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Resumen 

La microalga Chlorella vulgaris, es utilizada como alimento en la acuacultura 

debido a su alto contenido de nutrientes, investigaciones recientes han encontrado que 

otras microalgas del género tienen propiedades antioxidantes y citoprotectoras. El 

objetivo de esta investigación fue estudiar si el daño celular en el riñón inducido por la 

administración de CCl4, es prevenido por la administración de esta microalga. Se 

utilizaron 32 ratones machos de la cepa NIH que se dividieron aleatoriamente en 4 

grupos: a) Control, que recibió  solución salina (s.s)  i.g + Aceite de maíz (i.p),  b) 

Intoxicado con CCl4 (2.5 mL/Kg) i.p + s.s i.g,  c) Chlorella vulgaris (1000 mg/Kg)  i.g + 

Aceite de maíz (i.p), d) Chlorella vulgaris (1000 mg/Kg) i.g + CCl4  i.p. Se extrajeron los 

riñones y se realizó la técnica convencional de inclusión en parafina y la tinción H-E, 

también se midió la lipoperoxidación, y actividad de catalasa y γ-Glutamil transferasa en 

riñón  y la actividad  de la LDH (Lactato deshidrogenasa) en suero. El CCl4 produjo 

glomeruloesclerosis, atrofia, perdida de la continuidad celular y cambios en la relación 

núcleo citoplasma en la médula y corteza renal, provocando mortandad en este grupo,  

mientras que  Chlorella vulgaris redujo la mortalidad y las alteraciones morfológicas del 

riñón, así como la peroxidación, el aumento de la actividad de la LDH y promovió un 

aumento de la γ-Glutamil transferasa,  por lo cual se concluye que es un buen 

citoprotector frente a la neurotoxicidad producida por el CCl4.. 
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Abstract 

The administration of Chlorella vulgaris protects against nefrotoxicity caused by 

CCl4. 

Chlorella vulgaris microalgae, is used as nourishment in aquaculture because of its 

high nutritional content. Recent researches had found anti-oxidative and cito-protective 

qualities in microalgae of this genus. The aim of this research was to study if cell damage 

in the kidney induced by intoxication with CCl4 which damages renal tissue, is prevented 

with the administration of this microalgae. For this, we used 32 male NIH mice, that were 

divided in 4 groups: a) Control, which received  salt solution  i.g + Corn-oil (i.p),  b) 

Intoxicated with CCl4 (2.5 mL/Kg) i.p + s.s i.g,  c) Chlorella vulgaris (1000 mg/Kg)  i.g+ 

Corn-oil (i.p) and d) Chlorella vulgaris (1000 mg/Kg) i.g + CCl4  i.p. The kidneys were 

extracted, embeded in paraffin and stained by conventional method H-E. The 

lipoperoxidation, Catalase, γ-Glutamil transferase were also measured in kidney, and 

LDH activity in serum. The CCl4 produced glomeruloesclerosis, atrophy, loss of cell 

continuity and changes in the nuclei - cytoplasm relation in marrow and renal cortex, 

while Chlorella vulgaris reduced the mortality and kidney morphological damage and the 

per-oxidation, the increase of the LDH activity and also an increase of the γ-Glutamil 

transferase is promoted. With these results we conclude that this microalgae is a good 

citoprotector against CCl4 which causes renal damage.  

 

Key words: Chlorella vulgaris, nefrotoxicity, renal protection 
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Introducción 

El CCl4 es un potente nefrotóxico que produce radicales libres que dañan al ADN, 

proteínas y principalmente produce lipoperoxidación18. El CCl4 daña  los túbulos renales 

alterando las microvellosidades del epitelio, pero también la ultraestructura mitocondrial, 

lo que resulta de un desacople de la cadena respiratoria favoreciendo la formación de 

radicales libres y especies reactivas del oxígeno y nitrógeno16.  También se afecta el 

sistema enzimático antioxidante  que constituye la primera línea de defensa contra 

radicales libres y/o especies reactivas17, dicho sistema no puede compensar el aumento 

de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno llevando al tejido renal a un estado de 

estrés oxidante. 

Actualmente debido a sus mecanismos de acción, este tóxico es utilizado para 

evaluar diferentes sustancias nefroprotectoras10. 

Por otra parte Chlorella vulgaris es una microalga ampliamente distribuida y con 

muchos usos en la acuacultura: para producir biodiesel, como suplemento alimenticio y 

para prevenir el estrés oxidativo ya que es rica en micronutrientes, vitaminas, proteínas, 

ácidos grasos poliinsaturados, así como luteínas y clorofila14.  

Se ha demostrado también el gran potencial de Chlorella como antiviral, 

antibacteriano, efectos inmunogénicos12 y citoprotector contra toxinas que causan estrés 

oxidativo y daño celular11.  
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Material y métodos 

Obtención de la biomasa de Chlorella vulgaris. 

Se partió de la cepa de Chlorella vulgaris proporcionada por el Departamento de 

Botánica de la ENCB-IPN y fue identificada por la bióloga Catalina Mendoza González de 

la misma institución. 

Los cultivos se escalaron hasta tener lotes continuos de 20 L mantenidos en medio 

mineral a temperatura  de 24 ± 2 °C, con  flujo de aire continuo proporcionado por 

bombas de aire MAXIMA (Hagen) para 113.6 L, iluminación constante (180 E / m2s) de 

lámparas de halógeno (luz blanca) durante las 24 horas. Se recuperó la biomasa por 

filtrado y se colocó en estufa durante 24 horas a 60°C para evaporar el agua.  

 

Tratamiento de los animales 

Se emplearon 32 ratones macho de la cepa NIH  con un peso promedio de 25 s 30 

gramos, los cuales se separaron aleatoriamente en 4 grupos: a) Control,   que recibió  

solución salina (s.s) intragástrica  (i.g) + Aceite de maíz intraperitoneal (i.p),  b) 

Intoxicado con CCl4 (2.5 ml/Kg) vía i.p + s.s i.g,  c) Chlorella vulgaris (1000 mg/Kg)  i.g+ 

Aceite de maíz (i.p), d) Chlorella vulgaris (1000 mg/Kg) i.g + CCl4  i.p. La administración 

de Chlorella vulgaris o solución salina se realizó 30 minutos antes y dos horas después de 

la administración del CCl4 o aceite de maíz. 

 Los ratones se mantuvieron  en cajas de acrílico de 40x40 con acceso libre de 

agua y alimento, se tomó el peso corporal de los animales y después de 16 horas, se 

sacrificaron por dislocación cervical. Inmediatamente después de haber realizado el 

sacrificio, se obtuvieron los  riñones y el suero  de cada animal. 

El riñón derecho se empleó para cuantificar la peroxidación de lípidos, la  actividad  

de catalasa y  de la γ-Glutamil tranferasa. El riñón izquierdo se empleó para realizar el 

análisis histológico por la técnica  topográfica de hematoxilina-eosina. 

El suero se utilizó para determinar la actividad de la enzima lactato 

deshidrogenasa (LDH). 



 

RETEL Sertox © Copyright 2003 

 

Pág/6 

Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a la ley 

mexicana  para la producción, cuidado y tratamiento de animales de laboratorio NOM-

082-ZOO-1999.  

 

Estudio histológico 

Los órganos  fueron fijados durante 72 horas en formol, para posteriormente 

incluirlos en parafina. Se obtuvieron 4 cortes coronales de 7 μm de cada riñón y 

posteriormente fueron teñidos por la técnica de hematoxilina-eosina. El estudio 

microscópico se realizó a doble ciego, analizándose 20 secciones de tejido para cada uno 

de los órganos evaluados6. 

Determinación de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) 

La enzima se determinó en suero, según las especificaciones del Kit LDH Liqui-UV 

de Stanbio. Los resultados se expresan en Unidades Internacionales / Litro. 

Contenido de TBARS (Especies reactivas al ácido tiobarbitúrico) 

Se empleó una muestra de 0,1g de tejido, homogenizado en 5 mL de regulador 

Tris-HCl 0,15 M pH 7,4  y se mezclaron con 1 mL de  àcido tricloroacético (TCA) al 20%, 

2 ml de TBA (0,67%) y se calentaron durante 1 hora a 100 °C. Posteriormente se 

colocaron en baño de hielo y después del enfriamiento, el precipitado se eliminó por 

centrifugación durante 15 minutos a 6000 rpm. La absorbancia de la muestra se midió a 

535 nm utilizando un blanco que contiene todos los reactivos excepto el tejido 

homogeneizado. Como el 99% de los TBARS es malondialdehido (MDA), las 

concentraciones de TBARS de las muestras se calcularon utilizando una curva de 

concentraciones crecientes de MDA7 

 

Actividad de la Catalasa 

La actividad de la catalasa fue medida por medio de la técnica de Aebi de 19841, 

la cual se basa en la desaparición del H2O2 a 240 nm. La mitad del riñón derecho fue 

homogenizada en  3 mL de regulador de fosfatos 10Mm pH 7.4. Se colocaron 10 l de 
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del homogenizado en 3 mL de regulador de fosfatos 100 mM, pH 7,4 que contenía H2O2 

30 mM. Se midió la absorbancia a los 0, 15 y 30 segundos. Para expresar estos 

resultados se midieron las proteínas del homogeneizado por el método de Bradford5. Los 

datos se presentan como k/mg de proteínas1. 

 

Determinación de la enzima γ-Glutamil transferasa 

La enzima se determinó en tejido, según las especificaciones del Kit γ-GT de 

SPINREACT. Los resultados se expresan en Unidades Internacionales / Litro. 

 

Análisis estadístico  

Las gráficas muestran la media ± el error estándar. Se analizaron usando un 

análisis  varianza de una vía y la prueba de Student Newman-Keuls. Los valores de P< 

0,05 se consideraron significativos. 

 

Resultados y Discusión 

En cuanto a la mortalidad, se observa que el grupo control y el que recibió sólo la 

dosis de 1000 mg/kg de Chlorella vulgaris presentaron 100% de sobrevivencia, mientras 

que el grupo tratado con CCl4 presentó una tasa de mortalidad del 40%. La mortalidad 

fue parcialmente reducida en el grupo tratado con 1000 mg/kg de Chlorella vulgaris, ya 

que presentó un 80% de supervivencia. Estos resultados coinciden con los de Blas-

Valdivia y col.4, donde encuentran que Chlorella vulgaris disminuye la mortalidad debida 

al Hg (II) evitando el estrés oxidativo por este metal en el riñón. 

En la Figura 1, se observa la zona cortical de los individuos controles, donde se 

observan los glomérulos. Entre los distintos glomérulos pueden observarse las secciones 

longitudinales y transversales de los túbulos contorneados proximales y distales. En la 

médula renal observamos grandes túbulos colectores acompañados de otras estructuras 

ductales más pequeñas correspondientes a las asas de Henle. Esta citoarquitectura se 
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observa  tanto en animales controles como en el grupo al que sólo se administró 

Chlorella vulgaris. 

En los animales tratados con CCl4  presentan marcada atrofia glomerular y atrofia 

de los túbulos contorneados  con distorsión de la continuidad celular y ausencia de 

núcleos, congestión de vasos en glomérulos y discontinuidad celular en la zona medular. 

En los animales que recibieron el tratamiento con Chlorella vulgaris e intoxicados con 

CCl4, se revierte el daño en la zona cortical, mientras que en la medular se encontró solo 

una ligera atrofia celular sin llegar a la discontinuidad. 

La Figura 2 muestra la pérdida de peso en los grupos tratados con CCl4, esta 

pérdida no es prevenida por la administración de Chlorella vulgaris, coincidiendo con la 

atrofia observada en la zona medular renal. 

En la figura 3 se muestra que los animales tratados con CCl4 presentaron un 

incremento en la  actividad de la LDH, probablemente relacionada a la destrucción del 

parénquima renal y hepático2, lo que aumenta  significativamente  su actividad en suero. 

La dosis 1000 mg/kg de C. vulgaris  protegió contra los cambios causados por el CCl4  y 

evitó la pérdida de células del riñón evitando el incremento de este biomarcador. 

Con respecto al daño oxidativo, se encontró que los animales tratados con  CCl4 

presentaron estrés oxidativo, C. vulgaris  protegió contra la peroxidación de lípidos 

(Figura 4), posiblemente sus componentes fitoquímicos neutralizan radicales 7. 

La figura número 5 muestra la actividad de la catalasa, el CCl4  reduce 

significativamente la actividad de la enzima, lo cual contribuye al daño celular,  ya que 

no puede compensar el incremento de peróxido de hidrógeno intracelular17. La 

administración de C. vulgaris no previene la disminución de su actividad y no participa de 

la citoprotección. En la figura 6 observamos que la actividad de la  enzima γ-Glutamil 

transferasa  no es afectada por el CCl4  a esta dosis y tiempo, sin embargo aumenta su 

actividad cuando se  administra con C. vulgaris, posiblemente debido a que sus 

componentes fitoquímicos incrementan la actividad enzimática8, compensando la 

disminución del glutatión17 participando directamente en la citoprotección. 
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Conclusiones 

Chlorella vulgaris evidenció un efecto citoprotector contra el daño renal 

ocasionado por CCl4, y se propone que esta microalga podría ser utilizada sola o añadida 

a suplementos alimenticios cuando se padezca una enfermedad donde participe el estrés 

oxidante renal. Considerándose que se deben hacerse estudios preclínicos en otras 

especies animales y ensayos clínicos controlados para evaluación farmacológica y 

toxicológica. 

 

Agradecimientos 

Este estudio fue financiado por el proyecto 20100475 SIP-IPN. V-O MT es becaria  

al Estímulo al desempeño docente (EDD) y T-J Y, G-F O, B-S S son becarios  del proyecto 

institucional de formación de investigadores (PIFI IPN).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

RETEL Sertox © Copyright 2003 

 

Pág/10 

Figura 1. Fotomicrografías del tejido renal.  MÉDULA. A Grupo control. B’ C. vulgaris C 

Dañado con CCl4.  D’ C. vulgaris +  CCl4.  CORTEZA.  A´ Grupo control. B´ Control-Alga. C´ 

Dañado con CCl4.  D´ Reto con  Alga.  El tratamiento con CCl4 ocasionó atrofia  y 

vasocongestión en la zona cortical. (Flechas en C´). En la zona medular se presenta 

discontinuidad celular  (Flechas en C).  La administración de Chlorella vulgaris previno 

contra dichas alteraciones 

 

Figura 2. Efecto del CCl4 y Chlorella vulgaris sobre el peso de los ratones. Los resultados 

presentan la media ± el error estándar  * P <0,05 vs grupo control  ANOVA Unifactorial  
y Student Newman-Keuls post hoc. 
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Figura 3. Efecto del CCl4 y Chlorella vulgaris sobre la  actividad de la LDH sérica. Los 

resultados presentan la media ± el error estándar. * P <0,05 vs grupo control ANOVA 

unifactorial y Student Newman-Keuls post hoc. 

 

 

Figura 4. Cuantificación de la peroxidación de lípidos del riñón. Se representa la media ± 
EE. * P <0,05 vs grupo control ANOVA unifactorial y Student Newman-Keuls post hoc. 
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Figura 5. Cuantificación de la actividad de la catalasa del riñón. Se representa la media 

± EE. * P <0,05 vs grupo control ANOVA unifactorial y Student Newman-Keuls post hoc. 

 

 

Figura 6. Cuantificación de la actividad de la γ-GT del riñón. Se representa la media ± 

EE. * P <0,05 vs grupo control ANOVA unifactorial y Student Newman-Keuls post hoc. 
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