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RESUMEN

Introduccion: El aprendizaje y la memoria afectan muchos de los
comportamientos mas cruciales de la vida, incluida la busqueda de
alimento, evitacién de depredadores y la reproduccién.

Objetivo: Determinar el efecto de Spirulina maxima y el aceite
esencia Omega 3 sobre el aprendizaje y la memoria espacial en Rattus
norvegicus var. Albinus.

Material y Métodos: Se constituyeron siete grupos aleatorios, uno
testigo y los otros experimentales, a quienes se les administré Spirulina
maxima por via oral a las dosis de 200 mg/kg, 400 mg/kg y 800 mg/kg,
asi también animales con omega-3 a 10 mg/kg, 20 mg/kg y 40 mg/kg de
peso de la rata. Para la obtencidn de los resultados, se utilizé la piscina
acuatica de Morris, donde se recogieron los tiempos de aprendizaje (4
dias) y de retencion (1dia).

Resultados: Se evidencid que todos los grupos experimentales de
Spirulina y omega-3 presentan una mejoria en el tiempo de aprendizaje
o fase de adquisicion en comparacion con el grupo testigo. Ademas, se
observaron mejores respuestas a la dosis de 800 mg/kg de Spirulina y
40 mg/kg de omega-3.

Conclusiones: Los grupos de trabajo que recibieron Spirulina u
omega-3 mostraron una mejoria en el tiempo de aprendizaje o fase de
adquisicion en comparacién con el grupo testigo.

Palabras Claves:
Spirulina maxima, omega-3, memoria espacial,
aprendizaje, piscina de Morris.
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ABSTRACT

Introduction: Learning and memory affect many of life's most crucial
behaviors, including foraging, predator avoidance, and reproduction.

Objective: To determine the effect of Spirulina maxima and Omega
3 essential oil on learning and spatial memory in Rattus norvegicus var.
Albinus.

Material and Methods: Seven random groups were formed, one
control and the others experimental, to whom Spirulina maxima was
administered orally at doses of 200 mg/kg, 400 mg/kg and 800 mg/kg,
as well as animals with omega-3 at 10 mg/kg, 20 mg/kg and 40 mg/kg of
rat weight. To obtain the results, the Morris aquatic pool was used, where
the learning times (4 days) and retention times (1 day) were collected.

Results: It was evidenced that all the experimental groups that
were administered spirulina and omega-3 presented an improvement in
the learning time or acquisition phase compared to the control group.
In addition, better responses were observed at the 800 mg/kg dose of
spirulina and 40 mg/kg of omega-3.

Conclusions: The working groups that received spirulina or omega-3
showed an improvement in the learning time or acquisition phase
compared to the control group.

Keywords:
Spirulina maxima, omega-3, spatial memory, learning,
Morris pool.
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INTRODUCCION

n la actualidad, se entiende que el aprendizaje y la memoria son dos procesos que estdn intimamente

relacionados. Mediante el aprendizaje se adquieren conocimientos y mediante la memoria, se almacenan
para su posterior recuperacién. Dichos procesos pueden ser alterados por la emocidn, facilitar la codificaciéon o
dificultar la memoria de largo plazo. Las sinapsis se consideran excepcionalmente plasticas en composicién, funcién
y arquitectura. Esto permite la relacion autodependiente de trafico impulsivo, homeostasis y efectos moduladores
o sefiales con las células gliales vecinas y neuronales que influyen fuertemente en estas. La plasticidad neuronal
es elemental para el aprendizaje y la memoria, desarrollo, remodelacidon y homeostasis de complejos circuitos
neuronales A nivel electrofisioldgico, plasticidad sindptica se refleja en fendmenos conocidos como potenciacion y
depresién a largo plazo.*3

La nutricién cumple un rol fundamental en la eficiencia de muchos de los procesos cognitivos disminuyendo
el riesgo de diversas enfermedades relacionadas con la edad como la demencia. Por ejemplo, una mayor
adherencia a la dieta mediterranea se relaciona con una mejor capacidad cognitiva, menor riesgo de deterioro
e inclusive disminucién del riesgo a Alzheimer.® La Spirulina es un alga azul verdosa que se hizo conocida
después del uso con éxito por parte de astronautas de la NASA en sus misiones espaciales. Ahora nombrada
Arthrospira, su nombre deriva de la caracteristica espiral o helicoidal de sus filamentos. Se encuentra en todo
el mundo, en aguas dulces y marinas. Representa una dieta importante en los humanos, histéricamente
fue una de las bases nutricionales para la civilizacion azteca. Es un producto de altisimo valor nutricional
y contiene hasta 70 % de proteinas (todos los aminoacidos esenciales necesarios), diversas vitaminas como la
vitamina B 12, provitamina A, minerales como el hierro, acidos fendlicos, tocoferoles, entre otros tantos.®%”

La Spirulina, no solo es conocida en los ultimos afios por sus propiedades nutricionales sino por sus
actividades terapéuticas, es decir, un comportamiento nutraceutico, que va desde la reduccion del colesterol,
el cancer, mejora inmunitaria, aumento de lactobacilos intestinales, reduccion de la nefrotoxicidad, entre
otros.®%1%1 |3 Spirulina también posee capacidades neuroprotectoras, demostrado en laboratorio cuando
en un experimento fermenté el extracto de Spirulina maxima con bacteria del acido lactico Lactobacillus
planetarium donde estudiaron a dosis de 200 mg/kg y 400 mg/kg y pudieron evidenciar en el laberinto
acuatico de Morris las actividades de mejora cognitiva y neuroproteccién frente a escopolamina.!2131415
Sus efectos fueron atribuidos a las actividades antioxidantes del beta caroteno y otros componentes.6?

Por otro lado, omega-3 brinda grandes beneficios neuronales que se relacionan a su estructura y su
flexibilidad, permite que se expongan los receptores y facilite la permeabilidad entre el medio interno
y externo. Esto debido a que sus estructuras no se encuentran expandidas.'®'°29 Sobre la base de todo
lo antes dicho, se realiza la investigacion con el objetivo de determinar el efecto de Spirulina maxima vy
el aceite esencia omega 3 sobre el aprendizaje y la memoria espacial en Rattus norvegicus var. Albinus.

MATERIAL Y METODO

Para esta investigacion, se utilizé un disefio experimental con enfoque cuantitativo y de estimulo creciente
(Pérez-Juarez et al., 2016). Los animales de experimentacion (Rattus norvegicus var. Albinus), se agruparon segun la
Tabla 1y se continud con el disefio propuesto en la Figura 1 donde, todas las ratas pasaron por un proceso de inicio
de 14 dias con administracion de Spirulina o agua en las dosis segun se indica, para que a continuacion se proceda

con el método de la piscina de Morris.?V

Tabla 1. Grupos de experimentacion y tratamientos con espirulina
Variable Grupos Tratamiento mg/kg
G.T. Agua
Testigo
G.E.A. 200 mg/kg
G.E.B. 400 mg/kg
Spirulina G.E.C. 800 mg/kg
G.0.A. 10 mg/kg
G.0.B. 20 mg/kg
Omega-3 (DHA y EPA)
G.0.C. 40 mg/kg
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Richard Morris,?") en 1984, propuso un método para evaluar la memoria espacial y el aprendizaje. Este
consiste en una piscina donde se coloca a los animales de experimentacion para evaluar su estudio y medicidn. Esta

metodologia es uno de los mas usados en una gran variedad de trabajos de investigacidn relacionados con el tema.
(22,23,24)

Figura 1. Disefno de investigacion propuesto.
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El mejor atributo de este ensayo en comparacidn con otras pruebas que existen para igual fin como el laberinto
en T, el de brazos multiples, de Barnes, etcétera, es que una vez llena la piscina para la experimentacion, minimiza
las sefales aromaticas que podrian facilitar al animal en la orientacion o busqueda del escape. Ademas, este método
posee una alta confiabilidad ya que es aplicado en una gran variedad de adaptaciones y modificaciones estructurales
y procedimentales con muy buenos resultados.® Inclusive en adaptaciones para humanos.®?®

Poblacién y muestra

Para este estudio, se obtuvo la Spirulina maxima en polvo orgdnico con certificacién USDA, obtenida de la regidn
de Ica, producida por Organix Perd y omega-3 de WHC Uno Cardio con certificacion IFOS. Los especimenes zooldgicos
consistieron en 35 Rattus norvegicus var. albinus machos que se obtuvieron del Instituto Nacional de Salud, Lima.
Con pesos promedios entre 150 g y 200 g cada uno. Recibieron alimentacién balanceada y agua ad-libitum; tuvieron
ademads 14 dias de aclimatacidn y cuarentena respectivas, con el ambiente enriquecido. Su manejo tuvo en cuenta las
recomendaciones y protocolos del Comité de Etica de la institucién.

Procedimiento experimental

Preparacion de la Spirulina y omega-3

Se procedieron a extraer con un sonicador y etanol a 70 % las muestras de Spirulina en polvo. Posteriormente,
se llevd a un rotavapor hasta la obtencion de un extracto fluido (1:1). A partir de esto se prepararon las diluciones
correspondientes para la experiencia.?”?® El omega-3 se obtuvo directamente y se procedid a su administracion.

Evaluacion de la memoria espacial

Para la evaluaciéon de la memoria espacial y siguiendo la técnica de Morris, se utilizd una piscina circular de 1,2 m
de didmetro y 0,56 m de altura. Esta se secciond imaginariamente en cuatro cuadrantes. Posteriormente, se cubrié
con agua a una temperatura de 19°C. En el cuadrante noreste se sumerge un salvavidas de 19 cm de alturay 12 cm de
didmetro para que el animal en experimentacién pueda salir del agua fria. La piscina estuvo pintada de color negro y
tinturada el agua del mismo color para dificultar su visibilidad de llegar al salvavidas.

a. Fase de adquisicion o aprendizaje: Se coge al animal y se coloca suavemente en la piscina llena y con el agua
quieta con el hocico mirando hace una de las paredes de la piscina. Se debe de tener la precaucion de no haber
ninguna sefializacidn, ruido ni aroma extrafio al ambiente de trabajo. Para cada experiencia se colocara en cuadrantes
diferentes excepto el noreste. El animal puede nadar durante 120 segundos.

Después del tiempo maximo aceptado (120 min), sila rata no puede llegar ala plataforma, se le guiard manualmente
y se ubicara sobre el salvavidas por un lapso de 15 segundos.

La prueba consiste en 3 ensayos por dia como limite. Cada uno de estas debe estar cronometradas y se toma el
tiempo hasta que suba al salvavidas o hasta que llegue al tiempo maximo sin lograrlo.

b. Fase de retencion o memoria: Después de 3 meses, se procedid a repetir el ensayo por un maximo de 60
segundos en la misma piscina antes usada, pero esta vez sin el salvavidas. Se considerd el nimero de veces que cruzo
por el lugar donde estuvo el salvavidas, y el tiempo que lo hizo la primera vez, (27:28:29:30)
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El indice de aprendizaje
Para encontrar el indice de aprendizaje (IAP), se utilizé la ecuacién formulada por Davolio.?”
* Fase de adquisicién: Donde se considero el valor maximo permitido de 120 segundos.
e Fase de recuperacién: Se tomd en consideracidn el valor maximo de 60 segundos segun protocolo.
IAP = (1 —TE/TM)

Donde TE es el tiempo empleado y TM es el tiempo maximo permitido: 120 segundos para la fase de adquisicion
EA y 60 segundos para la fase de retencion o recuperacién ER.

Para esto se considerd:

Aprendizaje pobre: 0 <IAP < 0,4
Aprendizaje regular: 0,4 <IAP < 0,6
Aprendizaje bueno: 0,6 <1AP < 0,8
Aprendizaje excelente: 0,8 <IAP<1

Se tuvieron las consideraciones bioéticas con los animales de laboratorio empleados; no se sacrificd ningun animal
empleado. Los resultados estan almacenados en hojas de célculo en el Drive institucional de la Universidad Nacional
de Trujillo; para solicitar acceso publico escribir a jlrodriguezv@unitru.edu.pe.

RESULTADOS

EnlaTabla 2, se puede apreciar que los diferentes tiempos en la fase de adquisicidn o aprendizaje van disminuyendo
progresivamente conforme se continla con las sesiones. En el caso del grupo testigo (GT), su tiempo se reduce desde
44 s hasta 39 s durante los cuatro dias de trabajo. Las variaciones mas importantes se dan en los grupos experimentales
By C (GEB y GEC) donde disminuye 7 s y 8 s durante el desarrollo de la experimentacion. En el grupo experimental a
(GEA) también se percibe una disminucidn en los tiempos y va desde 43 s hasta 38 s al concluir el trabajo.

Tabla 2: Tiempos de aprendizaje y retencion en los diferentes grupos experimentales
Grupos experimentales Fase de adquisicin (s} Fase de
Dia 01 Dia 2 Dia 3 Dia 4 retencion
GT 44 45 42 39 44
GEA 43 43 40 38 44
GEB 43 41 38 36 45
GEC 42 41 36 35 a4
GOA 43 42 40 38 45
Go8 42 41 38 37 45
GOC 41 38 37 36 44

En la Tabla 3, se observa un incremento en el indice de aprendizaje del grupo GT, que va desde 0,63 en el dia
primero hasta 0,68 en el cuarto. Del mismo modo, se notan las mejoras en los indices de aprendizaje en tres grupos
experimentales GEA, GEB y GEC, sus valores van de 0,64 a 0,69, de 0,64 a 0,70 y de 0,65 a 0,71 respectivamente.

Tabla 3: Tabla de los indices de aprendizaje y retencion en la fase de adquisicion de los diferentes
grupos experimentales
) Fase de adquisicion (s) Fase de
Grupos experimentales tencié
Dia 01 Dia 2 Dia 3 Dia 4 retencion

GT 0,63 0,63 0,65 0,68 0,63
GEA 0,64 0,65 0,66 0,69 0,63
GEB 0,64 0,65 0,68 0,70 0,63
GEC 0,65 0,66 0,70 0,71 0,63
GOA 0,64 0,65 0,66 0,69 0,63
GOB 0,65 0,66 0,68 0,69 0,63
GOC 0,66 0,68 0,69 0,70 0,63
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A partir de los datos obtenidos en los diferentes grupos experimentales y dias de ejecucion, se procedié arealizar un
andlisis de varianza en lo que arroja un p valor menor a 0,05 (Tabla 4) lo que indica que si existe diferencia significativa
entre, al menos, dos grupos. De esta manera, se procede a rechazar la hipotesis nula (Ho) que sefiala igualdad de
resultados entre los grupos de trabajo y se acepta la hipdtesis (H1), es decir, se acepta que la administracidon de
omega-3 y Spirulina si mejora el aprendizaje y la memoria espacial.

Tabla 4: Analisis de varianza de los tiempos consumidos en los diferentes grupos de trabajo
Tiempos Suma de cuadrados gl Media cuadratica f sig.
Entre grupos 178,537 3 59,512 4,090 0,010
Dentro de grupos 1105,950 76 14,552
Total 1284,487 79

En la Figura 2, se observa una reduccidn constante del tiempo de escape en los diferentes dias que dura el
experimento. Asimismo, dicha mejoria es mas notoria en el cuarto dia con apertura marcada para el GEC.

Figura 2: Tiempos de aprendizaje y retencion en los diferentes grupos experimentales
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DISCUSION

Existen varios estudios preclinicos con la finalidad de evaluar el efecto de omega-3 o la Spirulina en las diferentes
capacidades cognitivas en animales de experimentacion usando el laberinto acuatico de Morris %3132 En 2011, un estudio
logré evidenciar también el efecto de la Spirulina en la disfuncion de la memoria ante el dafio por estrés oxidativo y la
actividad enzimatica antioxidante; la dosis utilizada por este equipo de investigadores es la misma del grupo tratamiento
| que se utilizd en este trabajo, es decir, 200 mg/kg (por peso de sujeto animal) de Spirulina, mostrando resultados
superiores en comparacion con el control en disminucion de la peroxidacién lipidica en el hipocampo; esta investigacion
expuso el efecto benéfico que consiste en la deposicidn reducida de la proteina B-amiloide en el hipocampo, frente a la
actividad de catalasa que fue significativamente mayor, y se concluyé que la Spirulina platensis previene la pérdida de
memoria'(33,34,35,36)

En este sentido, el mecanismo de accion de la Spirulina se sustenta en su actividad frente al estrés oxidativo, incrementa
la actividad de la serotonina y promueve, por lo tanto, la liberacién de glutamato como neurotransmisor que permeabiliza
los canales de calcio dependientes, este mecanismo se ha asociado con tratamientos efectivos para mejorar la memoria
espacial, un tratamiento basado en dietas enriquecidas con Spirulina que, por ende, presenta ficocianina (antioxidante),
aumenta los niveles de glutation del cerebelo, reduce los niveles de MDA (Malondialdehido), y disminuye las citoquinas
proinflamatorias, generadas en los eventos de estrés al mejorar la memoria espacial en la rata.3”-33%40) En un estudio, se
encontré que la administracion oral de DHA a ratones adultos normales como lisofosfatidilcolina (40 mg DHA/kg), durante
30 dias, aumento el contenido de DHA del cerebro en mas del doble. Esto podria explicar la estimulacion del aprendizaje
y la memoria espacial. (Figura 1y 2).7:383940

Esto puede explicar que en los diferentes tiempos la fase de adquisicion o aprendizaje va disminuyendo progresivamente
conforme se continud con las sesiones. En el caso del grupo testigo (GT), su tiempo se reduce desde 44 s hasta 39 s
durante los cuatro dias de trabajo. Las variaciones mas importantes ocurren en los grupos experimentales By C (GEB y
GEC) donde disminuye 7 s y 8 s durante el desarrollo de la experimentacion. En el grupo experimental (GEA), también se
percibe una disminucién en los tiempos y va desde 43 s hasta 38 s al concluir el trabajo.**#>4344 Aunque hasta la fecha
no existe un consenso en la comunidad cientifica respecto a las dosis terapéuticas de omega-3, la OMS y la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) recomiendan entre 250 mg y 500 mg de EPA y DHA/dia.®¥.
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CONCLUSIONES

Los grupos de trabajo que recibieron Spirulina u omega-3 alas dosis de 200 mg/kg, 400 mg/kg, 800 mg/kg, 10 mg/kg,
20 mg/kgy 40 mg/kg mostraron una mejoria en el tiempo de aprendizaje o fase de adquisicién en comparacién con el
grupo testigo. Los grupos de trabajo que recibieron mayor dosis del nutriente (800 mg/kg o 40 mg/kg) presentaron una
mejor respuesta en las pruebas de aprendizaje o adquisicidn evaluadas por el método de Laberinto acuatico de Morris.

RECOMENDACIONES

Disefiar estrategias de superacion para el mejoramiento del desempefio profesional investigativo de los MGl
relacionado con el URM.
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