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RESUMEN

Se investigé el potencial embriotéxico y fetotéxico de Spirulina en ratén.
El alga fue administrada a animales gestantes a concentraciones de 0, 10, 20
y 30 g/100 en la dieta, durante los dias 7-13, 1-13 y 1-19 de la gestacién. El dia
19 se sacrificaron las madres y se examinaron los cuernos uterinos para
contar los fetos vivos, muertos y reabsorbidos. Los fetos vivos se pesaron,
analiziandose las malformaciones externas, esqueléticas y viscerales. No se
encontré diferencia significativa entre los lotes en cuanto al mimero de
reabsorciones o de fetos afectados, ya fuese considerando la camada como
unidad de anilisis, o tomando en cuenta el niimero total de fetos afectados.

Estos resultados indican que la alimentacién de ratones gestantes hasta
con una concentracion de 30 g/100 del alga, no provoca efectos embriotéxicos
ni teratogénicos. La cantidad de alimento ingerida por los animales a esa
concentracion, es exageradamente superior al posible consumo humano.

INTRODUCCION

Los estudios sobre fuentes alternativas de proteinas para con-
sumo humano y animal han aumentado considerablemente en los
ultimos afios. Entre ellos se encuentran losrelativos ala cianobacteria
Spirulina sp., en la que diversos grupos de investigadores han cen-
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trado esfuerzos a fin de mejorar su produccidn, y seguir las normas
exigidas orecomendadas porlos diferentes gobiernos e instituciones
).

En diversos experimentos toxicolégicos realizados en animales
domésticos (2-4) y de laboratorio (5-9), se ha demostrado que la
Spirulina no induce efectos téxicos, determinados por el aumento
ponderal, constantes hematolégicas, constantes bioquimicas, histo-
logia y otras variables. v

Enpublicaciones previas sobre toxicologia de la reproduccién, se
informé que esta alga no habia alterado los indices de gestacién,
viabilidad y lactacién durante un estudio multigeneracional efec-
tuado en ratas (10). Tampoco dio lugar a malformaciones congénitas
después de administrarla a esa especie animal durante diferentes
periodos de la gestacién (11). Debido a 1a necesidad de ampliar este
estudio a otra especie de roedor, en el trabajo aqui comentado se
estudioé la eventual accién embriotéxica o teratégena de la Spirulina
enratén.

MATERIAL Y METODOS

Se utiliz6 Spirulina secay pulverizada, gentilmente proporcionada
por la Compaiiia Sosa Texcoco S.A. de C.V. (México D.F., México),
previo andlisis quimico y microbiolégico, formando parte de un lote
comin de produccién. Los resultados de estos andlisis pueden ser
consultados en las publicaciones de Santilldn (1) y de Sosa Texcoco
(12).

La dieta balanceada contenia 0, 10, 20 y 30 g del alga, la que se
agreg6 principalmente a expensas de sustitucién de la soya, segiin se
comunicé previamente (13).

Se emplearon ratones de la cepa CD1 (9-10 semanas de edad, 27 +
1g de peso), donados por el Instituto de Higiene de la Secretaria de
Salud de México D.F., México, los que se mantuvieron en un local
cerrado con temperatura de 22 + 1°C, ciclos de luz/oscuridad de 12
horas, y humedad controlada.

Se aparearon machosy hembras durante la noche y en la mafiana
siguiente se verific6 el acoplamiento por la presencia de tap6n
espermidtico en la vagina. En caso de encontrarlo, se designé ese dia
como el 12 de 1a gestacién. Las dietas se administraron durante tres
periodos: 7-13 d, 1-13 d, y 1-19 d de la gestacién. Estos tres periodos se
utilizaron para abarcar respectiva y secuencialmente las siguientes
etapas de la gestacién: a) organogénesis, b) preimplantacién-orga-
nogénesis y ¢) preimplantacién-organogénesis-perinatal (14). Se re-
gistré la evolucién ponderal de las hembras, las que se sacrificaron
el dia 19, y se extrajeron los fetos, los cuales se contaron y pesaron.
Luego se procedi6 al recuento de las reabsorciones embrionarias en
los cuernos uterinos, mediante el método de Salewsky (15). Todos los
fetos fueron sometidos a andlisis para detectar malformaciones
externas. Para el estudio de las malformaciones viscerales se pro-
cedi6 de acuerdo al método de Wilson (16) y para observar las
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alteraciones esqueléticas, al procedimiento de Dawson (17).

Elandlisis estadistico se llevé a cabo valiéndose de 1as pruebas “t»
de Student y de x?, dependiendo de si eran datos numéricos o de
frecuencia, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aumento Ponderal

La Tabla 1 muestra que el tratamiento A no alteré el aumento
ponderal de los ratones con ninguna de las concentraciones. Esto no
se observé el dia 6 con los tratamientos By C, ya que los animales pre-
sentaron disminucidn significativa en comparacién con los testigos,
Esta reduccién se debe probablemente a disfagia, ocasionada por
aversidninicial aladieta que contenia Spirulina,antes que a un efecto
deletéreo del alga. En un trabajo reciente se obtuvieron resultados
similares. Sin embargo, a partir del dia 13 de 1a gestacién, se noté una
franca recuperacién ponderal y el dia 19, los tres lotes de animales
tratados con Spirulina pesaron mds que los testigos, lo que en el caso
del tratamiento C, alcanz6 valor significativo.

Esto parece indicar que una vez transcurrido el periodo de
preimplantacion en las hembras, el consumo de alimento se norma-
liz6 y subsecuentemente se incrementé por efecto de compensacién.

Los animales que se sometieron al tratamiento A, a partir del dia
72, no mostraron este fenémeno en lo que respecta al peso del dia 13,
lo que indica que una vez ocurrida la implantacién, debido probable-
mente a algiin factor metabdlico u hormonal caracteristico de ese
periodo, no se presenta disfagia.

En estas condiciones, no se pueden atribuir a 1a Spirulina efectos
téxicos maternales durante la gestacién, reflejados en el aumento

TABLA 1

PORCENTAJE DE AUMENTO PONDERAL DE RATONES ALIMENTADOS
CON Spirulina EN DIFERENTES PERIODOS DE LA GESTACION

Spirulina Periodos de tratamiento y dias de pesadas
(g/100) A B C

6 13 19 6 13 19 ] 13 19

Testigo 67 271 6%0 171 257 705 7.1 25.7 676

10 71 286 724 48* 234 729 43* 238 757
20 71 281 6€9%5 62 262 733 48 238 1733°
30 67 271 700 38* 220 719 62 243 762*

A=7-13d; B=1-13d; c¢=1-19 dias.
* Diferencia significativa (prueba “t” de Student) con los testigos, P < 0.05.
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nderal, datos que coinciden con los encontrados previamente en
ratas (11).

Efecto sobre la Reproduccion

Los resultados que se consignan en la Tabla 2 indican que el alga
no dio lugar a alteraciones en los pardmetros de reproduccién
considerados. En efecto, teniendo en cuenta las madres como unidad
experimental, se encontré que no hubo diferencia en las que tuvieron
camada afectada en el grupo de los ratones testigo o en los tratados.
Dela misma forma, los datos obtenidos con los fetos fueron similares
en todos los lotes. La diferencia aislada que se constaté en el caso de
losfetos vivos/madre de 20 g/100, no representa efecto del alga. En esa
Tabla se observa, asimismo, que la mayor parte de fetos afectados se
debieron a las reabsorciones y no a fetos que hubiesen presentado
anormalidades. Este particular y otras alteraciones se encuentran
frecuentemente en los roedores, y en el presente estudio fue la causa
:: hal:ler encontrado una elevada proporcién de madres con fetos

ectados.

TABLA 2

EFECTO DE LA Spirulina, SOBRE LA REPRODUCCION,
ADMINISTRADA A RATONES EL DIA 7-13 DE LA GESTACION

Spirulina (g/100)
Observaciones
Testigo 10 20 30
Parémetros maternales:
Acopladas 20 23 24 22
Fecundadas 19 22 21 20
Con camada normal 13 15 15 15
Con camada afectada 6 7 6 5
Por reabsorciones® 4 8 3 2
Por fetos anormales® 1 0 2 1
Por reabsorciones y fetos
anormales’ 1 2 1 2
Parémetros fetales:
Total de implantaciones 189 229 223 208
Implantaciones/madre 99+104 104+097 108+10 103+09
Total fetos: 152 184 188 175
vivos/madre 89+077 92+11 99+094 9.7+0.96
normales 146 181 1 171
afectados 43 48 40 35
por anormalidades 6 3 5 4
por reabsorciones 37 45 35 31
Peso promedio (g) 133+0.16 138+0.13 130+0.18 1.36+0.14

e = Exclusivamente; 8 = Simultineamente.
* Diferencia significativa (prueba “t” de Student) con los testigos.
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Las Tablas 3 y 4 —referentes a otros periodos de tratamiento— nq
acusan tampoco efecto embriot6xico del alga. En estos dos tratamiey.
tos la alimentacién con la Spirulina se inicié antes del dia de I
implantacién del huevo fecundado que, en el caso de ratones, corre.
sponde al 62 de gestacién. Sin embargo, no se constaté alteracion de
este pardmetro en ninguno de los lotes.

TABLA 3

EFECTO DE LA Spirulina, SOBRE LA REPRODUCCION,
ADMINISTRADA A RATONES EL DIA 1-13 DE LA GESTACION

Spirulina (g/100)
Observaciones
Testigo 10 20 30
Pardmetros maternales:
Acopladas 20 22 20 21
Fecundadas 16 19 17 15
Con camada normal 10 13 13 11
Con camada afectada ] 6 4 4
Por reabsorciones® 2 1 2
Por fetos anormales* 1 1 0 2
Por reabsorciones y fetos
anormales® s 4 2 1
Pardmetros fetales:
Total de implantaciones 156 181 179 130
Implantaciones/madre 9.7+099 95+1.02 105+097 92+ 0.84
Total fetos: 119 158 147 124
vivog/madre 85+086 87+101 91+10 88+088
normales 115 152 145 120
afectados 41 29 34 18
por anormalidades 4 [ 2 4
por reabsorciones 37 23 32 14
Peso promedio (g) 1374028 141+0.18 1.36+0.15 1.42+0.19

e = Exclusivamente; s = Simultineamente.
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TABLA 4
EFECTO DE LA Spirulina, SOBRE LA REPRODUCCION,
ADMINISTRADA A RATONES EL DIA 1-13 DE LA GESTACION
- Spirulina (g/100)
Observaciones
Testigo 10 20 30
Parémetros maternales:
Acopladas 20 21 19 20
Fecundadas 16 17 16 18
Con camada normal 8 8 9 9
Con camada afectada 8 9 7 9
Por reabsorciones® 4 5 4 6
Por fetos anormales® 1 3 1 o
Por reabsorciones y fetos
anormales® 3 1 2 3
Parémetros fetales:
Total de implantaciones 159 165 159 164
Implantaciones/madre 99+111 97+088 99+1.05 9.1+1.03
Total fetos: 113 123 118 124
vivog/madre 81+089 82+096 84+1.02 82+0.99
normales 110 116 118 108
afectados 49 49 46 56
por anormalidades 4 7 5 6
por reabsorciones 45 42 41 50
Peso promedio (@) 1.34+0.16 1.36+0.19 1.40+0.15 1.38+0.12

e = Exclusivamente; s =

Simultineamente.

En todos los periodos de tratamiento, la proporcién relativa-
mente alta de madres y fetos afectados se debié a que esa proporcién
es la suma de las anormalidades y reabsorciones encontradas. Por
otra parte, en las anormalidades también est4 el total de malforma-
ciones, pero también el de las anomalias. Finalmente, las anormali-
dades que acusaron los fetos se describen en la Tabla 5. Segiin se nota,
algunas de ellas se encuentran tanto en el lote testigo como en los
tratados. Este es el caso de costillas deformes, de edemas, hematomas
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TABLA 5

DESCRIPCION E INCIDENCIA DE ANORMALIDADES EN FETOS
PROVENIENTES DE RATAS TRATADAS CON Spirulina
EN DIFERENTES PERIODOS DE LA GESTACION

Periodo de tratamiento y
concentracién de Spirulina (g/100)

Anormalidad A B C
T 1020 30 T 10 20 30 T 10 20 30

Costillas deformes 2 2 1
Costillas fusionadas 1* 1
Ectopia renal 1
Edema -2 2
Exencefalia 1*
Falta desarrollo 1 1 1
Hematomas 3 1 2
Hemorragia intra-

abdominal 1
Hidrocefalia 1 2
Hidronefrosis 1
Hipertrofia pulmonar 1 2
Hipertrofia renal ' 2 1
Hipoplasia pulmonar
Maceracion 3 1 2 2
Osificacionretardada 1 1 1 2 1 1
Vértebra presacral

ausente 2
Vértebra presacral

extra 1 1

ped pmd

A=7-13d;B=1-1834d; C=1-19d.
* = Mismo feto.

y osificacién retardada. Otras anormalidades que iinicamente se
presentaron enlos grupos querecibieron Spirulina, como exencefalia,
falta de desarrollo, hidrocefalia, maceracién y ausencia de vértebra
presacral, tuvieron baja incidencia, de manera gque el tratamiento
estadistico no revelé diferencia significativa.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran ausencia de
embrio-toxicidad y fetotoxicidad del alga, administrada a ratén en
diferentes periodos gestacionales y a diversas concentracionesenla
dieta. :
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SUMMARY
TERATOGENIC STUDY OF Spirulina IN MICE

The embryotoxic and fetotoxic potential of Spirulina was investigated in
mice. The algae was given to pregnant animals at the levels 0£0,10,20 and 30
¢/100 in the diet through days 7-13, 1-13 and 1-19 ofgestation. Onday 19, the
rats were sacrificed, and the uterine horns were examined for live, dead
and resorbed fetuses. The live fetuses were weighed and examined for
external malformations and either skeletal or visceral abnor malities. With
thelitter asthe unit of analysis and when the total number of fetuses affected
was considered, no significant difference was found in the number of
resorbed or malformed among groups.

These results indicate that the feeding of pregnant mice with algae, up
to a dietary level of 30 g/100, did not evoke any signs of embryotoxic effects.
The Spirulina levels tested in this study represent exaggeration over any
anticipated human consumption.
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