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Resumen

Los receptores a7-nicotinicos de acetilcolina (a7-nAChR) son blancos reconocidos en el
tratamiento de demencias asociadas a el envejecimiento y ciertos desordenes del
desarrollo. Este trabajo evalGa el mejoramiento de la memoria en un modelo de rata con
los efectos de los &cidos poliinsaturados EPA y DHA mediante a7-nAChR, asi como
identificar la dosis minima efectiva de EPA/DHA requerida para generar un efecto en el
mejoramiento de la cognicion mediante a7-nAChR en ratas. El laberinto en Y modificado
y la Prueba de reconocimiento de objetos fueron aplicados en un modelo de amnesia en
ratas inducida por escopalamina, para posteriormente evaluar el efecto a largo plazo de
la suplementacion (10, 15, 30, and 60 mg/kg) de los dos &cidos grasos poliinsaturados
en el mejoramiento en el retraso inducido de la cognicion. EI mejoramiento de la
cognicion inducido por EPA y DHA mediado a través de receptores a7-nAChR el cual fue
evidenciado por la recuperacion de la memoria después del tratamiento con un
antagonista a7-nAChR, la metilcaconitina (MLA). La Tacrina, un inhibidor colinérgico
central, y el PNU282987, un agonista a7-nAChR fueron utilizados como controles
estandar. Este trabajo evidencia que la dosis de 15mg/kg de EPA/DHA afecta de manera
positiva la funcion colinérgica a través de un efecto en la cognicion, mejorando asi la

memoria y los efectos del deterioro cognitivo.

Abstract

The a7-nicotinic acetylcholine receptor (a7-nAChR) is a recognized target for the
treatment of dementia associated with aging and certain developmental disorders. This
study evaluates memory improvement in a rat model by the effects of polyunsaturated
fatty acids EPA and DHA mediated by a7-nAChR, as well as identifying the minimum
dose of EPA/DHA required to generate an effect in the improvement of cognition through
a7-nAChR in rats. The modified Y maze and object recognition behavioral tests were
performed in scopolamine-induced amnesic rats, in order to study the effects of long-term
supplementation (10, 15, 30, and 60 mg/kg) of the two polyunsaturated fatty acids in
improving cognitive impairment. Cognitive enhancement by EPA and DHA is mediated

through a7-nAChRs, as evidenced by memory recovery after treatment with a selective



a7-nAChR antagonist, methyllycaconitine (MLA). Tacrine, a centrally active
acetylcholinesterase inhibitor, and PNU282987, and a7-nAChR agonist, are employed as
reference standards. Our data demonstrate that 15 mg/kg EPA and DHA can affect
cholinergic neurotransmission positively through memory and cognition and, thus, can

exert a beneficial action on learning and memory deficits.
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El cerebro es una estructura compleja, con multiples subestructuras todas ellas
formadas por neuronas, células especializadas, que su funcion es el procesamiento de la
informacion captada por los 6rganos del sentido, almacenandola y compartiéndola en las
diferentes areas corticales, realizando asi el proceso cognitivo. El receptor nicotinico de
acetilcolina a7 (a7nAChR’s) es una diana farmacoldgica reconocida por demencias de la
vejez, adicciones a la nicotina y otras enfermedades neurodegenerativas. (Arunrungvichian

et al. 2015).

Los acidos grasos omega-3 [alfa linolénico (LNA), acido eicosapentaenoico (EPA)
y Acido docosahexaenoico (DHA)] son acidos grasos esenciales con varios beneficios para
la salud, forman un componente estructural de las membranas celulares afectando asi su
fluidez, desarrollo de las funciones cognitivas y visuales. El &cido docosahexaenoico (DHA),
un importante acido graso omega-3 desempefia un papel importante en el desarrollo y la

funcién del cerebro. (Ramaiyan et al, 2016).

El acido docosahexaenoico (DHA) es el acido graso poliinsaturado omega-3 (n-3)
predominante en el cerebro y puede afectar la funcidon neurolégica modulando las vias de
transduccion de sefial, neurotransmision, neurogénesis, mielinizacion, funcion de los
receptores de membrana, neuroinflamacion, integridad de la membrana y organizaciéon de
la membrana. ElI consumo de DHA conduce a muchos efectos positivos fisiologicos y de
comportamiento, incluyendo aquellos sobre la cognicién., la dieta moderna tipicamente
carece de cantidades apreciables de DHA. Por lo tanto, en las poblaciones modernas,

mantener niveles optimos de DHA en el cerebro durante toda la vida probablemente



requiere obtener DHA preformado a través de fuentes dietéticas o suplementarias. (Weiser
et al. 2016). La deficiencia de &cidos grasos omega-3 conduce a varios trastornos
neurocognitivos, lo que sugiere una necesidad de estudios para la suplementacion y sus

efectos en la cognicion (Rathod et al., 2016).

En esta investigacion se evalud la suplementacion con DHA: EPA 1:1 a diferentes
dosis, se determin0 y analizo la dosis recomendable para una mejora cognitiva en memoria
a corto y mediano plazo. Se determind el conteo neuronal y parametros bioquimicos
antioxidantes. Tacrina, un inhibidor central de la acetilcolinesterasa activa y PNU-282.987
un agonista de a7nAChR, fueron empleados como estandares de referencia. Dos pruebas
de comportamiento; laberinto Y modificado, y prueba de reconocimiento de objetos (ORT),
fueron realizados en ratas amnésicas inducidas con escopolamina. Se determino la mejora
cognitiva mediada por a7hAChR’s mediante su desaparicion después del pretratamiento

con metilcaconitina (MLA) un antagonista selectivo de a7hAChR’s.

1.1 Antecedentes

El sistema colinérgico del cerebro estd implicado en procesos cognitivos; la
escopolamina, un antagonista de los receptores colinérgicos muscarinicos, perjudica el
aprendizaje y la memoria en roedores y humanos. Se han reportado estudios disefiados
para comparar el efecto del pre-tratamiento a corto (2 semanas) y largo plazo (8 semanas)
con 60 mg/kg dosis Unica de acidos grasos omega-3 (DHA + EPA) sobre la amnesia

inducida por escopolamina y la posible implicaciéon de vias oxidativas y apoptoticas;



determinando que la exposicion a largo plazo a acidos grasos omega-3 tiene la capacidad
de inhibir el estrés oxidativo inducido por escopolamina, la apoptosis y la amnesia, mientras
gue el efecto del tratamiento a corto plazo se restringié a la memoria mejorada sin efecto
significativo sobre la apoptosis o el estrés oxidativo. Por lo tanto, el tratamiento a largo plazo
con 60mg/kg de &cidos grasos omega-3 sugiere un tratamiento adecuado para la amnesia.

(Ajamia et al., 2012).

Arunrungvichian K. et al., evaluaron dos compuestos agonistas de los receptores
alfa-7 (IND8 y QND8) usando como control estandar dos compuestos; Tacrina un inhibidor
de la acetilcolinesterasa y el PNU-282987 un agonista alfa-7. Las evaluaciones se
realizaron con tres pruebas cognitivas; Laberinto en Y modificado, Prueba de
reconocimientos de objetos y el Laberinto de agua. En este modelo se utiliz6 otro
compuesto, la escopalamina para producir amnesia reversible en los modelos. Los modelos
gue se utilizaron son ratones jévenes. Como resultado encontraron una mejora con los
compuestos evaluados en las pruebas cognitivas, sugiriendo como posibles candidatos

para manejo de enfermedades que involucren la cognicion (Arunrungvichian et al. 2015).

Los modelos utilizados para evaluar la memoria en el trabajo de Arunrungvichian
et al 2015, son modelos que evalian memoria a corto plazo, esto debido a que los animales
por su sistema nervioso rudimentario en comparacioén con el humano, solo se le puede
evaluar este tipo de memoria. Existen pocos estudios de este tipo, y la mayoria evaluan la

memoria de manera similar, como veremos en los estudios posteriormente, en los clinicos



existe una gran disparidad en las pruebas para evaluar cognicion, lo que dificulta la

evaluacion de resultados.

Cutuli et al., asociaron a la cognicion, la neurogénesis del hipocampo, el volumen
del encéfalo y el decremento de la neurodegeneracién con el efecto neuroprotector de
omega-3 en el envejecimiento. Probaron las funciones amnésicas dependientes del
hipocampo suplementando a largo plazo ratones envejecidos de 19 meses con omega-3.
Los ratones envejecidos exhibieron mejora en la memoria de reconocimiento de objetos,
memoria espacial, localizadora y retencion de respuesta aversiva, sin modificaciones en los

niveles de ansiedad en comparacion con los controles. (Cutuli et al., 2014).

Existen estudios que ponen de manifiesto que una dieta deficiente de omega-3
puede afectar la neurotransmision colinérgica, probablemente via cambios en la
composicion de PUFA (Polyunsaturated Fatty Acid) en los fosfolipidos. Aid et al., 2003 se
enfocaron en varios parametros neuroquimicos colinérgicos en la corteza frontal y el
hipocampo, utilizaron un grupo control de ratas sin suplementaciéon de PUFA y otro grupo
de ratas alimentadas con PUFA demostrando una dramatica perdida de DHA hasta del 77%
en ambas regiones del cerebro ademas de modificaciones en la composicion de los
fosfolipidos de membrana. Sin embargo la via colinérgica solo fue modificada en el
hipocampo y no en la corteza frontal. La liberaciéon del neurotransmisor colinérgica
acetilcolina en el hipocampo fue mayor con las ratas alimentadas de omega 3 en

comparacion con el grupo no suplementado. (Aid et al., 2003).



1.2 Justificacion

La alimentacion en la poblacion a nivel mundial tipicamente carece cantidades apreciables
de omega-3, por lo tanto, se requiere obtener este nutriente preformado a través de
suplementos, sin embargo, no ha sido determinada la dosis adecuada para la fuente
dietética de omega-3. La falta de suplementacion de omega-3 aunado a una ingesta elevada
de omega-6, esta causando una serie de cambios que estdn acentuando multiples
enfermedades crénico degenerativas como el Alzheimer. Actualmente existen evidencias
clinicas de bienestar cerebral con la suplementacion de omega 3, sin embargo, estudios
experimentales hay muy pocos, la mayoria enfocados a estados con lesion cerebral; asi
como datos experimentales en cuanto la dosis, no existe consenso sobre la ingesta diaria
gue beneficie la funcidn cognitiva. La calidad cientifica de los estudios clinicos y
experimentales es muy pobre, lo que hace dificil hacer una recomendacion en la ingesta
diaria recomendada de omega 3 como suplemento. La deficiencia de acidos grasos omega-
3 conduce a varios trastornos neurocognitivos, lo que sugiere una necesidad de estudios

para la suplementacién y sus efectos en la cognicion.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general



Evaluar el efecto in vivo de los 4cidos DHA:EPA a diferentes dosis, sobre el sistema nervioso
de las ratas con déficit de memoria y su influencia en el mejoramiento de la cognicion a través

de a7nAChRs.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la dosis minima efectiva de DHA: EPA, evaluando la mejoria del déficit
cognitivo inducido por escopalamina obteniendo el indice de discriminacion a
nuevos objetos mediante la prueba de reconocimiento a objetos nuevos (OTR).

2. Determinar la dosis minima efectiva de DHA: EPA, evaluando la mejoria del déficit
cognitivo inducido por escopalamina mediante la prueba de actividad locomotora
con laberinto Y modificado.

3. Determinar la dosis minima efectiva evaluando la mejoria cognitiva a través de
receptores nicotinicos a7 (compuesto PNU 282,987) y mediante su desaparicion
con metilcaconitina (MLA) y la prueba OTR.

4. Analizar la densidad neuronal de los encéfalos de ratas suplementadas con
diferentes dosis de DHA: EPA.

5. Determinar el andlisis bioquimico para los marcadores de estrés oxidativo, SOD y
la actividad enzimatica antioxidante de catalasa, glutation peroxidasa y glutation
transferasa.

6. Determinar los datos estadisticos para cada estudio.
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2.1 SISTEMA NERVIOSO

El cuerpo humano esta formado por billones/trillones de células, estas agrupadas en tejidos,
organos y sistemas. Pero hay un sistema que sobresale, el sistema nervioso. El sistema
nervioso es el sistema mas avanzado que tenemos, con un peso menor a la mayoria de las
computadoras de escritorio, es una computadora biolégica muy sofisticada y mucho mas
avanzada que las computadoras que tenemos actualmente. Es un sistema que aprende, y
en base a experiencias y estimulos toma decisiones, haciéndonos seres humanos. La
complejidad de las funciones del sistema nervioso refleja la complejidad de sus partes
anatomicas, por lo cual conocer la anatomia neuroldgica es de vital importancia para todas
las neurociencias, incluyendo todas las disciplinas del sistema de salud, incluyendo
nutricion que guarda una relacidn muy importante con el sistema nervioso central. (Agustine
R. James, 2008 / Waxman Stephen, 2010 / Jacobson Stanley, Marcus Elliott 2011 /

Crossman, Neary, 2015).

2.1.1 Fundamentos del Sistema Nervioso

El sistema nervioso esta dividido en dos regiones, el sistema nervioso central y periférico.
El sistema nervioso central es donde se encuentra los cuerpos celulares de las neuronas,
las estructuras son; corteza cerebral también llamada sustancia gris, sustancia blanca,
nacleos basales, talamo, hipotalamo, su talamo, epitalamio, mesencéfalo, puente, bulbo
raquideo y todas las porciones de la medula espinal. El sistema nervioso periférico esta

formado por los nervios que emergen del tallo encefalico y de la medula espinal.



Fisiologicamente podemos también subdividirlo en una porcion somatica que es la
encargada de inervar estructuras como los musculos, piel y las membranas mucosas y la
otra porcidn, la porcién autonémica, la cual controla estructuras que funcionan en su mayor
parte de manera automatica como las visceras, vasos sanguineos, glandulas y otros tejidos
similares. El cerebro corresponde aproximadamente 2% del peso de un encéfalo de un
adulto, contiene trillones de neuronas, interpuestas por otras células llamadas Células

Gliales; astrocitos, oligodendrocitos, microglia y células ependimarias.

Las neuronas estan conectadas entre si por medio de sinapsis, donde utilizan
neurotransmisores para pasar la sefial de una neurona a otra, y esas multiples conexiones
gue forman una red muy compleja es lo que nos da las funciones mentales superiores
caracteristica de los humanos y lo que nos diferencia de otras especies de la tierra (Agustine
R. James, 2008 / Waxman Stephen, 2010 / Jacobson Stanley, Marcus Elliott 2011 /

Crossman, Neary, 2015).



Figura 1: Muestra la divisién del Sistema Nervioso Central; Central (azul) y Periférico (amarillo).

Fuente: Bear Mark, 2016.

2.1.2 Células de Sistema Nervioso

La unidad funcional del sistema nervioso es la neurona. Una célula especializada en
conducir, transmitir y almacenar informacién captada por los 6rganos de los sentidos. La
estructura de esta célula es muy varia, morfol6gicamente hay muchos tipos de neuronas,
todas ellas compuestas por tres estructuras basicas; con cuerpo neuronal, unas
prolongaciones cortas llamadas dendritas y una prolongacion mas gruesa y larga llamada

axon. Hay algunas neuronas en especial las relacionadas con los sentidos especiales, las



cuales cuentan con dos axones 0 un axon y una dendrita larga, por lo cual se les llaman

neuronas bipolares o ganglionares (Waxman Stephen, 2010 / Crossman, Neary, 2015).

Se han clasificado las neuronas en tres grupos; neuronas multipolares que son las mas
frecuentes, poseen un axén y multiples dendritas que surgen del cuerpo neuronal. Un
segundo tipo de neuronas las bipolares que son la neurona que poseen un axon y una
dendrita larga parecida a un axon. Y la neurona monopolares o unipolares, las cuales tienen
la caracteristica que tener una Unica prolongacién que le sale desde su cuerpo. Las
neuronas poseen las mismas caracteristicas que el resto de las células de todo nuestro
cuerpo, un nucleo con material genético, un citoplasma con organelos, una caracteristica
es la presencia de numerosas agrupaciones microscopicas de granulos llamados granulos
de Nissl. Este granulo no expresa el metabolismo activo que tienen las neuronas, por lo
tanto, son células metabdlicamente muy activas. Las neuronas tienen una compleja red de
cadenas de proteinas estructurales denominadas microfilamentos, neurofibrillas y
neurotubulos, que sirven de soporte y de transporte de sustancias dentro de la célula
neuronal. Algunas neuronas especializadas poseen otros granulos, por ejemplo, la
neuromelanina, caracteristica de neuronas productoras de catecolaminas, y otras neuronas
pueden acumular pigmentos que son propios del desgaste por la edad con la lipofiscina un

pigmento color pardo amarillento (Waxman Stephen, 2010 / Crossman, Neary, 2015).



Figura 2: Una neurona con sus organelos y sus prolongaciones, las dendritas y el axén por abajo,
con su capa de mielina.

Fuente: Bear Mark, 2016.

Las neuronas forman una red muy extensa, formada por trillones de interconexiones
llamadas sinapsis, estas sinapsis estan formadas por partes de las membranas neuronales
de dos neuronas, en una membrana presinaptica, la hendidura sinaptica y la membrana
postsinaptica. Las localizaciones mas frecuentes de estas sinapsis son del axén con una
dendrita (axodendritica), de un axén al cuerpo neuronal (axosomaticas), de un axon a otro
axon (de axon a otro axon) y finalmente de dendrita a dendrita (dendrodendriticas). Esta
comunicacion se lleva a través de unas sustancias proteicas, l0s neurotransmisores. Estas
sustancias quimicas se almacenan dentro de vesiculas en las terminaciones sinapticas en

la region presinaptica. Existen diversos neurotransmisores que se utilizan en las diferentes



y multiples vias sinapticas. Un ejemplo es la acetilcolina un neurotransmisor muy utilizado
en el sistema nervioso periférico, pero también esta en el sistema nervioso central. Una
patologia relacionada con una disminucién de la efectividad de la acetilcolina es la
Enfermedad de Alzheimer, en especial en regiones frontales y parietales, asi como
porciones de la region temporal, y por lo tanto una parte fundamental en el tratamiento de

esta enfermedad son farmacos que favorezcan la comunicacion colinérgica.
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Figura 3: Tres tipos de neuronas, unipolar, bipolar y multipolar.

Fuente: Jacobson Stanley, Marcus Elliott, 2011.



Figura 4: Neuronas con la tincion de Camilo Golgi, el cientifico que descubrio las neuronas y
ganador del premio Nobel junto con Ramon y Cajal en 1906. a) Neurona solitaria, b) Neuronas
tefiidas con tincion de Golgi sobre una cama de estructuras cerebrales tefiidas con tincion Nissl.

Fuente: Jacobson Stanley, 2011 / Crossman, Neary, 2015 / Waxman Stephen, 2010.

Otro neurotransmisor es el acido glutamico utilizado en varias regiones del sistema
nervioso, y es una transmisora excitadora por excelencia. El &cido gammaaminobutirico es
el transmisor inhibitorio por excelencia y también esta distribuido en todo el encéfalo y

medula espinal. En la medula espinal por ejemplo la glicina es un transmisor muy utilizado.

Existen otros neurotransmisores, que también actian fuera del Sistema nervioso, en otro
sistema, como, por ejemplo; noradrenalina, adrenalina y dopamina. Estas aminas estan
presentes en neuronas localizadas en el tallo encefélico, asi como estructuras

diencefalicas, y regiones en la medula espinal. Y en otros 6rganos fuera del sistema



nervioso como las glandulas suprarrenales las cuales producen adrenalina y noradrenalina.
Estos neurotransmisores también se puede catalogar por su rapidez de accion en
transmisores rapidos y lentos, dentro de los rapidos nos encontramos con la acetilcolina,
por ejemplo, estos transmisores rapidos realizan cambios rapidos en la membrana debido
a cambios en su potencial de accién a través de ciertas bombas anionicas. Los lentos como
por ejemplo la dopamina realiza su efecto utilizando un segundo mensajero como el

monofosfato de adenosina ciclico (Waxman Stephen, 2010 / Crossman, Neary, 2015).

También existen unos transmisores, que son generalmente péptidos o neuropetidos como;
las encefalinas, sustancia P, colecistocinina, somatostatina y dinorfina, entre otros. Este se
encuentra junto con los neurotransmisores tipicos en la sinapsis. Esos neuropetidos
también se los conoce como neuromoduladores. Finalmente, cuando el transmisor hace su
efecto es eliminado via enzimatica o recaptado por las neuronas efectoras, para asi cesar
su efecto sobre la otra neurona Las neuronas forman una red muy compleja, esta red esta
entremezclada con otra red muy extensa, la red de Neuroglia. La neuroglia esta formada
por diferentes tipos de células; astrocitos, alogodendrocitos y microglia. Los astrocitos tiene
forma de estrella, parecida a una neurona con puras dendritas, estas son mas abundantes
gue las neuronas, sirven de soporte y proporcionan una muy pequefia reserva de
glucégeno, asi como ayuda a la eliminacion de ciertas sustancias de desecho. También son
parte fundamental de la Barrera hematoencefalica, que es una barrera formada por
prolongaciones astrociticas sobre los capilares, haciendo una capa extra muy selectiva
Unica en todo nuestro organismo. Los oligodendrocitos son células con pocas

prolongaciones, que se encuentra en los axones y son responsables de producir una



sustancia que recubre a los axones y sirve para acentuar la velocidad de transmision
axonica, la mielina. En el sistema nervioso periférico encontramos a su equivalente, las
células de Schwann. La microglia, son células con muy pocas prolongaciones, estas son
los macréfagos del sistema nervioso, su funcion es proteger ante agentes extrafios y para
eliminar ciertas sustancias Existen un quinto tipo de célula en el encéfalo o un cuarto de
célula glial, los ependimocitos, que son células que recubre los ventriculos y plexos coroides

(Waxman Stephen, 2010 / Crossman, Neary, 2015).

Figura 5: Los compuestos de la sinapsis; neurona presinaptica, hendidura sinaptica y la
neurona postsinaptica, utilizando acetilcolina como neurotransmisor.

Fuente: Waxman Stephen, 2010 / Crossman, Neary, 2015 / Jacobson Stanley, 2011.



2.1.3 Anatomia Macroscopica del Sistema Nervioso

La parte mas evolucionada y con mayor volumen en nuestro encéfalo es la corteza cerebral
o también llamada sustancia gris. En este sitio se encuentran todos los cuerpos neuronales,
y esta divida en seis capas, y en esas seis capas se encuentras diferentes tipos de neuronas
morfolégicamente hablando. Los hemisferios cerebrales ademéas de estar compuestos de
sustancia gris o corteza cerebral estan compuestos por sustancia blanca, que corresponde
a todos los axones que emergen de cada una de las neuronas de la sustancia gris. Entre
mesclados en la sustancia blanca se encuentra un acumulo de neuronas, son cinco
estructuras principalmente llamadas nucleos basales; caudado, putamen, globo palido,
ndcleo subtalamico y sustancia negra. Estas tres regiones; corteza, sustancia blanca y

nacleos basales corresponden al telencéfalo, una vesicula secundaria.
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Figura 6: La diferencia entre el encéfalo humano y algunos animales; la corteza cerebral donde se
encuentran con cuerpos neuronales es la porcion predominantemente mayor en el humano.

Fuente: Jacobson Stanley, 2011 / Crossman, Neary, 2015 / Waxman Stephen, 2010.

Situadas medialmente y profundos en la sustancia blanca se encuentra unas estructuras
gue corresponden al Diencefalo, compuesto por cuatro regiones; tadlamo, hipotalamo,
epitalamio y subtalamo. Estas estructuras tienen la caracteristica de ser estructuras de
interconexion, y forman parte de sistemas neuronales mas especializados. El tAlamo es un
centro de relevo, el mas importante, donde casi todas las areas del sistema nervioso
convergen. El hipotalamo es una estructura relacionada de manera intima con la hipofisis,
formando un eje, es el sitio hormonal mas importante del sistema nervioso,
aproximadamente 8 circuitos hormonales estan bajo su control. El epitalamio la estructura
central es otra glandula, | glandula pineal, relacionada con el ciclo sueno y vigilia y mas
importante con la madurez sexual, la cual se calcifica después de la pubertad. Y por ultimo
el subtalamo es una estructura de transicion hacia el tallo encefalico. El diencefalo y
telencéfalo provienen de una vesicula primaria, el proscencefalo (Kandel Erick, 2013 /

Crossman, Neary, 2015 / Waxman Stephen, 2010).
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Figura 7: Se muestra las dos estructuras mas externas; la sustancia gris y la sustancia blanca,
asi como estructuras profundas como los nucleos basales y talamo, en conjunto el
proscencefalo.

Fuente: Crossman, Neary, 2015 / Waxman Stephen, 2010.

En su porcion inferior y central en la fosa posterior del craneo se encuentra el tallo
encefalico, compuesto por tres estructuras; el mesencéfalo, puente y bulbo raquideo. El
mesencéfalo al igual que las otras estructuras del tallo encefalico, tiene fibras de proyeccién
de paso, asi como nucleo que van a dar origen a algunos nervios craneales para realizar
todas las funciones principalmente ubicadas en la cabeza, que van desde la vision,
movimiento ocular, entre algunas funciones. El puente también tiene nlcleos que dan origen

a algunos nervios craneanos como el trigémino, encargado de la sensibilidad de toda la



cabeza, tanto en su region externa como interna. El bulbo raquideo, presenta nucleos
neuronales de vital importancia, como por ejemplo el ndcleo que controla la funcion
autonomica del sistema cardiovascular y respiratorio que son vitales, asi como sistema
digestivo a través del nervio vago o decimo nervio craneal. Y finalmente se encuentra la
medula espinal, dividida en cuatro regiones, protegida por la columna vertebral, una
estructura 6sea, compuesta por multiples huesos cortos. Las cuatro divisiones de la medula
son: cervical, dorsal, lumbar y sacrococcigea, teniendo en cuenta que la medula espinal es
mas corta que la columna vertebral. De esta estructura emergen multiples raices nerviosas
dirigidas a todas las estructuras de nuestro cuerpo, asi como la entrada de mdultiples fibras
provenientes de todo nuestro cuerpo, de tipo sensorial. Estos nervios en conjunto son el
sistema nervioso periférico (Kandel Erick, 2013 / Crossman, Neary, 2015 / Waxman

Stephen, 2010).

Si se observa el encéfalo por fuera, se observaria la corteza cerebral o sustancia gris la
porcidbn mas extensa de todo nuestro sistema nervioso, se observarian surcos y fisuras
presentes, la cuales la fisura interhemisferica, lateral o de Silvio, central o de Rolando, la
parietooccipital y la calcaria son las mas constantes. Estas dividen la corteza en 4 |6bulos;
I6bulo frontal, parietal, temporal y occipital. Cada uno de estos Iébulos presentan fisuras y
entre cada fisura se encuentran unos pliegues llamados circunvoluciones. Ninguna persona
tenemos igual la corteza cerebral, solo una pequefia proporcion de los humanos se parece.
Cada regidén, cada parte de esa corteza tiene una funcion. En el ano de 1909 Korbinian
Broadmann realizo la primaria division citoarquitectonica de la corteza enumerandola y

colocando funcion a cada numero. Actualmente se han hecho modificaciones, pero gran



parte su clasificacion permanece sin cambios. (Kandel Erick, 2013 / Crossman, Neary, 2015

/ Waxman Stephen, 2010).

Figura 8: Lébulos cerebrales, divididos por la fisura lateral o de Silvio, central o de Rolando y la
parietoccipital.

Fuente: Crossman, Neary, 2015 / Waxman Stephen, 2010.

El termino areas primarias o areas elocuentes, son agrupaciones de neuronas en sitios
establecidos que corresponden a un 15% aproximadamente de la corteza, que tienen
relacion con érganos de los sentidos y funciones motoras y sensitivas. El resto del encéfalo
son zonas de interconexion, de intercambio informatico, formando redes, lo que nos da las

funciones mentales, propias de los seres humanos (Kandel Erick, 2013)



Figura 9: Mapa de la citoarquitectura de Korbinian Broadmann 1909, primeras clasificaciones
cientificas de la corteza cerebral, vista lateral.

Fuente: Kandel Erick, 2013.

2.1.4 Sistema Limbico

El sistema limbico consta de una serie de estructuras corticales y subcorticales parecidas
0 contiguas de manera filogenética, antiguas, con conexiones complejas y extensas.
Proporcionan las bases para los mecanismos instintivos y emocionales de la conducta y
para la memoria. Tiene multiples interconexiones y conexiones con otros sistemas como la
region de hipotdlamo, por la cual se integran respuestas fisioldgicas y bioquimicas con
cambios en el estado del animo y la memoria. El nombre Sistema Limbico se refiere a

estructuras en forma de C, localizadas lateralmente en los hemisferios, que son una serie



de regiones anatomicas que llegan finalmente al hipotalamo, de donde parte hacia el tAlamo

y del talamo a la corteza.
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Figura 10: Estructuras que conforman el Sistema Limbico.

Fuente: Crossman Alan, Neary David, 2015.

Las mdltiples e intensas aferencias del sistema limbico desde regiones corticales en
especial areas de asociacion, denotan la compleja relacion y funcidon que es la conducta
humana, una relacién en conducta instintiva y conducta cortical o superior. De forma
simplificada podemos decir que la informacién del mundo exterior se recoge de formas
especificas para cada modalidad sensitiva como la vision, audicion y tacto. Estas Funciones
se refinan en areas de asociacion en el I6bulo parietal y temporal. Posteriormente se

transmiten hacia regiones inferiores.
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Figura 11: Las principales conexiones del sistema limbico.

Fuente: Crossman Alan, Neary David, 2015.

La entrada de la informacion en el sistema limbico se produce directamente al cuerpo
amigdalino o indirectamente a la formacion hipocampal a través del area entorrinal, el
cuerpo amigdalino es muy importante para el tono emocional y motivacionales de las
experiencias, en especial el tono emocional y motivacion de la memoria de trabajo, la cual
se ingresa por el hipocampo. A través del hipocampo también se acceso a memoria de
largo plazo para cruzar dicha informacién u crear nueva, formando asi el proceso de
aprendizaje o cognitivo. El sistema limbico también influye en respuestas motoras,
interviniendo en su analisis informativo a través de las proyecciones con una serie de nucleo
localizados en la region septal, principalmente el nicleo accumbens septi, que forma parte

de los nucleos basales y esta conectado con el hipotalamo.
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Figura 12: Sistema Limbico-Hipocampo-Hipotalamo.

Fuente: Crossman Alan, Neary David, 2015.

Los sistemas limbicos entre sus funciones basicas son: la memoria y las emociones y
motivacion. La conducta orientada a un objetico depende en gran parte de los estados
motivacionales que la inician y de los resultados de dichas respuestas. Este tipo d
estructuras tienen que ver con el desarrollo de la relacién con la recompense, castigo y la
evitacion del castigo en base experiencias del pasado. En animales inferiores los repertorios
conductuales son relativamente sencillo innato y responden rapidamente a los estimulos
ambientales. En el hombre a diferencia de los animales, los estados motivacionales y
emociones también permiten respuestas rapidas a estimulos ambientales, como los
peligros, y aprender a largo plazo dichas experiencias. Debido al gran desarrollo cortical

humano en especial areas de asociacion de la neocorteza permite conseguir y establecer
una conducta adaptada por periodos prolongados como por ejemplo anos. Los Estados
motivacionales pueden ser instintivos en el hombre y en los animales, por ejemplo, las

conductas de miedo, huida, alimentacién y la respuesta sexual que son funciones que



permiten la auto preservacion en el medio. Las emociones primarias aparecen en humanos
en las respuestas individuales al entorno y se evidencias en las mismas expresiones
faciales de gozo y malestar sorpresa y disgusto, temor e ira que existen en todas las

culturas humanas. En los seres humanos las emociones sociales se experimentan y
expresan entre individuos, por ejemplo, el amor y el odio, los celos, y la envidia, el orgullo y
la culpa, la empatia la simpatia. EI animo representa estados afectivos prolongados que
pueden reflejar respuestas adecuadas al ambiente o ser patoldgicas por ejemplo depresion,
ansiedad y euforia. El cuerpo amigdalino es una estructura situada cerca del polo del I6bulo
temporal, recibe aferencias de la corteza de asociacion del temporal inferior, talamo, area
septal y tractos olfatorios, ademas recibe proyecciones catecolaminergicas Yy
serototinergicas desde el tronco encefalico. La principal proyeccion eferente del cuerpo
amigdalino es la estria terminal que discurre por la pared del ventriculo lateral, siguiendo la

curvatura del nucleo caudado para acabar en el hipotalamo.
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Figura 13: Localizacion del Ntcleo Amigdalino, Area septal y Nicleos basales en un corte coronal
a nivel de la capsula interna.

Fuente: Crossman Alan, Neary David, 2015.

Una estructura central y pudiéndose considerar la estructura central del sistema limbico es
el hipocampo. El hipocampo estd formado por un pliegue hacia adentro de la parte
inferomedial del I6bulo temporal, hacia el interior del ventriculo lateral a lo largo de la linea
de las fisuras coroideas. Le giro dentado una regién del hipocampo, se encuentra entre el
giro hipocampico y el hipocampo propiamente dicho. La formacion hipocampica recibe
aferencias de la corteza temporal inferior a través del area entorrinal, también fibras del
fornix contralateral y comisura hipocampo. La principal via eferente es el fornix. El fornix es
un fasciculo de fibras en forma de C, de lateral a medial que terminan en el nacleo mamilar
del hipotalamo. Del cuerpo mamilar a su vez se proyecta hacia el grupo nuclear anterior del
talamo a través del fasciculo mamilotalamico. Después de llegar al talamo, se dirigen al giro

del cingulo que es neocorteza.
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Figura 14: Hipocampo, estructura central del sistema limbico, vital para la cogniciény
aprendizaje.

Fuente: Crossman Alan, Neary David, 2015.

2.2 Acidos Grasos Poliinsaturados de cadena larga en la cognicion.

El papel que juega la alimentacion en las neurociencias es muy complejo, debido a
sencillamente a que todavia no se termina de entender ambas ciencias por completo, pero
desde hace varios siglos se esta relacionando la nutricion con la funcién cerebral. El interés
no solo es por el efecto de un solo nutrimento sobre el cerebro si no por los multiples
nutrimentos en conjunto y su efecto en el cerebro. Cognicion se refiere al proceso mental

gue involucra adquisicion de conocimiento y la interaccion de estos procesos en el



aprendizaje, atencion, memoria, inteligencia y la conciencia. En la Ultima década se han
reportado multiples estudios que involucran nutricion y funcién cerebral, la mayoria sugiere

una relacion clara, entre buena nutricion y una mejor funcion cerebral.

Los factores en general relacionados con la funcion cerebral a parte de los aspectos
nutricionales son; la actividad fisica, edad, sexo, factores genéticos, estrés, factores
epigeneticos, ambiente y las interacciones sociales. Por lo tanto, el descifrar si la nutricion
por si sola es un factor tnico involucrado en el mejoramiento de la funcién cognitiva esta en
investigacion, con mas estudios a favor en ciertos nutrimentos. (Carlson Susan, 2009 /

Dauncey M.J. 2009 / Gomez Pinilla, 2008).

Existen dos factores de mayor importancia; la variabilidad genética y la nutricion en edades
tempranas, la cual afecta de manera profunda la salud mental de edades posteriores.
Existen desde hace 10 afios un aumento considerable en informacion relacionada con el
entendimiento de los mecanismos moleculares sobre el efecto de la nutricién y la salud
mental, en especial estudios relacionados con hormonas, factores de crecimiento y los
aspectos geneéticos. La dieta balanceada es un punto muy estudiado, tanto el balance
energético como el balance de ciertos acidos grasos en especial los omega-3 y omega-6,
donde la dieta mediterranea es las mas apegada a lo que hoy se considera un balance
beneficioso que es por cada cuatro omega-6 un omega-3, aproximadamente (Dauncey

M.J., 2009).
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Figura 15: Factores asociados a nutricion y funcién cerebral

Fuente: Dauncey M.J., 2009.

La dieta mediterranea involucra el consumo de cantidades mayores de vegetales, frutas,
cereales, pescado, grasas insaturadas, y consumo menor de vino, de carnes rojas y
procesadas, lacteos y grasas saturadas. Esta dieta en especial esta relacionada en estudios
con prevencion de algunos procesos patoldgicos que deterioran la funcion mental como la
enfermedad de Alzheimer una tipo de demencia progresiva, considerada la mas frecuente
a nivel mundial, antes de que aparezca esta enfermedad se encuentra un estadio previo
gue puede durar hasta 10 afos, que es el deterioro cognitivo leve, y la dieta mediterranea
reduce el riesgo tanto para la enfermedad de Alzheimer y prevenir que de un estado de
deterioro cognitivo leve evoluciones a una demencia, y en algunos estudios se encuentra
gue cura el deterioro cognitivo leve. Sin embargo, en las investigaciones también se
encuentro que la actividad fisica juega un papel muy importante. Otro factor muy importante

es el aporte calérico, el cerebro juega un papel fundamental en la regulacién de la ingesta,



esto debido algunas estructuras como el hipotalamo el cual se le reconoce tener centros de
saciedad de alimentos y de ingesta de liquidos, por lo tanto, el encéfalo controla de manera
directa el consumo energético. Pero también el aporte energético diario influye en el
cerebro. Estda demostrado que la sobre nutricion aumenta el dafio por estrés oxidativo,
reduce la plasticidad neuronal, reduce la funcién cognitiva y produce un estado pro
inflamatorio, en contraparte una ligera malnutricion tiene el efecto contrario. Una dieta sobre
caldrica y el sedentarismo aunado produce un riesgo considerable de demencias tipo
Alzheimer en adultos. Pacientes con trastornos psiquiatricos o psicoldgicos, como la
esquizofrenia, desorden bipolar, asi como algunos trastornos de conducta en nifios tienen
un riesgo mas elevado de presentar sindrome metabdlico o algunas de sus enfermedades

(Dauncey M.J. 2009 / GOémez Pinilla, 2008 / Gobmez Pinilla 2011 / Zarranz J.J. 2013).

Actualmente existe evidencia aparte del ejercicio y de un aporte energético balanceado,
gue no solo en estados de deficiencia la suplementacion con ciertos nutrimentos pueden
ser favorables sino también en un paciente sano, una explicacion es que la dieta en las
ciudades no es de la mejor calidad, muchas veces sufriendo procesos de preparacion que
retiran ciertos nutrimentos por lo tanto vivimos en un estado de malnutricion y generalmente
con sobrecarga del aporte energético, en estos casos se observa un efecto claro sobre la
cognicion y el bienestar general con la suplementacién. Estd en discusion si la
suplementaciéon de algun nutrimento en un sujeto que cuenta con una dieta balanceada y
suficiente tenga algo de mejoria. Los siguientes nutrimentos cuentan con abundante

literatura tanto cientifica como no cientifica de su efecto beneficioso sobre la salud mental



y son; omega- 3, los Gangliosidos, Polifenoles, Acido folico, y algunos oligoelementos como

el zinc, hierro y cobre (Dauncey M.J. 2009 / Gomez Pinilla, 2008 / Zarranz J.J. 2013).

Se a demostraron la importancia de los lipidos en el crecimiento y desarrollo de ratas;
continuando con las investigaciones de Hansen, respecto de la esencialidad de los acidos
grasos linoleico y alfa linolenico a mediados de 1960; posteriormente los reportes de
Dyerberg y Bang que demostraron el rol cardioprotector de los acidos grasos
poliinsaturados omega-3 de cadena larga y mas recientemente los trabajos de Bazan,
quienes identificaron a los acidos docosahexaenoico (DHA) y araquidonico (AA) en
cantidades importantes en el tejido cerebral. Solidas evidencias experimentales, clinicas y
epidemiologicas han establecido la importancia para el ser humano de los acidos grasos
poliinsaturados, especialmente aquellos de cadena larga (de 20 o0 mas atomos de carbono).
El DHA es un acido graso particularmente interesante debido a su estructura altamente
insaturada y ubicacion celular, ya que se encuentra mayoritariamente concentrado en la
posicion sn-2 de los fosfolipidos de las membranas celulares a las que aporta una gran

fluidez (Valenzuela R., 2013 / Gémez Pinilla, 2008).




Figura 16: Molécula del &cido docsahexaenoico (DHA)

Fuente: Valenzuela R., 2013.

El DHA esta presente en cantidades significativas casi exclusivamente en los alimentos de
origen marino (pescados, mariscos, algunas algas y alguno mamiferos) y fue precisamente
la incorporacion de estos alimentos lo que marco de forma significativa un punto de inflexion
en la evolucion humana proceso que se caracterizd por un incremento en la masa encefélica
y en el desarrollo de las habilidad motrices con un fuerte componente cognitivo (Newman

M., 2001 / Richards MP, 2001 / Valenzuela R. 2013)

EL DHA tiene una importancia en el embarazo y los primeros afos de vida, etapa en la cual
este acido graso cumple un papel trascendental en el desarrollo cerebral, repercutiendo
directamente en la capacidad de aprendizaje, memorizacion. Junto con los beneficios para
el desarrollo cerebral que otorga el DHA, fundamentales en la etapa perinatal. Se han
observado un papel como neuroprotector ya que se observa un efecto preventivo para
algunas enfermedades cerebrales cronicodegenerativas (Valenzuela R., 2013 / Gémez

Pinilla, 2008).

2.3 Composicion de la membrana neuronal

La neurona presenta los mismos componentes que el resto de las células de todo nuestro
cuerpo, una estructura muy importante es la membrana neuronal. Esta es una estructura
gue sirve para aislar o delimitar dos espacios; uno intracelular y otro extracelular. Es una

estructura muy especializada y altamente selectiva, controlando que entra o sale de la



célula. Mantiene una concentracion de iones de manera equilibrada en el espacio extra e
intracelular. Actualmente el modelo manejado de la membrana celular es un modelo
llamado de mosaico fluido, donde esta estructura es flexible y muy dindmica, compuesta
por una bicapa del lipido, asi como proteinas y azucares que la atraviesan, con una
caracteristica de ser permeable a ciertas sustancias. Esta es una estructura de suma

importancia para la neurona ya que es la base fisiolégica para la transmision nerviosa.
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Figura 17: La membrana neuronal, compuesta por una capa doble de lipidos con un extremo polar
de fosfato y una cola con hidrocarbono.

Fuente: Bear Mark, 2016.

Los elementos constituyentes de la membrana son lipidos, proteinas y carbohidratos, asi

como iones metalicos. La proporcion en que estos componentes estan en la membrana es



diferente en todas las células, incluso en cada segmento de una misma célula puede variar.
Por ejemplo; la membrana de la mielina puede contener tres cuartas partes de su peso en
forma de lipidos, mientras que la membrana interna de la mitocondria puede tener esta
misma proporcién de proteinas. También difieren en los tipos de lipidos de cada membrana
celular. Los lipidos mas frecuentemente encontrados son; fosfolipidos, glucolipidos y

esteroles (Bear Mark, 2016 / Gimenez C. 1998).

Phospholipid
bilayer

Figura 18: Un ejemplo de los Canals ibnicos compuestos por polipéptidos con un segmento
altamente hidrofébico; zona sombreada.

Fuente: Bear Mark, 2016.

Las propiedades estructurales y funcionales de cada membrana dependen principalmente

de la proporcién en que cada clase de lipido. Recordando que esta formada por una bicapa



de lipidos. Las diferentes estructuras de la membrana se mantienen unidas por enlaces tipo
ibnico-salino, enlaces por puentes de hidrogeno y por fuerzas de Van der Waals. Los
fosfolipidos constituyen la mayoria de los lipidos en todas las membranas celulares. En los
medios acuosos la cabeza polar de los fosfolipidos interacciona con las moléculas de agua
circundante o con otros componentes de la fase acuosa, mientras que las colas no polares
interaccionan con ellas mismas formando asi una fase separada. Los componentes
principales de acidos grasos de la membrana son; el palmitico, palmitoleico, esteérico,
oleico, linoleico, linolenico, docosahexaenoico, eicosapantaenoico y araquidénico. Esta
composicion tan peculiar, donde ciertos acidos grasos forman parte muy importante de la
estructura celular ha impulsado numerosos estudios relacionandolos con un mejor
funcionamiento neuronal, en especial el docosahexaenoico, eicosapantaenoico, linoleico y

araquidénico (Bear Mark, 2016 / Gimenez C. 1998).

(d)




Figura 19: a) Estructura primaria: la secuencia de amino acidos en el polipéptido. b) Estructura
secundaria; formacion del alfa hélix. c) Estructura terciaria: como de los polipéptidos. d) Estructura
cuaternaria; diferentes polipéptidos unidos formando una proteina grande.

Fuente: Bear Mark, 2016.

Existen dos clases de proteinas en las membranas neuronales, las proteinas integrales y
las periféricas. Las integrales los las mas abundantes, son proteinas que se encuentran
fusionadas con la bicapa lipidica, de la cual solo se pueden extraer destruyendo la
membrana, son proteinas hidrofobicas, pueden penetrar la membrana de manera total o
parcial. La variedad de proteinas en la membrana de la neurona es muy extensa, asi como
el resto de células de nuestro cuerpo, pero cada una de las células tiene su patron
caracteristico, tanto en la composicion de lipidos como de proteinas. Otra subdivision es
con las proteinas que se encuentran en la superficie, las cuales se pueden clasificar en 3
grupos. El primer grupo y el que son mayoria, son el grupo que pertenecen a las
inmunoglobulinas ya que incluyen en su estructura una serie de dominios o motivos de
secuencia repetitivos y que se corresponden con pliegues de Ir formados por puentes de
disulfuro. En este grupo se incluyen a las moleculares de adhesion celular de neuronas que
intervienen en los procesos de interaccion celula-celula. Un segundo grupo de proteinas de
superficie son las glucoproteinas de membrana, estas estan constituidas por la cadherinas
proteinas que intervienen en el crecimiento y ramificacion de las dendritas. Y el tercer grupo
son proteinas que se encuentran formadas por integrinas una familia de proteinas
encargadas de mediar en la interaccidn entre las celular y la matriz extracelular (Bear Mark,

2016 / Gimenez C. 1998).



Una parte considerable de la masa total de la membrana plasmatica aproximadamente 2-
10%, corresponde a carbohidratos, de los cuales la mayoria estan formando parte de
glucoproteinas, y el resto a glucolipidos. Las glucoproteinas de membrana contienen
cadenas de azucares unidos a restos de serina, treonina o asparragina. El papel fisiol6gico
de estas cadenas de carbohidratos es, en la mayoria de los casos, desconocido, pero se
sabe que en ocasiones sirven como sefial indicadora del destino final de la proteina. Esto
significa que la proteina, una vez sintetizada de Novo, necesita una sefial especifica que la
dirija a parte de la membrana donde tiene que ser insertada, lo cual tiene especial relevancia
en ceélulas, como las neuronas, que son polares, es decir, que poseen zonas muy
diferenciadas estructural y funcionalmente de la membrana. Otro papel de las
glucoproteinas se centra en procesos de reconocimiento celula-celula en el sistema

nervioso, asi como en procesos de adhesion. (Bear Mark, 2016 / Gimenez C. 1998)

2.4 Acido docosahexaenoico y eiocosapentaenoico en desarrollo del sistema

nervioso

El acido docosahexaenoico (DHA) es el omega-3 mas abundante en el sistema nervioso
central y periférico, ubicAndose principalmente en los fosfolipidos de las membranas
neuronales y gliales, constituyendo 25-35% del total de acidos grasos presentes en la
corteza cerebral, y en un tercio de las neuronas del sistema visual. EI DHA tiene un efecto
directo sobre la neurogenesis y sinaptogenesis, en especial en estadios iniciales del
neurodesarrollo (periodo fetal) y durante los primeros 24 meses de vida extrauterina. Por

este motivo es que el estado nutricional de DHA de la madre pre gestacional, gestacional y



durante la lactancia representa una etapa critica para el desarrollo cerebral y visual de su
hijo. Algunos estudios establecen que los altos niveles plasmaticos de DHA en la madre y
particularmente en la leche materna, se correlacionan directamente con mayor desarrollo
cerebral de sus hijos. Un analisis multivariado demostré que a menor ingesta de DHA
durante el embarazo aumenta el riesgo de una menor agudeza visual en los nifios, con lo
cual se ha propuesto que la ingesta de DHA durante el embarazo seria un predictor de un
mejor desarrollo visual en los infantes. Otro estudio refiere un mayor coeficiente intelectual
de los nifios a 8 afios en madres suplementadas con omega-3. Estos hallazgos han
corroborado que la suplementacion de la dieta de la madre con DHA durante el embarazo
y la lactancia, o el consumo de una de una formula adicionada de DHA, permite incrementar
los niveles de DHA en el lactante y la obtencion de un mejor desarrollo neurolégico (OBriens
JS, Fillerup, 1964 / Campoy C, Escolano-Margarit MV, 2012 / Valenzuela R., Morales J.,

2013).

Por el contrario, una dieta pobre en DHA durante el embarazo y/o lactancia tendria
implicaciones directas en el desarrollo visual y neurolégico del nifio. Un ejemplo de este
efecto es que recién nacidos alimentados con leche materna pobre en DHA presentaron
menores niveles de DHA con un retraso en el desarrollo del lenguaje a los 14 meses
postparto. Existen muchas investigaciones que relacionan el DHA con un mejor desarrollo
neuronal, que se refleja a largo plazo en beneficios en el desarrollo de habilidades
cognitivas y motoras de los nifios. La suplementacion perinatal con DHA ha permitido la

disminucién del riesgo de presentar una menor puntuacion en el coeficiente intelectual en



nifios provenientes de familias de muy bajos recursos (Campoy C, Escolano-Margarit MV,

2012 / Valenzuela R., Morales J., 2013).
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Figura 20; Esquema simplificado de cémo se puede proporcionar DHA al organismo y sus
efectos en el sistema nervioso.

Fuente: Valenzuela R., Morales J., Sanhueza., Valenzuela A., 2013.

2.5 Sistema Nervioso Colinérgico y Receptores de Acetilcolina

Desde el principio del Siglo XX se postularon las bases de la neurotransmision quimica por
Langley y Dale, pero fue hasta 1921 cuando Otto Loewi demostro la presencia de la
Acetilcolina. La Acetilcolina es el neurotransmisor mas estudiado, el cual se habia
identificado en el sistema nervioso periférico y es hasta la década de los noventa cuando

se identifican dos subtipos de receptores; los receptores nicotinicos y muscarinicos, asi



como la localizacion de estructuras del sistema nervioso central que utilizan

primordialmente este neurotransmisor.
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Figura 21: Estructura quimica de la acetilcolina

La acetilcolina es el neurotransmisor mas importante del sistema nervioso central, con
actividad en la corteza cerebral, en especial en regiones frontales y temporales, en areas
subcorticales como los ganglios basales y regiones diencefalicas, asi como regiones en el
tallo cerebral. La acetilcolina se usa como un neurotransmisor del tipo exitatorio y del tipo
inhibitorio en el sistema nervioso central y en neuronas somaticas motoras, en el sistema

nervioso central predomina el efecto exitatorio.

La respuesta de la acetilcolina en las células postsinapticas varia al efecto de la acetilcolina
debido a una variedad de receptores postsinapticos. Estos receptores con sus subtipos
pueden ser estimulados por ciertas toxinas, por lo que se les ha nombrado de acuerdo a
esa sustancia que los puede estimular. Por lo que tenemos los receptores nicotinicos y los
receptores muscarinicos. Los receptores nicotinicos se encuentran en regiones especificas
del cerebro en especial en regiones frontales y temporales, en ganglios autonémicos y en
el musculo esquelético. Los receptores muscarinicos se encuentran en el musculo liso,
células del musculo cardiaco y células de algunas glandulas, por lo que se encuentran muy

distribuidas en el sistema cardiovascular, digestivo y respiratorio, pero también son



encontrados en regiones encefélicas, con una distribucion parecida a los receptores
nicotinicos (Bear 2016, Kandel 2013).
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Figura 22: Distribucion de los receptores muscarinicos y nicotinicos.

Fuente: Kandel, 2013.

Las neuronas colinérgicas presentes en el cerebro se pueden subdividir de acuerdo a su
predominio en localizacién; en el Complejo Basal Cerebral Anterior (Prefrontal Basal) y el
Complejo del Tallo Encefélico. EI complejo basal cerebral anterior esta ubicado
principalmente en una serie de nucleos esparcidos en el telencéfalo y las regiones mediales
y ventrales de los ganglios de la base, en estos estan las acumulaciones neuronales que
se han reconocido, sin embargo existen areas menos especificas no bien identificadas en
la corteza. Los nucleos de esta zona con; Nucleo Septal Medial que le proporciona
inervacién al hipocampo y el Nucleo Basal de Meyer que le da la inervacion colinérgica a la
neo corteza o regiones ventrales de cerebro. ElI segundo complejo es el Complejo
Pontomesencefalicotegmental, el cual brinda la actividad colinérgica localizada en los tres
segmentos del tallo encefalico, estos proporcionan la inervacion colinérgica a nucleos de
relevo localizados en la region dorsal del talamo, que a su vez se proyecta hacia regiones
cerebrales anteriores incluyendo regiones temporales donde se encuentra el hipocampo

(Figura XXX).
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Figura 23: Se observa los dos principales complejos detectados de actividad colinérgica, el
complejo cerebral anterior y complejo pontomesencefalicotegmental.

Fuente: Bear, 2013.

Se tiene que mencionar que los complejos colinérgicos mencionados en el parrafo anterior,
son los sitios que se han identificado, pero no son los Unicos, existen otros mas dispersos
localizados en las zonas cerebrales anteriores que incluyen corteza prefrontal y corteza
frontal, corteza hipocampica y corteza temporal, asi como regiones del tallo encefalico. Las
vias cerebrales colinérgicas se han podido identificar gracias a los avances en la
histoquimica donde se han utilizados anticuerpos especificos para identificar diversas

zonas con actividad colinérgica, encontrando que la distribucion de las neuronas



colinérgicas es muy variada, son neuronas morfolégicamente muy heterogéneas, y las vias

en algunas zonas estan mezcladas con otro tipo de neuronas (Bear 2016, Kandel 2013).

2.6 AGPCL y las Demencias

La demencia es definida como una alteracion de la memoria y la perdida de una o mas
habilidades que con anterioridad se conocian. La memoria debe de ser memoria de vital
importancia, tipo de memoria que si falta afectaria la vida personal, social y laboral, por lo

cual se buscara atencion especializada.

La demencia tiene que afectar a las labores personales, sociales y laborales como parte de
la definicion. Las demencias son muy frecuentes en estadisticas de EUA afectan a mas de
4 millones de personas, con un alto impacto econémico. El déficit memoria es la afeccion
cognitiva mas frecuente en la poblacién adulta y la forma mas frecuente de demencia es la

progresiva idiopatica llamada Enfermedad de Alzheimer.

Las demencias son el resultado de un dafio en redes neuronales, redes que utilizan ciertos
neurotransmisores como; noradrenalina, serotonina, dopamina y acetilcolina. La funcién
colinérgica esta relacionada de manera intima con la atencion y la memoria, pero
dependiendo de que vias se afecten primero y que neurotransmisor se afecte sera las
caracteristicas clinicas iniciales de un sindrome demencial. Tradicionalmente el patron de
afeccion anatémica de la enfermedad de Alzheimer es con inicio en regiones entorrinales,

es decir regiones inferior y medial de I6bulo temporal, que posteriormente se expande al



hipocampo, a la corteza parietal y después a toda la sustancia gris. En cambio, existen
diferentes patrones, como la demencia frontotemporal, un tipo de demencia progresiva
donde su patron de dafo inicia en l6bulo frontal, por lo cual en estos casos no inicia con
sindrome demencial clasico con afeccién de la memoria, si nho con afeccién conductual
como; alteraciones en el juicio, raciocinio y alteraciones de la personalidad (Hauser SL,

2013 / Zarranz Juan José, 2013 / Lakritzen L, Brambilla P, Mazzocchi A, Harsof L, 2016).

Las causas de demencia son multiples, una de ellas y tal vez la mas importante es la edad,
la cual se muestra que después de los 50 aflos se asocia a cambios microscopicos
presentes en la enfermedad de Alzheimer. Otra causa es la enfermedad multiinfarto que se
asocia directamente con el proceso de ateroesclerosis, que se relaciona con el sindrome
metabdlico; resistencia a la insulina, hipertension, obesidad, dislipidemia y proteinuria. El
alcoholismo es otra patologia que se asocia a demencia, el alcoholismo crénico
principalmente. La demencia secundaria a cualquier trastorno que dafe el encéfalo, como
traumatismos repetitivos, lesiones tumorales, otras enfermedades neurodegenerativas
como el Parkinson y la Esclerosis Multiple. Consumo crénico de ciertos farmacos y drogas

ilicitas.



TABLA 1

Clasificacion de las demencias

DEMENCIAS PRIMARIAS
Degenerativas
® Tipo Alzheimer
® No Alzheimer

— Corticales

¢ Frontotemporal
~ Enfermedad de Pick
Degeneracion del 16bulo frontal

Asociada a enfermedad de la moto-
neurona

e Con cuerpos de Lewy
e Degeneracion cortico-basal
e Degeneraciones corticales focales con
demencia
- Subcortical
e Parilisis supranuclear progresiva
e Artrofia multisistémica

e Enfermedad de Huntington

Vasculares

® Muluinfarto
® Subcorticales

B Mixtas cortical-subcortical

DEMENCIAS SECUNDARIAS

Figura 24: Clasificacion de las Demencias.

Fuente: Zarranz Juan José, 2013.

Un deterioro cognitivo por la edad es algo que estadisticamente 50% de las personas
tendran, sin embargo, solo un porcentaje menor sera lo suficiente para interferir en sus

actividades. Sin embargo, no se debe considerar como normal un deterioro cognitivo por la



edad, generalmente el deterioro por la edad estd mas relacionado con patologia
concomitantes mas que por la edad. Existe una fase previa a que se instaure la demencia,
gue el deterioro cognitivo leve, en el cual existe perdida minima de la cognicién y memoria,
pero no lo suficiente para interferir en actividades cotidianas y laborales. Inclusive se le
puede asociar a estados chuscos, con pérdida de la memoria repetitiva a situaciones no tan

importantes, como perder continuamente las llaves del automovil.

TABLA 11
Clasificacidn molecular de las demencias

Clasificacidn Laessdn Proteina e msemcin
Amiloidopatias Placas seniles Péplido B-amiloide *« Enfermedad de Aleheimer
Sinucleinopatias Cuerpos de Lewy a-sinucleina ¢ Demencia con cuerpos de Lewy

» Enfermedad de Parkinson

+ Enfermedad de Alzheimer

Taupatias Nidulos Proteina Tau ¢ Demencia frontotemporal
neurofibrilares con Parkinsonismo

+ Enfermedad de Alzheimer

Figura 25: Clasificacion molecular de las Demencias.

Fuente: Zarranz juan José, 2013.

La enfermedad de Alzheimer es la demencia mas frecuente, es de tipo degenerativo y con
un componente genético muy importante. Es de comienzo insidioso, caracterizado por su
defecto en la memoria acompafiado de trastornos cognitivos diversos. Patolégicamente
presenta atrofia cerebral en estudios de imagen como tomografia computada o resonancia
magnética, en especial de los lI6bulos temporales, asi como Iébulos parietales seguidos por

el frontal. A nivel microscopico la presencia de lesiones inflamatorias y cicatrizacion como;



placas neurdticas que contienen proteina B amiloidea, marafias neurofibrilares y la
acumulacioén de proteina beta amiloidea extracelular, en vasos sanguineos y leptomeninges
(Hauser SL, 2013 / Zarranz Juan José, 2013 / Lakritzen L, Brambilla P, Mazzocchi A, Harsof

L, 2016 / Ibafiez Menajes E. (2009).

Clinicamente la enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la presencia de demencia, con
predominio del defecto de la memoria, seguido por alteraciones en el lenguaje y
alteraciones visuespaciales. Un 20% de los pacientes inician con deterioro cognitivo leve,
gue posteriormente evoluciona a una demencia franca. Cuando inicia con deterioro
cognitivo leve se calcula que en 4tro anos se establecera una demencia franca en la mayor
parte de las personas, iniciando asi la dependencia hacia un cuidador. Generalmente los
pacientes no estan totalmente conscientes de lo que les esta pasando, pudiendo fluctuar
de estados de ansiedad, depresion, asi como agresividad, asi como episodios de confusion
y hasta delirio. En estadios mas avanzados requieren ayuda en funciones de cuidados
personales, otros se levantan de cama y deambulacion sin propdsito. Igualmente, el ciclo
sueno Yy vigilia se ve alterado de manera significativa y esto aparece generalmente desde
el inicio de la enfermedad. El curso tipico va desde 1 a 8 afos, pero puede ser mas lento el

proceso y durar hasta 25 afios.

El diagndstico y diagnoésticos diferenciales del paciente que se sospecha enfermedad de
Alzheimer es primero que cuente con un cuadro clinico de demencia progresiva, ademas
gue se descarte una causa secundaria, por lo tanto, requerira estudios de imagen,

examenes de laboratorio, asi como antecedentes de importancia. Si se descarta cualquier



otra causa, entonces se diagnosticara enfermedad de Alzheimer. Ademéas de la
caracteristica progresiva. Los aspectos genéticos son muy importantes debido a que este
padecimiento cuenta con una carga genética importante, se han descrito varios genes
afectados; gen de la proteina precursora amiloidea en el cromosoma 21, preselina 1
preselelina 2 y el gen Apo E en el cromosoma 19 (Daroff R, Jankovic J, Mazzotta J, Pomeroy

S, 2016 / Zarranz Juan José, 2013).

El tratamiento de la enfermedad de Alzheimer involucra aspectos de cuidados generales,
asi como rehabilitacion en sus diferentes modalidades. Medicamento las opciones del
manejo se encuentran limitadas a; dopenezilo, rivastigmina, galantamina y tacrina, que son
inhibidores de la acetilcolinesterasa, perpetuando asi funcion colinérgica. Otro
medicamento que muestra mejoria es la memantina y el Ginkgo biloba. Igualmente, la
vacuna contra la proteina beta amiloidea se reporta como beneficiosa. Por lo tanto, debido
a el limitado arsenal de medicamentos, se empez0 a buscar alternativas o apoyos
terapéuticos, es donde la dieta y el ejercicio entran. Con respecto al ejercicio muestra un
claro beneficio. En la alimentacidén uno de los alimentos mas estudiados y relacionados son
los omega-3, los cuales forman parta cada vez mas del tratamiento de las demencias, con
evidencia de una mejoria cuando se suplementan y se modifica la dieta, algunos autores
refieren el consumo acumulado de dieta y suplementacion de 4000mg de omega-3 muestra
un claro beneficio en los pacientes con demencia y los pacientes con deterior cognitivo leve

(Daroff R, Jankovic J, Mazzotta J, Pomeroy S, 2016).

2.7 AGPCL y las enfermedades extrapiramidales



Las enfermedades extrapiramidales también llamadas enfermedades de los nucleos
basales, o enfermedades caracterizadas por movimientos anormales, son patolégicas que
ocurren por disfuncién de los nucleos basales. Los nucleos basales estan formados por;
nacleo caudado, putamen, globo palido, sustancia negra y nucleo subtalamico. Por
definicién un ndcleo basal es un agrupamiento de neuronas fuera de la corteza cerebral, se
han dejado estos cinco debido a que participan en la misma funcién. Su funcién es ayudar
a la corteza motora primaria, suplementaria y promotora, corteza piramidal. Esta ayuda
consiste en corregir errores del movimiento y guardar secuencias de los muchos programas

motores que utilizamos.
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Figura 26: Los nucleos basales en un corte axial a nivel del tercer ventriculo.

Fuente: Crossman Alan, Neary David, 2015.



La enfermedad de Parkinson, es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente,
precedida de la enfermedad de Alzheimer, se estima que existen 5 millones de personas
en todo el mundo que sufren este padecimiento, afecta a hombres y mujeres, de todas las
edades, de todas las razas, todas la ocupaciones y todos los paises. La edad media

promedio es de 60 afios, pero puede aparecer tan joven como a los 20 afios.

Clinicamente se caracteriza por temblor en reposo, rigidez, bradicinecia y alteraciones en
la marcha, a estos sintomas se les llama sintomas cardinales. Otros sintomas asociados
son; periodos de adinamia, inestabilidad postural, dificultad para el habla, disturbios
autondémicos, deterioro cognitivo y demencia. En fases avanzadas puede presentar

cualquier sintomatologia. (Hauser SL,2013 / Zarranz Juan José, 2013 / Bousquet M, 2011)

El desorden histopatolégico inicial en la enfermedad de Parkinson es la degeneracion de
neuronas dopaminergicas localizadas en la pars compacta de la sustancia negra en el
mesencéfalo, reduciendo la funcion dopaminergica al sistema extrapiramidal. También se
observan depdsitos anormales de cuerpos de Lewy. Algo muy importante es que la lesion
en la sustancia negra es la primera caracteristica clinica de la enfermedad, sin embargo,
otras regiones del sistema nervioso también se ven afectadas como; nucleo de Meynert
productor de acetil colina, locus ceruleos productor de norepinefrina, ndcleos del rafe
productores de serotonina y neuronas del sistema olfatorio, hemisferios cerebolosos,
medula espinal y sistema nervioso autobnomo. Algunos estudios reportan que el defecto

dopaminergico causado por la destruccion de las neuronas de la sustancia negra se



encuentra a la mitad de la historia natural del Parkinson, por lo que existe evidencia de

datos clinicos incipientes, antes de que se manifieste los trastornos motores.
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Figura 27: Sintomas de la enfermedad de Parkinson.
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Parkinsonismo se refiere al complejo de sintomas motores clésicos en la enfermedad de
Parkinson, pero que tienen un origen definido, una causa secundaria. Las causas
secundarias pueden ser: medicamentos, tumores cerebrales, infecciones, de origen
vascular, hidrocefalia normotensa, traumatismos, falla hepética y asociada a otras
enfermedades neurodegenerativas (Daroff R, Jankovic J, Mazzotta J, Pomeroy S, 2016 /

Zarranz Juan José, 2013).

La etiologia de la enfermedad de Parkinson en un 90% de los casos es esporadica y de
causa desconocida. Hay factores de riesgo como el factor ambiental, el factor genético,
exposicion a pesticidas, en regiones rurales, el consumo de aguas de pozo y factores que
al parecer reducen su riesgo como el tabaquismo y el consumo de cafeina. Hay factores
asociados a la patologia como; el estrés oxidativo, acumulacién de calcio intracelular,

inflamacion, disfuncion mitocondrial y estrés proteolitico.

El tratamiento de la enfermedad de Parkinson es a base de levodopa, la cual fue introducida
en 1960 y ha continuado siendo la piedra angular del tratamiento. Otras opciones son los
agonistas dopaminergicos como bromocriptina, pergolida y cabergolida. Otro grupo son los
inhibidores de la MAO como la selegilina y rasagilina. Al igual que otros trastornos
neurodegenerativos, el ejercicio y la modificacion de la dieta son parte del tratamiento. En
los dltimos afios se han hecho estudios en relacion a la suplementacién de omega-3 y el
mejoramiento de los pacientes con Parkinson, los cuales encuentran una mejoria
significativa (Daroff R, Jankovic J, Mazzotta J, Pomeroy S, 2016 / Zarranz Juan José, 2013

[ Hauser SL, Josephson SA. (2013).



El trastorno del movimiento hiperkinetico esta otra enfermedad del sistema extrapiramidal,
la cual se caracteriza por presentar movimientos involuntarios ocurriendo aisladamente o
en combinacién con otros. El temblor, el cual consiste en una alteracion en la contraccion
de musculos agonistas y antagonistas, en una manera ritmica. Hay tres tipos; temblor en
reposo, temblor postural y temblor kinetico. Por ejemplo, en la enfermedad de Parkinson
hay dos tipos de temblor; temblor en reposo y postural. En las afecciones cerebelosas se
caracterizan por un temblor de intencion o kinetico. Afecta a 5-10 millones de personas a
proximamente, con predominio en la edad adulta. La etiologia del temblor esencial no se
conoce, aproximadamente 50% tienen presente algun familiar por o que se sospecha algun
patron autosémico dominante. Esta ligado a defectos en el cromosoma 3q13, 2p22-25 y
6p23. El tratamiento cuando son casos leves o0 moderados no lo amerita, cuando interfiere
en alguna actividad importante como comer se puede administrar b-bloqueadores o
primidona, que son los medicamentos mas utilizados. El propanolol es otro medicamento
gue se puede utilizar. Asi como el Parkinson, la dieta puede ayudar, en especial con
ingestas elevadas de omega-3 y complejo B como suplementacion, acompafada de

actividad fisica aerdbica.

Las distonias son trastornos caracterizados por contracciones involuntarias, repetitivas
asociadas posturas de flexion y posturas repetitivas. Estas pueden variar desde
contracturas aisladas a contracturas que involucran varios musculos o grupos musculares.

La frecuencia estimada es de 300 mil casos en estados unidos. Las disfonias se pueden



clasificar de acuerdo a la edad como se presenten, su distribucion y su etiologia (Zarranz

Juan José, 2013 / Hauser SL, Josephson SA, 2013).

2.8 AGPCL y otras enfermedades neuroldgicas

Otros aspectos relacionados con la reduccién de la capacidad cognitiva han sido explorados
recientemente. La depresion y sus sintomas pueden aumentar el riesgo y la progresion del
deterioro cognitivo leve a la demencia. La ingesta de acidos grasos omega-3 puede aliviar
los sintomas de la depresion. En este sentido, un estudio clinico aleatorizado, doble ciego,
ha investigado los efectos de diferentes dosis de omega-3 en los sintomas de depresion,
deterioro cognitivo leve y en la calidad de vida de 50 personas mayores de 65 afios de edad
durante el periodo de seis meses. El omega-3 se complement6 en una formulacion rica de
acido eiocosapentaenoico, rica en acido docosahexaenoico y el control, rico en acido
linoleico. La suplementacion de formulacion rica en acido docosahexaenoico mostro una
mejora de la salud fisica autoreportada por los pacientes. La suplementacion de las dos
formulaciones, ricas en acido eiocosapentaenoico y acido docosahexaenoico, se asocio con
beneficios sobre la salud mental en los adultos mayores con deterioro cognitivo leve y

reduccion de los sintomas depresivos (Sinn N, Katherine M, Steven J, 2012).

La relacion en el consumo de acidos grasos omega-3/omega-6 era 5:1 a 10:1 en promedio,
mientras que en la actualidad esta relacion ha aumentado a razones cercanas a 20:1 en
muchos paises de occidente. En las ultimas décadas el consumo de omega-3 a través de

la dieta, ha disminuido considerablemente, especialmente en los paises occidentales.



Situacion que ha sido generada, en gran parte, por un aumento considerable en el consumo
de aceites vegetales ricos en 4cidos grasos omega-6 y carne las que aportan cantidades
importantes de &cido araquidénico. Ninguno de estos alimentos aporta acido
docosahexaenoico y &cido eiocosapentaenoico. A lo anterior se agrega que la fuente
mayoritaria de acidos grasos omega-3 aportada por la dieta es el acido linoleico, cuya
conversion a &cido eiocosapentaenoico y acido docosahexaenoico en los mamiferos,
particularmente en el hombre, es muy baja. Diferentes estudios demuestran que una baja
ingesta de omega-3 puede tener consecuencias nocivas en el tratamiento de la depresion,
mientras que una alta ingesta de estos acidos grasos es beneficiosa en el tratamiento de la
enfermedad. Una posible explicacion para estos hallazgos se relaciona con alteraciones en
la composicion de las membranas plasmaticas neuronales, causadas especificamente por
un déficit de acido docosahexaenoico en sus fosfolipidos. Estas alteraciones podrian estar
involucradas tanto en la génesis de la depresion como en otros trastornos de esta indole.
En general, las actuales lineas de investigacion hacen hincapié en las relaciones entre los
bajos niveles titulares de acido docosahexaenoico y el riesgo de presentar diversos
trastornos neurologicos incluyendo, el deterioro cognitivo, la demencia cognitiva la

depresion y depresion post parto (Valenzuela A, 2009).

Una investigacion realizada por Lombard de manera laboral que se tenia una mejor
percepcion de su salud tanto fisica como mental cuando incluia en su alimentacién
pescados ricos en omega-3. La mayoria de los estudios han demostrado una asociacién
directa entre la disminucion de la ingesta de omega-3, especialmente de &cido

docosahexaenoico y un mayor riesgo de presentar depresién. Aun mas, la mayor incidencia



de depresién en algunos paises esta en directa relacion con el bajo consumo de pescado
en su poblacion (Lombard Cb, 2000 / Tanskanen A, Hibbeln JR, Tuomilehto J, Uutela A,

2001)

En las ultimas decadas, la edad de aparicién de la depresién ha disminuido, y su incidencia,
en el mundo occidental ha aumentado hasta 20 veces mas. Sin embargo, no se puede dejar
de lado que una explicacién para este aumento en los niveles de depresién de la poblacion
pueda deberse, en parte, a una mejor aplicacion de criterios de diagnéstico o al
mejoramiento de la organizacion sanitaria que comenzO a recibir esta patologia. No
obstante, las investigaciones mas recientes sugieren que los omega-3, en particular el acido
eicosapentanoico y acido docosahexaenoico, podrian tener una aplicacion terapéutica en
el tratamiento de la depresion. Diversos antecedentes epidemioldgicos apoyan una relacion
entre un aumento en la ingesta de pescados o mariscos y una menor incidencia y/o
prevalencia de depresion. En cuanto a las demencias, el estudio de Rotterdam informo que
el riesgo de presentar demencia vascular se correlaciono negativamente con el consumo
de pescados ricos en omega-3 (Nemets B, Stahl Z, Belmaker RH, 2006 / Valenzuela R,

Bascuna K, Valenzuela A, Chamorro R, 2009).

Un grupo de investigadores liderados por Morris y cols. examinaron adultos, con una edad
mayor o igual a 60 afios, en los cuales se estudid la relacion entre los sintomas propios de
la depresion y su relacion con los omega-3, determinandose que existia una mayor
incidencia de sintomatologia depresiva a menor ingesta de estos acidos grasos. Estudios

epidemiologicos han descrito una conexion entre la ingesta de pescado y mariscos y la



proteccién al desarrollo de trastornos bipolares y afectivos. Un estudio doble ciego, placebo
control, demostré que la suplementacién dietaria con omega-3, mejoro a corto plazo el
curso clinico del trastorno bipolar. En primer lugar, el &cido docosahexaenoica y en menor
grado el 4cido eiocosapentanoico es un componente estructural normal de la estructura de
los fosfolipidos que forman parte de las membranas plasmaticas neuronales por lo cual
resultan claves en diversos mecanismos de transporte ubicados en estas estructuras, por
ejemplo, modulando el funcionamiento de proteinas transportadoras (Carlson SE, 2002 /

Valenzuela R, Vascona K, Valenzuela A, Chamorro R, 2009).

El acido docosahexaenoica y el acido eiocosapentanoico les otorgan una mayor fluidez a
las membranas plasmaticas neuronales participando en la regulacién de la actividad de
algunos receptores de membrana. Por otra parte, estos acidos grasos pueden bloquear el
flujo de calcio intracelular interfiriendo en la actividad de los canales de calcio, efecto similar

al que producen bloqueadores de estos canales como el verapamil o la nimodipina.

Una investigacion realizada por Lombard que utilizo muestras aleatorias, confirmo que el
consumo frecuente de pescado en la poblacion general estd asociado a un menor riesgo
de intencion suicida. Los intentos de suicidio también se han relacionado con una
disminucion en las reservas de omega-3. En otros estudios se demostré una asociacion
directa entre un mayor riesgo de intento de suicidio y una menor concentracion de acido
eiocosapentaenoico en membranas de glébulos rojos. Por otra parte, la relacion temporal
entre la época del afio y la incidencia de depresion y el intento de suicidio, ha sido descrita

por los investigadores hace bastante tiempo, indicando que en primavera se producen mas



suicidios que en verano, otofio o invierno. Recientes investigaciones han demostrado que
los niveles de omega-3 también varian segun la estacionalidad, con niveles mas altos de
acido docosahexaenoico durante la temporada de otofio-invierno. La variacion estacional
en los niveles de omega-3 podria contribuir, al menos en parte, a explicar la estacionalidad
de los suicidios. Algunos autores han llegado a la conclusion, a partir de los antecedentes
obtenidos tras la suplementacion con omega-3 en pacientes que presentan las
enfermedades anteriormente mencionadas, que esta puede ser necesaria y que incluso
deberia ser considerada como parte del tratamiento. Sugieren, ademas, que se deberia
trabajar en la busqueda de la dosis y el tiempo efectivo de suplementacion (Valenzuela R,
Bascuna K, Valenzuela A, Chamorro R, 2009 / Morris MC, Evans DA, Bienias JL, Tangney

CC, Bennett DA, Wilson RS, 2003 / Lombard C, 2000).

Con estudios de imagen como la resonancia magnética nuclear se ha demostrado que el
acido eiocosapentaenoico estaria involucrado en cambios estructurales en el tejido
cerebral, probablemente debido al aumento en la biosintesis de fosfolipidos y una reduccién
en la degradacion de estos. En un estudio que incluyo una suplementacion de 1 gramo de
acido eiocosapentaenoico al dia, se observé una reduccion de los sintomas depresivos e
incluso del comportamiento agresivo. En otro estudio se observé un marcado efecto clinico
positivo del acido eiocosapentaenoico cuando se utiliz6 como coadyuvante en la terapia de
la depresion refractaria. Se cree que los efectos del acido eiocosapentaenoico en esta
patologia, podrian relacionarse con un efecto general a nivel de inmunosupresion, y/o a una

resistencia a la dexametasona y a la supresion parcial de la actividad del eje hipotalamico-



pituitaria-adrenal, causada por eicosanoides derivados del metabolismo del &cido

eiocosapentaenoico.

Ademas de los efectos favorables frente a la depresion observados tras consumir acido
eiocosapentaenoico, igualmente se reporta que las dietas bajas en omega-3 en mujeres
embarazadas se asocia a un mayor riesgo de depresién postparto (Rapport Sl, Bosetti F,
2002 / Munck H, Song C, Uhr M, 2004 / Valenzuela R, Bascuna K, Valenzuela A, Chamorro

R, 2009).

2.9 Suplementacion de Omega 3

La suplementacion con omega-3 en los procesos cognitivos encefalicos del ser humano ha
sido un tema de discusiéon durante ya hace mas de una década, existiendo varios ensayos
clinicos, en diferentes condiciones, incluyendo enfermedades neurodegenerativas como las
demencias, Enfermedad de Parkinson y el estado previo a demencia el deterioro cognitivo
leve y también en el envejecimiento saludable. El estudio realizado por Boston evalu6 el
efecto de la suplementacion de un derivado sintético del acido eicosapentaenoico, para
verificar las alteraciones de aprendizaje en pacientes mayores de 65 afios con el
diagndstico de la demencia tipo Alzheimer, evaluados mediante el test de cognicién. Cada
paciente fue visto, al principio del estudio, durante 12 semanas sin tratamiento, seguido por
12 semanas de tratamiento con el derivado de EPA en una dosis de 1000 mg al dia. Se

recogieron muestras de sangre antes y después del periodo de tratamiento para medir la



concentracion de acidos grasos en la membrana de los eritrocitos y los test de memoria, y
de evaluacion visual analdgica fueron aplicados por el cuidador del paciente. Los pacientes
suplementados con el derivado de EPA mostraron una mejoria significativa en la calificacion
visual analdgica. Las otras variables y pruebas evaluadas no mostraron resultados
significativos con la administracién de suplementos. Los autores llegaron a la conclusién de
que tal vez sea necesario un periodo de suplementacion mas largo para encontrar
resultados mas consistentes y de mayor eficacia, en especial en enfermedades

demenciales (Boston P, Bennett A, Horrobin D, Bennett C, 2006).

En otro estudio se probo la suplementaciéon con cantidades mas altas de acido
docosahexaenoido. En el estudio de Freud-Levi, un estudio doble ciego, controlado se
evaluaron 174 pacientes con demencia tipo Alzheimer tratados con inhibidor de la
acetilcolinesterasa. En el primer paso, los enfermos fueron aleatorizados para recibir
suplementos diarios de acido docosahexaenoico de 1.7 gramos y acido eiocosapentaenoico
0.6 gramos y un grupo placebo por un periodo de seis meses. Después de este periodo, en
la segunda fase, todos los pacientes recibieron acidos grasos omega-3 durante seis meses.
Los principales resultados evaluados fueron la incorporacion plasmatica domega-3, los test
de escala clinica de demencia y la funcion cognitiva para la enfermedad de Alzheimer que
fueron aplicados en las dos fases del estudio. En el primer paso, la administracion de
omega-3 se asocio con un aumento de los niveles plasmaticos de acido eiocosapentaenoico
y acido docosahexaenoico, pero no se encontré un efecto significativo en la reduccion del
deterioro cognitivo. Llama la atencion, en la segunda etapa del estudio, que el subgrupo de

32 pacientes con estadio leve de la demencia mostro un efecto significativo y positivo de la



suplementacion de omega-3 en el retraso del deterioro cognitivo evaluado. Esta
observacion pone de relieve la importancia de los acidos grasos omega-3 en diferentes
etapas de las enfermedades demenciales degenerativas. Antes de la aparicién de la
demencia, hay un periodo de 2 afios o mas llamad deterioro cognitivo leve, en que
mediadores inflamatorios cerebrales son de leve a moderadamente elevados en posibles
candidatos para desarrollar Alzheimer. Poco se sabe acerca de la progresion de la situacion
de riesgo de la enfermedad de Alzheimer para la enfermedad clinicamente expresada. La
respuesta inflamatoria descrita puede causar dafo a las neuronas y exacerbar el progreso
patolégico de la enfermedad. El uso de farmacos con efecto antiinflamatorio puede influir
beneficiosamente en esta etapa de la enfermedad por inhibicion de la produccion de COX-
1y 2y por la activacion del factor de transcripcion (Freud-Levi Y, Eriksdotter M, Cederholm

T, 20086).

Igualmente, los omega-3 pueden modificar la respuesta inflamatoria al disminuir la
produccion de citoquinas pro inflamatorias y aumentar las antiinflamatorias a través de la
alteracion de la actividad de los factores de transcripcion de genes como el NF-KB. En este
sentido, se hizo de interés mas estudios en pacientes con deterioro cognitivo leve,
incluyendo los pacientes con estatus de riesgo de Alzheimer, para demostrar los beneficios

de omega-3 en la progresion inicial de la enfermedad (Caterina R, 2011).

Como se comentd la concentracion de los omega-3 y el equilibrio principalmente entre
omega-3 y omega-6 es de muy importante, aproximadamente por cada cuadro omega-6

tiene que haber un omega-3, esto para mantener un efecto beneficioso en nuestro



organismo. La concentracibn de acidos grasos omega-6, particularmente el &cido
araquidonico, puede reducirse en la membrana neuronal con el envejecimiento.
Experimentalmente, en ratas de edad avanzada, la suplementacion de acido araquidonico
en la dieta oral ha mejorado el rendimiento de la plasticidad sinaptica (Kotani S, Nakazawa

H, Tokimasa T, Akimoto K, 2003).

Un estudio de Kotani en el 2006 abrié un nuevo camino mediante la exploracion de la
asociacion de acido araquidénico de la familia omega-6 y el acido docosahexaenoico en 39
pacientes con amnesia, deterioro cognitivo leve, lesién cerebral organica y pacientes con
Alzheimer. Se evaluaron las funciones cognitivas en dos etapas: antes y 90 dias después
de la administracion de suplementos de 240 mg / dia de acido docosahexaenoidco y acido
araquidénico o placebo. Los pacientes con amnesia y deterioro cognitivo leve,
suplementados con acido araquidonico y acido docosahexaenoico, mostraron una mejoria
significativa en la memoria inmediata y en la atencion. Por otra parte, el grupo de pacientes
con lesion cerebral organica mostro una mejoria significativa en las puntuaciones de la
memoria inmediata y remota. Sin embargo, no se han encontrado resultados similares en
la enfermedad de Alzheimer. Los autores sugieren que la suplementacion de &cido
docosahexaenoico y acido araquidonico puede mejorar la disfuncion cognitiva relacionada
con dafio cerebral organico o de envejecimiento (Kotani S, Sakaguchi E, Aarashina S,

2006).

En el estudio aleatorio doble ciego de Chiu C, fue investigada la capacidad terapéutica

aislada de acido eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico en la funcion cognitiva y en



el estado clinico general. Los pacientes con enfermedad de Alzheimer y con deterioro
cognitivo leve fueron, respectivamente, asignados aleatoriamente para recibir suplementos
de &cido eicosapentaenoico 1,080 mg/dia y acido docosahexaenoico 720 mg/dia o placebo
1,8 g/dia de aceite de oliva durante 24 semanas. Se encontrd, en el grupo tratado con
acidos grasos omega-3, tasas mas altas de acido eicosapentaenoico en las membranas de
hematicas que fueron asociadas con una mejora general en el resultado cognitivo. El grupo
de tratamiento mostro una mejoria en la puntuacion de la escala de comportamiento en
comparaciéon con el grupo placebo. El grupo tratado con omega-3 también mostro una
mejoria significativa en la escala cognitivas en comparacion con el grupo placebo en los
participantes con deterioro cognitivo leve, pero este resultado no se observo en los
pacientes con enfermedad de Alzheimer establecida (Chiu C, Cheng T, Chang C, Dewey

M, 2008).

Otro estudio realizado por Quinn JF, valoro el efecto aislado de los suplementos de omega-
3 especificamente el acido docosahexaenoico en la progresion de la enfermedad de
Alzheimer mediante la aplicacion de la escala cognitivas. Este es un estudio evalué la oferta
de 2g de acido docosahexaenoico en comparacion con placebo en 295 pacientes con
enfermedad de Alzheimer durante 18 meses consecutivos. Los resultados no mostraron
una mejoria significativa en la escala de deterioro cognitivo en estos pacientes (Quinn Jf,
Raman R, Thomas RG, Yurok-Mauro K, Nelson EB, 2010). Se han estudiado los acidos
grasos omega-3 en pacientes ancianos sin la enfermedad de Alzheimer, pero quejandose

de la falta de memoria subjetiva. Dos estudios mostraron efectos clinicos positivos de la



suplementacién con omega-3 en las funciones cognitivas. Un estudio piloto evalud la
administracion de suplementos de 4cido eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico en
combinacién con fosfatidilserina. Este fosfolipido estd implicado en la sefalizacion
transmembrana en las neuronas del sistema nervioso central y puede mejorar el
metabolismo cerebral alterado durante el proceso de envejecimiento. Se administré la
fosfatidilserina 300 mg y 37,5 mg de &cido eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico al
dia durante seis semanas a ocho voluntarios de edad avanzada. Los resultados fueron
evaluados mediante el programa informético especifico para evaluar los trastornos
cognitivos del lenguaje y de la atencion. Después de 3 semanas de suplementacion, se
observo una mejora significativa en la capacidad de recordar palabras y una disminucién
en el test de la perdida de la memoria inmediata (Richter Y, Herzog Y, Cohen T, Steinhart

Y, 2010).

Un estudio por Yurro-Mauro de 485 participantes en EUA, que se tratdé de suplementar a
las personas sanas con una media de 55 afios y quejandose de la pérdida de memoria
subjetiva. La falta de memoria se evalué mediante los criterios del test de deterioro cognitivo
relacionado con la edad, que evalia objetivamente la disminucion fisiologica en el
funcionamiento cognitivo como consecuencia del envejecimiento. Los resultados
secundarios fueron evaluados por medio de la Bateria Automatizada de Test
Neuropsicolégicos de Cambridge. ElI grupo experimental se complementé con acido
docosahexaenoico 900 mg/dia y el grupo placebo. El grupo suplementado con &cido

docosahexaenoico mostro un efecto positivo sobre la capacidad de reducir la pérdida



gradual de la memoria. Los resultados mostraron una mejora en la memoria visual

inmediata y en el aprendizaje de palabras (Yurok-Mauro K, McCarthy D, Rom D, 2010).

Existe mucha evidencia de estudios observacionales sugiere que la ingesta de dietas ricas
en &cido eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico puede proteger los adultos mayores
del deterioro cognitivo y de la demencia; sin embargo, los resultados de los estudios de
intervencion, cuando considerados aisladamente, no permiten extraer conclusiones
definitivas. En este sentido, un reciente metaanalisis busco evaluar, a partir de tres ensayos
aleatorizados, doble ciegos y controlados, el uso de omega-3, durante un minimo de seis

meses, por los participantes de 60 o mas afios de edad, libres de demencia o disfuncién
cognitiva al inicio del estudio. En dos estudios, los participantes recibieron capsulas
conteniendo omega-3 o placebo conteniendo aceite de oliva o de girasol durante seis o0 24
meses. Ninguno de los estudios examino el efecto de omega-3 sobre la incidencia de la
demencia. Los autores no encontraron alteraciones sustanciales en las pruebas de la
funcidn cognitiva en ancianos sanos y sugieren que sean necesarios estudios de mayor
duracion para aumentar la capacidad de detectar los efectos de los suplementos de omega-
3 en la prevencion del deterioro cognitivo en los adultos mayores (Sydenham E, Danguor

AD, Lim WS, 2012).

El uso combinado de acidos grasos omega-3 y otros nutrientes con poder antioxidante y
antiinflamatorio puede ser una terapia alternativa. Recientemente, un estudio piloto
aleatorizado, doble ciego, controlado por placebo evalud la eficacia de la combinacién de

omega-3 con acido alfa lipidico.



Este acido se encuentra en forma natural en la mitocondria y es un potente antioxidante.
Tiene propiedades antiinflamatorias y se ha demostrado que el reduce la actividad de NFK
in vitro en células estimuladas con TNF-a en una manera dependiente de la dosis. En 39
pacientes con enfermedad de Alzheimer, se ha administrado, por sorteo, una formulacion
aislada de 675 mg de acido docosahexaenoico y 975 mg de acido eiocosapentanoico; una
formulacion combinada de omega-3 con 600 mg de acido alfa lipoico y el placebo. Cada
paciente recibid instrucciones de tomar 3 capsulas al dia durante 12 meses. La formulacion
combinada de omega-3 + acido alfa lipoico mostro una mejoria significativa respuesta y de
las actividades instrumentales de la vida diaria en comparacion con placebo. El grupo
suplementado con la formulacion aislada de omega-3 también mostro un menor deterioro
en comparacion con el placebo. Los autores sugieren que, si bien los resultados fueron
representados por el pequefio tamafio de la muestra, la suplementacion combinada e
omega-3 y acido lipoico en el tratamiento de Alzheimer es prometedora (Shinto L, Quinna

J, Montie T, 2013).

2.10 Modelos experimentales para la memoriay cognicion

La memoria se puede definir como el proceso cognitivo por el cual nuestro cerebro es capaz
de codificar, almacenar y recuperar informacion del pasado. Por mucho tiempo no se habian
identificado estructuras cerebrales relacionadas con este proceso. En 1957 de manera
incidental en un estudio de investigacion neuroquirurgica donde una serie de pacientes se

sometieron a reseccion de la corteza medial de los I6bulos temporales, incluyendo los



hipocampos, esto como parte del tratamiento de la enfermedad epilepsia. El caso que
resalta es el caso del paciente H.M. (Henry Molaison), al cual le extirparon ambos |6bulos
mediales temporales incluyendo hipocampos, y como consecuencia observaron que los
pacientes presentaban perdida de la memoria a largo plazo y solo presentaban retencion
de informacién de minutos. A partir de esos hallazgos los modelos ya tenian una region

anatdémica cerebral relacionada directamente con la memoria.

A partir de estos hallazgos se propone un modelo/hipétesis para entender la memoria, la
cual se divide en: Memoria a largo plazo y Memoria a corto plazo/memoria de trabajo (Figura

28).

r,/ MEMORIA \l

Explicita (declarativa) Implicita (no declarativa)
® |a informacion se retiene mediante esfuerzo * Aprendizaje no consciente
consciente

* Conocimiento de acontecimientos, lugares, hechos
* Permite crear asociaciones nuevas

* Fases del proceso:

1. Codificacién

2. Almacenaje

3. Recuperacion Procedimientos 5. . Condicionamiento  Aprendizaje
(habilidades, habitos) g clasico simple no asociativo

T

Respuesta Musculatura
emocional esquelética

Estriado Neocorteza Amigdala Cerebelo Vias reflejas

Lébulo temporal medio
del diencéfalo

B

Memoria inmediata
Memoria a corto plazo
Memoria a large plazo

Figura 28: Tipos de memoria y las estructuras cerebrales relacionadas.



Fuente: Navarrete F. 2008.

Los modelos animales de trastornos cognitivos desempefian un papel muy importante
en la comprension de la funcién cognitiva. Con su utilizacion podemos profundizar en las
bases fisiopatologicas del deterioro que se produce por el simple hecho de envejecer o
el que aparece asociado a diferentes situaciones patoldgicas, como la enfermedad de
Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas. Ademas, los modelos animales
nos permiten comprobar la eficacia de nuevos farmacos e identificar posibles dianas

terapéuticas.

En la evaluacién de la memoria en animales las pruebas utilizadas con mas frecuencia
las podemos subdividir en cuatro grupos: pruebas para la memoria no espacial, la

memoria espacial, el aprendizaje asociativo y la memoria emocional.

En las pruebas que evallan la memoria no espacial se encuentra la Prueba de
reconocimiento de objetos y la Prueba de reconocimiento social. Para la memoria
espacial encontramos la Prueba de Laberinto acuatico de Morris, Prueba de Laberinto
de Barnes y Prueba de Laberinto en Y. En el aprendizaje asociativo tenemos la Prueba
de evitacion pasiva y la Prueba de evitacion activa y finalmente en la Memoria emocional
se utilizan dos pruebas la Prueba de condicionamiento aversivo al sabor y la Prueba de
Sobresalto potenciado por el miedo. Existen pruebas que se utilizan en algunos centros

gue son variantes o adaptaciones de las pruebas mencionadas.



Un punto muy importante es tomar en cuenta que en los animales solo se puede evaluar
la memoria a corto plazo, las pruebas mencionadas solo evalian memoria a corto plazo,
se pueden encontrar en algunos estudios algunos modelos para intentar evaluar la
memoria a largo plazo sin embargo debido a mdultiples variables no hay un modelo

aceptado que se utilice para la investigacion de dicha memoria.

En esta investigacion se utilizaron dos pruebas: la Prueba de Reconocimiento de Objetos
y la Prueba de Laberinto en Y. La Prueba de Reconocimiento de Objetos 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. Se cuantifica el tiempo que permanecio en los dos objetos y se

obtiene un indice de discriminacion.

By A
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Figura 29: Prueba de Reconocimiento de Objetos (ORT).



Fuente: Arunrungvichian, K 2015.

La segunda prueba utilizada es la Prueba de Laberinto en Y modificado, la cual 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.

/X Closed arm
30 min
O & >
Sample trial Test trial
(5min) (5 min)

Figura 30: Prueba de Laberinto en Y Modificada.

Fuente: Arunrungvichian, K 2015.



CAPITULO Il
PARTE EXPERIMENTA



3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Modelo animal. Se utilizaron ratas Wistor género indistinto de 4-6 semanas de
edad al inicio del estudio, suministradas por el bioterio de la Facultad de Ciencias
Quimicas e Ingenieria de la Universidad Autbnoma de Baja California. Se agrupo 1 rata
por jaula bajo ciclos de iluminacién por periodos de 12 horas y con temperatura y

himedad controlada.

3.1.2. Dieta experimental y composicion. Se aliment6 a las ratas después de 4-6
semanas de nacidas con Rodent laboratorio chow 5001, (México) 15 g por dia por un
periodo de 6 semanas. Cada porcion de alimento presenta el siguiente contenido

nutrimental (Tomando en cuenta el 10% de humedad):

Ingrediente Porcion 100 g Porcion 15 g

Proteinas 21.5% 3.22%
Carbohidratos 43.8% 6.57%
Minerales 6.3% 0.945%
Grasas

Colesterol 180 ppm 27 ppm
Acido linoleico 1.09 % 0.16 %
Acido araquiddnico 0.009% 0.001 %
Acidos grasos Omega-3 0.17% 0.025 %

DHA (40%) 0.068% 0.010% -0.15¢




EPA (60%) 0.102% 0.015% -0.225¢

Acidos grasos monoinsaturados 1.34% 0.20 %

3.1.3 Suplementacion con omega-3. El alimento se suplemento con cdpsulas de aceite
de pescado (DHA 700 y EPA 850 fish oil, Madre Labs, pharmaceutical grade, Alemania)
formuladas con 1g de aceite de pescado omega-3. El aceite se dreno de las capsulas y
se mezclé a la porcién de alimento diario DHA: EPA 1:1. Las dietas se prepararon de
acuerdo a las dosis experimentales y se almacenaran a 4°C evitando la oxidacion
mezclando al alimento Terbutil hidroquinona (TBHQ), (200 mg/kg de grasa) segun
directrices del AIN-93 para roedores de laboratorio. Las dietas se prepararon con una
proporcion DHA: EPA 1:1, el grupo experimental de 6 a 8 ratas de acuerdo a cuatro dosis
experimentales de Omega-3 PUFA: grupo (a) 10 mg/kg, grupo (b) 30 mg/kg, grupo (c)

60 mg/kg y grupo (d) 90 mg/kg.

3.1.4 Preparacion y administracion de los compuestos. Se utilizé Tacrina, PNU-
282987, los cuales se prepararon como una suspension utilizando Tween 80 al 15% con
agua destilada como vehiculo. Los compuestos escopolamina y la metilcaconitina (MLA)
se prepararon como una solucién disolviéndolos con solucion salina al 0.9% (SS). Todos
los compuestos se administraron por via intraperitoneal (i.p.) en volumenes de 5ml/Kg.
La tacrina 1mg/kg se administrd 1h antes del experimento. El PNU 3mg/Kg se administrd
1 h antes del experimento. La escopolamina 1mg/kg se administré 30 min antes del

experimento. El MLA 3mg/kg se administré6 1 h antes de comenzar el experimento. El



omega 3 se suplemento seis semanas antes de comenzar el experimento con las dosis

previamente preparadas.

3.1.5 Determinacién de mejora en el déficit cognitivo inducido por escopolamina.

La amnesia serd indujo farmacolégicamente en las ratas via administracion de

escopolamina como dosis Unica 30 min antes de comenzar el experimento. Las ratas se

dividieron en cuatro grupos: (i) grupo vehiculo, las cuales recibieron SS al 0.9%, (ii) grupo

amnesia, recibieron escopolamina; (iii) grupo control positivo estandar, recibieron tacrina,

grupo (iv) PNU-282987 y (v) grupo de prueba, recibio omega 3 a cuatro dosis diferentes

durante 6 semanas.

Grupo experimental Farmaco Dosis (mg/kg)
Vehiculo (i) Solucion salina al 0.9% 5
Amnesia (ii) Escopolamina 1

Control positivo estandar Tacrina 1
Control positivo a7 (iv) PNU-282987 3
Grupo de prueba (V) DHA 'y EPA Variable

Grupo de prueba

DOSIS (mg/kg)

\Y, DHA EPA
a 10 10
b 30 30
c 60 60




Todos los ratones se aclimataron en el laboratorio al menos 30 min antes de los
experimentos. Para realizar los experimentos de cognicidn, se utilizé el método realizado

por Arunrungvichian et al., 2015.

3.1.6 Prueba del laberinto Y modificado. El laberinto en este experimento fue en Y,
gue se utilizo 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). Fase de muestreo:
en esta fase donde un brazo del laberinto Y se cerro por el tabique negro, cada rata se
coloco al final de un brazo y se le permiti6 moverse a través de dos brazos durante 5
minutos para familiarizarse con los dos brazos abiertos. Después de 30 min 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 sefiales olfativas. El nUmero de entradas en cada brazo
se conto visualmente siempre y cuando la rata acceda a cada brazo al menos 10 cm. El

porcentaje de exploracion al brazo desconocido se calculé con la siguiente ecuacion:

Porcentaje de exploracion al brazo desconocido =

NuUmero de entradas al brazo desconocido X 100

NUmero de entradas a todos los brazos



3.1.7 Prueba de reconocimiento a objetos nuevos (ORT). Para realizar esta prueba
se utiliz6 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 colocd un objeto familiar y un objeto nuevo. Se colocé 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 min para que se habitien con el area. En el dia 2 se administré la
escopolamina 30 min 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 min de la aclimatacion en sus cajas, un objeto se cambio por un objeto
nuevo, y las ratas se les permitié que explorara esos objetos por 5 min en la fase de
prueba (prueba de retencion). El tiempo de exploracién de cada objeto fue registrado
siempre y cuando la nariz de las ratas se aproxime a los objetos dentro de 3 cm o si
logran tocar a los objetos. El indice de discriminacion (DI) fue calculado con el tiempo de
exploracion de los nuevos objetos (TN) mas el tiempo de exploracion de los objetos

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

3.1.8 Establecer la mejora cognitiva mediada a través de a7-nAChR. El protocolo fue
el mismo como se ha mencionado anteriormente para ORT con la dosis minima efectiva
determinada posteriormente, excepto por la administracion de MLA, un antagonista
selectivo a7-nAChR, se inyecto a los ratones 60 min antes de la prueba para bloquear la

mejora de la cognicion de los acidos DHA y EPA. El tiempo de exploracién de cada objeto



se registro si la nariz del ratén llega a 3 cm o tocar los objetos. El indice de discriminacion
(Dl) se calcul6 mediante el uso de la ecuacion (TN - TF) / (TN + TF); TN y TF
representados como tiempo de exploracion de objetos nuevos y conocidos,

respectivamente.

3.1.9 Determinacién de la densidad neuronal. La determinaciéon de la densidad
neuronal se determiné para cada dosis experimental mediante la técnica del disector
optico (Zeizz Primo Star). Después de alimentar a las ratas con suplemento de DHA y
EPA por 6 semanas, se anestesio las ratas con tiopental sodico (35 mg/kg, i.p) y se
obtuvo una muestra de sangre venosa; posteriormente se decapitaron y extrajeron los
encéfalos. Para los estudios histopatologicos se corto secciones de tejido del hipocampo,
de la corteza cerebral y del I6bulo frontal, fijados en 10% de formalina tamponada con
fosfatos, posteriormente fueron lavados con abundante agua durante 12 horas para
luego ser incluidos en celoidina. Se realizé el conteo de las neuronas con un aumento
de 100x, un volumen tisular de 64 mm? y la densidad se expresara en neuronas /mm?.
La muestra de sangre venosa, el resto del hipocampo, la corteza y de los I6bulos, se

criopreservaran a -80°C para el posterior analisis bioquimico.

3.1.10 Andlisis bioquimico para los marcadores de estrés oxidativo y la actividad
enzimatica antioxidante. Para determinar el andlisis bioquimico se utilizé la
metodologia utilizada por Ramaiyan et al. 2016. 100 mg de tejido se homogenizaron con
buffer de KCI posterior centrifugacion, se utilizaron alicuotas de sobrenadantes y de

plasma para cada dosis suplementada de DHA:EPA para la medicion del nivel de



peroxidacion de lipidos producto de la oxidacion de los &cidos grasos. El nivel de
peréxidos lipidicos en plasma y tejido se determind midiendo la reactividad del acido
tiobarbutirico, mediante el ensayo MDA (Malonaldehido) (Lipido per oxidacion Assay kit).
Se homogenizo los tejidos (100 mg) en 1 ml de buffer de fosfatos, pH 7 y se centrifugaron
a 600 g por 15 min. Los sobrenadantes y el suero se utilizaron para el analisis de la
actividad de la enzima de defensa antioxidante SOD (Superoxido dismutasa) por

métodos espectrofotométricos (Ramaiyan et al, 2016).

3.1.11 Andlisis estadistico. Todos los resultados se representaron como promedios +
desviacion estandar (SD) para cada grupo de datos. Para realizar el analisis estadistico
se utilizd SigmaStat32. Las diferencias de p <0,05 se consideraran significativas. Los
diferentes resultados numero 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 cognitivo inducido por escopolamina en la prueba
de laberinto-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 muestray la fase de prueba en ORT, estos
datos se analizaron mediante la prueba t-Student. Para la determinacion de la mejora
cognitiva a través de a7-nAChR, se utiliz6 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 accion. Los tiempos de exploracidén entre la muestra y la

fase de prueba se analizaron mediante la prueba t-Student para datos apareados.



CAPITULO IV
RESULTADOS



Prueba de la Actividad Locomotora

DHA/EPA fue utilizada para determinar los efectos en la actividad locomotora de
todas las dosis. Un ligero aumento en la actividad locomotora fue observado con el
aumento de la dosis de DHA/EPA (Figura 32), siendo similar como el control y la Tacrina.
ANOVA de una via con comparacién con LSD Fisher post/hoc fue utilizado para evaluar
la diferencia entre los grupos de pruebay el grupo vehiculo (F742 = 1.24, P =0.308, n =
7 ratas/grupo). Sin embargo, entre las dosis de 10 y 15mg/Kg, no existieron diferencias
significativas (P = 0.714), tampoco existio diferencia significativa entre las dosis de 30 y
de 60 mg/kg (P = 0.947). El efecto minimo de la dieta en la actividad locomotora fue
significativo a la dosis de 10mg/kg (27.29 + 5 entradas), mientras que el efecto maximo
de la suplementacion fue a los 30mg/kg (30.86 * 4.8 entradas), respectivamente,
comparado con el control (29.57 + 2.6 entradas; P > 0.05). No se observaron diferencia
significativa en las dosis de 10 y 15mg/kg (P = 0.106, P > 0.05, respectivamente),

comparado con tacrina.
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Tabla 1. Prueba de la actividad locomotora. Ratas suplementadas con EPA/DHA a
diferentes dosis moviéndose libremente en el Laberinto en Y por 8 minutos. Las ratas fueron
inyectadas con vehiculo y tacrina 1 hora antes. El nimero de entradas en los tres brazos fueron
registradas. Se utiliz6 la prueba ANOVA una via para evaluar los diferentes resultados. Existio
una diferencia significativa para 10 mg/kg (F = 6.10, P <0.001) 15 mg/kg (F=6.43, P <0.001), 30
mg/kg (F=7.74, P <0.001) y también 60m mg/kg (F=7.74, P <0.001) comparado con el grupo

vehiculo, n=10 rata/grupo.

Prueba del Laberinto en Y Modificado

La prueba del Laberinto en Y modificado fue realizado para evaluar memoria
espacial y de trabajo. Los resultados se observan en la Figura 33. El experimento fue

dividido en ocho sesiones: (i) vehiculo; (ii) grupo de amnesia, recibiendo escopalamina



1mg/kg; (iii) tacrina a 1mg/kg dosis; (iv) PNU-282987 a 3mg/kg dosis; (a) EPA/DHA,
10mg/kg; (b) EPA/DHA, 15mg/kg; (c) EPA/DHA, 30 mg/kg; y (d) EPA/DHA, 60 mg/kg

dosis.
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Tabla 2. Mejoramiento de la cognicidn en la amnesia inducida por escopalamina
(Laberinto en Y modificado). Porcentaje de la exploracion del brazo no familiar en el Laberinto
en Y modificado para el grupo vehiculo (SS), escopalamina (SC), tacrina (TC), PNU-282987 y

EPA/DHA en diferentes dosis. La informacion esta representada en medias * error estandar
(SE); n=7 ratas/grupo. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs el grupo tratado con

escopalamina (SC), ANOVA una via con la comparacién de Fisher LSD post hoc.

En las diferencias de los valores de la media de los grupos estudiados, existi6 diferencia

estadisticamente significativa (F749 = 2.249, P < 0.05, n = 7 rata/grupo) para los grupos



suplementados vs. los grupos tratados con escopalamina (SC). Un aumento en la
exploracion del brazo no familiar (novedad), cuando se comparé con escopalamina y los
grupos suplementados, indica que tacrina, PNU-282987, y EPA/DHA compensaron
déficits colinérgicos y mejoraron memoria de trabajo espacial. En todas las sesiones, la
exploracion del brazo no familiar en el grupo de control fue significativamente mayor que
el grupo de escopalamina, las cuales estaban en un estado amnésico. El déficit cognitivo
inducido por la escopalamina aparentemente fue revertido en los grupos que utilizaron
tacrina y el PNU-282987, como indica el mayor porcentaje de exploracion del brazo no
familiar comparado con el grupo con amnesia (P < 0.01, P < 0.05, respectivamente),
donde DHA/EPA mejoro de manera significativa la funcién cognitiva a la dosis de 10
mg/kg (P < 0.001). Los resultados mostraron que 10 mg/kg de DHA/EPA tenian el mismo
efecto de mejora sobre los déficits cognitivos que el compuesto PNU-282987 (P = 0.968)
y tacrina (P=0.651). Entre las dosis de DHA/EPA de 10 y 30 mg/kg, no hubo diferencia
estadisticamente significativa (P = 0.558 and P = 0.926, respectivamente); sin embargo,
la diferencia entre valores de la media entre el grupo de 10y el 15 mg/kg tampoco mostro
diferencia estadisticamente significativa (F77 = 8.67, P = 0.304). El efecto minimo de la
suplementacion en la memoria especial de trabajo fue significativo para 10 mg/kg (41.64
+ 1.5 %), mientras que el efecto maximo de la suplementacion de 15mg/kg fue
significativo (46.07 £ 7.3 %), esto comparado con el grupo de escopalamina (30.49 £ 5.2
%; P < 0.05and P <0.001, respectivamente). No se observaron diferencias significativas
con la dosis de 10 mg/kg comparado con la tacrina'y el PNU (P = 0.651 and P = 0.968,

respectivamente) y 15 mg/kg comparado con tacrina'y PNU (P = 0.555 and P = 0.292,



respectivamente). Por lo tanto, EPA/DHA (proporcion 1:1) de 10 a 15 mg/kg aumenta la

memorita espacial de trabajo en ratas.

Prueba de reconocimiento de objetos (OTR)

Los efectos de EPA/DHA en el mejoramiento de la memoria episddica a corto
plazo (no espacial), la cual estd afectada usualmente en pacientes con demencia
Alzheimer, fueron evaluadas con la prueba de OTR basados en la preferencia innata de
las ratas para explorar el objeto nuevo, en vez del objeto conocido. Una prueba de
preferencia se realizo inicialmente para indicar que las ratas no preferian alguno de los
objetos (ejemplo; objeto familiar cilindrico azul) de otros (ejemplo; nuevo objeto triangular
color café). ElI tiempo de exploracion de los dos objetos fueron diferentes
significativamente entre cada grupo (Figura 34); sin embargo, existio una preferencia
entre el objeto familiar del nuevo objeto. Por lo tanto, la diferencia en los tiempos de
exploracion de los dos objetos (familiar vs nuevo) después del tratamiento, indica la

habilidad de las ratas para memorizar el objeto explorado.



B
=)
1

5 -

[+2]

X N

c 304 *kx

0 P, . x P

[&]

© *

o]

o 20+

x

o

L]

©

o] -

2 10

£

2

'_

0

S O N S S S S
& =) & ‘§t~ @s& <§{- N

0\6\ o N\

Scopolamina 1 mg/kg

Tabla 3. Mejoramiento de la Cognicion en la Amnesia inducida por Escopalamina
(OTR). Los tiempos de exploracion para el objeto familiar (F) y nuevo (N) del vehiculo (SS),
escopalamina (SC), tacrina (TC) y EPA/DHA en diferentes dosis en la fase de prueba en el
OTR. La informacién se presenta como una media + SE; n= 7 ratas/grupo *P < 0.001, **P <

0.005, **P<0.05 vs el tiempo de exploracion del objeto familiar, prueba T Student.

Las ratas con amnesia inducida por escopalamina utilizaron el mismo tiempo para
explorar el objeto nuevo y el objeto familiar (P > 0.05; Prueba T-Student), donde las ratas
en el grupo vehiculo y el grupo amnésico tratadas con Tacrina mostraron una diferencia
significativa en los tiempos de exploracion entre los objetos, reflejando un mejoramiento
significativo al estado amnésico (P < 0.005 y P < 0.001, respectivamente; Prueba T-
Student), reflejando un mejoramiento significativo del estado amnésico (P <0.005y P <
0.001, respectivamente; Prueba T-Student). En la informacion obtenida, se calculé en
indice de discriminacion (DI) y usado para evaluar la habilidad de las ratas para

discriminar entre el objeto familiar y el objeto nuevo; la informacion es presentada en la



Figura 35. Existio una diferencia significativa del DI entre los grupos (Fe42 = 4.675; P =
0.001; n = 7 ratas/grupo) vs el grupo tratado con escopalamina (SC). El alto indice de
discriminacion presentado en el grupo tratado con escopalamina refleja la compensacién
de los déficits colinérgicos y el mejoramiento en la memoria de corto tiempo. El indice de
discriminacion del grupo control (0.488 + 0.17) fue significativamente mayor que el del
grupo tratado con escopalamina (DI = 0.212 = 0.009), reflejando su habilidad para
discriminar entre el objeto familiar y objeto nuevo (Fz7= 0.108; P < 0.001). Tacrina a
1mg/kg y EPA/DHA a dosis de 10, 15, 30 y 60 mg/kg mejora significativamente la
memoria episodica a corto plazo, como se monitorizo con un aumento en el indice de
discriminacion comparado con el grupo amnésico (Fes42 = 4.678; P = 0.001). El efecto
minimo de la dieta en la mejora de la memoria episédica de corto tiempo (no espacial)
fue a 10 mg/kg (DI = 0.340 £ 0.10), mientras que el efecto maximo de la dieta fue a 60
mg/kg (DI = 0.384 £ 0.058), comparado con el grupo de escopalamina (DI = 0.212 +
0.009; P =0.017 and P = 0.005, respectivamente). Sin embargo, entre las dosis de 10y
15mg/kg de EPA/DHA no existieron diferencias significativas (P = 0.893), tampoco existio
diferencias significativas entre las dosis de 10 y 30 mg/kg de EPA/DHA vy tacrina (P =
0.533 and P = 0.968, respectivamente). Por lo tanto, el EPA/DHA a dosis de 10 a 15

mg/kg (proporciéon 1:1) mejoro la memoria de corto tiempo episodica (no espacial).
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Tabla 4. indice de Discriminacion (TN- TF/TN + TF) del vehiculo (SS), escopalamina (SC),
tacrina (TC) y EPA/DHA en diferentes dosis en la prueba ORT. La informacion se presenta
como una media + SE; n = 7 ratas/grupo *P < 0.001, **P < 0.005, ***P < 0.05 vs grupo tratado

con escopalamina (SC), ANOVA una via con prueba Fisher’s LSD post hoc.

Mejora en la cognicion a través de los receptores a7-nAChRs

Para verificar que el mecanismo de accién del EPA/DHA en la mejora cognitiva es
mediana a través de los receptores a7-nAChRs, PNU-282987 (3mg/kg) y EPA/DHA a
dosis de 10 y 15 mg/kg fueron evaluados usando un antagonista selectivo de los
receptores a7-nAChRs. Meticaconitina (MLA) fue inyectada para bloquear la respuesta

agonista a7-nAChRs. La prueba de OTR en ratas con pérdida de la memoria, como se



describi6 anteriormente, fue usado como modelo de estudio. Los tiempos de exploracion
entre los dos objetos en las dos fases de exposicion 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 episédica, como se

muestra en la Figura 36.
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Tabla 5. Tiempos de exploracion con objetos idénticos (FO y F) en la fase simple (A), y objeto
familiar (F) y objeto nuevo (N) en la fase de prueba (B), prueba de T-Student. ORT fue usado
para establecer el mecanismo de acciéon mediado por los receptors a7-nAChRs. El tiempo de
exploracion de los objetos fue registrado. Se presenta la informacion como media + SE, nh =
7-10 rata/grupo. *P<0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs el tiempo de exploracion del objeto

familiar, Mann-Whitney U static.

La exploracion de los dos objetos idénticos en la fase de prueba no mostro una diferencia

significativa entre todos los grupos (t-test, P = 0.354; Figura 36A), donde el tiempo de



exploracion entre el objeto nuevo y el familiar mostro una diferencia significativa (P <
0.001) en todos los grupos tratados (La prueba de variable iguales fallo para T-test;
observe figura 37). Como se esperaba, los tiempos de exploracion entre el objeto nuevo
y el familiar de los grupos control y del MLA no mostraron diferencias significativas. La
suplementacion de EPA/DHA mejora la cognicidon con el mismo patrén que el PNU-
282987, con un aumento en el indice de discriminacion. Ratas que recibieron EPA/DHA
a dosis de 15 mg/kg exhibieron una mejora en la cognicién (P < 0.05 vs. grupo control;

comparacién de ANOVA una via con Fisher's LSD post-hoc).
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Tabla 6. Tiempos de exploracion con objetos idénticos (FO y F) en la fase simple (A), y objeto
familiar (F) y objeto nuevo (N) en la fase de prueba (B), prueba de T-Student. ORT fue usado
para establecer el mecanismo de accion mediado por los receptores a7-nAChRs. El tiempo de
exploracion de los objetos fue registrado. Se presenta la informaciéon como media + SE, n =
7-10 rata/grupo. *P<0.05, **P < 0.01, **P < 0.001 vs el tiempo de exploracion del objeto

familiar, Mann-Whitney U static.



Los resultados indican que EPA/DHA a 15 mg/kg produce una mejoria en la memoria
episodica mediada por los receptores a7-nAChRs. Evaluando el indice de discriminacion,
las ratas del grupo de vehiculo no reconocieron el objeto que exploraron en la fase de
reconocimiento y el MLA no llevo a una mejora en la cognicion; por lo tanto, el indice de

discriminacion en ambos grupos era cerca de cero (Figura 38).
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Tabla 7. indice de Discriminacion (TN- TF/TN + TF) de cada compuesto en la fase de
prueba del ORT para establecer el mecanismo de accién, *P < 0.05 vs grupo vehiculo,

ANOVA una via con Comparacion de Fisher’'s LSD post hoc.

Nuestros resultados confirman lo que anteriormente se ha reportado sobre el efecto del
MLA, que no mejora la cognicion; de echo puede interferir en la memoria. Para el

EPA/DHA de 10 mg/kg y el 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 38.

Esta mejora en la cognicion es abolida por el MLA, donde el indice de discriminacion del
grupo tratado con MLA regresaba al mismo valor que el grupo vehiculo. Las bases de
esta accion del MLA puede ser debido a un efecto negativo cognitivo directo resultado

de su propio antagonismo.

Efecto de la suplementacion en la cognicion del déficit de memoria a largo plazo

La dosis de 15 mg/kg de EPA/DHA se siguio evaluando, ahora en un modelo de amnesia
fisioloégica usando el OTR con una pérdida de la memoria de 24 horas de evolucion. El
tiempo (intervalo de tiempo de 7 dias) apropiado de amnesia fue seleccionado entre los
tiempos de las ambas fases, fase de exposicion y la de prueba utilizando objetos
familiares y nuevos respectivamente. El tiempo explorado entre ambos objetos fue
significativamente diferente en la fase de prueba después de 7, 14y 21 dias de la primera
exploracion (P > 0.001, Prueba pariada de Student) excepto el dia 28 como lo muestra
la Figura 39. Basado en estos resultados, las ratas si retenian memoria del objeto por 7
dias posteriores a la primera exploracion. Por lo tanto, 7 dias fue utilizado como tiempo

entre las fases de exposicion y la fase de prueba.

El tiempo de exploracion entre los dos objetos idénticos (FO vs F) de cada grupo no fue

diferente significativamente (Figura 7A, P > 0.05 abalizada con Student’s t test). En la



fase prueba, el tiempo de exploracion entre en objeto nuevo y el familiar fue
significativamente diferente en todos los grupos tratados (P < 0.05) excepto para el grupo

de ratas control que recibieron 0.9% de solucion salina (Figura 7B).
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Tabla 8. Mejora de la cognicion en la pérdida de memoria después de un periodo de
retraso de 7 dias. Tiempo de exploracion de objetos idénticos (FO y F) en la fase simple
(A), y objetos familiares (F) y nuevo (N) en la fase de prueba (B) de el OTR después de

un retraso de tiempo fueron registrados. Datos presentados en media + SE, n = 7-10

ratas/grupo. *P < 0.05 vs tiempo explorado de objeto familiar, prueba T Student.

El indice de discriminacion fue calculado y comparado con el grupo control para evaluar
la dosis de 15 mg/kg de EPA/DHA en la mejora de la funcién cognitiva. La informacion
se muestra en la Figura 40. Existid6 una diferencia significativa de ID entre los grupos
(Hs.40 = 34.87, P < 0.001, n = 7-10 ratas/grupo, Kruskal-Wallis One Way Analysis of

Variance on Ranks). Aqui se observa que la mejora de la cognicidén se disminuye con



respecto al paso del tiempo. Al dia 28, el ID se observa casi a cero, lo que significa que
el efecto sobre la funcion cognitiva de la dosis de 15 mg/kg de EPA/DHA disminuye al

dia 21 aproximadamente.
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Tabla 9. indice de Discriminacion (TN- TF/TN + TF) de cada compuesto en la fase de
prueba del ORT con protocolo de retraso de tiempo. n = 7-10 ratas/grupo; *P < 0.05 vs

grupo vehiculo (SH), ANOVA una via con comparacion con Fisher's LSD post.

Determinacion de la densidad neuronal

Posterior a la suplementacion con EPA/DHA por 6 semanas a dosis de 15, 30, 60
y 90 mg/kg, asi como grupo control, se realizé obtencidn de corteza cerebral de la region
frontal y la regién del hipocampo, en dos ratas por cada grupo, Figura 41. Se realizo

Tincién de Hematoxilina-Eosina. Se realizé el conteo de las neuronas con un aumento



de 100x, un volumen tisular de 64 mm? y la densidad se expresara en neuronas /mm?2.

Se revisaron tres cortes de la region frontal y de la region del hipocampo en cada rata.

Figura 31. Se muestra los cortes del encéfalo de una de las ratas justo en la region del
hipocampo (corte inferior) y en la region frontal (corte superior).

Conteo Neuronal del Hipocampo

Se realizaron conteo neuronal de tres cortes de hipocampo de cada encéfalo de rata,
donde se encontro diferencia estadisticamente significativa de los grupos 15, 30, 60 y 90

mg/kg comparado con el grupo control (P < 0.01 prueba T Student) Figura 42.
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Tabla 10. Conteo neuronal del hipocampo de los diferentes grupos estudiados,
con conteo en tres cortes por grupo. Se encontro diferencia significativa a partir del
grupo de 15 mg/kg P < 0.01 comparado con el control en la prueba T Student.

Conteo Neuronal del Lébulo Frontal

Se realizaron conteo neuronal de tres cortes de la region frontal de cada encéfalo de
rata, donde se encontro diferencia estadisticamente significativa de los grupos 30 y 90

mg/kg comparado con el grupo control (P < 0.01 prueba T Student) Figura 43.
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Tabla 11. Conteo neuronal del I6bulo frontal de los diferentes grupos estudiados,
con conteo en tres cortes por grupo. Se encontro diferencia significativa de los grupos
de 30y 90 mg/kg P < 0.01 comparado con el control en la prueba T Student.

Analisis bioquimico paralos marcadores de estrés oxidativo y la actividad

enzimatica antioxidante

Las superoxido dismutasas (SOD) son un grupo de metaloproteinas Proporcionan
proteccion contra reacciones dafinas con el anion radical superdoxido(O2-) al catalizar su
desproporcion en oxigeno y peroxido de hidrogeno. El acido tiobarbiturico (TBA) se utiliza
para valorar la oxidacion de los lipidos, reaccionando ante la presencia de molanaldehido
que es uno de los productos formados durante la oxidacion de los lipidos.

En la determinacién de la SOD en plasma mostro una diferencia significativa entre los

grupos control y 10 mg/kg comparado con el resto de los grupos, evidenciando que a



partir de la dosis de 15 mg/kg hay un aumento de la determinacién de la superoxido
dismutasa, como lo muestra la Figura 44. Por lo que su aumento se relaciona con un

efecto antioxidante y neuroprotector.

@8 Control
10mg/Kg
@ 15mg/Kg
30mg/Kg
@l 60mg/Kg
' 90mg/Kg

SOD U/mL

Tabla 12. Superoxido Dismutasa. Se muestra un aumento estadisticamente
significativo a partir del grupo de 15 mg/kg, en comparacién con grupo control y el

grupo de 10 mg/kg.

En los grupos estudiados se encontré diferencia significativa en la prueba del acido
tiobarbiturico entre los grupos de 15, 30, 60 y 90 mg/kg en comparacioén con el grupo
control y el grupo de 10 mg/kg, lo que indica una menor oxidacion lipidica, un aumento
de la oxidacion lipidica esta relacionado con deterioro cognitivo y diversas enfermedades

neurodegenerativas, Figura 45.



@8 Control

= o 10mg/Kg
% @ 15mg/Kg
g 30mg/Kg
n @8 60mg/Kg
g o 90mg/Kg
-

Tabla 13. Prueba del acido tiobarbiturico. Se muestra una disminucion estadisticamente
significativa a partir del grupo de 15 mg/kg, en comparacién con grupo control y el
grupo de 10 mg/kg.



CAPITULO V
CONCLUSIONES



La dosis minima efectiva obtenida en la prueba de reconocimiento a objetos
nuevos (ORT) que es una prueba que evalla la memoria a corto plazo episédica
fue de 10 a 15 mg/kg, con diferencia estadisticamente significativa al grupo
amnésico y vehiculo. La memoria a corto plazo episédica es un tipo de memoria
encontrada tempranamente en la evolucion de las demencias, como se esperaba
el uso de Tacrina que es un anticolinesterasa de accidén central y agonista
colinérgico parasimpaticomimetico. Asi mismo se realizé una prueba para valorar
la duracion del efecto en la mejora cognitiva, realizando la prueba de ORT a las
24 horas y posteriormente cada 7 dias, donde se encontré que la dosis de 15

mg/kg perdio su efecto sobre la cognicion para el dia 21.

El laberinto en Y modificado es una prueba que se centra en evaluar la memoria
espacial y de trabajo, encontrando como dosis minima efectiva con la
suplementacion de 10 mg/kg y maxima de 15 mg/kg, con diferencia significativa
con el grupo control y amnésico, sin diferencia significativa con la tacrina y el
compuesto PNU-282987 que este Ultimo es un agonista selectivo de un subtipo

de nicotinicos de acetilcolina alfa 7.

Los receptores a7-nAChRs es un tipo de receptor nicotinico pentamerico
relacionado con la memoria a largo plazo, memoria de trabajo y la atencion, estan
localizados principalmente en cerebro en zonas como el tallo encefélico, I6bulo
temporal y frontal, asi como retina, relacionado con efecto antinflamatorio o

neuroprotector. Se encontré por medio de la prueba ORT vy la utilizacion de PNU-



282987, asi como un antagonista a7-nAChRs, la Metilcaconitina (MLA) que la
dosis minima efectiva de la suplementacion con EPA/DHA que mejora la cognicion
mediada por receptores a7-nAChRs fue de 15 mg/kg, mientras que el indice de
discriminacion fue desde los 10 mg/kg. Sugiriendo un papel de la suplementacién

con EPA/DHA en la mejora cognitiva a través de los receptores a7-nAChRs.

Se analizaron los encéfalos de los grupos control y grupos suplementados (10,
15, 30, 60y 90) con énfasis en corteza hipocampica y corteza frontal, encontrando
diferencia estadisticamente significativa (P < 0.01) con mayor densidad neuronal
en los grupos EPA/DHA, con un aumento paralelo a la dosis a partir de 15mg en
el Hipocampo. En la corteza frontal se mostro una diferencia significativa en los

grupos de 30 y 90 mg/kg con un aumento en la densidad neuronal (P < 0.01).

Se determind el analisis bioquimico para los marcadores de estrés oxidativo de
superoéxido dismutasa, encontrando un aumento paralelo a la dosis de EPA/DHA
de la Superoxido Dismutasa, lo que podria indicar una proteccion a estrés
oxidativo, asi mismo se obtuvo una menor reaccion del Acido Tiobarbiturico con
Malonaldehido indicando una reduccion de la oxidacion de acidos grasos, estas

con diferencia significativa a partir de la dosis de 15 mg/kg.

Los modelos de memoria en los seres vivos todavia es un proceso cognitivo que
necesita mayor estudio para lograr entender su alcance en la capacidad cerebral

global, por lo que existen modelos de memoria, de los cuales se arrojan



clasificaciones y formas de medirla, como todo proceso cognitivo cerebral esta
ligado a multiples otros procesos encefalicos, lo que hace en la actualidad una

funcion compleja de estandarizar en lo que se refiere a su medicion.

Se han publicado desde hace aproximadamente 3 décadas trabajos relacionados
con suplementacién de diferentes productos en los que se incluyen;
oligoelementos, folatos, polifenoles, gangliosidos y acidos grasos poliinsaturados
de cadena larga (AGPCL). Los AGPCL son principalmente el EPA y DHA, de los
cuales existen multiples estudios clinicos relacionados con patoldgicas que
afectan la cognicion y problemas relacionados con ateroesclerosis. De las
patologias neuroldgicas con las que se relacionan mas frecuentemente el uso de
suplementacion con EPA/DHA encontramos las Demencias, asi como otras
enfermedades neurocronicodegenerativas como enfermedad de Parkinson y

estados prepatologicos como el deterioro cognitivo leve o moderado.

El uso de la suplementacion de EPA/DHA es muy variado en los estudios, con
dosis que van desde 5 hasta 90 mg/kg, con una heterogeneidad en la forma como
se evallan los procesos cognitivos como la memoria, por lo cual no existe un
consenso sobre la dosis requerida para un beneficio en el sistema nervioso
central. Los estudios en animales son mucho mas escasos, y también con las
mismas desventajas de la dosis utilizada, tiempo suplementado, poblacién y forma

de evaluar la cognicion.



Por lo tanto, en este estudio de investigacion se abordd como principal objetivo
detectar la dosis minima efectiva requerida para el beneficio de la suplementacién
de EPA/DHA sobre la cogniciéon en ratas. Se observé que la dosis de 10 a 15
mg/kg es la dosis minima efectiva, el mecanismo molecular no se explica
completamente, pero pareciera un efecto protector del EPA/DHA sobre las
regiones corticales de la memoria (Hipocampo y regiones frontales). Asi mismo
se realiz6 especificamente la evaluacion un tipo de receptor que esta relacionado
con la cognicion, es receptor a7-nAChRs, con similar resultado a la
suplementacion. En el conteo neuronal fue similar, en las regiones de hipocampo,
con un aumento significativo a la dosis de 15 mg/kg, pero no en las regiones

frontales las cuales fue a la dosis de 30 mg/kg.

Debemos recordar que los encéfalos de los animales son diferentes debido a la
corteza cerebral, donde los humanos tenemos muchas mas neuronas. Una region
gue compartimos en cierta medida con los animales es el hipocampo, que es una
estructura antigua filogenéticamente hablando, de tres capas con cierto parecido
a la de los animales terrestres, donde sus neuronas presentan una concentracion
elevada de EPA/DHA, una estructura que en 1953 fue corroborado su relacion
estrecha con la memoria a corto plazo y la zona con mayor neurogenesis. El
hipocampo es la parte central hasta ahora del sistema limbico, sistema
relacionado con la memoria, pero hay otras estructuras relacionadas, una de ellas

en la region frontal.



Por lo tanto, en este estudio se mostré un efecto de la suplementacion de
EPA/DHA como efecto neuroprotector ante un dafio anticolinérgico producido por
la escopalamina y la metilcaconitina (antagonista especifico a7-nAChRs), con un
aumento en el namero de neuronas en el hipocampo y un efecto positivo en los
marcadores de estrés oxidativo en ratas. EI mecanismo molecular no es bien
comprendido y seria una linea de estudio interesante a futuro. Asi como
estandarizar la dosis de suplementacion del EPA/DHA vy las formas de medir la
cognicién para implementar estudios clinicos de investigacion y verificar la utilidad

en humanos.
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