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Resumen

Introduccion: El resveratrol es uno de los nutracéuticos mas populares debido a sus
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, neuroprotectoras, entre otras. A pesar de
esto, no se conoce con exactitud la dosis recomendada para la poblacién. Ademas, aun
no existe suficiente evidencia fundamentada para prescribir este suplemento para
mejorar la funcion cognitiva. Objetivo general: Evaluar el efecto in vivo de resveratrol a
diferentes dosis, sobre el sistema nervioso de ratas con déficit de memoria y su influencia
en la mejora de la cognicidn a través de a7nAChRs. Métodos: En un modelo de ratas
Wistar, se probo el efecto de resveratrol a diferentes dosis, bajo la influencia amnésica
de escopolamina usando las pruebas: Laberinto Y modificado y prueba de
reconocimiento de objetos novedosos (ORT). Se utiliz6 un antagonista selectivo del
a7nAChR metilcaconitina (MLA) para monitorear el recobro de la memoria después del
tratamiento en las pruebas de comportamiento; se administré tacrina, un inhibidor de
Acetilcolinesterasa y PNU282987, agonistas de a7nAChR, como estandar de referencia
administrados 60 minutos antes de los experimentos de comportamiento. Se utilizaron
los analisis estadisticos ANOVA de una via, seguido del test LSD de Fisher y la prueba
t-Student. Resultados: Para verificar que el mecanismo de accion del resveratrol en la
mejora cognitiva es mediado a través de los receptores a7-nAChRs, PNU-282987
(3mg/kg) y resveratrol a dosis de 0.56, 1 y 3.2 mg/kg respectivamente fueron evaluados
usando Meticaconitina (MLA) un antagonista selectivo de los receptores a7-nAChRs. La
prueba de ORT en ratas con pérdida de la memoria, fue usada como modelo de estudio.

Los tiempos de exploracién entre los dos objetos idénticos en las dos fases de exposicion
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y la fase de prueba en ratas recibiendo MLA no fueron diferentes significativamente,
obteniendo un patrén similar al del grupo vehiculo. Esto indica que el MLA no mejora la
memoria episddica, (P >0.05). En cuanto al tiempo el tiempo de exploracién entre el
objeto novedoso y el familiar si mostro una diferencia significativa (P < 0.001) en todos
los grupos tratados. La suplementacién con resveratrol mejora la cognicion con el mismo
patron que el PNU-282987, con un aumento en el indice de discriminacion. Las ratas que
recibieron resveratrol a dosis de 1y 3.2 mg/kg exhibieron una mejora en la cognicion (P
<0.001) vs. grupo control; comparacion de ANOVA una via con Fisher's LSD post-hoc).
Los resultados indican que resveratrol a dosis de 3.2 mg/kg previene los efectos de la
administracion de MLA produciendo una mejora en la memoria episédica mediada por
los receptores a7-nAChRs.Conclusiones: La dosis minima de resveratrol fue la de 3.2
mg/kg la cual nos arrojé resultados contundentes logrando asi compensar los déficits
colinérgicos en la memoria, sugiriendo tambien un resultado “hormesis” que se presenta
por una estimulacion en dosis bajas y una inhibicion para dosis altas, que resulta en una

curva de respuesta a nuevas dosis y se puede observar en forma de J o de U ivertida.

Palabras clave: Deterioro cognitivo leve; memoria;, PNU; resveratrol; receptores ar-

nicotinicos de acetilcolina.
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Abstract

Introduction: Resveratrol is one of the most popular nutraceuticals due to its anti-
inflammatory, antioxidant, and neuroprotective properties, among others. Despite this,
the recommended dose for the population is not exactly known. Also, there is not yet
enough substantiated evidence to prescribe this supplement to improve cognitive
function. General objective: To evaluate the in vivo effect of resveratrol at different doses
on the nervous system of rats with memory deficits and its influence on the improvement
of cognition through a7nAChRs. Methods: In a Wistar rat model, the effect of resveratrol
at different doses under the amnesic influence of scopolamine was tested using the
modified Y-maze and novel object recognition test (ORT). A selective a7nAChR
antagonist methylcaconitine (MLA) was used to monitor memory recovery after treatment
in behavioral tests; Tacrine, an Acetylcholinesterase inhibitor, and PNU282987,
a7nAChR agonists, were administered as reference standard administered 60 min before
behavioral experiments. One-way ANOVA statistical analyzes were used, followed by
Fisher's LSD test and Student's t-test. Results: To verify that the mechanism of action of
resveratrol in cognitive enhancement is mediated through a7-nAChRs, PNU-282987
(83mg/kg) and resveratrol at doses of 0.56, 1, and 3.2 mg/kg, respectively, were evaluated
using Meticaconitine (MLA) a selective antagonist of receptors a7-nAChRs. The ORT test
in rats with memory loss was used as a study model. The exploration times between the
two identical objects in the two exposure phases and the test phase in rats receiving MLA
were not significantly different, obtaining a pattern similar to that of the vehicle group. This

indicates that MLA does not improve episodic memory, (P >0.05). Regarding the time,
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the exploration time between the novel object and the familiar one did show a significant
difference (P < 0.001) in all the treated groups. Resveratrol supplementation improves
cognition in the same pattern as PNU-282987, with an increase in the discrimination
index. The rats that received resveratrol at doses of 1 and 3.2 mg/kg exhibited an
improvement in cognition (P < 0.001) vs. control group; comparison of one-way ANOVA
with Fisher's LSD post-hoc). The results indicate that resveratrol at a dose of 3.2 mg/kg
prevents the effects of MLA administration, producing an improvement in episodic
memory mediated by a7-nAChR receptors. Conclusions: The minimum dose of
resveratrol was 3.2 mg/kg, which gave us convincing results, thus compensating for
cholinergic deficits in memory, suggesting a "hormesis" result that occurs due to
stimulation at low doses and inhibition at high doses, which results in a response curve

to new doses and can be observed in the form of a J or an inverted U.

Keywords: Mild cognitive impairment; memory; PNU; resveratrol; a7-nicotinic

acetylcholine receptors.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El deterioro cognitivo leve (DCL) se caracteriza por un dafio en la memoria, la atencion
y las funciones ejecutivas (Eshkoor et al., 2015). EI DCL se presenta generalmente en la
vejez; Sin embargo, esta patologia cerebral comienza su desarrollo desde edades
tempranas, por lo cual, el tratamiento del DCL va encaminado por un lado a prevenir su
aparicion, y por el otro, a retrasar el desarrollo de la demencia, afectando de manera

positiva a la salud publica (Dominguez & Barbagallo, 2018).

El DCL puede evolucionar a demencia, la cual es una forma mas grave de deterioro
cognitivo, esto se da en una tasa aproximada de 10% cada afo, es decir 10 de cada 100
personas que sufren DCL desarrollaran demencia cada afio, y esto aumenta entre un
80% a un 90% después de aproximadamente 6 afios de padecer DLC (Eshkoor et al.,
2015). Lo anterior es relevante ya que, la expectativa de vida a nivel mundial supera los
60 afos (Beard et al., 2016), de hecho, en los paises con mas esperanza de vida se
prevé que los nifios nacidos desde el 2010 superen los 100 afios de vida (Dominguez &
Barbagallo, 2018). Lo anterior va de la mano con el aumento de la prevalencia de DCL,
gque aumentara exponencialmente en paralelo con el envejecimiento de la poblacion
mundial, esto implica una notable carga financiera y humana debido a que la demencia
es una de las principales causas de discapacidad en la poblacion geriatrica (Prince et al.,

2015).
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Cabe destacar, que no existe cura para el DCL y la demencia, debido a que las causas
del DCL y su progresion a demencia no se han esclarecido completamente, por lo que
se requiere mayor investigacion en este tema (Eshkoor et al., 2015). En este sentido, el
impacto de la dieta y la nutricion en el deterioro cognitivo asociado a la edad se esta
convirtiendo en un campo en crecimiento como potencial contribuyente modificable

(Dominguez & Barbagallo, 2018).

En particular, la memoria es una de las funciones mas importantes de la esfera cognitiva,
su pérdida es de las principales afecciones en el DCL y tiene serias consecuencias en la
calidad de vida de las personas, produciendo preocupacion y estrés en los pacientes y
la familia, por lo cual, las estrategias preventivas tienen un interés especial en prevenir

su deterioro (Stites et al., 2018; Zlotnik & Vansintjan, 2019).

La memoria se define como la facultad de codificar, almacenar y recuperar informacion,
en esta funcion cognitiva el estudio del sistema colinérgico central es de gran interés, ya
que juega un papel crucial en las funciones de aprendizaje y memoria para humanos y
animales. Segun la hipétesis colinérgica, la disfuncidén de la memoria de los ancianos se
debe a la pérdida de neuronas colinérgicas centrales y a la disminucién de los niveles de
acetilcolina cerebral, por lo que juega un papel importante en el desarrollo de DCL

(Rahimzadegan & Soodi, 2018).

Por lo tanto, este sistema colinérgico es un blanco terapéutico para el tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas, en particular los receptores a7 nicotinicos de
acetilcholina (7hAChR’s), los cuales son canales ionicos activados por ligandos

permeables a cationes que se expresan abundantemente en el cerebro de los mamiferos

25



con una alta permeabilidad al calcio (Ca?*). Los a7nAChR son péptidos monoméricos
constituidos por cinco subunidades idénticas dispuestas en forma de barril y que
mantienen en su centro el poro idnico. Estos receptores se han implicado en la
modulacién de funciones cognitivas como la atencion y la memoria episodica (van

Goethem et al., 2019).

Por otro lado, los nutracéuticos se refieren a cualquier particula de alimento (entero) o
una parte del alimento (producto alimenticio purificado) que brinda beneficios médicos o
para la salud, incluida la prevencion y el tratamiento de enfermedades (Venkatakrishnan
et al., 2019). Sin embargo, recientemente los nutracéuticos se han redefinido cémo un
producto alimenticio o sus metabolitos secundarios que podrian brindar beneficios para
la salud (para prevenir o tratar enfermedades) en el ambito clinico (Daliu et al., 2018;
Santini et al., 2018). Numerosos estudios han indicado el efecto neuroprotector de los
nutracéuticos (medicina complementaria) contra varios trastornos neurodegenerativos
mediante la regulacion del metabolismo energético, el estrés neurooxidativo, la
neuroinflamacién y la mejora de la neurogénesis (mejora la proliferacion de células
progenitoras neurales (NPC)), factor de crecimiento, neurotrofinas a través de diversas

vias de sefializacion (Pandareesh et al., 2018; Dadhania et al., 2016).

Los procesos oxidativos son factores importantes en la neurodegeneracion, por lo que
parece racional que los antioxidantes sean beneficiosos en el tratamiento y la prevencion
de los dafos en la memoria, evitando la transicion de DCL a demencia (Veurink et al.,
2020). Los antioxidantes bloquean el proceso de oxidacion al neutralizar los radicales

libres, al hacerlo, los antioxidantes se oxidan asi mismos (Atta et al., 2017). El término
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se usa a menudo para describir inhibidores de la peroxidaciéon de lipidos, ya que los
radicales libres ademas de la peroxidacién lipidica también dafan las proteinas, el acido

desoxirribonucleico (ADN) y casi cualquier tipo de biomolécula (Veurink et al., 2020).

El resveratrol (trans-3,4,5-trihidroxiestilbeno), es un nutracéutico con varias propiedades
promotoras a la salud debido a su actividad antiinflamatoria, antidiabética,
anticancerigena, antioxidante, antihiperlipidémica, asi como a sus propiedades
cardioprotectoras y neuroprotectoras (Pourhanifeh et al., 2019; Berman et al., 2017). Una
de las mayores desventajas del resveratrol es la escasa biodisponibilidad debido a la alta
tasa de metabolizacion (inestabilidad), la escasa propiedad lipofilica y, por lo tanto, las
presentaciones donde esta esterificado (matriz alimentaria) con piperina o quercetina,

asi como por encapsulacion liposomal mejoran su biodisponibilidad (Chiu et al., 2020).

El resveratrol tiene una vida media corta, aproximadamente 0.5 horas en ratas y es
metabolizado rapidamente y de manera similar por microsomas de higado de rata y
humano. Circula como conjugados a concentraciones mas altas que la forma original. Al
igual que con las hormonas esteroides, la forma sulfatada puede servir como sustrato
para las sulfatasas tisulares que podrian producir concentraciones tisulares locales mas
altas (Crowell et al., 2004).

El resveratrol es un polifenol natural que se encuentra en el vino tinto, el ruibarbo y frutas
como los ardandanos, muchas variedades de uvas rojas y los cacahuetes por nombrar
algunos ejemplos (Pennisi et al., 2017). Existen dos isoformas para el resveratrol, como
molécula importante en el vino tinto, trans- resveratrol y cis- resveratrol, solo el primero

se asocia principalmente con beneficios para la salud (Wang & Chatterjee, 2017).
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Debido a sus beneficios para la salud, el resveratrol es uno de los polifenoles naturales
mas investigados. Los beneficios para la salud del resveratrol se destacaron por primera
vez a principios de la década de 1990 en el estudio de la paradoja francesa, que abri
una extensa actividad de investigacion sobre este compuesto. Desde entonces, se
atribuyeron al resveratrol varias actividades farmacolégicas que incluyen propiedades
antioxidantes, antienvejecimiento, antiinflamatorias, anticancerigenas, antidiabéticas,
cardioprotectoras y neuroprotectoras, esta ultima es de gran interés en la actualidad

(Colica et al., 2018; Pannu et al., 2019; Andrade et al., 2018; Xiao et al., 2019).

La principal propiedad neuroprotectora del resveratrol es prevenir la
antiagregacién/plegamiento incorrecto de proteinas o anti amiloidogénica (anti
amiloidogénesis) al abolir los ovillos de proteina tau neurofibrilar o la formacion y
deposicion de la proteina beta-amiloide (AB) (hiperfosforilacion) y asi mejorar la funcion
cognitiva. Ademas, restaura los niveles de ATG4 por lo que, facilita la degradacion de la
agregacion de la proteina polyQ Huntingtina (PolyQ-Htt) (restablece la actividad de la
autofagia) y, por lo tanto, protege a las neuronas de la toxicidad por dopamina (Vidoni et
al., 2018).

Cada vez hay mas pruebas que sugieren que la neuroinflamaciéon es el origen de la
enfermedad de Alzheimer (EA). Las proteinas agregadas y mal plegadas (p. €j.,_proteina
beta-amiloide) se unen a los receptores tipo toll (TLR) de la microglia y las células CD4,
iniciando respuestas inmunitarias innatas con la produccién de mediadores inflamatorios
(Heneka et al., 2015). La neuroinflamaciéon es un mecanismo de proteccién clave; sin
embargo, cuando no se controla y es cronico, puede volverse dafino por la liberacion

incesante de radicales libres, enzimas proteoliticas, Oxido nitrico, factores
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complementarios, citocinas o aminoacidos excitadores (Dominguez & Barbagallo,
2018). La acreciébn de beta-amiloide induce neuroinflamacién, que produce
consecutivamente mas beta-amiloide, propagando la lesion. Se ha demostrado un
aumento de la neuroinflamacion en pacientes con DCL y EA en comparacién con los
controles sanos utilizando tomografia por emisién de positrones e imagenes con
radioligando C-11-DAA1106 (Dominguez & Barbagallo, 2018). La beta-amiloide puede
conducir a una preponderancia de células M1 frente a M2 (células antiinflamatorias) y a
la pérdida de la capacidad de cambiar de fenotipo y disminuir la destruccién. El 6xido
nitrico en exceso puede inducir senales inflamatorias, que son actores clave en las
enfermedades neurodegenerativas con la consiguiente muerte neuronal (Yuste et al.,
2015). Los estudios en modelos animales de EA han demostrado una reduccion de la
neurodegeneracion del hipocampo y un aumento de rendimiento de la memoria cuando

se suplementa con resveratrol (Dominguez & Barbagallo, 2018).

A pesar de que se ha estudiado ampliamente el efecto del resveratrol en la salud, cabe
destacar que las dosis recomendadas no estan bien definidas, ya que existe una enorme
variabilidad en el efecto que tiene el resveratrol dependiendo del modelo que se esté
estudiando y de la via de administracion, en particular, las dosis 6ptimas de resveratrol
capaces de maximizar los beneficios para la salud sin aumentar los problemas de
toxicidad aun no se ha dilucidado y es un area de investigacién extensa (Mankowski et
al., 2020). A continuacién se describiran diferentes estudios en los que se evalud si la
suplementacién con resveratrol demuestra ser segura, bien tolerada y con efectos
benéficos, asi como los casos en los que el resveratrol ha mostrado tener efectos

adversos.
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1.1.1 Evaluacion del efecto de resveratrol en estudios clinicos

Los ensayos clinicos en humanos donde se evalua el efecto de resveratrol sobre la
cognicion son limitados. Un estudio pequeino que incluyé a 23 personas con sobrepeso,
de 50 a 75 anos, que recibieron resveratrol (200 mg / dia) durante 26 semanas frente a
un grupo que recibié placebo, informé un mejor rendimiento de la memoria y una mayor
conectividad funcional del hipocampo en la neuroimagen (Dominguez & Barbagallo,
2018).

Asi mismo, Evans et al. (2017), realizaron un ensayo clinico aleatorizado con placebo
controlado, concluyendo que el consumo regular de 150 mg de trans-resveratrol durante
14 semanas provocdé una elevacion del 17% en la capacidad de respuesta
cerebrovascular (RCV) y la memoria verbal, asi como el estado de animo en

comparacién con el placebo en mujeres posmenopausicas.

1.1.2 Evaluacion del efecto de resveratrol, estudios en modelos murinos

Shibu et al. (2017) realizé un estdio en ratones hembra BALB/c de 2 meses de edad, a
los cuales se les administré antigeno de Brucella abortus para inducir fatiga cronica, lo
que redujo la proliferacién celular en la zona subgranular del giro dentado en el
hipocampo (SGZ, por sus siglas en inglés) del acido ribonucleico mensajero (ARNm) de
DG y del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), en
relacion con los controles. El tratamiento posterior con resveratrol (40 mg por kg™ por dia

1) durante 1 mes atenué completamente la reduccion de la proliferacion celular y regresé
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a sus niveles normales las cantidades de ARNm del BDNF del hipocampo, en relacion

con los controles de vehiculo.

Kumar et al. (2016), con la finalidad de evaluar los efectos biolégicos del resveratrol en
la neurogénesis, estudiaron la suplementacion con el compuesto sobre la proliferacion y
supervivencia de las células progenitoras neurales (NPC, por sus siglas en inglés) en
cultivo y en el hipocampo de ratas envejecidas. El resveratrol ejerce efectos bifasicos
sobre los NPC; concentraciones bajas (10 pM) estimularon la proliferacion celular
mediada por un aumento de la fosforilacion de cinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERK) y cinasas p38, mientras que las concentraciones altas (>20 uM)
exhibieron efectos inhibidores. La administracién de resveratrol (20 mg/kg de peso
corporal) a ratas adultas aumentd significativamente el numero de células recién
generadas en el hipocampo, con una regulacion positiva de las proteinas p-CREB y
SIRT1 implicadas en la supervivencia neuronal y la extension de la vida util,
respectivamente. Los estudios han demostrado que el resveratrol exhibe discrepancias
dependientes de la dosis y en una concentracidn mas baja puede tener un impacto
positivo en la proliferacion, la supervivencia de los NPC y la neurogénesis del hipocampo
de ratas envejecidas, lo que implica su potencial como candidato para terapias

restaurativas contra los trastornos relacionados con la edad.

1.1.3 Evaluacion de los efectos de resveratrol en los receptores a7hAChR’s

Existe una gran cantidad de investigaciones publicadas que muestran efectos

beneficiosos del resveratrol en la salud. En particular nos enfocaremos en cémo el
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resveratrol actua a través de los receptores a7hAChR’s, que como se menciond
previamente son relevantes para el funcionamiento de la memoria.

Yang et al., (2017) disefaron, sintetizaron y evaluaron una serie de derivados de base
de Mannich hibridos de piridoxina-resveratrol como agentes multifuncionales para
determinar la actividad inhibidora de la colinesterasa (ChE) y la monoamino oxidasa
(MAQO). Para explorar mas a fondo las propiedades multifuncionales de los nuevos
derivados, también probaron sus actividades antioxidantes y propiedades quelantes de
metales. Los resultados mostraron que la mayoria de estos compuestos podrian inhibir
selectivamente la acetilcolinesterasa (AChE) y monoamino oxidasa B (MAO-B). Entre
ellos, los compuestos 7d y 8b exhibieron la mayor potencia para la inhibicién de AChE
con concnetraciones de 2.11 uMy 1.56 uM, respectivamente, y el compuesto 7e exhibid
la mayor inhibicion de MAO-B con una consnetracion de 2.68 pM. El analisis cinético de
inhibicion les reveld que el compuesto 7d mostrd una inhibicidn de tipo mixto, uniéndose
simultdneamente al sitio anidnico catalitico (CAS, por sus siglas eninglés) y sitio aniénico
periférico (PAS, por sus siglas en inglés) de la AChE. También, realizaron un estudio de
modelado molecular para investigar el modo de uniéon de estos hibridos con MAO-B.
Ademas, todos los compuestos mostraron buenas propiedades antioxidantes y quelantes
de metales. En conjunto, detallan que estos hallazgos preliminares pueden ser un nuevo
punto de partida para un mayor desarrollo de agentes multifuncionales para la
enfermedad de Alzheimer.

Por otra parte, en la investigacion de Schmatz et al., (2009), el objetivo fue investigar los
efectos del resveratrol, sobre las actividades de los nucleétidos tri y difosfohidrolasas

(NTPDasa), 5'-nucleotidasa y acetilcolinesterasa (AChE) en los sinaptosomas de la
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corteza cerebral de ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina (STZ). Los resultados
demostraron que las actividades de NTPDasa y 5'-nucleotidasa aumentaron
significativamente en el grupo de animales diabéticos/solucién salina (p <0,05) en
comparacién con el grupo de control/solucién salina. El tratamiento con resveratrol
aumento significativamente las actividades de NTPDasa, 5'-nucleotidasa en los grupos
de diabéticos/resveratrol 10 mg/kg y diabéticos/resveratrol 20 mg/kg (P <0,05) en
comparacién con el grupo de diabéticos/solucion salina. También es importante
mencionar que resveratrol per se a una dosis de 20 mg/kg fue capaz de inhibir
significativamente la actividad AChE en los sinaptosomas de la corteza cerebral de ratas
diabéticas. Cuando se administré resveratrol perse también hubo un aumento en las
actividades de estas enzimas en los grupos control/resveratrol 10 mg/kg y
control/resveratrol 20 mg/kg (p <0.05) en comparacion con el grupo control/solucion
salina. La actividad de AChE aumenté significativamente en el grupo de
diabéticos/solucion salina (p <0,05) en comparacién con el grupo de control/solucion
salina. El tratamiento con resveratrol previno este aumento en los grupos de
diabéticos/resveratrol 10 mg/kg y diabéticos/resveratrol 20 mg/kg. En conclusion, este
estudio demostré que el resveratrol interfiere con la neurotransmision purinérgica y
colinérgica al alterar las actividades de NTPDasa, 5'-nucleotidasa y AChE en los
sinaptosomas de la corteza cerebral de ratas diabéticas. En este contexto, sugirieron que
el resveratrol debe ser considerado como potencial terapéutico y herramienta cientifica

para ser investigado en los trastornos cerebrales asociados con la diabetes.
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Jang et al.,, 2008 en el curso del cribado de inhibidores de acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa de productos naturales como el resveratrol mediante un método
llamado Ellman in vitro, utilizando un extracto de las raices de Vitis amurensis Rupr.
(Vitaceae) mostro una actividad inhibidora significativa de la colinesterasa. Empleando
un método de HPLC ligado a bioensayo, seguido de un método de HPLC
semipreparativo, aislaron y caracterizaron dos compuestos de interés como vitisina A 'y
heyneanol A. Ambos compuestos inhibieron eficazmente tanto la acetilcolinesterasa
como la butirilcolinesterasa de una manera dependiente de la dosis y exhibieron una
mayor actividad contra butirilcolinesterasa en comparacion con la de galantamina, un
control positivo. Ademas, la agregacion de beta-amiloide se evalud in vitro utilizando un

ensayo de fluorescencia de tioflavina T para expandir su perfil de actividad.

1.1.4 Evaluacion de la toxicidad de resveratrol en modelos murinos

Se han reportado efectos toxicos del resveratrol a dosis altas en modelos animales
experimentales. Por ejemplo, el resveratrol puede provocar la muerte debido a
inflamacién cardiaca, dilataciéon de los tubulos renales, necrosis de la papila, inflamacion
aguda en el area pélvica y nefropatia severa. Ademas, las dosis elevadas de resveratrol
podrian provocar un aumento significativo de los niveles de nitrégeno ureico en sangre
(BUN) y de creatinina, asi como de las enzimas hepaticas (Crowell et al., 2004); (Shaito

et al. 2020).
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El rango de dosis de resveratrol in vivo aun no se ha determinado, es importante
diferenciar la toxicidad in vitro (por ejemplo, concentraciones superiores a 25 uM) de lo

que puede ser la dosis toxica de resveratrol in vivo (Shaito et al., 2020).

En un estudio en el que se evalud el efecto cardioprotector del resveratrol en paralelo
con otra formulacién que contiene resveratrol (Longevinex), se administraron tres dosis
diferentes de resveratrol y Longevinex (2,5 mg/kg, 25 mg/kg y 100 mg/kg) a un grupo de
ratas durante 30 dias, mientras que el grupo control recibié placebo. Los datos mostraron
una respuesta hormonal para resveratrol puro, que proporcioné cardioproteccion a dosis
mas bajas y efectos perjudiciales a dosis mas altas. EI resveratrol redujo
significativamente el tamafio del infarto de miocardio y la apoptosis de los cardiomiocitos
a dosis de 2.5 mg/kg y 25 mg/kg. Sin embargo, por encima de 50 mg/kg (datos no
mostrados a 50 mg/kg), el tamafo del infarto de miocardio y el numero de cardiomiocitos
apoptéticos aumentaron significativamente, lo que indica dafo celular. Curiosamente,
Longevinex no mostro ninguna accion hormonal, permaneciendo cardioprotector incluso
a 100 mg/100 g de peso corporal, una dosis que indujo un 100% de muerte cardiaca

cuando se probd con resveratrol puro (Juhasz et al., 2010).

Por otra parte, se estudio en ratones el papel de resveratrol en la fibrosis renal in vivo, la
administracién de resveratrol en dosis bajas (<25 mg / kg) mejord parcialmente la funcion
renal en ratones con dafio renal causado por obstruccion uretral unilateral (UUO); la
administracién de dosis altas de resveratrol (=50 mg/kg) producen la perdida de su efecto

antifibrético, agravando en su lugar la fibrosis renal. Cabe destacar que los ratones con
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dano renal causado por UUO fueron mas susceptibles a la lesion renal inducida por

resveratrol en dosis altas que los ratones normales (Liu et al., 2019).

Asi mismo, en un estudio realizado por James et al., (2004), se evalu6 la toxicidad
potencial del resveratrol, se administré a las ratas por sonda nasogastrica 0 (solo
vehiculo), 300, 1000 y 3000 mg de trans-resveratrol por kilogramo de peso corporal por
dia durante 4 semanas. Semanalmente se realizaron mediciones de peso corporal,
célculos de consumo de alimentos y examenes fisicos. Todos los animales fueron
observados diariamente para detectar signos clinicos de toxicidad. No indujeron efectos
adversos hasta la administracién de resveratrol de los 300 mg/kg/dia, y con respecto a
las dosis de 1000 y 3000 mg/kg/dia, indujeron toxicidad renal. La mayoria de los eventos
adversos ocurrieron en las ratas a las que se les administré 3000 mg por kilogramo de
peso corporal por dia. La administracion de 1000 o 300 mg de resveratrol/kg de peso
corporal/dia no produjo hallazgos nefrotdxicos. Se produjo anemia en las hembras
tratadas con el grupo de dosis de 3000 mg/kg de peso corporal/dia. La anemia puede
haber estado relacionada con la lesion renal, ya que se habria producido una reduccion
de la sintesis de eritropoyetina en los rifilones. En este estudio los autores demostraron
que se pueden lograr en ensayos in vivo, concentraciones de resveratrol que son tdxicas.
Sin embargo, las mediciones plasmaticas no se optimizaron para medir las
concentraciones maximas de resveratrol y sus metabolitos, y estos ultimos
probablemente alcanzaron concentraciones significativamente superiores a 1-3 ug/ml.
Por lo tanto, se necesitan estudios adicionales para definir el indice terapéutico del

resveratrol y sus metabolitos.
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1.1.5 Evaluacién de resveratrol con dosis efectivas y toleradas en modelos

murinos sobre la memoria

Sanchez-Melgar et al. (2020), propuso un experimento de sefializacion con adenosina y
glutamato, observaron que a una dosis de 160 mg/kg por via oral, el resveratrol muestra
efecto neuroprotector. Se observd que los ratones que habian consumido resveratrol no
presentaron los mismos efectos de degeneracién que los ratones controles, logrando por
el consumo de resveratrol revertir el efecto de la degeneracion en el envejecimiento

acelerado.

Por otra parte, en una revision de literatura realizada por Shaito et al. (2020) se muestra
que el resveratrol es muy bien tolerado en modelos experimentales sin efectos adversos
importantes a dosis de 200 mg/kg/dia en ratas y 600 mg/kg/dia en perros durante 90

dias, por administracion oral.

La suplementacion de resveratrol para la mejora de la memoria se ha evaluado a
diferentes dosis y vias de administracion. En la (tabla 1) se muestran algunos de los

estudios en modelos murinos y los resultados obtenidos.

37



Tabla 1. Dosis de resveratrol evaluadas con efecto benéfico en la memoria

ARTICULO/ TITULO AUTORES DOSIS/VIA DE TIEMPO RESULTADOS OBTENIDOS
ADMINISTRACION
Effect of Chronic Administration of | Navarro-Cruz 2.5, 5, 10, 20, y 8 meses El resveratrol tuvo efectos antioxidantes a partir de
Resveratrol on Cognitive Performance | et. al., (2017) 50 mg/kg/dia, p.o., la dosis de 2.5 mg/kg/dia. Sin embargo, se optd por
during Aging Process in Rats en etanol la dosis de 10 mg/kg/dia para evaluar el efecto en
la memoria, la cual fue utilizada en la prueba de
reconocimiento de objetos novedosos, y se probd
efectiva.
Chronic treatment with trans resveratrol | Sharma et al., 10y 20 mg/kg, i.p. 21dias El resveratrol revirtio el efecto de Ia
prevents intracerebroventricular | (2002) estreptozotocina en la cognicién a partir de la dosis
streptozotocin  induced  cognitive de 10 mg/kg, no se encontraron diferencias
impairment and oxidative stress in rats significativas entre la dosis de 10 y 20 mg/kg.
Resveratrol ameliorates spatial | Rui Wang et. 0.005, 0.0125, - La concentracion mas baja que mostrd
learning memory impairment induced | al., (2017) 0.025, 0.05, 0.22y neuroproteccion fue la de 0.025 nmol. Las
by AB1-42 in rats 0.44 nmo/Inyectado concentraciones de 0.005 y 0.0125 nmol, no
directamente en el resultaron efectivas.
hipocampo/Disuelto
en DMSO
Beneficial effects of resveratrol on | Nejat Gacar 12.5,25y 50 30 La dosis de 12.5 mg/kg logré revertir el efecto
scopolamine but not mecamylamine | et. al., (2011)  mg/kg, i.p. minutos amnesico por escopolamina hasta en un 75%, las
induced memory impairment in the previos dosis de 25 mg/kg tuvo un mayor efecto, pero no
passive avoidance and Morris water fue estadisticamente significativos, en cuanto a la
maze tests in rats. dosis de 50 mg/kg, ésta logré llegar a niveles muy
similares al control.
Protections against toxicity in the brain | Xiao-Xiao 50 mg/kg/dia, p.o. 7 meses El resveratrol aumenta la expresion de 7hAChR’s
of rats with chronic fluorosis and | et.al., (2020)

primary neurons exposed to fluoride by
resveratrol involve nicotinic
acetylcholine receptors.
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Resveratrol  Attenuates Behavioral
Impairments and Reduces Cortical and
Hippocampal Loss in a Rat Controlled
Cortical Impact Model of Traumatic
Brain Injury

Resveratrol improves cognition in rats
affected by carotid artery stenosis
through the cholinergic system

Resveratrol improves cognition and
reduces oxidative stress in rats with
vascular dementia

Singleton et
al., (2010)

Liu et. al.,
(2017)

Xingrong et.

al., (2013)

10 mg/kg y 100
mg/kg, i.p.

20 ml/kg/dia

25 mg/kg/dia, p.o
disuelto en
metilcelulosa

5
minutos
previos

5 dias

12
semanas

El resveratrol previno el efecto del dafio en el
hipocampo en la dosis de 100 mg/kg. Mientras que
a la dosis de 10 mg/kg no proporciono una
proteccidon conductual significativa en ratas que
sufren impacto cortcal controlado.

El resveratrol previno los efectos en la memoria de
la estenosis de la arteria carétida.

El resveratrol mejord el desempeno en el laberinto
de agua.
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Las dosis que se han probado varian ampliamente, la mayor parte de estudios usaron
dosis de entre 2.5 a 100 mg/kg de peso. De la misma manera, la forma de administracion
es muy variada, se encontraron estudios que usaron la viai.p., p.0., asi como la inyeccion
directa al hipocampo. Debido a la variedad de metodologias, los resultados obtenidos
fueron muy variados, en algunos estudios fue suficiente con dosis de 10 mg/kg, en otros
desde 12.5 mg/kg y en algunos casos fue la dosis de 100 mg/kg la que resulté efectiva.
Por lo cual, en esta investigacion se evaluara la suplementacion con resveratrol a
diferentes dosis, se determinara y analizara la dosis recomendable minima para una
mejora en la memoria. Tacrina un inhibidor central de la acetilcolinesterasa activa y PNU-
282.987 un agonista del receptor 7hAChR’s seran empleados como farmacos de
referencia. Dos pruebas de comportamiento; laberinto Y modificado, y prueba de
reconocimiento de objetos novedosos (ORT, por sus siglas en inglés) seran utilizados en
ratas amnésicas inducidas con escopolamina. La escopolamina induce déficit colinérgico
ya que éste es un antagonista selectivo del receptor muscarinicos, y en dosis altas
bloquea el receptor nicotinico, este compuesto es utilizado para producir amnesia en
mamiferos al bloquear la neurotransmisién colinérgica. Se determinara la mejora de la
memoria mediada por 7ThAChR’s mediante su bloqueo después del pretratamiento con
metilcaconitina (MLA) un antagonista selectivo de 7hAChR’s (Delgado-Hernandez et al.,

2020).
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1.2 Planteamiento del problema

El cerebro es muy propenso al estrés oxidativo debido al alto contenido de acidos grasos
(especialmente acidos grasos poliinsaturados, que contribuyen al 10% del peso total del
cerebro seco), alto consumo de oxigeno y sefalizacion redox (alrededor del 20% de
oxigeno basal para la producciéon de Adenosin Trifosfato (ATP)), aunado a un bajo
contenido de antioxidantes con mayor auto-oxidacion de neurotransmisores (Cobley et
al., 2018). Lo anterior esta muy asociado a los dafios en la funcién cognitiva observados
con el envejecimiento, por lo que actualmente se recomiendan antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) y antioxidantes para aliviar los sintomas y retrasar la progresion de
varias enfermedades neurodegenerativas. Con respecto a los antioxidantes, los
requisitos que deben de cumplir para ser nutraceuticos eficaces en el tratamiento y/o
prevencion de enfermedades neurodegenerativas es que pueda atravesar la barrera
hematoencefélica (BHE) y que tenga una actividad antioxidante, antiinflamatoria,
antiagregacién proteica o antiapoptética, entre otros (Pourhanifeh et al., 2019; Xing et

al., 2019).

Debido al efecto antioxidante y antiinflamatorio que posee resveratrol, los estudios en
modelos animales han demostrado una reduccion de la neurodegeneracion del

hipocampo y un aumento del rendimiento de la memoria.

Se ha evaluado el efecto de resveratrol en la memoria, se conoce que este actua a través
del sistema colinérgico central, en particular los receptores 7hAChR’s. Estos juegan un
papel muy relevante en el aprendizaje y la memoria, en este sentido, uno de los modelos

in vivo para evaluar los efectos sobre la memoria de diversos agentes bioldgicos es a
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través de la inhibicion de los 7hAChR’s por sustancias como la escopolamina y la
metilcaconitina (MLA). Sin embargo, algunos autores sefialan que en la actualidad no
hay datos sobre la toxicidad de la suplementacion crénica con resveratrol y que no existe
evidencia suficientemente fundamentada para prescribir este suplemento para mejorar
la funcién cognitiva (Dominguez & Barbagallo, 2018). Cabe destacar que a dosis
elevadas el resveratrol es toxico, por ejemplo; (Juhasz et al., 2010); (Shaito et al., 2020).
Se han reportado casos de efectos adversos tales como; nauseas, diarrea, pérdida de

peso en humanos, (Gambini et al., 2013).

Las dosis de resveratrol que se han estudiado en modelos animales de diversas
patologias y en estudios en humanos son muy variables y con resultados diversos y en
ocasiones contradictorios. Por esta razén, es necesario conocer cudles son las dosis
minimas efectivas y seguras para posteriormente probar el efecto de resveratrol en
ensayos clinicos, ya que actualmente no se conoce con exactitud la dosis que consume

la poblacion (Chiu et al., 2020).

1.3 Justificacion

La posibilidad de influir favorablemente en la mejora cognitiva y en particular la memoria
es un area de gran interés para las ciencias de la salud, por lo cual, en los ultimos afios
se ha incrementado las investigaciones en este tema, especialmente debido a que el
DCL puede aumentar el riesgo de desarrollar demencia (Eshkoor et al., 2015). Lo anterior
resalta la importancia de conocer estrategias para la prevencion y tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas, a través de la nutricion, es por esto que la relacion

entre los habitos nutricionales y la salud cognitiva ha atraido una atencion especial
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(Canevelli et al., 2016). En este sentido, los diversos nutracéuticos estan despertando el
interés de los investigadores como estrategias de tratamiento y prevencién, entre los mas
estudiados se encuentra el resveratrol, el cual ha demostrado tener propiedades
promotoras a la salud, como son su actividad antiinflamatoria, antioxidante,

neuroprotectora, entre otras (Chui et al., 2020).

A pesar de la importancia que tienen los nutracéuticos en la salud y de la amplia
investigacién que se ha realizado con el resveratrol, no se conoce con exactitud la
cantidad que consume la poblacion de este compuesto, ya que la fuente dietética de
mayor importancia en humanos proviene de las uvas y el vino tinto y el consumo de
ambos varia ampliamente entre las personas (Chiu et al., 2020). A lo anterior se le suma
que, a pesar de los beneficios potenciales del resveratrol en la memoria y en la
prevencion de enfermedades neurodegenerativas, aun no hay evidencia suficientemente
fundamentada para prescribir este suplemento para mejorar la funcidon cognitiva
(Dominguez & Barbagallo et al., 2018). Lo que hace complicado hacer una
recomendacion de la ingesta diaria recomendada de resveratrol como suplemento. Por
lo cual, es de suma importancia estudiar las dosis seguras y las minimas efectivas de
resveratrol, que garanticen efectos promotores a la salud sin causar dafios a la misma,
ya que se ha demostrado que la suplementacion de resveratrol a dosis altas tiene efectos
téxicos principalmente en rifidn, estas deben de estudiarse primero en modelos animales

para mas tarde evaluar sus efectos en poblacion humana.
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El impacto social de este proyecto es contribuir en el conocimiento acerca de cuales son
las dosis suplementadas mas adecuadas de resveratrol para favorecer la mejora

cognitiva en particular, para un efecto benéfico en la memoria.

Respecto al impacto econdmico se podria reducir costos en cuestion de los
medicamentos, si la suplementacion de resveratrol a dosis minimas logra reducir los
sintomas relacionados con el DCL. El gasto publico pudiera reducirse ya que se
utilizarian un menor consumo de medicamentos. Asi mismo, en este grupo de poblacion
una de las causas de la progresiéon del DCL es que, debido a su condicion las personas
dejan de trabajar o se jubilan de manera anticipada. Otro beneficio seria que las personas

pudieran tener una vida laboral activa mas prolongada.

Determinar una dosis minima efectiva diaria de resveratrol puede contribuir a futuras
investigaciones que partan de esta investigacion, para evaluar interacciones

farmacoldgicas y nutrimentales, asi como patologias distintas al DLC.

1.4 Pregunta de investigacion

¢, Cual es la dosis minima efectiva de resveratrol para revertir el efecto amnésico inducido
por escopolamina en un modelo de ratas wistar? ;Los a7hAChR’s participan en el efecto

de resveratrol?

1.5 Hipétesis

La suplementacion a dosis bajas con resveratrol a mediano plazo puede revertir el efecto

amnésico en ratas a través de los a7hAChR’s.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto in vivo de resveratrol en ratas con déficit de memoria, asi como la

participacion de los a7nAChRs.

1.6.2 Objetivos especificos

l. Determinar el efecto de diferentes dosis de resveratrol en la actividad locomotora

mediante el laberinto en Y.

II.  Determinarla dosis minima efectiva de resveratrol, evaluando la mejoria del déficit
cognitivo inducido por escopolamina mediante la prueba del laberinto Y

modificado.

[ll.  Determinar la dosis minima efectiva de resveratrol, evaluando la mejoria del déficit
cognitivo inducido por escopolamina mediante la prueba de reconocimiento a

objetos nuevos (ORT).

IV. Determinar la participacion de los receptores nicotinicos a7 mediante la

administraciéon del antagonista metilcaconitina (MLA) utiliazando la prueba ORT.
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2. METODOLOGIA

2.1 Modelos conductuales para evaluar la memoria en animales

Como base metodoldogica del estudio del resveratrol sobre la memoria se usé la
investigacién de Delgado-Hernandez et al., (2020), del cual obtuvimos la distribucién de
grupos de experimentacion y controles, asi como la administracion de dosis de los
farmacos. Para inducir la amnesia, se hizo la administracién de escopolamina, un
antagonista muscarinico no selectivo. Para que la escopolamina produzca el bloqueo de
los receptores nicotinicos se requieren dosis altas; este receptor es el blanco principal
reconocido para el tratamiento de la demencia asociado con la edad y el desarrollo de
ciertos desordenes neurodegenerativos en humanos, asi como en modelos animales con

los roedores.

Se implementd el uso del laberinto Y modificado y la prueba de reconocimiento de objetos
novedosos (ORT) como pruebas de comportamiento bajo la influencia amnésica de
escopolamina en donde se estudié el efecto de la suplementacién de resveratrol durante
6 semanas de diferentes dosis de resveratrol en ratas sometidas a un ciclo de 12 horas
de luz y de oscuridad al dia, respectivamente. Se utilizé un antagonista selectivo del a7-
NAChR metilcaconitina (MLA) 3 mg/kg disuelto en solucién salina por via intraperitoneal
(i.p.).Para monitorear el recobro de la memoria después del tratamiento en las pruebas
de comportamiento; se administré tacrina 1 mg/kg, un inhibidor de acetilcolinesterasa y
PNU282987, un agonista del a7-nAChR en 3 mg/kg i.p., como farmacos de referencia

administrados 60 minutos antes de los experimentos de comportamiento, igualmente en
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una concentracion de 1 mg/kg i.p. se administr6 escopolamina como inductor del

impedimento cognitivo en roedores.

2.2 Tipo de estudio

Experimental en un modelo animal.

2.3 Poblaciéon (modelo animal)

Se utilizaron ratas Wistar de sexo indistinto de 8 semanas de edad al inicio del estudio,
suministradas por el laboratorio de Neurociencias, de la Facultad de Medicina y
Psicologia de la Universidad Autonoma de Baja California, campus Tijuana. Se
agruparon 1 rata por jaula bajo ciclos de iluminacién por periodos de 12 horas, con

temperatura y humedad controlada.

2.4 Criterios de inclusién (seleccion o unidades de experimentacién u observacion)

Se utilizaron 65 ratas (aproximadamente +/-) dependiendo la prueba. El céalculo se
determind utilizando 5 ratas por grupo, el numero de ratas se calcul6 utilizando la férmula

reportada por Arifin & Zahiruddin, (2017):

Comparacién de grupos: ANOVA unidireccional

Para ANOVA unidireccional, el error entre sujetos DF (es decir, el DF intra-sujeto) se
calcula como:

DF=N-k= kn- k= k(n-1),
donde N = numero total de sujetos, kK = numero de grupos y n = numero de sujetos por

grupo.
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Al reordenar la férmula, n se da como:
n=DF/k+1
Con base en el rango aceptable del DF, los DF en las férmulas se reemplazan con los
DF minimo (Festing, 2006) y maximo (20) para obtener el numero minimo y maximo de
animales por grupo:
Minimon=10/k+ 1
Maximo n = 20 / k+ 1
En total, los nUmeros minimo y maximo de animales requeridos son:
Minimo N = Minimo n x k
Maximo N= Maximo n x k
Lo cual nos resulté un numero minimo de 3 y maximo de 5 ratas, finalmente los grupos

suplementados con resveratrol fueron de 5 ratas por cada uno.

Las dosis seleccionadas fueron revisadas en la literatura donde se observo (tabla 1) que
la dosis de 20 mg es la dosis promedio utilizada en los estudios y se utilizdé un logaritmo
de 0.25 unidades de logaritmo para calcular las dosis inferiores a estudiar en esta

investigacion, las cuales seran las siguientes:

Fueron 5 grupos de prueba suplementados con resveratrol a diferentes concentraciones

(Tabla 6).

Grupo control con solucion salina 5 mg/kg, grupo escolopamina 1 mg/kg, grupo tacrina 1
mg/kg, grupo PNU-282987 3 mg/kg y dosis en mg/kg de los grupos de prueba

suplementados con resveratrol.
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2.5 Tipo de variables

2.5.1 Variable dependiente.

. Memoria de trabajo espacial y episddica.

Tabla 2. Descripcion de la variable dependiente (memoria)

Memoria espacial, de trabajo y episédica

Definicion conceptual

Tipo

Instrumento de
medida

Calculo

La memoria espacial se refiere a la capacidad que permite recordar rutas
para abrirse paso a través de un entorno en constante cambio, asi como
la ubicacion de los elementos dentro de este entorno dinamico (Beard,
2019).

En los roedores, la memoria de trabajo es una representacion de un
objeto, estimulo o ubicacion espacial que se usa tipicamente dentro de
una sesion de prueba, pero no entre sesiones, para guiar el
comportamiento (Bratch et al., 2016).

Memoria episédica, esta implicada en los recuerdos de hechos
concretos que tienen lugar en el espacio y tiempo, asi como en los
procesos cognitivos subyacentes y los mecanismos neuronales que
participan en el recuerdo de estos eventos, responde a las preguntas
«¢,qué?», «icuando?» y «¢donde?» de un acontecimiento determinado
en la vida del individuo (Martinez et al., 2014).

Cuantitativa.

- Laberinto en Y modificado.
-Prueba de reconocimiento a objetos nuevos (ORT).

-Laberinto en Y modificado.
El porcentaje de exploracién al brazo desconocido se calculara con la
siguiente ecuacion:

Porcentaje de exploracion al brazo desconocido =

Numero de entradas al brazo desconocido X 100

Numero de entradas a todos los brazos

-Prueba de reconocimiento a objetos nuevos (ORT).

El indice de discriminacion (Dl), por sus siglas en ingles (Discrimination
Index) sera calculado con el tiempo de exploracién de los nuevos objetos
(TN) mas el tiempo de exploracién de los objetos familiares (TF); DI = (TN
-TF)/ (TN + TF).
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2.5.2 Variable independiente.

«  Suplementacion con resveratrol y administracion de compuestos.

Tabla 3. Descripcion de la variable independiente (resveratrol)

Resveratrol

Definicion conceptual

Tipo

Dosis

El resveratrol (trans-3,4,5-trihidroxiestilbeno), es uno de los
nutracéuticos populares, ya que muestra varias propiedades
promotoras de la salud debido a su actividad antiinflamatoria,
antidiabética, anticancerigena, antioxidante, antihiperlipidémica, asi
como a sus propiedades cardioprotectoras y neuroprotectoras
(Pourhanifeh et al., 2019; Berman et al., 2017).

Nominal

Suplementacion de resveratrol (Mega Resveratrol 99% Pure Trans-
Resveratrol de 248 mg, grado farmacéutico) diluido en aceite de maiz,
(1 capsula /3 ml de aceite puro de maiz), durante 6 semanas a dosis de:
A) 177.8 mg/kg, B) 100 mg/kg, C) 56.2 mg/kg, D) 31.6 mg/kg, E) 17.8
mg/kg, F) 10 mg/kg, G) 3.2 mg/kg, H) 1 mg/kg y |) 0.56 mg/kg, para
cada grupo de prueba mezclado en el alimento.

Tabla 3.1. Descripcién de la variable independiente (escopolamina)

Escopolamina

Definicion conceptual

Tipo

Dosis

La escopolamina induce déficit colinérgico ya que éste es un
antagonista no selectivo de los receptores muscarinicos, y en dosis altas
bloquea el receptor nicotinico, este compuesto es utilizado para producir
amnesia en mamiferos al bloquear la neurotransmision colinérgica.
(Delgado-Hernandez et al., 2020).

Nominal

1 mg/kg
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Tabla 3.2. Descripcién de la variable independiente (PNU-282987)

PNU-282987
Agonista selectivo del receptor nicotinico de acetilcolina a7 (a7nAChRs)
Definicion conceptual (Delgado-Hernandez et al., 2020).
Tipo ‘ Nominal
Dosis ‘ 3 mg/kg

Tabla 3.3. Descripcién de la variable independiente (MLA)

Metilcaconitina (MLA)

Alcaloide diterpenoide con accién antagonista a7 nicotinico (Delgado-

Definicion conceptual Hernandez et al., 2020).
Tipo ‘ Nominal
Dosis | 3 mglkg

Tabla 3.4. Descripcién de la variable independiente (Tacrina)

Tacrina

Anti-colinesterasa de accion central y un agonista colinérgico indirecto

Definicién conceptual (Delgado-Hernandez et al., 2020).
Tipo ‘ Nominal
Dosis 1 mglkg
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2.5.3 Operalizacion de variables

Tabla 4. Descripcion de la operalizacion de las variables independientes y dependiente

Nombre de Tipo de la Unidad de  Instrumento
la variable variable medida

(Suplementacién del | Independiente  g/kg/peso Bascula
resveratrol) de la rata

Dependiente Tiempo -Laberinto en Y modificado.
Memoria -Prueba de reconocimientos de objetos (ORT).

2.6 Recursos humanos y materiales

2.6.1 Recursos humanos: Investigadores principales; Director, Co-Director, Comité de
Tesis, Tesista de Maestria, Colaboradoras en Fase Experimental y Alumnos de Servicio

Social.

2.6.2 Recursos materiales:

. Alimento Scratch comun,

»  Capsulas de resveratrol (Mega resveratrol 99% Pure Trans-resveratrol de 248 mg,

grado farmacéutico),

*  Aceite puro de maiz,

*  Farmacos (solucion salina al 0.9%, escopolamina, tacrina, PNU-282987, MLA),

*  Agua purificada,

. Aserrin,
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*  Equipo de laboratorio (Vortex, refrigerador),

. Material de laboratorio (pipetas, puntillas, gradilla, tubos para preparacién de
suplemento, tubos eppendorf para almacenaje de compuestos preparados,

frascos para almacenaje de alimento con suplemento,

* Articulos de proteccion personal (guates de latex, guantes de carnaza,

cubrecobas, lentes de seguridad),

. Recipientes de vidrio para alimento y botes para el agua,

* Jaulas individualizadas para cada rata y grupo, estantes y;

+  Espacios fisicos (Laboratorio de Farmacologia y Bioterio).

2.7 Procedimento

2.7.1 Dieta y suplementacion con resveratrol

Las ratas fueron alimentadas después de 8 semanas de nacidas con Scratch regular, 12
g por dia por un periodo de 6 semanas. La dieta de las ratas en los grupos suplementados
consistié de alimento (Scratch comun) que se administré con la mezcla de capsulas de
resveratrol (Mega resveratrol 99% Pure Trans-resveratrol de 248 mg, grado
farmacéutico) diluido en aceite puro de maiz (1 capsula de Mega resveratrol 99% Pure
Trans-resveratrol de 248 mg /3 ml de aceite puro de maiz). La dieta control fue la misma
de las ratas en suplementaciéon (Scratch comun) pero sin la mezcla de capsulas de
resveratrol. Las dietas se prepararon cada semana de acuerdo a las dosis

experimentales y se almacenaron a 4°C para evitar la oxidacion segun directrices del
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AIN-93 para roedores de laboratorio. Los grupos experimentales se conformaron de 5
ratas y fueron alimentadas con alimento suplementado de acuerdo a las dosis
experimentales de resveratrol, (la informacion mas detallada se encuentra en la tabla 6).

Las ratas fueron suplementadas con resveratrol durante seis semanas.

2.7.2 Preparacion y administracion de los compuestos

La tacrina y el PNU-282987 se preparar6 como una suspension utilizando tween 80 al
15% en agua destilada como vehiculo. Los compuestos escopolamina y la MLA se
prepararpon como una solucién disolviéndolos con solucion salina (SS) al 0.9%. Todos
los compuestos se administraron por via intraperitoneal (i.p.) en volumenes de 5 mg/kg,
a excepcion de la tacrina que seran 1mg/kg, 1 hora antes del experimento. EI PNU-
282987 3mg/kg fue inyectado 1 hora antes del experimento. La escopolamina 1mg/kg se
administré 30 minutos antes del experimento. EIl MLA 3 mg/kg fue 1 hora antes de

comenzar el experimento.

2.7.3 Determinacion de mejora en el déficit de la memoria inducido por
escopolamina

La amnesia fue inducida farmacolégicamente en las ratas via administracion de
escopolamina como dosis unica 30 minutos antes de comenzar el experimento. Las ratas

se dividieron en cinco grupos (Tabla 5).
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Tabla 5. Distribucidon de grupos de experimentacion y prueba (farmaco y dosis de compuestos y
suplemento). N= 5-7 ratas por grupo

Grupo experimental Farmaco Dosis (mg/kg)
Vehiculo (i) Solucién salina al 0.9% 5

Amnesia (i) Escopolamina 1

Control positivo estandar (iii) Tacrina 1

Control positivo (17 (iv) PNU-282987 3

Grupo de prueba (v) Resveratrol Variable

Tabla 6. Distribucidon de dosis de suplementacién de resveratrol para cada grupo de prueba. N=5-7 ratas
por grupo

Grupo de prueba Dosis (mg/kg)
Resveratrol
177.8
100
56.2
31.6
17.8
10
3.2
1
0.56

-~ I OTMMOO >

Todas las ratas se aclimataron en el laboratorio al menos 30 minutos antes de los
experimentos. Para realizar los experimentos de cognicion, se utilizé el método realizado

por (Arunrungvichian., et. al. 2015).
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2.7.8 Prueba de actividad locomotora

La prueba de actividad locomotora se utilizoé para garantizar que las ratas mantuvieran la
coordinacion motora y por ende su capacidad para explorar el laberinto, asi mismo con

esta prueba se puede asegurar que los tratamientos no producen ataxia o sedacion.

Para realizar esta prueba de actividad locomotora se utilizé un laberinto en Y de 55 cm
de largo, 10 cm de ancho en la parte inferior, 18 cm de ancho en la parte superior y 25
cm de alto en cada brazo, esta prueba se utilizé para estudiar la influencia de la presencia
de resveratrol en la actividad locomotora. Las ratas fueron divididas en: grupo vehiculo
que recibieron 5ml/kg de solucién salina, grupo de control positivo, administrado con el
farmaco de referencia que recibié tacrina 1 mg/kg y grupo de prueba con resveratrol a
diferentes dosis. Cada rata suplementada se coloco al final de un brazo y se le permitio
moverse libremente en el laberinto en Y durante 5 minutos, 1 hora después de la
administracién de los tratamientos. EI nUmero de entradas en cada brazo se registro si

la rata accede a un brazo al menos 10 cm de en medio del laberinto.

2.7.9 Prueba del laberinto Y modificado

La prueba de laberinto en Y modificado, consta de dos fases; la fase de muestra donde
se administra el compuesto a estudiar y se permite explorar el laberinto en Y con los dos
de los tres brazos por 5 minutos, cuantificando las entradas a cada brazo y la segunda
fase la cual se realiza treinta minutos después, donde se le permite explorar los tres
brazos por 5 minutos, cuantificando las entradas a cada uno, posteriormente se obtiene

un indice de discriminacion.
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Esta prueba fue utilizada para evaluar la memoria espacial de las ratas. El laberinto en
este experimento fue en Y, que se utilizé en la prueba de actividad locomotora excepto
por el tabique negro utilizado para cerrar uno de los tres brazos de la Y (Laberinto Y
modificado). Las ratas suplementadas con resveratrol fueron inyectadas con
escopolamina 30 minutos antes de la fase de muestreo: en esta fase donde un brazo del
laberinto Y se cerrd con el tabique negro, cada rata se coloco al final de un brazo y se le
permitid moverse a través de dos brazos durante 5 minutos para familiarizarse con los
dos brazos abiertos. Después de 30 minutos de descanso, todos los brazos fueron
abiertos y a la rata se le permiti6 moverse libremente a través de los tres brazos. El area
del laberinto y el tabique se limpiaron con etanol al 70% entre cada experimento para
remover sefales olfativas. El numero de entradas en cada brazo se conté visualmente
siempre y cuando la rata acceda a cada brazo al menos 10 cm. EIl porcentaje de

exploracion al brazo desconocido se calculara con la siguiente ecuacion:

Porcentaje de exploracion al brazo desconocido =

Numero de entradas al brazo desconocido X 100

Numero de entradas a todos los brazos

2.7.10 Prueba de reconocimiento a objetos novedosos (ORT)

La prueba de reconocimiento de objetos novedosos consta de tres fases; una fase de
habituacion donde se expone al animal a la caja donde se colocaran los objetos, 24 horas
después inicia la fase de muestra, donde se administran los compuestos a estudiar y se
colocan en la caja con dos objetos iguales por 5 minutos y la fase de prueba, que se

realiza en el dia tres, donde se cambia un objeto por uno nuevo y se permite explorar.
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Se cuantifica el tiempo que permanecioé en los dos objetos y se obtiene un indice de

discriminacion.

La evaluacion de la memoria de trabajo en roedores se llevod a cabo utilizando la prueba
ORT mencionada anteriormente. Para realizar esta prueba se utilizé una caja (60 x 60 x
48 cm3) y diferentes objetos. Los objetos que se utilizaron tienen diferentes formas y
colores visuales para ser discriminados. Dentro de una caja negra, se coloco un objeto
familiar y un objeto nuevo. Se colocaron a 10 cm desde la pared lateral de la caja de
manera equilibrada. El area de la caja y de los objetos se limpiaron con etanol al 70%
entre cada experimento para eliminar sefiales de olor. En el dia 1 al inicio del
experimento, se les permitié a las ratas explorar libremente la caja de campo abierto
durante 5 minutos para que se habituaran con el area. En el dia 2 se administro la
escopolamina 30 minutos antes de la fase de muestra respectivamente (prueba de
adquisicion). Las ratas se colocaron en la caja para explorar dos objetos idénticos.
Después de 10 minutos de la aclimatacion en sus cajas, un objeto se cambid por un
objeto nuevo, y a las ratas se les permitié que exploraran esos objetos por 5 minutos en
la fase de prueba (prueba de retencidn). El tiempo de exploracion de cada objeto fue
registrado siempre y cuando la nariz de las ratas se aproximara a los objetos dentro de
3 cm o si lograban tocar los objetos. El indice de discriminacion (DI por sus siglas en
inglés) sera calculado con el tiempo de exploracién de los nuevos objetos (TN por sus
siglas en inglés) mas el tiempo de exploracion de los objetos familiares (TF por sus siglas

eningles); DI = (TN -TF)/ (TN + TF).

2.7.11 Establecer la mejora en la memoria mediada a través de a7hAChR’s

El protocolo es el mismo como se ha mencionado anteriormente para ORT con la dosis
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minima efectiva determinada posteriormente, excepto por la administracion de MLA, un
antagonista selectivo a7hAChR’s. Se inyecto a las ratas 60 minutos antes de la prueba
para bloquear la mejora de la cognicion inducida por resveratrol. El tiempo de exploracion
de cada objeto se registrd si la nariz de la rata llega a 3 cm o logra tocar los objetos. El
indice de discriminacién (DI) se calculé mediante el uso de la ecuacion (TN - TF) / (TN +
TF); TNy TF representados como tiempo de exploracion de objetos nuevos y conocidos,

respectivamente.

2.7.12 Anadlisis estadistico

Todos los resultados se representan como promedios + desviacion estandar (SD) para
cada grupo de datos. Las diferencias de P <0,05 se consideraron significativas. Los
diferentes resultados del niumero de entradas para las pruebas de la actividad locomotora
entre los grupos de compuestos de prueba y del vehiculo se analizaron con ANOVA de
una via, seguido de la diferencia menos significativa con el test LSD de Fisher. Para la
determinacién de la mejora del déficit de memoria inducido por escopolamina en la
prueba de laberinto en Y modificado y ORT, los resultados entre los grupos de prueba y
el grupo de amnesia se analizaron con ANOVA de una via, seguido del test LSD de
Fisher, excepto para el tiempo de exploracion entre la muestra y la fase de prueba en
ORT, estos datos se analizaron mediante la prueba t-Student. Para la determinacién de
la mejora de la memoria a través de 7hAChR’s, se utilizo ANOVA, seguido del test LSD
de Fisher para comparar el DI entre grupos de ensayo y del vehiculo en el protocolo para
la busqueda de la dosis minima efectiva y se compararon con y sin la administracion de

MLA para establecer un mecanismo de accién. Los tiempos de exploracién entre la
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muestra y la fase de prueba se analizaron mediante la prueba t-Student para datos

apareados.

2.8 Consideraciones éticas

NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

El protocolo fue registrado en el comité de bioética de la Facultad de Medicina y

Psicologia con numero de registro CICUAL-FMP-EOR/ASM-2021-2.
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3. RESULTADOS

3.1 Prueba de Actividad Locomotora

El resveratrol fue evaluado inicialmente para determinar sus efectos sobre la actividad
locomotora en todas las dosis probadas. Las ratas fueron administradas i.p con vehiculo
(SS) y tacrina 1 h antes de permitirles moverse libremente en el laberinto en Y durante 5
min. Se registré el numero de entradas en los 3 brazos del laberinto. Se uso ANOVA de
una via seguido de una comparacion post-hoc LDS de Fisher para evaluar la diferencia
entre los grupos y con el grupo del vehiculo (F 8, 34 = 1.089, P = 0.3942 n = 5
ratas/grupo), se puede observar que no hubo diferencias significativas (Figura 1). Con
respecto a las dosis entre 56.2 y 0.56 mg/kg de resveratrol, no tuvo diferencias
significativas (P=0.7366), tampoco hubo diferencias entre las dosis de 17.8 y 3.2 mg/kg.
(P =0.5687). El efecto minimo de la dieta sobre la actividad locomotora fue para la dosis
de 17.8 mg/kg (15.20 £ 4.4 entradas), mientras que el efecto maximo de la dieta fue para
10 mg/kg (17.40 = 2.2 entradas) (P= 0.2988) respectivamente, en comparacion con el

control (21.60 4.4 entradas; P > 0,05).
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Figura 1. Prueba actividad locomotora. No se muestran diferencias significativas entre
los grupos F(8,34) = 1.089, (P = 0.394), en comparacién con el grupo del vehiculo (n=5
ratas/grupo), ANOVA de una via.

3.2 Prueba del laberinto en Y modificado

Se realiz6 la prueba del laberinto en Y modificado para evaluar la memoria de trabajo
espacial. Los resultados se muestran en (Figura 2). El experimento se dividié en trece
sesiones: (i) vehiculo (SS); (ii) grupo de amnesia recibiendo escopolamina (SC) 1 mg/kg;
(iii) tacrina (TC) a una dosis de 1 mg/kg; PNU282987 a una dosis de 3 mg/kg;
administracion i.p. todas las anteriores; (a) resveratrol 177.8 mg/kg; (b) resveratrol 100
mg/kg; (c) resveratrol 56.2 mg/kg; (d) resveratrol 31.6 mg/kg; (e) resveratrol 17.8 mg/kg
(f) resveratrol 10 mg/kg; (g) resveratrol 3.2 mg/kg; (h) resveratrol 1 mg/kg; y (i) resveratrol
dosis de 0.56 mg/kg, administracién oral respectivamente. Los valores de medias entre
los grupos de tratamiento, mostraron una diferencia estadisticamente significativa F (12,
45= 4783, P < 0.001, n = 5 rata/grupo) para los grupos tratados frente al grupo con
escopolamina (SC). Hubo un aumento de la exploracion al brazo desconocido
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(novedoso), cuando se compara con el grupo tratado con escopolamina, indicando que
tacrina, PNU-282987 y resveratrol a dosis bajas compensaron los déficits colinérgicos y
mostraron una mejora en la memoria de trabajo espacial. En todas las sesiones, la
exploracion al brazo desconocido en el grupo control fue significativamente mayor que el
del grupo tratado con escopolaminay, por lo tanto, las ratas estaban en estado amnésico.
El déficit cognitivo inducido por la escopolamina aparentemente se revirtié en el grupo
tratado con tacrina y con PNU-282987, como lo indica un porcentaje mas alto en la
exploracion del brazo novedoso que en el grupo amnésico (P <0.01), mientras que el
tratamiento con resveratrol mejoré significativamente el déficit cognitivo a una dosis de

3.2 mg/kg (P <0.001).

Se encontraron diferencias significativas cuando se comparan las dosis de 177.8 y 3.2
mg/ kg (P= 0.0280), asi como entre las dosis de 10 y 3.2 mg/kg (P= 0.0247) Mientras
que no hay diferencia significativa entre la dosis de 3.2 y 0.56 mg/kg (P= 0.9833). La
dosis en la que se observo el efecto maximo de la suplementacion fue en 3.2 mg/kg
(47.61 £ 4.0 %), en comparacion con el grupo tratado con escopolamina (30.28 + 4.0 %;
P= 0.001). El grupo tratado con escopolamina muestra una diferencia significativa con
los grupos tratados con las dosis de 0.56 mg/kg y 1 mg/kg (P= <0.005); sin embargo, no
se muestran diferencias estadisticamente significativas en comparacion con los grupos
tratados con tacrina y PNU (P>0.05). La dosis minima de resveratrol que compenso el
déficit colinérgico y restaura la memoria espacial de trabajo y que supera los efectos de

los farmacos de referencia tacrina y PNU fue la de 3.2 mg/kg.
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Figura 2. Prueba de laberinto en Y modificado. Mejora cognitiva en la amnesia inducida
por escopolamina. Porcentaje de la exploracion del brazo desconocido en el laberinto en
Y modificado para el grupo vehiculo (SS), escopalamina (SC), tacrina (TC), PNU-282987
y resveratrol (0.56-117.8 mg/kg, p.o.). Las barras representan las medias + error estandar
(SE); n=5 ratas/grupo. *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001 vs. el grupo tratado con
escopalamina (SC), ANOVA una via seguida de la prueba de Fisher LSD.

3.3 Prueba de reconocimiento de objetos novedosos (ORT)

Los efectos de resveratrol en la mejora de la memoria episodica (no espacial) a corto
plazo, que generalmente se ve afectada en pacientes con enfermedad de Alzheimer, fue
evaluado por la prueba ORT basado en la preferencia innata de las ratas para explorar
un objeto novedoso, en lugar que uno familiar. Primeramente, se realizé una prueba de
preferencia para indicar que las ratas no preferian un objeto familiar en forma de cilindro
azul a otra nueva forma triangular marrén. El tiempo de exploracion entre dos objetos

difirié significativamente para cada grupo (Figura 3); por lo tanto, hay una preferencia
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entre objetos familiares y novedosos. Los diferentes tiempos de exploracién de los dos
objetos (familiares frente a novedosos) después del tratamiento indica la capacidad de
las ratas para memorizar el objeto explorado. Las ratas con amnesia inducida por
escopolamina gastaron una cantidad igual de tiempo explorando el novedoso y los
objetos familiares (P > 0.05; prueba t de Student pareada), mientras que las ratas en el
grupo vehiculo o ratas amnésicas tratadas con tacrina exhibieron tiempos de exploracién
significativamente diferentes entre objetos, lo que refleja una mejora significativa del
estado amnésico (P= 0.003 y P < 0.001, respectivamente; prueba t de Student pareada).
En los conjuntos de datos, el indice de discriminacién (DI) se calculé y se utilizé para
evaluar la capacidad de las ratas para discriminar entre el objeto familiar y novedoso; los

datos se presentan en la (Figura 3).
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Figura 3. Prueba de reconociemiento de objetos novedosos (ORT). Efecto de resveratrol
en el déficit cognitivo inducido por escopolamina. Tiempos de exploracién para el objeto
familiar (F) y novedoso (N). Los datos se presentan como medias + SE; n= 5 ratas/grupo;
*P< 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.0001 vs. tiempo de exploracion del objeto familiar. Prueba
de Student pareada.
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Con respecto al DI (Figura 4), se encontré una diferencia significativa entre los grupos
(0.56, 1, 3.2 y 10 mg/kg, n = 7 ratas/grupo) frente al grupo tratado con escopolamina. El
DI del grupo vehiculo fue significativamente mayor que en el grupo tratado con
escopolamina, lo que refleja su capacidad para discriminar entre objetos familiares y
novedosos (P <0.001). Tacrina a 1 mg/kg y las dosis de resveratrol de 1y 0.52 mg/kg
mejoraron significativamente la memoria episodica a corto plazo, segun lo monitoreado
por el aumento de DI en comparacion con el grupo amnésico (P=0.03, P <0.001, P
<0.001, respectivamente). En el caso de la dosis de 3.2 mg/kg para este analisis no
resultdé estadisticamente significativo (P=0.07). La dosis minima que tuvo efectos
significativos en la mejora de la memoria episddica (no espacial a corto plazo) fue la de
0.52 mg/kg (DI= 0.59), mientras que las dosis 3.2 mg/kg (DI = 0.35) y 10 mg/kg (DI= 0.22)

en comparacién con el grupo de escopolamina no tuvieron efectos significativos.
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Figura 4. indice de discriminacién. (TN-TF/TN + TF) en la fase de prueba de ORT. Los
datos se presentan como media + SE; n = 5 ratas/grupo; *P<0.05 **P<0.01, ***P<0.001
frente al grupo tratado con escopolamina(SC), ANOVA de una via seguida de la prueba
de Fisher LSD.
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3.4 Mejora en la cognicion a través de los receptores a7-nAChRs

Para verificar que el mecanismo de accion del resveratrol en la mejora cognitiva es
mediado a través de los receptores a7-nAChRs, PNU-282987 (3mg/kg) y resveratrol a
dosis de 0.56, 1 y 3.2 mg/kg las ratas fueron pretratadas con meticaconitina (MLA) un
antagonista selectivo de los receptores a7-nAChRs. La prueba de ORT en ratas con
pérdida de la memoria, como se describié anteriormente, fue usada como modelo de
estudio. Los tiempos de exploracién entre los dos objetos idénticos en las dos fases de
exposicion y la fase de prueba en ratas recibiendo MLA no fueron diferentes
significativamenten (P > 0.05), obteniendo un patron similar al del grupo vehiculo. Esto
indica que el MLA no mejora la memoria episdédica, como se muestra en la (Figura 5a)
(P >0.05). En cuanto al tiempo el tiempo de exploracion entre el objeto novedoso y el
familiar (prueba t de Student pareada ) si mostro una diferencia significativa (P < 0.001)
en todos los grupos tratados (Figura 5b). La suplementacion con resveratrol mejora la
cognicion con el mismo patrén que el PNU-282987, con un aumento en el indice de
discriminacion. Las ratas que recibieron resveratrol a dosis de 1 y 3.2 mg/kg exhibieron
una mejora en la cognicion (P <0.001) vs grupo control.

Los resultados indican que el efecto de resveratrol a dosis de 3.2 mg/kg no es afectado
por la administracion de MLA, lo que sugiere que la mejora en la memoria episodica
producida por la suplementacion con resveratrol es mediada por los receptores a7-
NAChRs. Con respecto a la evaluacion para el DI (Figura 6a), las ratas cuando se
pusieron en contacto con los dos objetos iguales (F, Fo) no mostraron diferencias
significativas en el tiempo de exploraron en la fase de reconocimiento en ninguno de los

grupos experiemntales (DI=-0.2180).
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La suplementacién con resveratrol a la dosis de 3.2 mg/kg previno el deterioro en la
memoria producido por la MLA de manera similar e incluso ligeramente superior al efecto
del PNU-282987, los indices de discriminacion de estos dos grupos fueron
significativamente mayores que el grupo control, indicando una mejora en la memoria del

grupo tratado, como se muestra en la (Figura 6b).
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Figura 5. Tiempo de exploracion para objetos idénticos (Fo y F) en la fase muestra (A) y
familiar (F) y novedoso (N) en la fase de prueba (B). Prueba t de Student pareada. Los
datos se presentan como media + SE; n = 7-10 ratas/grupo; *P < 0,05, **P < 0,01, *™*P <
0,001 vs tiempo de exploracion de objeto familiar.
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Figura 6. indice de discriminaciéon (TN-TF/TN + TF) de cada dosis de resveratrol en la
fase de prueba de ORT para establecer la participacién del receptor a7-nACh. *P < 0.05,
***P<0.001 frente al grupo vehiculo (SS). ANOVA de una via. LSD de Fisher’s, seguida
de una comparaciéon post-hoc.
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4. DISCUCION

Se analizaron diferentes dosis de resveratrol para la mejora cognitiva en un modelo de
ratas con amnesia inducida farmacolégicamente, se utilizaron dos pruebas de
comportamiento: el laberinto en Y modificado y prueba de reconocimiento de objetos
novedosos.

En estos dos modelos de comportamiento se examinaron diferentes dosis de resveratrol,
inicialmente para descartar efectos sobre la actividad locomotora en todas las dosis
probadas; como resultado de esto, no se observé ni un aumento ni reduccion con relacion
a la actividad locomotora. Estas dos pruebas de comportamiento reflejan diferentes tipos
de déficits de memoria para el analisis: en el laberinto Y modificado se analiza la memoria
de trabajo espacial y en la prueba de ORT se analiza la memoria episédica a corto plazo.
La memoria espacial se refiere a la capacidad que permite recordar rutas para abrirse
paso a través de un entorno en constante cambio, asi como la ubicacion de los elementos
dentro de este entorno dinamico (Beard, 2019). En los roedores, la memoria de trabajo
espacial es una representacién de un objeto, estimulo o ubicacion espacial que se usa
tipicamente dentro de una sesidén de prueba, pero no entre sesiones, para guiar el
comportamiento (Bratch et al.,, 2016). La memoria episddica, esta implicada en los
recuerdos de hechos concretos que tienen lugar en el espacio y tiempo, asi como en los
procesos cognitivos subyacentes y los mecanismos neuronales que participan en el
recuerdo de estos eventos, responde a las preguntas «¢qué?», «¢cuando?» y
«¢donde?» de un acontecimiento determinado en la vida del individuo (Martinez et al.,
2014). Estos dos modelos requieren interacciones a través de varias regiones diferentes

del cerebro, como el hipocampo y corteza prefrontal.
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La escopolamina, un antagonista muscarinico, se utilizé para alterar neurotransmision
colinérgica, que se ha demostrado tiene déficits en pacientes con EA. La escopolamina
induce estados amnésicos en animales y sujetos humanos (Delgado-Hernandez et al.,

2020).

El PNU-282987 fue elegido como agonista de los a7nAChR para la comparacién de
perfiles in vivo, ya que es un nuevo agonista selectivo y potente de los a7-nAChR que
mejora la actividad oscilatoria del hipocampo y que es sensible al antagonista selectivo
a7nAChR, metilcaconitina (MLA) y aumentaba la actividad sinaptica GABAérgica. La
dosis probada para PNU-282987 fue de 3 mg/kg, seleccionados del rango de dosis
informado en estudios de comportamiento con agonistas del a7-nAChR en modelos
animales (3 y 10 mg/kg). La variacion en los protocolos de prueba, especies animales y
los regimenes de dosis empleados en tales, los estudios enfatizan la necesidad de
multiples habilidades cognitivas. Por lo tanto, PNU282987 se utilizé como farmaco de
referencia para comparar la respuesta colinérgica en ratas suplementadas con
resveratrol para la mejora cognitiva en los dos e modelos utilizados (Arunrungvichian et

al., 2015).

MLA causa disfuncion cognitiva, debido al bloqueo a7-nAChR, comparable al
antagonismo muscarinico inducido por escopolamina, como ha sido evaluado por una
reducciéon en la alternancia espontanea de los roedores en un laberinto en Y. Se ha
demostrado que la escopolamina induce la hiperexpresion de las citocinas
proinflamatorias interleucina (IL)-1B y -6 y la activacion de astrocitos en el hipocampo.
Se ha demostrado que MLA antagoniza los efectos antiinflamatorios de la nicotina, que

se ha asociado con efectos neuroprotectores relevantes, principalmente a través
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activacion del receptor nicotinico de acetilcolina (hnAChR), ya que MLA es un agente

proinflamatorio (Delgado-Hernandez et al., 2020).

Como neuromodulador, el neurotransmisor acetilcolina juega un papel importante en las
funciones cognitivas, del estado de animo, locomotoras, suefio/vigilia y olfativas. En la
fisiopatologia de la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de Alzheimer (AD) o el trastorno de cuerpos de Lewy (LBD), (Tiepolt et al.,

2022).

Los subtipos a432-, a7-nAChR y mAChR (M1) estan ampliamente distribuidas por todo
el cerebro, la mayoria abundantemente en la corteza cerebral y el hipocampo. Dada su
amplia distribucion en el cerebro, la neurotransmision colinérgica es responsable de
modular importantes funciones neuronales. La acetilcolina enddégena (ACh) es
importante para la modulacibn de adquisicién, codificacion, consolidacion,
reconsolidacién, extinciéon y recuperaciéon de la memoria (Delgado-Hernandez et al.,

2020).

Nuestros resultados, muestran que resveratrol en dosis de 3.2 mg/kg bloqueé los efectos
de MLA y, por lo tanto, el efecto benéfico de resveratrol en el sistema central colinérgico
fue demostrado y sugieren que facilitaron la transmision sinaptica del hipocampo
mediante la modulacién de los a7nAChR, mejorando asi los trastornos inducidos por
escopolamina en el aprendizaje y la memoria. Con estos datos, nuestros resultados son
consistentes con el papel protector de la suplementacion con resveratrol y la mejora

cognitiva a través de a7-nAChR.
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Nuestra investigacion nos ha arrojado resultados contundentes, y podemos demostrar
que a dosis minimas se encuentran resultados favorables.

Se ha reportado que resveratrol actua de forma hormética, es decir, que se presenta por
una estimulacién en dosis bajas y una inhibicion para dosis altas, que resulta en una
curva de respuesta a nuevas dosis y se puede observar en forma de J o de U ivertida,
en numerosas lineas celulares de cancer humano, que afectan a seis principales tipos
de células tumorales: cancer de mama, prostata, leucemia, colon, utero y pulmon
(Edward et al., 2010).

En enfermedades tales como las afecciones cardiovasculares, Alzheimer, osteoporosis
y Ulceras gastricas, se demostrdé que una dosis baja de resveratrol confiere protecciéon
en modelos experimentales, mientras que a dosis mas altas se observan efectos
adversos. Estos hallazgos han sido particularmente convincentes con respecto al dafio
cardiaco debido a la isquemia-reperfusion en estudios con roedores (Edward et al.,
2010).

Esto ha sido especialmente enfatizado para enfermedades como el Alzheimer y la
osteoporosis (Calabrese EJ., 2008), condiciones médicas en las que resveratrol tiene un
efecto modulador que se acerca a la respuesta de la dosis hormética.

Por lo tanto, estos autores proponen que la dosis optima diaria que podria extrapolarse
a la poblacion en general corresponde a una sola copa de vino tinto por dia (Edward et

al., 2010; Dudley et al., 2009).
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5. CONCLUSION

Después de probar diferentes dosis de resveratrol, se llegé a la conclusion que la dosis
minima efectiva de resveratrol es de 3.2 mg/kg al dia, esto mediante su suplementacion
oral durante 6 semanas en ratas Wistar, en las cuales se observo gracias a las pruebas
de labetinto en Y modificado y prueba de reconociemientos de objetos novedosos, que
este suplemento logré revertir los efectos amnesicos de la escopolaminay MLA. Lo cual
nos arrojo resultados contundentes logrando asi compensar los déficits colinérgicos en
la memoria y sugiriendo también un efecto de “hormesis” en donde a dosis bajas se

observa una estimulacion favorable.

6. RECOMENDACIONES

Es recomendable analizar con roedores de aproximadamente 6 semanas de edad con
un peso superior a los 70 gr. Con relacion a la forma farmacéutica resveratrol, pudiera
proponerse probar sus efectos en una forma farmacéutica de micela para lograr una
mayor absorcién del resveratrol y favorecer su llegada al sitio de accién. Por otra parte,
determinar una dosis minima efectiva diaria de resveratrol puede contribuir a futuras
investigaciones que partan de esta investigacidon, para evaluar interacciones

farmacoldgicas y nutrimentales, asi como su efecto en patologias distintas al DLC.
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