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RESUMEN

Las vitaminoterapias han sido ampliamente utilizadas en neurologia para el
tratamiento de neuritis o la correcion de déficit metabdlicos. En Cuba, se produce
desde hace algunos afios el preparado vitaminico Compvit®, que contiene
vitaminas B1, B6 y B12. El &cido orético, también llamado vitamina B13, es un
producto natural que ha mostrado acciones como nootrépico en estudios con
animales jévenes y viejos que acusan deterioro cognitivo. En el presente trabajo se
reportan los resultados de un estudio realizado para evaluar las potencialidades
terapéuticas del Compvit® y del acido ordético, empleando la lesidon del sistema
fimbria-fornix, que afecta severamente las capacidades de aprendizaje de los
animales. Los resultados confirman un efecto positivo de cada uno de los
tratamientos vitaminicos mejorando las capacidades cognitivas afectadas por la
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lesion. Aungue ninguno de los productos empleados o su combinacion fue capaz de
elevar el rendimiento cognitivo al nivel de los animales sanos, todos logran
mejorias signficativas en comparacion con el placebo. Este trabajo constituye una
evidencia adicional en favor del uso terapéutico de compuestos vitaminicos como
parte del tratamiento neurorrestaurativo.

Palabras clave: Vitaminas, Compvit B, &cido orético, lesion de fimbria-fornix,
aprendizaje, restauracion neurolégica.

ABSTRACT

Vitamin therapies have been widely used in Neurology for the treatment of neuritis
or the correction of metabolic deficits. In Cuba, Compvit® (B1, B6 and B12
vitamins) have been produced since several years. Orotic acid, also called vitamin
B13 is a natural product showing nootropic actions in studies with young and old
cognitively impaired animals. The present paper reports the results of a study
conducted to assess the therapeutic potentials of Compvit® and orotic acid, in the
recovery of cognitive abilities in fimbria-fornix lesioned animals, a lesion known to
severely impair learning abilities. The results confirm positive effects of each
vitamin treatment to improve the cognitive abilities affected by lesion. Although
none of the products used, neither their combination, was able to raise the
cognitive performance to the level of non-lesioned animals, both of them achieve
significant improvement compared to placebo. The present paper constitutes
additional evidence favoring the therapeutic use of vitamin compounds as part of
neurorestorative treatments.

Key words: Vitamins, Compvit B, orotic acid, fimbria-fornix lesion, learning,
neurologic restoration.

INTRODUCCION

La neuroplasticidad es una propiedad fundamental del sistema nervioso que se
expresa durante toda la vida y guia el desarrollo neural y la memoria en todas sus
formas.' Los procesos neuroplésticos son un componente esencial en la
recuperacion de funciones nerviosas perdidas o alteradas por lesién o
degeneracion.?®

La neuroplasticidad puede ser estimulada por técnicas de rehabilitacion fisica®®
pero puede beneficiarse también del tratamiento con farmacéuticos. Si bien algunos
estudios han promovido el uso de anfetaminas en el tratamiento de secuelas de
infarto cerebral®!? se trata de drogas con fuertes efectos colaterales y periféricos.
De la misma forma, y por razones similares, los llamados factores neurotréficos,
como el factor de crecimiento nervioso y otros,**** no han logrado ain una
inserciéon efectiva en el tratamiento de ninguna enfermedad neural.

Una estrategia menos agresiva contempla el posible uso de factores nutricionales,
bien sea en forma de alimentos o de preparados nutracéuticos, que puedan apoyar
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los procesos neuroplasticos, o espontaneos o activados por tratamientos
neurorrestaurativos.*>*’

Las vitaminoterapias han sido ampliamente utilizadas en neurologia, sobre todo
para el tratamiento de neuritis, o la correcién de déficit metabdlicos, pero adquiren
nuevas potencialidades a la luz de estas concepciones.*® Dentro de este concepto,
las vitaminas del complejo B, y en especial preparados con altas dosis de vitaminas
B1, B6 y B12 ocupan un lugar importante. Ejemplo de esta busqueda fue el ensayo
multicéntrico VITATOPS (Vitamins To Prevent Stroke) que empled folato, B6 y B12
en un intento por prevenir el riesgo de infarto por incremento de la homocisteina.*®

En Cuba, la industria farmacéutica produce desde hace algunos afios el preparado
vitaminico Compvit®, que contiene vitaminas B1, B6 y B12 en dosis de 100 mg,
100 mg y 5 000 ug respectivamente, y que se emplea en el tratamiento de
multiples enfermedades, como terapia directa o de apoyo.

Por otra parte, el acido orético, también llamado vitamina B13, es un producto
natural®®?* que ha mostrado acciones como nootrépico en estudios con animales
jovenes®>?® y también con animales viejos que acusan deterioro cognitivo.?®

En el presente trabajo se reportan los resultados de un estudio realizado para
evaluar las potencialidades terapéuticas del Compvit® y del acido orético, solos o
en combinacion, empleando la lesion del sistema de la fimbria-fornix, un modelo de
lesidon del sistema nervioso central (SNC) que afecta severamente las capacidades
de aprendizaje de los animales.?’

METODOS

Animales

En este estudio se emplearon ratas macho de 8 sem de edad (al comienzo de los
experimentos) obtenidas del Centro Nacional para la Producciéon de Animales de
Laboratorio (CENPALAB, Habana). Los animales fueron mantenidos en cajas
translicidas de Plexiglas, 5 animales por caja, en régimen de 12:12 horas de luz y
oscuridad, bajo condiciones controladas de temperatura y humedad y con libre
acceso al agua y la comida durante todo el experimento. En todos los pasos del
experimento se traté de reducir al minimo el dolor, siguiendo las regulaciones
cubanas para el uso de animales de laboratorio.

Cirugia

La lesion de fimbria-fornix fue realizada bajo anestesia general con hidrato de cloral
(420 mg/kg) por via intraperitoneal. Los detalles de la operacion se describen en un
trabajo anterior.?’ En breve, después de ser colocados en un marco estereotactico
(David Kopf, Tujunga, USA) se hizo una incision de la piel y se abri6é una ventana
en el craneo para permitir el descenso bilateral, en angulo de 15°, de un bisturi no.
11 rebajado en las coordenadas estereotacticas anteroposterior: 1,4 mm; medial-
lateral: 0,8 mm; dorsoventral: 5,0 mm, que se movid después lentamente en
direccion lateral hasta la coordenada 3,1 mm. Después de la operacién los animales
fueron tratados durante 5 dias con antibiéticos (tetraciclina en el agua de beber).
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Tratamiento

Los animales lesionados, 21 dias después de la operacion, fueron asignados
aleatoriamente a los siguientes grupos tratamiento:

Compvit (n= 18): se aplicé una dosis de 1 mL/kg de peso corporal del farmaco
Compvit® (QUIMEFA, La Habana, Cuba) por via intraperitoneal disuelta en
solucién salina fisiolégica en dias alternos durante 15 dias.

Orético (n= 9): se aplicd una dosis de 100 mg/kg de peso corporal de metil
éster de acido orético (Sigma, Saint Louis, USA) suspendido en solucién salina
por via intraperitoneal en dias alternos durante 15 dias.

Compvit-Oro (n= 23): se administré una dosis combinada de Compvit y acido
orético en las mismas dosis y por la misma via y forma de administracion
descrita para los dos grupos anteriores.

Salina (n= 23): a los que se aplicé un volumen de solucién salina equivalente al
empleado en los grupos anteriores y que sirvieron como controles de lesion.

Control sano (n= 15). Grupo de animales sin lesidon ni tratamiento, que sirvio
como referencia.

Todos los tratamientos se comenzaron una semana antes de las pruebas
conductuales y se mantuvieron durante la semana de evaluacién conductual. La
administracién de las sustancias se hizo por via intraperitoneal en todos los casos.

Entrenamiento

En esta prueba los animales deben encontrar una plataforma invisible, sumergida
bajo la superficie del agua, que se mantiene a una temperatura aproximada de
21 °C, en un tanque circular de 1,5 m de diametro y 40 cm de profundidad.

En cada uno de los 3 primeros dias de entrenamiento se realizan 8 ensayos
consecutivos con cada uno, en los que se introduce al animal en el tanque por 1 de
4 puntos seleccionados aleatoriamente. Utilizando un sistema computarizado de
seguimiento y registro (SMART Panlab, Barcelona, Espafia) se midieron, en cada
uno de los intentos: el tiempo que tardaba el animal en encontrar la plataforma
sumergida y escapar del agua (latencia de escape, en s), la distancia recorrida por
el animal en cada intento (cm), la velocidad de nado promedio (cm/s) y el tiempo
total dedicado a nadar a lo largo de las paredes (tigmotaxia, s). En cada intento se
permitié un tiempo maximo de busqueda de 60 s. Si transcurrido ese tiempo, los
animales no habian llegado a la plataforma, el observador les conducia hasta ella.
Se permiti6 el reposo de los animales sobre la plataforma durante 30 s entre cada
prueba. El 4to. y ultimo dia de entrenamiento se realizaron 4 ensayos como los
descritos.

Se desarrollé6 ademas un 5to dia de evaluacion con 8 ensayos, en los cuales la
plataforma se hizo visible y se colocé en un lugar diferente, con el objetivo de
comprobar la presencia o no de defectos sensoriales o motores entre los animales
lesionados.
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Los resultados obtenidos en los ensayos individuales, tanto con la plataforma visible
como no visible, se agruparon en bloques de 4 intentos, a los que se asigné el valor
promedio de las cuatro observaciones. Asi, cada dia de entrenamiento se
representa por dos bloques, excepto el 4to., que consta de solo 1.

Histologia

Al final de los experimentos conductuales los animales fueron perfundidos por via
intracardiaca bajo anestesia con hidrato de cloral, con una solucion de
paraformaldehido al 4 %, glutaraldehido al 0,1 % y acido picrico al 15 % en buffer
fosfato 0,1 M (pH= 7,4). Tras 1 h de posfijacion los cerebros se lavaron con buffer
y se incubaron en soluciones crecientes de sacarosa (7, 15y 30 %) a4 °Cy
congelados en nitrégeno liquido. Se hicieron cortes histolégicos de 20 um con un
criostato en toda la regiéon del hipocampo que fueron procesados para acetil colino-
esterasa segun el método descrito por Hedreen y otros.?®

Estadistica

El andlisis estadistico de los resultados conductuales se realiz6 mediante un analisis
de varianza (ANOVA) con disefio entre-dentro (mediciones repetidas). Se consideraron
los siguientes factores:

1. Tratamiento, con 5 niveles, correspondientes a los grupos de tratamiento arriba
descritos.

2. Bloque, con 7 niveles, correspondientes a los bloques de ensayos antes descritos
(mediciones repetidas).

Para las pruebas con plataforma visible se empled el mismo disefio.

En todos los casos en que se obtuvieron diferencias significativas con el ANOVA, se
hicieron comparaciones post hoc entre grupos mediante el test de Tukey. Se
consideraron significativas las diferencias en las que el valor de p fue inferior a
0,05.

RESULTADOS

El estudio histoldgico realizado mostré que el hipocampo de los animales lesionados
presenta una ausencia casi total de inervacion colinérgica, en contraste con los
animales sanos en los cuales la inervacién colinérgica aparece bien marcada en
todos los campos del cuerno de Ammon (hippocampus proper) y el giro dentado. En
la figura 1 se muestran cortes obtenidos de un animal lesionado (izquierda) y no
lesionado o sano (derecha). Obsérvese que en el corte obtenido del animal sano la
formacion del hipocampo, que comprende el giro dentado (GD) y el cuerno de
Ammon (CA1l) aparece una marcada tincion para la enzima acetilcolinesterasa en
las zonas por encima y por debajo de los cuerpos celulares de las neuronas
principales, mientras que la tincion esta totalmente ausente en el hipocampo del
animal lesionado. Notese que en ambos casos el cuerpo estriado (CE) que se
localiza de inmediato debajo del hipocampo muestra una tincién para la enzima, lo
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cual demuestra que la denervacién colinérgica es especifica y exclusiva del
hipocampo y puede ser considerada como resultado de la lesiéon de fimbria-fornix.

CAl

CE

: r; **\‘

Animal lesionado Animal sano

GD: giro dentado, CAl: cuerno de Ammaon, CE: cuerpo estriado.

Fig. 1. Ejemplos representativos de la evaluacion histoldgica.

Uno de los cambios mas evidentes en los animales lesionados fue su mayor
velocidad de nado con respecto a los controles sanos. En la figura 2 se muestran las
velocidades promedio (media =+ error estandar de la media) de nado de las ratas en
los diferentes grupos de tratamiento). Puede notarse el aumento en la velocidad de
nado en todos los grupos lesionados, con tratamiento o sin este.
Velocidad (cm/s)
100+
BO — — =
60

40+

20

NaCl Compvit Acido Compvit No lesionadas
Acido  orotico
orotico

*ANOVA de una via v test de Tukey, p< 0,05

Fig. 2. Velocidad de nado.

El analisis estadistico utilizando un ANOVA unifactorial evidencioé que el factor
GRUPO tuvo una influencia significativa sobre esta variable (F4,83= 66,994). El
andlisis post hoc con el test de Tukey mostré que todos los grupos lesionados
nadan significativamente mas rapido que los controles sanos, pero no existen
diferencias entre ellos.
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Otra de las consecuencias que se describen en la literatura para esta lesion es una
mayor tendencia a desplazarse a lo largo de las paredes, en este caso, de la piscina
(tigmotaxia). Esta variable muestra un comportamiento similar entre los grupos
lesionados, y obviamente diferente en los sanos, entre los que se reduce a valores
muy bajos ya desde el primer dia de entrenamiento (bloque 1.2) como muestra la
figura 3. En esta figura se muestra el tiempo (media * error estandar de la media)
invertido por los animales de los diferentes grupos en nadar a lo largo de las
paredes de la piscina circular (tigmotaxia). Puede notarse la permanencia de esta
conducta en los animales lesionados en contraste con los controles sanos que
rapidamente la abandonan.

Tigmotaxia (s)

60 <

Bloque

© No lesionadas (15) 7 Compvit/dcido orético (23)
0O Compvit (18) ¢ NaCl (23)
& Acido orético (9)

Fig. 3. Tigmotaxia.

El analisis estadistico de los grupos lesionados (ANOVA dos vias, mediciones repetidas)
no mostré influencias significativas para el factor GRUPO (F3,68= 0,9349) aunque si
para el factor BLOQUE (mediciones repetidas, F3,68= 24,7932). Es decir todos los
lesionados reducen la tigmotaxia en el curso de las sesiones de entrenamiento,
pero ninguno de los tratamientos aplicados modificé sustancialmente esta
conducta.

Para analizar el aprendizaje en el laberinto acuatico de Morris se emplean
comunmente dos variables: la latencia de escape y la distancia recorrida hasta
alcanzar la plataforma.

La figura 4 muestra el comportamiento de la latencia en los diferentes grupos
experimentales (media = error estandar de la media). Es evidente que los animales
sanos aprenden rapidamente a localizar la plataforma y resulta también obvio que
ninguno de los tratamientos aplicados a las ratas lesionadas alcanza esos niveles de
aprendizaje. Sin embargo, al compararlos entre si, aparecen evidencias de un
efecto positivo de algunos tratamientos. La comparacién estadistica de los grupos
lesionados mostro efectos significativos para el factor BLOQUE (mediciones
repetidas, F6,414= 39,475). No lo fue para el factor GRUPO (F3,69= 1,5469) pero
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si se demostro una interaccion significativa BLOQUE-GRUPO (F18,414= 1,7285). El
andlisis post hoc de esa interaccién evidencié que el grupo tratado con solucién
salina no mostré ningun progreso significativo en el curso del entrenamiento, pero
si los grupos tratados. El grupo tratado con Compvit tuvo una reduccion
significativa de la latencia en el dltimo bloque (4.1) con respecto al valor inicial
(bloque 1.1). Por otra parte, los grupos tratados con acido orético y con la
combinacion de este con Compvit mostraron reducciones significativas desde el
bloque 3.2 en adelante.

Latencia (s)

&0

20 4

0 T T T T T T
1T dpd  dod 22 31 32 4.1 Blogue

O No lesionadas (15) v Compvit/Acido orético (23)
O Compvit (18) & NacCl (23)
& Acido ordtico (9)

Fig. 4. Latencia de escape.

Algo semejante ocurre al analizar la distancia recorrida. En la figura 5 se muestra la
distancia recorrida por los animales (media + error estandar de la media) para
encontrar (o no) la plataforma sumergida y escapar del agua. Né6tese que los
animales no lesionados aprenden rapidamente a localizar la plataforma y escapar
del agua, lo que se evidencia en una reduccién de la distancia, en contraste con los
animales lesionados y tratados con salina que no muestran cambios significativos
en esa variable, esto indica una deficiencia en su capacidad de aprendizaje. Los
tratamientos con Compvit y su combinacién con orético mejoraron esta capacidad y
los animales logran una reduccién significativa de la latencia en el ultimo bloque de
ensayos (4.1). El tratamiento con orético también lo hace, ya desde el bloque
3.1.También en este caso es evidente que los animales sanos aprenden
rapidamente a localizar la plataforma y la alcanzan recorriendo una trayectoria mas
corta. De igual forma, ninguno de los grupos lesionados se acerca a los valores
mostrados por esos controles sanos, que incluimos en las graficas solo como
referencia. La comparacion de los grupos lesionados entre si (ANOVA de dos vias,
mediciones repetidas) evidencié efectos significativos del factor BLOQUE (mediciones
repetidas, F6,414= 33,6631), no para el factor GRUPO (F3,69= 0,3045) pero si para la
interaccion entre ambos (F18,414= 1,7421). El analisis post hoc con el test de
Tukey demostrd que los animales tratados con solucidn salina no mejoran en nada
la distancia para encontrar la plataforma a lo largo del entrenamiento. Los animales
tratados con orético muestran una reduccion significativa de esta variable ya desde
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el inicio del 3er dia de entrenamiento (bloque 3.1) mientras que los tratados con
Compvit o con la combinacién de ambos lo hacen el 4to dia (bloque 4.1).

Distancia (cm)
5000

4 000
3 0004
2 000-

1 000+

T

T T T T .

1.1 1.2 2,1 2,2 31 3.2 4,1 Blogue
© No lesionadas (15) v Compvit/Acido orético (23)

O Compvit (18) o NaCl (23)

& Acido orético (9)

Fig. 5. Distancia recorrida.

La prueba con plataforma visible no evidencié diferencias significativas entre los
grupos en ninguna de las variables que evalUan el aprendizaje (latencia y distancia).
Todos pueden localizar y alcanzar la plataforma con igual eficacia (datos no
mostrados).

DISCUSION

El estudio histologico permitié confirmar la efectividad de la lesion de fimbria-fornix
por transeccion realizada en este estudio. La region septal es la principal fuente de
inervacion colinérgica a toda la formacién del hipocampo (cuerno de Ammon y giro
dentado)?**! y la casi total ausencia de marcadores colinérgicos (la actividad de la

enzima acetilcolino esterasa en este caso) confirma que la lesién de fimbria-fornix

realizada ha sido efectiva.

La mayor velocidad de nado mostrada por los animales lesionados es una consecuencia
de la hiperlocomocién que caracteriza a esta lesion.>%*2** De la misma forma, la
lesion de esta estructura acentda la natural tendencia tigmotactica de los roedores®®
algo que también resulta evidente en nuestros resultados. Estos datos confirman,
ademas de la histologia, la efectividad de la lesién realizada y constituyen una
evidencia fuerte de que cualquier cambio en las capacidades de aprendizaje son

debidas al tratamiento aplicado y no a una recuperacion espontanea de la lesion.

El laberinto acuatico de Morris es una prueba de memoria espacial en la cual los
animales deben aprender a localizar la plataforma oculta bajo el agua empleando
marcadores externos en el entorno inmediato, es decir en la habitaciéon donde se
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realiza la prueba.®"* La deprivacién colinérgica al hipocampo producida por la
lesién de fimbria-fornix o como consecuencia del envejecimiento tienen un fuerte
impacto negativo sobre la capacidad de aprendizaje espacial de los animales.393

Los resultados obtenidos por evaluacion de la latencia de escape sugieren un efecto
beneficioso de los tratamientos con acido orético, Compvit o la combinacion de
ambos, cuando se comparan sus resultados con animales tratados con placebo
(solucion salina fisioldgica). Pudiera objetarse que esta variable depende de la
velocidad de nado y que esta resulté ser mayor en los animales lesionados. En
contra de este argumento, esta el hecho de que a pesar de nadar mas rapido,
ninguno de los grupos lesionados exhibié latencias de escape siquiera comparables
con las mostradas por los controles sanos. Los animales lesionados invierten mas
tiempo que los sanos nadando en la periferia de la piscina (tigmotaxia), una
caracteristica que ninguno de los tratamientos fue capaz de modificar. Tomados en
conjunto, estos argumentos favorecen la interpretacién de que la reduccion de la
latencia de escape entre los animales tratados con vitaminas, es consecuencia de
una mejoria en sus capacidades de aprendizaje, y no de una mayor velocidad de
nado.

La distancia recorrida hasta la plataforma es preferida por algunos, como una
variable mas adecuada para evaluar el aprendizaje en el laberinto acuatico de
Morris.** Nuestros resultados confirman un efecto positivo de los tratamientos
vitaminicos también considerando esta variable.

Los mecanismos por los cuales se producen estos efectos benéficos sobre el
aprendizaje son complicados, teniendo en cuenta las multiples acciones centrales y
periféricas de sustancias como las vitaminas incluidas en el Compvit® y el acido
orético. Las 3 vitaminas del complejo incluidas en Compvit® intervienen en
procesos metabdlicos esenciales y su déficit puede causar alteraciones
neuroldgicas, lo que indica su enorme importancia funcional. El &cido orético es un
precursor de nucleétidos de pirimidina y, por tanto esencial para la sintesis de ARN
y glicoproteinas.?®*“° Los procesos neuroplasticos que ocurren durante la formacion
de la memoria y la recuperacion poslesion dependen de un eficiente metabolismo
celular y de un aporte de precursores en cantidad suficiente para sustentar esos
procesos.*

La acciéon benéfica de los nutrientes sobre los procesos neuroplasticos en el cerebro
cobra cada dia mayor atencioén y reconocimiento™*“®y ya se han realizado ensayos
en humanos con B6 y B12'8 con resultados favorables.

El presente trabajo constituye una evidencia adicional en favor del uso terapéutico
en neurologia de compuestos vitaminicos como parte del tratamiento
neurorrestaurativo.
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