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RESUMEN

Se dilucidan algunos aspectos bioquimicos de la estimulacion in vivo ejercida por un
hidrolizado proteico de la microalga Chlorella vulgaris, administrado por via intraperitoneal
en una dosis de 500 mg/kg de peso a ratones Balb/c durante 6 dias, en la recuperacion de
la malnutricién proteico-energética. En la etapa de replecion dietética, independiente-
mente de la intervencién empleada, no se encontraron diferencias significativas en los
pardmetros asociados con el peso corporal y niveles de proteinas séricas al término del
periodo experimental. Sin embargo, la administracién del hidrolizado condujo al restable-
cimiento del peso y el metabolismo proteico en el higado y por otra parte, a un incremento
estadisticamente significativo en el contenido de proteinas y DNA en la mucosa intestinal
y en la actividad enzimética de las oligosacaridasas (sacarasa y maltasa). Estos efectos
moduladores permiten considerar al producto como un preparado fisioldgicamente activo
con aplicaciones potenciales en la nutricion farmacolégica.

DeCS: HIDROLISADOS DE PROTEINA/quimica; HIDROLISADOS DE PROTEI-
NAS/uso terapéutico, CHLORELLA; ALGAS VERDES; RATONES CONSANGUI-
NEOS BALB/C; DESNUTRICION PROTEICO-ENERGETICA/terapia; SUPLEMEN-
TO DIETETICOS; DIETA; NUTRICION ANIMAL.

La malnutricion proteico-energética y alteraciones de las funciones del sistema

(MPE) ocasiona cambios metabolicos que digestivo, principalmente del higado e in-
conducen a la disminucién del peso corpo- testino delgado, por lo que constituye un
ral, la depresion de la inmunocompetencia sindrome clinico complejo donde pueden

T RN

Master en Bioguimica de la Nutricidn. Investigador Agregado. Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial. Universidad de Oriente.
Licenciado en Biologia. Division de Biotecnologia Solar. Centro de Investigaciones de Energia Solar. Santiago de Cuba.

Master en Biotecnologia Ambiental. Profesora Auxiliar. Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial. Universidad de Oriente.
Doctora en Ciencias Bioldgicas. Profesora Titular de Bioguimica de la Nutricion. Facultad de Biologia. Universidad de La Habana.



coexistir muchas deficiencias simultinea-
mente.!

Diferentes estudios experimentales y
clinicos han aportado evidencias relaciona-
das con los efectos bioestimulantes de
hidrolizados proteicos de distintas fuentes
en el manejo de estados de malnutriciéon
de causa diversa, en pacientes con enfer-
medades de la mucosa gastrointestinal
aquejados de sindromes de malabsorcion,
en pacientes hipercatabdlicos? y como su-
plemento en la recuperacién posoperatoria.?
Los mecanismos mediante los cuales ejer-
cen sus acciones moduladoras han comen-
zado a ser esclarecidos.

Los sustratos utilizados fundamental-
mente como fuente de aminodcidos en la
obtencién de hidrolizados proteicos para uso
en humanos han sido: la sangre y sus frac-
ciones, las proteinas de la leche (caseina,
lactoalbumina y globulinas), proteinas de
carnes y pescados, proteinas vegetales como
los aislados de soya y proteinas de origen
microbiano como las levaduras (Saccharoniyces
y Kliuveromyces).*

Morrisy otros® demostraron las posibi-
lidades de hidrdlisis enzimatica de las pro-
teinas celulares de la microalga Chlorella
vulgaris (Chlorophyta, Chlorophyceae) con
diferentes preparados proteoliticos. La com-
posicién bioquimica del hidrolizado protei-
co obtenido y sus propiedades estimuladoras
del crecimiento de células microbianas y
vegetales (Morris HJ. Evaluacién de la cali-
dad proteica de la microalga Chlorella
vulgaris y obtencién de su hidrolizado
enzimatico con propiedades bioestimulantes.
Tesis de Maestria. Universidad de La Ha-
bana, 2000), motivaron nuestro interés en
estudiar en el presente trabajo los efectos
metabdlicos que produciria su administra-
cién como suplemento durante la recupera-
cién de la MPE inducida por restriccion die-
tética en ratones Balb/c. De este modo, su
evaluacién no solo permitird conocer sus

posibles acciones bioestimulantes en el
modelo experimental propuesto, sino que
aportara los primeros elementos relaciona-
dos con la dilucidacién de los aspectos
bioquimicos de su mecanismo de acciénin vivo.

METODOS

Obtencion del hidrolizado proteico.
La hidrolisis enzimatica de una suspension
al 10 % de la biomasa proteica de Chlorella
vulgaris se realiz6 con un preparado comer-
cial de pancreatina (MERCK), para lo cual
se emplearon 20 unidades proteoliticas/g
de biomasa a pH 7,5 y una temperatura de
37 °C durante 4 h en condiciones de agita-
ci6on continua (Morris HJ. Evaluacion de la
calidad proteica de la microalga Chlorella
vulgaris y obtencién de su hidrolizado
enzimatico con propiedades bioestimulantes.
Tesis de Maestria. Universidad de La Ha-
bana, 2000).

Animales y dietas. En los experimen-
tos se emplearon 20 ratones Balb/c hem-
bras, de 9 semanas de edad y 18-20 g de
peso corporal, procedentes del Laboratorio
de Anticuerpos y Biomodelos Experimen-
tales (LABEX®) de Santiago de Cuba. A
los animales se les garantizaron condicio-
nes ambientales estables y un suministro
de agua ad libitum durante la investigacion.
Se cumplieron las disposiciones nacionales
acerca del cuidado y el uso de animales de
laboratorio.

A 15 de los animales se les impuso un
régimen de restriccion dietética hasta la
pérdida de aproximadamente el 25 % del
peso corporal inicial, para favorecer el de-
sarrollo de la MPE. Esta condicion se al-
canzd al cabo de los 3 dias de la deplecion
alimentaria. Se procedi6 al sacrificio de
5 animales (grupo M) y los restantes fue-
ron distribuidos al azar en los grupos expe-
rimentales M-DC y M-HP que fueron ali-



mentados ad libitum con pienso comercial
para ratones durante un periodo de reple-
cion de 6 dias. A los animales de la varian-
te M-HP se les administré adicionalmente
0,2 mL del hidrolizado proteico por la via
intraperitoneal, equivalente a una dosis de
500 mg/kg de peso. El grupo control (C)
fue alimentado con la dieta convencional
durante todo el periodo de experimentacion.
Determinacion de la concentracion
de hemoglobina y proteinas séricas. Las
extracciones de sangre se realizaron en cada
animal al dia siguiente de concluir el pe-
riodo experimental mediante sangramientos
por el plexo retroorbital con el empleo de
capilares heparinizados. La concentracion
de hemoglobina se cuantificé segin
Davidsohn y Nelson. La determinacion de
los niveles de proteinas totales se realizé
por el método de Biuret, y la albimina, de
acuerdo con la reaccién con el verde de
bromocresol.” Las globulinas se estimaron
por la diferencia entre el contenido de pro-
teinas séricas totales y la concentracion de
albimina. Con estos valores se calculd,
ademads, la relacion albimina/globulinas.
El estudio del aminograma plasmatico,
expresado por la relacion aminoacidos no
esenciales/aminoacidos esenciales, se efec-
tué mediante cromatografia de papel.?
Evaluaciones bioquimicas en higa-
do e intestino delgado. Los extractos he-
péticos se obtuvieron por homogeneizacién
de las muestras en un bafio de hielo con buffer
fosfato salino 0,01 mol/L pH 7,4 (1:3 w/v). El
contenido de proteinas totales en los extrac-
tos se determind por el método de Lowry y
otros.’ La actividad de la arginasa se eva-
Iué segtin el procedimiento modificado por
Mansurova® y la colinesterasa de acuerdo
con el método modificado por de la Huerga."
En ambos casos, la actividad enzimatica se ex-
pres6 como micromoles de sustrato transforma-
do por minuto por miligramo de proteina.
Se tomaron segmentos de intestino del-
gado de aproximadamente 10 cm de longi-

tud a partir del ligamento de Treitz o flexu-
ra duodenoyeyunal. Se realizd el raspado
de la mucosa con una lamina de vidrio y se
depositd el contenido en viales previamen-
te tarados. La homogeneizacidn se efectud
en el propio vial con buffer fosfato salino
pH 6,0 (1:3 w/v). En los extractos de muco-
sa yeyunal obtenidos se determino el conte-
nido de proteinas totales® y DNA. 12

La actividad de las oligosacaridasas
(lactasa, maltasa y sacarasa) se cuantificd
por el método Dahlqvist;!3 la evaluacion
de la glucosa liberada se realiz6 por el
método enzimatico de la glucosa oxidasa-
-peroxidasa (GOD-POD) con el empleo
del reactivo de produccién nacional
RapiGluco-Test (Empresa de Productos
Bioldgicos “Carlos J. Finlay”). La activi-
dad enzimatica se expresd en funcién de
los micromoles de sustrato hidrolizado por
minuto y los resultados se refirieron en
miliunidades por 10 cm de intestino.

Analisis estadistico. Los datos fueron
procesados mediante un andlisis de varianza
de clasificacion simple (disefio completa-
mente aleatorizado), acoplado a la prueba
de intervalos multiples de Duncan para es-
tablecer entre cudles de las medias de la
variable analizada existian diferencias sig-
nificativas.'*

RESULTADOS

Los valores del peso corporal a los
3 dias de inanicién (tabla 1) mostraron
diferencias significativas (p <0,001) entre
el grupo control y las variables sometidas a
la deplecion dietética. Luego de la reple-
cion nutricional no se encontraron diferen-
cias significativas entre los animales ali-
mentados con la dieta convencional y la su-
plementada con el hidrolizado proteico en
relacién con los parametros asociados con
el peso, los que presentaron como signos de
recuperacion valores muy similares a los
controles.



TABLA 1. Variacidn del peso corporal en los diferentes grupos experimentales en periodos de deplecién y replecion utilizando un hidrolizado algal
administrado por via intraperitoneal

Control (5) M (5) M-DC (5) M-HP (5)
Pesoinicial (g)(ns) 206 + 0,6 21,109 215+15 21,307
Peso dia 3 (g)*** 20,6 + 0,5(a) 15,9 + 0,4(b) 15,7 £ 0,2(b) 15,7 £ 0,5(b)
Peso final (g)(ns) 21,2+ 0,6 - 20,7+ 0,6 20,1+08
Incremento del peso durante la- - -
replecion (g/24 h)(ns) - - 0,86 + 0,10 0,72 + 0,15
Ganancia en peso durante la
replecion (%)(ns) - - 332+42 27,7+6,5

Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba de intervalos mdltiples de Duncan; (ns) diferencias no significativas; *** dife-
rencias significativas p < 0,001; () nimero de animales en cada grupo.

TABLA 2. Niveles de hemoglobina, proteinas séricas y aminograma plasmatico en los diferentes tratamientos al término del periodo
experimental

Grupo experimental Control (5) M (5) M-DC (5) M-Hp (5)
Hemoglobina (g/L)** 101 + 4(b) 94 + 2(c) 138 + 9(a) 125 + 6(ab)
Proteinas séricas 6,02 + 0,52 5,78 £+ 0,71 6,54 + 1,29 7,54 £ 1,76
totales (g/dL)(ns)

Albimina (g/dL)* 3,14 + 0,38(a) 2,20 + 0,29(b) 3,62 + 0,61(a) 3,68 + 0,62(a)
Globulinas (g/dL)(ns) 2,88 £ 0,91 3,58 £ 0,60 2,92 £ 0,98 3,77 1,92
Relacion A/G(ns) 1,09+ 0,43 0,61+ 0,01 1,24 + 0,64 0,98 + 0,42
AANE/AAE 1,12+ 0,13 2,16 £ 0,90 1,43 + 0,44 1,24 + 0,24

Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba de intervalos mdiltiples de Duncan; (ns) diferencias no significativas; * diferencias
significativas p < 0,05; () nimero de animales en cada tratamiento; AANE/AAE: relacion de aminoacidos no esenciales/esenciales.

Como resultado de la restriccion die-
tética se observé una disminucién en la con-
centraciéon de hemoglobina en sangre total
(tabla 2). La replecion dietética, indepen-
dientemente del tratamiento empleado, con-
dujo al incremento de los niveles de hemo-
globina en sangre, los que fueron superio-
res en comparacion con el grupo control.

El estudio de los niveles de proteinas
séricas (tabla 2) reflejo diferencias signifi-
cativas solo en el contenido de albimina
(p<0,05). Las menores concentraciones
correspondieron al grupo malnutrido y en
las variantes M-HP y M-DC se alcanzaron
valores semejantes a los del grupo control.
Los animales malnutridos presentaron un

ligero incremento no significativo en los
niveles de globulinas con respecto al grupo
control. En los animales suplementados con
el hidrolizado proteico se pudo apreciar una
tendencia hacia el incremento de la frac-
cion globulinica y ademas, la relacién al-
bimina/globulinas en esta variante experi-
mental se aproximé mads a la media del gru-
po control.

En cuanto al aminograma plasmatico,
no se obtuvieron diferencias significativas
en la relacién entre los aminoicidos no
esenciales y esenciales (AANE/AAE) en las
diferentes variantes experimentales (tabla 2).

Los resultados referentes al peso, con-
tenido de proteinas totales y actividades



enzimaticas en higado se resumen en la ta-
bla 3. La reduccioén observada en el peso
del 6rgano fue significativa en los animales
malnutridos (p < 0,001). Al finalizar el pe-
riodo de replecion, el peso del higado en el
grupo que recibid el hidrolizado en adicién
a la dieta convencional mostré valores si-
milares a los del grupo control y superiores
a la variante no suplementada. Ambos tra-
tamientos de replecion condujeron a la res-
tauracion de los valores normales de pro-
teinas totales, aunque estadisticamente ocu-
pan una posicion intermedia entre los nive-
les presentes en los animales malnutridos y
el grupo control (p <0,01).

Asociado con la recuperacion
nutricional se puso de manifiesto, ademads,
la normalizacién de la actividad especifica
de las enzimas colinesterasa y arginasa en
estrecha relacién con la administracion

intraperitoneal del hidrolizado de Chlorella
vulgaris durante 6 dias.

En la tabla 4 se presentan los resulta-
dos referidos al efecto del hidrolizado so-
bre la recuperacion de la integridad y fun-
cionamiento de la mucosa intestinal. La
replecién con los tratamientos dietéticos
aplicados condujo a la ganancia en peso de
la mucosa. Sin embargo, en relacién con el
contenido de proteinas, en los animales su-
plementados con el biopreparado microalgal
se logr6 la recuperacion de los valores del
grupo control a diferencia de los animales
que recibieron la dieta convencional no su-
plementada (p <0,01). Los niveles de DNA
resultaron superiores en la variante tratada
con el hidrolizado (p <0,01).

Los animales malnutridos se caracte-
rizaron por la notable reduccién en la acti-
vidad de las disacaridasas, con excepcion

TABLA 3. Peso, concentracidn de proteinas y actividades enzimaticas en higado de los diferentes grupos experimentales

Control (5) M (5) M-DC (5) M-HP (5)
Peso (g)*** 1,16 £ 0,1(a) 0,86 + 0,02(c) 0,95 + 0,05(h) 1,21 + 0,08(a)
Indice relativo (mg/g)*** 58 + B(ab) 54 + 5(ab) 46 + 12(b) 62 = 3(a)
Proteinas totales (mg/g)** 103,27 + 1,51(a) 90,99 = 5,34(b) 98,08 = 4,10(ab) 99,72 + 3,58(ah)
Colinesterasa*® 226,10 + 27,79(a) 151,50 + 53,74(b) 161,45 + 37,09(b) 229,62 + 50,82(a)
(mmol min-'/mg de proteina)
229,62 + 50,82(a)
Arginasa*** 45,34 + 8,80(c) 66,10 + 4,48(a) 58,30 = 1,66(ab) 52,34 = 4,32(bc)

(mmol min-'/mg de proteina)

Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba de intervalos multiples de Duncan; * diferencias significativas
p < 0,05; diferencias significativas p < 0,01; *** diferencias significativas p < 0,01; () nmero de animales en cada tratamiento.

TABLA 4. Pardmetros bioguimicos en la mucosa intestinal

Control (5) M (5) M-DC (5) M-HP (5)
Peso de lamucosa (g /10 cm)** 9,9 + 0,5(bc) 7,8 £ 0,4(c) 15,4 + 0,6(ab) 20,2 + 0,6(a)
Proteinas totales (pug/10 cm)** 352 + 78(a) 169 + 83(c) 277 + 76(b) 452 + 92(a)
DNA (pg/10 cm)** 26,8 + 5,7(h) 10,8 + 0,6(c) 15,5 + 2,9(bc) 47,7 + 6,6(a)
Lactasa (mU/10 cm) 21,2+ 05 16,5 + 0,5 18,8 + 0,6 18,6+ 0,2
Sacarasa (mU/10 cm)* 131 £ 32(h) 74 + 2(c) 141 £15(b) 206 + 7(a)
Maltasa (mU/10 cm)*** 60,3 + 1,5(b) 47,4 + 1,9(c) 60,4 + 1,3(b) 82,8 + 3,5(a)

Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba de rangos miltiples de Duncan; * diferencias significativas p <0,05; ** dife-
rencias significativas p <0,01; *** diferencias significativas p < 0,001; () nimero de animales en cada tratamiento.



de la lactasa. Con la aplicaciéon del
hidrolizado se observé una elevacion en la
actividad de las enzimas maltasas y sacarasa
en segmentos de 10 cm de yeyuno (p < 0,001
y p<0,05, respectivamente) en relacién con
el control y el grupo M-DC.

DISCUSION

En animales de experimentacion, la
administracién de férmulas con hidrolizados
proteicos en sustituciéon de las proteinas
intactas ha estado asociada con un incre-
mento en la retencién de nitrégeno, una
mayor ganancia en el peso corporal, un au-
mento en los niveles de proteinas totales y
aminodcidos ramificados en suero y un
menor riesgo de desarrollar enteropatias
inmunogénicas.>

La evolucidn del peso corporal ha sido
uno de los indicadores mas ampliamente
estudiados en la deteccion de la posible
actividad bioestimulante de un preparado
bioldgico. Luego de la replecién no se apre-
ciaron diferencias significativas en la res-
puesta de las variantes alimentadas con la
dieta convencional y la suplementada con
el hidrolizado proteico de Chlorella, resul-
tados que pueden estar asociados con la
duracion relativamente corta del tratamien-
to y al hecho de que las variaciones en el
peso corporal reflejan en forma lenta los
cambios nutricionales a corto plazo y cons-
tituyen un indicador poco eléstico para
mostrar la respuesta a una intervenciéon
adecuada.

En el grupo suplementado con el
hidrolizado proteico se manifest6 una ten-
dencia al incremento en la concentracion
de globulinas lo que podria estar asociado,
en cierto modo, a la sintesis de
inmunoglobulinas como resultado de la
estimulacién de los linfocitos B (Morris HJ.
Evaluacién de la calidad proteica de la
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microalgal Chlorella vulgaris y obtencién
de un hidrolizado enzimatico con propieda-
des bioestimulantes. Tesis de Maestria.
Universidad de La Habana, 2000). Ademas,
la relacién albtimina/globulinas en estos
animales se aproximé més a los valores del
grupo control, lo que indica una mayor re-
cuperacion en este parametro.

Si bien no se encontraron diferencias
significativas en las caracteristicas del
aminograma plasmaético entre los distintos
tratamientos dietéticos, se observdé como
tendencia que los animales suplementados
con el hidrolizado proteico presentaron una
relacion AANE/AAE mas cercana a la
media del grupo control; de modo que pue-
de inferirse que el aporte de aminoacidos
esenciales durante la replecién en la va-
riante suplementada con el hidrolizado
microalgal conduce a una disminucién del
indice AANE/AAE, sugiriendo una mejor
asimilacion del nitrégeno proteico. Resul-
tados similares fueron referidos por Boza
y otros! al evaluar la influencia de dietas
formuladas con un hidrolizado de caseina o
con la proteina nativa en la recuperacién
nutricional de ratas malnutridas.

En el higado se efectda la sintesis de
todas las proteinas plasmaticas, excepto las
gammaglobulinas, de manera que el resta-
blecimiento de los niveles séricos de albi-
mina en los 2 tratamientos de replecion es
una consecuencia de la restauracion de su
funcién metabdlica.

La actividad de la colinesterasa en el
tejido hepatico refleja el estado funcional
del higado y particularmente, su disminu-
cion es una expresion de trastornos en la
sintesis proteica.

Ha sido planteado que 1a biosintesis de
seroalbiimina y colinesterasa ocurren en el
higado como vias acopladas y valores bajos
de actividad se han asociado con estados de
MPE. "’ La administracion del hidrolizado
proteico durante la replecion nutricional



condujo al restablecimiento de los niveles
de actividad colinesterasa a valores simila-
res a los del grupo control, a diferencia de
los animales no suplementados, lo que cons-
tituye una evidencia positiva en relaciéon con
su aplicacion.

Las modificaciones del catabolismo de
los aminoacidos individuales asociados con
la ingesta proteica estdn acompaifiadas de
cambios en la sintesis de urea. La adminis-
traciéon del producto permitié reducir la
formacién excesiva de urea a partir de los
grupos amino de los aminodcidos, reflejado
en la normalizacion de la actividad especi-
fica de la arginasa, restableciendo el ade-
cuado funcionamiento hepdtico en relacion
con el catabolismo proteico.

Por otra parte, la funcién celular y el
recambio normal de la mucosa precisa de
una alta tasa de sintesis proteica. En el grupo
suplementado con el hidrolizado microalgal
se restablecieron los niveles de proteina en
la mucosa yeyunal en relacién con el grupo
control, a diferencia de los animales que
recibieron la dieta convencional sin el
hidrolizado.

En los animales malnutridos, como
respuesta adaptativa a una dieta deficitaria
en carbohidratos y proteinas se observé una
reduccion en la actividad de las disa-
caridasas, lo que se produce en mayor me-
dida por la pérdida no especifica de protei-
nas de la mucosa, mds que por la carencia

SUMMARY

de los sustratos en particular.'® Con la ad-
ministracién del hidrolizado proteico de
Chlorella vulgaris se observé un incremen-
to en la actividad de la maltasa y la
sacarasa, que por lo general se afectan en
un mayor grado con la MPE.

Los animales suplementados con el
hidrolizado se caracterizaron, ademads, por
presentar un contenido superior de DNA
en la mucosa yeyunal que podria estar rela-
cionado con la estimulacién de los proce-
sos de division celular de los enterocitos y
su recambio activo.

Nuestros resultados indican que la ad-
ministracion intraperitoneal del hidrolizado
proteico de Chlorella vulgaris en una dosis
de 500 mg/kg de peso a ratones de la linea
Balb/c como intervencién complementaria
durante la recuperacion de la MPE, condu-
jo al restablecimiento de la homeostasis del
organismo y a la estimulacién del funcio-
namiento hepdtico y de la mucosa yeyunal,
posibilitando el eficiente restablecimiento
de los animales tratados. Los hallazgos ob-
tenidos sugieren que su utilizacion en el
campo de la nutricién farmacoldgica podria
ser un factor importante en el mantenimiento
y/o restauracion de la integridad funcional
del organismo, por lo que se debe continuar
profundizando en su funcién a nivel
molecular para sustentar sus aplicaciones
potenciales en la formulacién de alimentos
para regimenes especiales.

Some biochemical aspects of the in vivo stimulation exerted by a protein hydrolysate of microalga Chlorella
vulgaris, administered by intraperitoneal route at a dose of 500 mg/kg of weight to Balb/c mice for 6 days in the
recovey of the protein-energetic malnutrition, are explained. In the stage of diet repletion, independently of the
intervention used, no signficant differences were found in the parameteres associated with body weight and the
levels of serum protein at the end of the experimental period. However, the administration of the hydrolysate led
to the reestablishment of the weight and protein metabolism in the liver and, on the other hand, to a statistically
significant increase in the content of proteins and DNA in the intestinal mucosa and in the enzimatic activity of
the olygosaccharidases (saccharase and maltase). These modulating effects allow to consider the product as a
physiologically active preparation with potential applications in pharmacological nutrition.

Subject headings: PROTEIN HYDROLYSATES/chemistry; PROTEIN HYDROLYSATES/therapeutic use;

CHLORELLA; ALGAE, GREEN; MICE, INBRED BALB c; PROTEIN-ENERGETIC NUTRITION/
/therapy; DIETARY SUPPLEMENTS; DIET; ANIMAL NUTRITION.
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