosa. No obstante los carbohidratos presentes en las microalgas varian
segun la especie. Algunas microalgas poseen glucégeno como polisacarido de reserva, otras
una pared celular rigida compuesta por polimeros parecidos a la celulosa, mientras que
otras no poseen pared celular, lo que permite que sus polisacaridos sean mas faciles de
utilizar, tal es el caso de Isochrysis galbana (Eldridch et al., 2012; Markou et al., 2012). Lo
anterior pudo permitir su accion como fibra dietética y asi mostrar una tendencia a

disminuir triglicéridos y colesterol en aquellos grupos de estudios que la consumieron.

Por otra parte, los &cidos grasos poliinsaturados omega 3 especialmente aquellos de origen
marino como el &cidos eicosapentaenoico y docosahexaenoico, regulan los niveles de
triglicéridos, colesterol, incrementan los valores de HDL y disminuyen LDL en modelos
animales y ensayos clinicos con sujetos con dislipidemia (Lombardo and Chicco, 2006).

Isochrysis galbana posee acidos grasos poliinsaturados como el acido docosahexaenoico
ademas de contener acidos grasos monoinsaturados (&cido graso oleico) (Liu et Lin, 2001).
No obstante que ha sido reportado que el acido graso DHA y &cido graso oleico tienen
actividad hipolipemiante, el consumo de I. galbana mostré una tendencia a disminuir la
lipoproteina HDL e incrementar la LDL, especialmente en los sujetos sanos que
consumieron microalga, aunque dicho efecto en menor proporcion al primer bioensayo.

Lo anterior puede estar relacionado a la presencia de acidos grasos saturados estearico y
palmitico en I. galbana, los cuales participan en lipogénesis y el incremento de la

lipoproteina de baja densidad (Sawada et al., 2012)

Se ha relacionado el consumo de &cidos grasos con la respuesta inflamatoria en el paciente
diabético. La alteracién en la secrecion de insulina en diabetes mellitus conlleva a una
inflamacion subcrénica derivada de una serie de mecanismos que incrementan citocinas

proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa e interleucina 6 (O"Connor et al.,
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2007). Sin embargo, el consumo de DHA ha mostrado disminuir la produccién de dichas
citocinas y por ende su concentracion sanguinea, tal es el caso del grupo diabético que

consumio microalga (Calder., 2006)

Por su parte, el grupo sano tratado con I. galbana mostrd tendencia a incrementar, sin ser
estadisticamente diferente, los niveles de TNFa e IL 6. Dicha elevacion podria ser
ocasionada por una probable reaccién alérgica que pudo iniciar un proceso inflamatorio
subcrénico ante el consumo de microalga. Incluso lo anterior podria verse relacionado con
otros pardmetros como la presencia de filtracion mononuclear en segmentos intestinales en
algunos sujetos, con disminucion de BAL, un incremento de enterobacterias, el consumo de
lipidos de la microalga y el aumento de citocinas inflamatorias (Isbery et al., 2008;
Olausson, et al., 2008).

Con respecto a los niveles de leptina y resultados de microarreglo, se observo que los
animales sanos tratados con I. galbana mostraron una mayor tendencia en el incremento de
ésta asi como una sobreexpresion de genes relacionados con el catabolismo de &cidos
grasos y una disminucion de aquellos involucrados con lipogénesis, transporte de lipidos y
vias metabdlicas glucogénicas, mientras que dichos resultados en los animales diabéticos
tratados con microalga estuvieron presentes en menor proporcion.

Dichos efectos pudieron derivarse de consumo elevado de lipidos de Isochrysis galbana.
Esta microalga contiene beta glucanos que no se absorben y una menor cantidad de
carbohidratos para su oxidacién, a diferencia de la cantidad y variedad de acidos grasos
(&cido docosahexaenoico, oleico, palmitico, miristico, estearico, palmitoleico, entre otros)
que |. galbana posee y que pueden afectar a nivel metabdlico (Jump, 2008; Liu et Lin,
2001).

Durante el periodo postpandrial, domina la accion de la insulina ya sea permitiendo la
accion de los transportadores de membrana especificos para glucosa dependientes de
insulina (GLUTS), para su oxidacion y generacion de energia, transaminando aminoacidos

para la formacion de proteinas y activando la enzima lipoproteina lipasa permitiendo el
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almacenamiento de lipidos de la dieta e inhibiendo lipdlisis y beta oxidacién, ademas de
regular la secrecion de TNFa, IL6, leptina, adiponectina y resistina por parte del tejido
adiposo (Jaworski et al., 2007). Por el contrario, durante un periodo de hipoglucemia se
activan las vias catabdlicas por accion del glucagon promoviendo el uso de los acidos
grasos por los tejidos y la formacion de glucosa a partir de la gluconeogénesis (Jaworski et
al., 2007; Soodini, 2004).

Por lo tanto, la alteracion en la secrecion o accion de la insulina tendra como resultado un
desequilibrio en el metabolismo de nutrimentos. Entre los factores de riesgo para la
aparicion de una resistencia la insulina, en especial a nivel hepatico, se encuentra la ingesta
elevada de acidos grasos con probable aparicion de esteatosis hepética no alcohdlica. Los
principales 4&cidos grasos implicados son el palmitico, oleico y acidos grasos

poliinsaturados (PUFA), los cuales se encuentran en I. galbana.

Dichos macronutrimentos son capaces de producir esteatosis, favorecer lipoapoptosis del
hepatocito mediada por la quinasa N-terminal tipo Jun (JNK) y provocar resistencia a la
insulina al modificar la composicion y fluidez de las membranas, y en consecuencia alterar
la actividad de los receptores de ésta. Ademés dicho cuadro es capaz de modificar la
expresion de genes del metabolismo de glucosa a nivel hepéatico, promover una secrecién
elevada de TNFa, IL6 y leptina asi como suprimir los receptores del gen de prepropeptido-
grelina. Cabe mencionar que los ultimos se encuentran relacionados, ya que de manera
regular la preprogrelina es un péptido que se secciona para dar lugar a grelina, cuya funcion
es oroxigénica y promover la secrecién de insulina que a su vez estimula la secrecién de
leptina por el tejido adiposo y asi ésta generar la sensacidn de saciedad. No obstante en
diabetes mellitus y sujetos sanos con alta ingesta de lipidos se ha observado una alteracién
en dicha relacion al encontrar una disminucion en la secrecion de grelina y un incremento
la leptina (leptinemia) como respuesta a una resistencia a la insulina (Araya et al., 2004;
Clarke, 2001; Liu et Lin, 2001; Pusl et al., 2008). Es debido a lo anterior que
probablemente no se haya encontrado expresion del gen preprogrelina en los animales

diabéticos, cuya patogenia cursa de forma regular con disminucion del transcrito; en
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cambio al comparar el grupo control y sano que ingirié la microalga se logra observar una

alteracion en dicha expresion génica por la cantidad y tipo de acidos grasos.

De igual forma las dosis de elevadas de acidos grasos genera estrés al reticulo
endoplasmatico incrementando la protedlisis de ciertas apolipoproteinas (Apo-B, Apo-C,
Apo-E), mientras que una probable alteracion de insulina a nivel hepatico se relaciona con
un incremento de la lipasa hepatica y la alteracion en la maduracién de la lipoproteina HDL
por el acoplamiento de la apolipoproteina A-IV para el correcto funcionamiento de la
LCAT. Lo anterior resultaria en un incremento de la lipoproteina de baja densidad y un
descenso de la lipoproteina de alta densidad por el deficiente transporte enddgeno de
lipidos, transporte reverso del colesterol y oxidacion hepatica de lipoproteinas (Garcia-
Rios, et al., 2012; Ota et al., 2008) (Fig.28)
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Figura 28. Metabolismo lipidico regulado por la apolipoproteina A-1V. La activacion de la LCAT
por la apo A-1y apo A-1V promueve la maduracién de HDL. La interaccién de dicha HDL con SR-
B1 conyeva a la esterificacion de colesterol por las células hepaticas. La apo A-IV estimula la
actividad de la Lipoprotein lipasa que hidroliza la VLDL y quilomicrones (CM) a LDL y

quilomicrones remanentes con un correcto intercambio de triglicéridos (Stan et al., 2003)
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Finalmente, el incremento de &cidos grasos antes mencionado es citotoxico, lo que conyeva
a su incorporacion en lipidos complejos para oxidarlos en mitocondrias, peroxisomas (p-
oxidacion) y en el reticulo endoplasmatico (w-oxidacion) a nivel hepatico. Lo anterior
incrementa la expresion de enzimas relacionadas con dicho metabolismo e inhibiendo la
accion del malonil-CoA y el PPARy, ademas de incrementar la expresion de enzimas
relacionadas con gluconeogeénesis tales como Acetyl coA hidrolasa, FAS, calmodulina y
hexoquinasa, mientras que los genes para expresion de enzimas glucoliticas
(Fosfofructoquinasa 2,6 (PFK2, 6) y Fosfofructoquinasa 1,6 (PFK 1,6)) se encontrarian
suprimidas (Mannaerts et al., 2000; Jump, 2008; Reddy and Hashimoto, 2001).
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9. CONCLUSIONES

Las microalgas son organismos capaces de generar compuestos bioactivos con posibles
aplicaciones en el area de la salud como nutracéuticos o parte de alimentos funcionales. Es

asi, que el valor funcional de las microalgas es de interés en la industria de alimentos.

En este estudio se observd que la microalga I. galbana muestra tendencia a disminuir peso
corporal, glucosa y triglicéridos, ademas de incrementar el recuento de bacterias lacticas en
aquellos sujetos que la consumieron. No obstante se debe tener reservas de su inocuidad, ya
que su ingesta se vio relacionada con la alteracion en la regulacion de lipidos a nivel
hepéatico, en especial en sujetos sanos, quiénes mostraron una mayor cantidad de
expresiones génicas relacionadas con el metabolismo de insulina y &cidos grasos que puede

dar como resultado una resistencia a la insulina y esteatosis hepatica.

El consumo de N. oculata no genero6 efectos benéficos, ya que no controld los niveles de
glucosa y lipidos en sangre. A nivel gastrointestinal causd dafio severo con necrosis en
vellosidades intestinales, cuyas consecuencias clinicas fueron presencia de diarrea con

moco, patdgenos intestinales y pérdida de peso.

Es conveniente realizar mas estudios para profundizar y elucidar el mecanismo de accion
de dichas microalgas en un organismo vivo, ya sea como inmunomoduladores,
nutrigendmicos o ingredientes de un alimento funcional en la terapia nutrimental de

enfermedades crdnicas degenerativas y sujetos sanos.
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