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Resumen

El COMPVIT-B® es un complejo vitaminico compuesto por las vitaminas By, B, B, que
ha sido utilizado en tratamientos de neuritis y polineuritis de origen multiple, neuropa-
tias periféricas, cidticas, pardlisis facial, padecimientos con aumento de la utilizacion de
energfa como el estrés y el cancer. Mientras el tratamiento con tiamina se utiliza para ali-
viar los sindromes de Wernicke-Korsakoff, la piridoxina es esencial para las sintesis y el
metabolismo de practicamente todos los neurotransmisores, y la cianocobalamina de-
sempena un rol muy importante en el metabolismo de los dcidos grasos necesarios para
mantener la mielina. El propésito fue evaluar la influencia del complejo multivitaminico
COMPVIT-B® en el desarrollo de la memoria, el aprendizaje espacial y la actividad motora
de ratas Wistar neonatas, a través de la inyeccion intraperitoneal de 0,1 ml del complejo
vitaminico a 16 individuos de 15 dfas de nacidos durante dos semanas. Quince dias des-
pués se evalud la memoria y el aprendizaje espacial y la actividad motora a través del labe-
rinto acudtico de Morris y la prueba de habilidad natatoria. El grupo experimental mostré
una disminucion en la latencia de escape en el laberinto acudtico de Morris; sin embargo
no hubo diferencia significativa en la evaluacion de la habilidad motora. El complejo vita-
minico COMPVIT-B® aplicado a ratas en periodo neonatal contribuye a la formaciéon mas
efectiva de un mapa cognitivo que posibilita mayor éxito en la resolucion de la prueba. La
aplicacion del COMPVIT-B® no tuvo efecto en la actividad motora evaluada por la calidad
y habilidad natatoria de los animales.

Palabras clave: actividad motora, aprendizaje espacial, cianocobalamina, COMPVIT-B®,
piridoxina, tiamina.

Abstract

The COMPVIT-B® is a vitamin complex is composed by the vitamins B1, B6, B12, which
has been used in the treatments of neuritis and polineuritis of multiple origin, peripheral
neuropathies, sciatic, facial paralysis and sufferings with increase of the utilization of
energy as the stress and cancer. While the treatment with thiamin has been used to alle-
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viate the Wernicke-Korsakoff syndromes, the pyridoxine is essential for the syntheses
and metabolism practically of all neurotransmitters, simultaneously the Cyanocobalami-
ne play role very important fatty acid metabolism for maintenance of myelin. The propo-
se of the study was to evaluate the influence of multivitamin complex-COMPVIT-B® in
memory, spatial learning and motor activity develop of neonatal Wistar rats. The vitamin
complex B was injected intraperitoneally in a dose of 0.1 ml to 16 subjects of 15 day of
born during two week. Fifteen days after were evaluated the memory and spatial learning
and, motor activity using Morris Water maze and swim ability test respectively. The ex-
perimental group show decrease in escape latency in Morris Water maze, however do not
show significative differences in motor ability evaluation between the groups. The multi-
vitamin complex-COMPVIT-B® injected in newborn rats contribute to effective forma-
tion of cognitive map that give the possibility to the animal to has major success in test
resolution. The injection of COMPVIT-B® not had any effect in motor activity evaluated
by both quality and swim ability of the animals.

Keywords: motor activity, spatial, cyanocobalamine, COMPVIT-B®, pyridoxine, thiamine.

1. INTRODUCCION

La tiamina (B,), la piridoxina (By) y la cianocobalamina (B;,) pertenecen a un grupo de
vitaminas denominado el complejo B; aunque presentan grandes diferencias en cuanto
a estructura quimica y efecto bioldgico, se agrupan en esta unica clase porque original-
mente se aislaron a partir de las mismas fuentes. Estas vitaminas son importantes en la
nutricion, sintesis de neurotransmisores, transporte axonal y excitabilidad neuronal
(Wang et 4l., 2005), han sido utilizadas en tratamientos de artritis reumatoide (Yxfeldt
et al., 2003), asi como en padecimientos dolorosos como lumbago, cidtica y neuralgia
del nervio trigémino (Mider et 4l., 1988; Wang et 4l., 2005), neuritis y polineuritis de
origen nutricional, diabético (Bernstein y Loitz, 1988; Stracke et 4l., 1996) alcohdlico y
toxico. El déficit de vitamina By estd implicado en el sindrome de Wernicke-Korsakoff
(Toth et 4., 2002; Thomson, 2000), y el suplemento con la misma mejora los sintomas
de la enfermedad en su tratamiento (Ambrose, 2001). También se ha demostrado que
el déficit de tiamina tiene un efecto deletéreo sobre la memoria en pollos jévenes (Cro-
we v El Hadj, 2002), otros animales y humanos (Bubber et 4., 2004). La piridoxina es
esencial para las sintesis y el metabolismo de practicamente todos los neurotransmiso-
res (Bender, 1999). Agbayewa et dl. (1992) sugieren que la vitamina B, podria ser utiliza-
daen el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, ya que reduce los niveles de homo-
cisteina; ademads, proveer este cofactor ayuda al correcto funcionamiento del ciclo de la
metionina mejorando la metilacién y protege el cerebro de danios (Miller, 2003). La cia-
nocobalamina desempena un rol muy importante en el metabolismo de los dcidos gra-
sos necesarios para mantener la mielina (Weir y Scott, 1995). Ademas, bajos niveles de
esta vitamina pueden ser causa reversible en el 1% de los casos de demencia (Clarfield,
1998); el déficit de vitamina By, y dcido f6lico origina la acumulacién de homocisteina
ya que clla estd estrechamente relacionada con el metabolismo de estas vitaminas (Mi-
ller, 2003; Ariogul et dl., 2005; Obeid y Herrmann, 2006). Es conocido que el incremen-
to en la concentracion de homocisteina puede resultar en dafo excitotéxico de las neu-
ronas (Miller, 2003) e induccién de apoptosis en neuronas hipocampales en ratas
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(Lipton et dl., 1997). Igualmente la hiperhomocisteinemia puede dar origen a defectos
del tubo neural que pueden ser reducidos por la administracién de las vitaminas By,

B, By, By (Kruman et 4l., 2000).

Los cuadros clinicos de carencia de una vitamina, como cualquiera del complejo B,
traen generalmente consigo el defecto en la concentracion del resto (Carrillo et 4l.,
1989). Por otro lado, se ha comprobado que altas dosis de algunas vitaminas no sélo
constituyen una terapéutica sustitutiva, sino que adquieren una accién farmacolé-
gica de efectos inusitados (Carrillo et 4l., 1989). Ello exige la administracién con-
junta de vitaminas con conexién funcional metabdlica, por cuanto el empleo aisla-
do de una de ellas puede ocasionar déficit parcial en las demds (Kenneth et al,

1992).

El COMPVIT-B® es un complejo vitaminico liofilizado compuesto por 100 mg de clorhi-
drato de tiamina, 100 mg de clorhidrato de piridoxina y 5 mg de cianocobalamina pro-
ducido por la Empresa de Productos Biolégicos Carlos J. Iinlay de La Habana, Cuba.
Teniendo en cuenta las propiedades de las vitaminas que lo componen, el grupo investi-
gador se propuso medir los efectos de este complejo vitaminico en ratas Wistar neona-
tas, puesto que procesos neuronales como la diferenciacion, sinaptogénesis y mieliniza-
ci6on de las células nerviosas tanto en las ratas como los humanos ocurren después del
nacimiento. La vitamina Bg, junto a las vitaminas B, y B, intervienen en el metabolismo
de todas las células del organismo, destacdndose su actividad principalmente sobre las cé-
lulas del sistema nervioso; de ahi que se les denomine comunmente vitaminas
neurotropas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Sujetos experimentales

Para el estudio se utilizaron 16 ratas Wistar hembras de 15 dias de nacidas, las cuales
se mantuvieron en el Bioterio de la Universidad del Tolima, teniendo en cuanta las
condiciones éptimas para la cria y manutencion de pequenos roedores de laborato-
rio. Los animales se mantuvieron con un fotoperiodo de 10 horas luz, 14 oscuridad y
acceso ad libitum tanto a la comida como al agua, y fueron asignados al azar a dos
grupos de estudio: un grupo control y un grupo experimental COMPVIT-B®, forma-
dos cada uno por ocho individuos. El grupo experimental recibié una inyeccién in-
traperitoneal de 0,1 ml/dia de COMPVIT-B® durante dos semanas a partir de los 15
dias de nacidos.

2.2 Pruebas conductuales

2.2.1 Laberinto acudtico de Morris

Ellaberinto acudtico fue disefiado por R. G. Morris para evaluar la memoria espacial en
ratas (Morris, 1984). Consiste en una piscina circular con un didmetro de 200 ¢m, llena
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de agua, cuya temperatura oscila entre 18 y 27 °C, en la que se sitda una plataforma que
debe ser localizada por el animal. Tradicionalmente el laberinto se usa como un test es-
pacial en el que los animales nadan desde diferentes puntos de salida situados en el pe-
rimetro de la piscina hasta encontrar la plataforma sumergida en el agua. Con este test
es posible valorar la memoria de referencia, sila plataforma permanece en el mismo lu-
gar durante los ensayos, y la memoria de trabajo, cuando se cambia la plataforma de po-
sicion en cada ensayo (Vicens et dl., 2003).

Quince dias después de finalizado el tratamiento se evaluaron la memoria y el
aprendizaje espacial en el laberinto acudtico de Morris. La evaluacion se realizé en
dos periodos: el primero de adquisicion con una duracién de tres dias, y el cual con-
siste en dejar partir al animal de ocho posiciones aleatorias en busca de una platafor-
ma de escape que se encuentra sumergida 2 cm por debajo del nivel del agua, la cual
estd ubicada en el centro de uno de los cuadrantes que para este estudio fue el cua-
drante superior izquierdo. Veintiin dias después (segundo periodo) se realizé una
prucba de retencion que presenta las mismas condiciones del periodo de adquisi-
ci6én pero con una duracién de un dia, seguido por una prueba denominada transfe-
rencia que consiste en trasladar la posicion de la plataforma de escape a otro de los
cuadrantes del tanque (para este caso se eligié el cuadrante inferior derecho). La
prucba tiene una duracién de tres dias dejando partir al animal aleatoriamente de
los ocho puntos de partida. Las posiciones de partida se discriminaron de acuerdo
con los puntos cardinales, asi: norte (N), noreste (NE), este (E), sureste (SE), sur (S),
suroeste (SE), oeste (O), noroeste (NO) (figura 1). Lalatencia maxima de escape por
ensayo fue de 60 segundos y un periodo de exploracién de 20 segundos sobre la pla-
taforma. Finalizada esta evaluacion se realiz6 una prucba confirmatoria llamada
prucba de cruces, en la cual se retirg la plataforma de escape y se dejo6 partir al ani-
mal de una de las posiciones de arranque (N), contabilizindose el nimero de cruces
realizados por el lugar donde estaba ubicada la plataforma en el transcurso de 60 se-
gundos (latencia mdxima) (figura 1).

2.2.2 Habilidad natatoria

La actividad motora se evalué a través de la habilidad natatoria de los animales en
un tanque de cristal durante 4 minutos, registrando la posicién corporal (dngulo for-
mado entre el dorso del cuerpo y la superticie del agua) cada 60 segundos. Se defi-
nieron tres diferentes niveles de posicidn, asi: posicién horizontal, posicién de 45°y
de 90° para determinar cualitativamente la resistencia motora y la calidad de nado.

2.2.3 Andlisis estadistico

Se utilizé un analisis de varianza ANOVA de dos vias seguido por el analisis post hoc
Newman-Keuls test. Para la comparacion de la latencia diaria entre los grupos se usé la
prueba estadistica t- student.
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Figura 1. Laberinto acudtico de Morris. Flujograma del desarrollo del laberinto acudtico de Mo-
rris; muestra la ubicacion de la plataforma en cada una de las etapas de la prueba (circulo gris os-
curo) y las ocho diferentes posiciones de arranque de las cuales se dejo partir al animal. El circulo
con la equis (X) dentro muestra la posicion donde estaba ubicada la plataforma después de ser

retirada.

3. RESULTADOS

3.1 Laberinto acudtico de Morris

En los dos grupos de animales, COMPVIT-B® y control, sc¢ evaluaron la memoria y el
aprendizaje espacial por medio del laberinto acudtico de Morris en los intervalos de
tiempo descrito con anterioridad. Fl andlisis de varianza ANOVA de dos vias demostrd
una diferencia estadisticamente significativa (F 55459 = 33,2; p<0,00) intragrupal du-
rante el periodo de adquisicion, pero no intergrupal. El andlisis post hoc demostré que
hubo una diferencia en el segundo dia de la prueba entre ambos grupos y una tendencia
a la significancia en el tercer dia donde p= 0,06 y p= 0,07, respectivamente (figura 2).
Cuando se realiz6 una comparacién de la latencia media en cada dia de prueba entre los
grupos se encontré una diferencia significativa a favor del grupo COMPVIT-B® (T=
-1,75, p= 0,024) (figura 3). Al comparar la prueba de retencién con el tercer dia de la
prucba de adquisicién no se hall6 diferencia significativa (p>0,05) (figura 4). La prue-
ba de transferencia mostré una disminucién en las latencias de escape en los grupos con
respecto a la prueba de adquisicién, sin embargo al compararlos no se observaron dife-
rencias significativas entre los mismos (p>0,05) (figura 5). Al comparar intergrupal-
mente la prueba de cruces se observaron diferencias significativas entre los mismos

(p<0,05) (figura 6).
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Figura 2. Prueba de adquisicién: evolucion de la latencia de escape en la prueba de adquisicion.
Valor promedio de las latencias en cada uno de los dias de la prueba; nétese la habilidad del grupo

tratado en la solucion de la prueba. Las barras negras indican una mayor latencia de escape con
respecto al COMPVIT.

* Diferencia significativa de la latencia de escape p< 0,05.
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Figura 3. Latencias medias: comparacion intergrupal de las latencias medias de escape en los pe-

riodos de adquisicion (LM1) y transferencia (LM2). El grupo control muestra mayores latencias
de escape en LML1.

*  Diferencia significativa p< 0,05; LM1: Latencia media del periodo de adquisicién; LM2: Latencia media
del periodo de transferencia.

3.2 Habilidad natatoria

Al evaluar los resultados de la prueba de habilidad natatoria entre el grupo control y los
animales tratados -COMPVIT-B®- ambos grupos mostraron un comportamiento similar
en cuanto a las posiciones corporales adoptadas al transcurrir los 4 minutos, siendo es-
tas posiciones: horizontal durante el primer minuto, 15° en el segundo minuto, 45° para
el tercer minuto y 90° o posicion vertical en el cuarto minuto, por lo cual no se hallé una
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Figura 4. Prucba de retencién: compara la latencia de escape entre el dltimo dia de la adquisicion

(dia 3) yla retencion (dia 24). No hay diferencia, pero se conserva la tendencia de menores laten-
cias de escape a favor del grupo COMPVIT.
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Figura 5. Prueba de transferencia: latencia de escape durante la prucba de transferencia entre los

grupos control y COMPVIT. Las barras grises y blancas indican una latencia de escape mayor y
menor con respecto al COMPVIT, respectivamente.

* Diferencia significativa de la latencia de escape p< 0,05.

diferencia en cuanto a la resistencia motora, calidad y habilidad natatoria reflejada por
la posicién corporal de los animales.

4. DISCUSION

De observar los resultados para la prueba de adquisicion se puede concluir que tanto los
animales tratados como los no tratados muestran destreza en la resolucion de la prueba;
sin embargo, existe una tendencia del grupo COMPVIT-B con respecto al grupo control a
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Figura 6. Prueba de cruces: evaluacion de la prueba de cruces para cada grupo en un intervalo de
60 segundos. El grupo COMPVIT mostré mayor habilidad que el grupo control en el desarrollo de
la prueba.

* Diferencia significativa en el nimero de cruces entre los grupos p< 0,05.

tener latencias de escapes menores, mostrada principalmente en el segundo y tercer dia
de la comparacién intergrupal, lo que posiblemente puede estar reflejando un efecto
positivo a causa del tratamiento con el complejo vitaminico ya que algunas vitaminas
del complejo B tienen incidencia sobre el desarrollo y funcionamiento del sistema ner-
vioso central; es el caso de la tiamina, la piridoxina y la cianocobalamina (Zimmer-
mann, 2005; Bender, 1999; Weir y Scott, 1995; Czeizel y Kalina, 2003). Todos los ani-
males realizaron la prueba de retencién con destreza y habilidad demostrando que se
desarroll6 un proceso de adquisicion 6ptimo con consolidacion adecuada de la infor-
macién para la resolucién de la prueba, mostrado en la conservacién de la tendencia por
parte del grupo COMPVIT-B a tener menores tiempos de escape; sin embargo, no hay dis-
minucién de las latencias con respecto a la prueba de adquisicion. Los animales del gru-
po control, si bien no tienen ningtin tratamiento, desarrollan un proceso de aprendizaje
progresivo, lo cual permite que en un momento determinado ocurra un solapamiento
de las latencias de escape con relacién al grupo COMPVIT-B, razén por la cual en la prue-
ba de transferencia no se encontré diferencia entre los dos grupos, lo que se puede expli-
car por el hecho que el complejo vitaminico ejerce un efecto estimulante del sistema
nervioso, mas no dota a los animales de un sobredesarrollo cognitivo. Tal efecto estimu-
lante se mostré en la solucién de la prueba de cruces, donde el grupo tratado con el
COMPVIT-B® mostré mejor habilidad para la solucién de la prueba en una proporcion
3:1 con respecto al grupo control, lo cual es un resultado concluyente para este estudio,
dado que esta prueba permite observar el progreso en el proceso de aprendizaje.

Los resultados obtenidos se correlacionan con evidencias previas de la accion de las vita-
minas del complejo B en varios procesos del sistema nervioso, tales como la repercusion
de la vitamina B en los procesos de memoria a largo plazo (long term potentation, LTP),
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a través de los mecanismos GABAérgicos, segin los trabajos reportados por Hirai et 4l.,
(1993), debido a su participacion en los procesos de transmisién sindptica en su forma
activa, en el complejo enzimatico piridoxal-fosfato deshidrogenasa como componente
de los miembros del sistema GABAérgico en la neurotransmision (Zimmermann, 1993).
También Bubber et 4l., (2004) demostraron que la deficiencia de tiamina acarrea defec-
tos en los procesos de memoria y contribuye a la aparicién de enfermedades neurolégi-
cas, debido ala reduccién de los niveles de las enzimas tiamina-dependientes, del dcido
tricarboxilico en los pacientes con este tipo de enfermedades, asi como importantes de-
sérdenes bioquimicos en el cerebro.

A través del desarrollo de este estudio se evidencié la accién de las vitaminas tiamina,
piridoxina y cianocobalamina sobre la memoria y el aprendizaje espaciales como una
condicién estimulante para el desarrollo de estos, contribuyendo a la creacion de mapas
cognitivos que le posibilitan mayor éxito al animal en la realizacién de las pruebas.

La prueba llevada a cabo para evaluar la actividad motora no evidencié influencia del
COMPVIT-B® sobre esta, lo cual puede ser producto de la evaluacion conductual utiliza-
da. Ademds, se hace necesario la complementacién de este estudio comportamental
con un estudio histolégico de las regiones hipocampales posterior a la administraciéon
del COMPVIT-B®.
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