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3. Resumen 

         En las tres últimas décadas, la señalización mediada por ácidos grasos ha tomado 

gran relevancia. En este contexto, el ácido docosahexaenoico (DHA) ha reunido especial 

interés debido a sus propiedades benéficas para el funcionamiento del sistema nervioso 

central (SNC). Diversos estudios han demostrado que el DHA favorece la expresión de 

marcadores de crecimiento axonal y de proteínas sinápticas, y, además, estimula el 

crecimiento de ramificaciones neuríticas.  Por el contrario, niveles disminuidos de DHA se 

han asociado a alteraciones en la neurogénesis y en el crecimiento neurítico.  Evidencia 

reciente ha propuesto que la activación del receptor GPR40 por DHA, sería un mecanismo 

clave en las acciones tróficas de DHA, sin embargo, estas evidencias son escasas y 

requieren ser ampliadas.  A partir de estos antecedentes, nuestra hipótesis plantea que la 

activación del receptor GPR40 es necesaria para los efectos benéficos del DHA en 

procesos de supervivencia, de crecimiento neurítico y de sinaptogénesis de células 

neuronales en cultivo in vitro.  Es por esto, que estudiamos la relevancia de la activación 

del receptor GPR40 en los efectos tróficos de DHA en procesos de supervivencia, de 

crecimiento neurítico y de sinaptogénesis en cultivos primarios de neuronas corticales y en 

células N2A. Utilizando técnicas automatizadas, a través, de mediciones en tiempo real, 

obtuvimos que DHA ejerce un efecto positivo en la sobrevivencia de células N2A, de manera 

concentración dependiente. Los análisis de Sholl realizados a imágenes de microscopía de 

super resolución, sugieren que DHA estimula el crecimiento neurítico. Finalmente, análisis 

de intensidad de fluorescencia, a partir, de inmunocitoquímicas realizadas a neuronas 

corticales, arrojaron que DHA promueve la expresión del marcador presináptico SV2. Lo 

que respecta a GPR40, nuestros hallazgos utilizando un inhibidor selectivo para este 

receptor, mostraron que los efectos benéficos de DHA son en gran parte mediados por 

GPR40.  En conclusión, reprodujimos hallazgos previamente publicados por otros grupos 

respecto a los efectos de DHA en los eventos de desarrollo neuronal que estudiamos y 

también, reforzamos el concepto de DHA como un nutriente fundamental para el desarrollo 

neuronal. Nuestros hallazgos utilizando el inhibidor de GPR40, GW1100, aportan 

evidencias novedosas respecto a un mecanismo de transducción específico implicado en 

la señalización gatillada por DHA y ácidos grasos en células del sistema nervioso central. 

Futuros experimentos contribuirían en el estudio de las vías de transducción implicadas en 

los efectos de DHA mediados por GPR40 y esclarecer las complejas vías de señalización 

involucradas en los efectos benéficos y tóxicos del DHA en el sistema nervioso central.  
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4. Abstract     

         In the last three decades, signaling driven by fatty acids has become very important. 

In this context, docosahexaenoic acid (DHA) has been widely recognized for its beneficial 

properties on central nervous system functions (CNS). Different studies have shown that 

DHA promote the expression of axonal growth markers and synaptic proteins, and 

stimulates the growth of neuritic branches. On the other hand, the reduction on DHA levels 

has been associated with alterations in neurogenesis and neuritic growth. Recent evidence 

proposes that GPR40 receptor activation by DHA would be a key mechanism in the trophic 

actions of DHA, however, this evidence is scarce and needs to be expanded. In line with 

these antecedents, we hypothesize that GPR40 receptor activation is necessary for the 

beneficial effects of DHA, in survival processes, neuritic growth, and synaptogenesis on 

cultured neuronal cells in vitro. For this reason, we studied the relevance of GPR40 receptor 

activation in the trophic effects of DHA in survival processes, neuritic growth, and 

synaptogenesis on mice cultured cortical neurons and N2A cells. Using automatized 

techniques, through real-time measurements with IncuCyte S3 equipment, we observed that 

DHA has a positive effect on the survival of N2A cells, in a concentration-dependent manner. 

Sholl’s analyzes performed on super-resolution microscopy images suggest that DHA 

stimulates neurite outgrowth on cortical neurons in culture. Finally, fluorescence intensity 

assay, based on immunocytochemistry performed on cortical neurons, demonstrated that 

DHA promotes the expression of SV2 presynaptic marker. About GPR40, our findings using 

a selective inhibitor for this receptor, showed that beneficial effects of DHA are largely 

mediated by GPR40. In conclusion, we reproduced findings previously published by other 

groups about DHA effects on neuronal developmental events and also reinforce the concept 

of DHA, as a fundamental nutrient for neuronal development. Our findings using the GPR40 

inhibitor, GW1100, provide novel evidence about specific pathways involved in the beneficial 

and toxic effects of DHA in the central nervous system cells. Future experiments Will 

contribute to the study of transduction pathways implicated in DHA effects through GPR40 

and clarify the complex signaling pathways into DHA benefits and toxics effects in the CN 
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5. Introducción 

5.1. Aspectos generales del ácido docosahexaenoico (DHA) 

                  El ácido docosahexaenoico (DHA) (C22H32O2), es un ácido graso poliinsaturado 

de cadena larga, compuesto por 22 carbonos y 6 dobles enlaces en configuración Cis, junto 

con un ácido carboxílico terminal (-CO2H) (Calder, 2016). El DHA es denominado omega-3 

por presentar un primer doble enlace en el carbono 3, desde el carbono omega (Calder, 

2016) [Figura1]. El DHA es incorporado principalmente a través del consumo de alimentos 

de origen marino (pescado, aceite de krill, etc). Sin embargo, y aunque en bajo rendimiento, 

el DHA también puede ser sintetizado a partir del ácido α-linoleico (ALA). Estudios diversos 

han mostrado que menos del 1 % del ALA es convertido en DHA (Calder, 2016; Echeverría 

et al., 2017).    

          La recomendación nutricional diaria de DHA para adultos es de 250 mg (DHA + ácido 

eicosapentaenoico (EPA) ( Marshall, 2011; Li et al., 2021). Para embarazadas y nodrizas, 

se sugiere el consumo de 100 a 200 mg de DHA adicionales (Flock et al., 2013). Con 

respecto al consumo de DHA en la población chilena,  se indica la siguiente guía 

alimentaria: “Consumir al menos 2 veces por semana pescado al horno o a la plancha” 

(Mosteiro, 2009). La ingesta de DHA se considera segura y los efectos secundarios 

reportados son menores: sabor a pescado, náuseas, gases intestinales, entre otros  (Flock 

et al., 2013). Sin embargo, aun no se ha establecido un máximo diario tolerable (Flock et 

al., 2013).   

         El DHA se encuentra de manera abundante en el sistema nervioso central y periférico. 

Este ácido graso, se encuentra concentrado principalmente en los fosfolípidos de las 

membranas neuronales y gliales, constituyendo un 25 % del total de ácidos grasos 

presentes en la corteza cerebral, 30 % en la retina y 60 % en las células fotorreceptoras 

(Valenzuela B et al., 2013; Calder, 2016; Echeverría et al., 2017) 

         El DHA contribuye a la mantención y a la integridad funcional de las membranas 

celulares  (Martínez & Mougan, 1998; Echeverría et al., 2017). De modo interesante, 

diversos estudios han demostrado que la disminución en los niveles de DHA genera 

alteraciones en la neurogénesis, el crecimiento neurítico y en la neurotransmisión (Dyall, 

2015; Tang et al., 2018). Al respecto, investigaciones realizadas en ratas envejecidas con 

deficiencia de omega 3 mostraron que la administración de DHA por 7 semanas, incrementó 

la neurogénesis en el hipotálamo (Kawakita et al., 2006). Otros estudios complementarios 

han sugerido que la progresión de la neurogénesis  se encuentra relacionado con el tipo  y  
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la cantidad de ácido grasos que tenga el tejido  (Tang et al., 2018). Por ejemplo, en el caso 

del ácido araquidónico (ARA) y DHA, se ha observado que pese a que ambos son ácidos 

grasos, sus efectos sobre la mantención y diferenciación de neuroesferas de células 

madres, fueron significativamente diferentes (Sakayor et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura química del ácido docosahexaenoico (DHA). Modificado de Bazan et al., 

2011. 

 

 

5.2. Efectos del DHA en el sistema nervioso central    

         El DHA contribuye a la correcta función de los sistemas inmune, cardiovascular y 

nervioso (Hachem et al., 2016), principalmente modulando la expresión de genes, la 

inflamación y el estrés oxidativo (Dyall & Michael-Titus, 2008; Pan et al., 2015). Sin 

embargo, los mecanismos involucrados en la movilización de DHA hacia el sistema 

nervioso central (SNC) no se encuentran completamente dilucidados (Horrocks & Farooqui, 

2004). Investigaciones han sugerido que el DHA seria absorbido desde la circulación 

sanguínea por células endoteliales, para luego ser transferido al sistema nervioso central 

[Figura 2] (Bazan et al., 2011.)  Posteriormente, el DHA seria distribuido entre astrocitos y 

neuronas, mediante mecanismos aun en estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3

1
2



13 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Modelo de incorporación de DHA (22:6) al SNC, a través, de la unidad neurovascular 

y su disposición dentro de neuronas y astrocitos. (A) 22:6-fosfolipidos (22:6-PL) son absorbidos 

por células endoteliales desde la circulación y son transferidos a los astrocitos. DHA es incorporado 

en los astrocitos (B.1) y transferido a neuronas (B.2), en donde se encuentra disponible para su 

conversión a neuroprotectina D1 (NPD1). (C) Luego del paso por el retículo endoplasmático y el 

aparato de Golgi, DHA es transportado a la terminal sináptica para incorporarse a elementos 

sinápticos. Dentro de la ruta de incorporación de DHA, aún falta por dilucidar la caracterización 

molecular de los transportadores y receptores involucrados. Las flechas, que se presentan en la 

imagen, representas las posibles rutas para DHA. Modificado de (Bazan et al., 2011).  

 

 

La movilización de DHA a través de la unidad neurovascular y de su posterior 

ingreso a neuronas y astrocitos [Figura 2]  permitiría sus efectos beneficiosos en diferentes 

trastornos del SNC, como por ejemplo:  depresión, enfermedad de Alzheimer, esclerosis 

múltiple, dolor crónico, entre otros (Horrocks & Farooqui, 2004; S. C. Dyall & Michael-Titus, 

2008; Valenzuela B et al., 2013).  Al respecto, evidencias en ratones han mostrado que 

DHA modula la sensibilidad al dolor inducida por mediadores inflamatorios en el test de 

formalina (Nakamoto et al., 2012). Otros estudios han mostrado que la suplementación de 

DHA durante 1 semana, en ratas bajo estrés con deficiencia de ácidos grasos omega 3, 

mejoró índices conductuales alterados (Takeuchi et al., 2003). A pesar de ello,  los 

 



14 
 
 

mecanismos  específicos por los cuales DHA ejercería tales efectos no están totalmente 

definidos y se encuentran en investigación (Valenzuela et al., 2013).  

 

5.3. Participación del DHA en procesos de desarrollo y sobrevivencia neuronal 

         El desarrollo del sistema nervioso implica la génesis de neuronas y células gliales 

(Xavier et al., 2014), el desarrollo neuronal depende de procesos proliferativos, de  

migración, de diferenciación y de supervivencia, dentro de los cuales destacan diferentes 

hitos biológicos imprescindibles, que se encuentran implicados de manera directa, con la 

formación de diferentes estructuras del sistema (Semple et al., 2013;Silbereis et al., 2016). 

Conceptualmente, los hitos biológicos que constituyen el desarrollo neuronal se                      

definen en. i. Proliferación: hito que se caracteriza por la producción de nuevas                                             

células (Silbereis et al., 2016),  ii. Migración: hito en el cual, las células se mueven hacia 

sus destinos, dentro del cerebro (Silbereis et al., 2016). iii. Diferenciación: durante este hito, 

las neuronas adquieren su morfología con características únicas, gracias a la formación del 

axón y las dendritas (Kiernan & Rajakumar, 2013; Silbereis et al., 2016),                    iv. 

Mielinización: la característica principal de este hito es el recubrimiento de mielina en 

algunos axones. Este hito es clave en la maduración funcional del SNC (Silbereis et al., 

2016). v. Agrupamiento neuronal y sinaptogénesis: en este hito, se produce la asociación 

de las células nerviosas entre sí, con la finalidad de formar diferentes estructuras dentro del 

sistema nervioso(Valiente & Marín, 2010) . El proceso de agrupación neuronal contribuye a 

formar las conexiones sinápticas primarias, lo cual  se denomina sinaptogénesis (Waites et 

al., 2005)  

Respecto al rol de DHA durante el desarrollo neuronal, diversos antecedentes 

muestran que esta molécula ejerce efectos neurotróficos, similares a los generados por las 

neurotrofinas.  Por ejemplo, la suplementación de DHA y  acido araquidónico a cultivos de 

células PC12 promovió el crecimiento neurítico inducido por el factor de crecimiento 

nervioso (NGF) (Ikemoto et al., 1997). Relacionado a ello,  experimentos realizados en ratas 

envejecidas con deficiencia de omega 3 mostraron que la administración de DHA, 

incrementó la neurogénesis en el hipotálamo (Kawakita el al., 2006). Al respecto, DHA, 

también aumento significativamente los niveles  de biomarcadores tempranos de 

neurogénesis (Egr3 y PC3) dentro de la primera hora post-suplementación (Dagai et al., 

2009). En lo que respecta a la diferenciación, se ha demostrado que la incubación de células 

madre neurales por 4 días con 10 M de DHA fue capaz de promover la presencia de 
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neuronas maduras (Kawakita et al., 2006). A su vez, la aplicación de DHA también promovió 

la diferenciación neuronal en células madre de rata transfectadas con el gen del receptor 

de ácidos grasos GPR40 (Ma et al., 2010). Finalmente, DHA también mostró efectos 

positivos sobre la supervivencia neuronal. La aplicación de una concentración de 10 M de 

DHA redujo la apoptosis de neuronas diferenciadas a partir de células madre de rata 

(Kawakita et al., 2006). Además,  el tratamiento crónico ( 24-48 hrs) de DHA ( 2.5 M, 5 M, 

10 M, 25 M ) promovió la viabilidad  de células progenitoras neurales (Zhao et al., 2019).    

 

5.4. Efectos de DHA en la sinaptogénesis 

         La sinaptogénesis  es un concepto que agrupa a un conjunto de cambios bioquímicos 

y morfológicos que permiten la formación de sinapsis funcionales entre neuronas 

(Andersen, 2003). La característica principal de la sinaptogénesis es  una sobreproducción 

de sinapsis (Semple et al., 2013). La sobreproducción de sinapsis se debe a que las 

neuronas al nacer, experimentan un periodo de gran arborización, y por consiguiente, un 

alza de sus contactos sinápticos (Shen & Cowan, 2010; Petzoldt & Sigrist, 2014). 

Posteriormente, se produce una fase de poda sináptica o de refinamiento (Andersen, 2003), 

la cual es esencial para la función sináptica (Tönnies & Trushina, 2017) . A su vez, la función 

sináptica se encuentra regulada por diversos componentes pre- y postsinápticos, 

implicados en la sinapsis (Murai & Pasquale, 2004).   

 Diversos estudios sugieren que la administración de DHA promueve la expresión de 

diferentes proteínas sinápticas, como es el caso de la sinapsina I, la cual se expresa en los 

terminales pre-sinápticos (Ziv & Garner, 2004). La sinapsina I se encuentra asociada a la 

membrana de las vesículas sinápticas (Südhof et al., 1989) y ha sido identificada como un 

componente molecular crítico relacionado a la sinaptogénesis y la maduración funcional de 

la sinapsis  (Lu et al., 1992; Chin et al., 1995). En este contexto,  la administración de 1 M 

de DHA,  durante 10 días, generó un  aumento significativo en el número de “punctas” 

sinápticas de sinapsina I (sinapsina asociada con vesículas sinápticas) en cultivos primarios 

hipocampales (Cao et al., 2009). De manera interesante, el mismo estudio mostró que el 

aumento de la expresión de sinapsina I fue dependiente de la administración de DHA. Por 

otra parte, la administración de ARA, ácido oleico (OLA) o ácido docosapentaenoico (DPA) 

no logró modular la expresión de sinapsina I (Cao et al., 2009).  Otros estudios mostraron 

que el DHA modula los niveles de  expresión de proteínas post-sinápticas, tales como 
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GLUR-1 y PSD-95, en el hipocampo de gerbos adultos (Sakamoto et al., 2007). GLUR-1 

corresponde a una subunidad del receptor AMPA (Kasai et al., 2003) y  PSD-95  a una 

proteína de andamiaje de la densidad post-sináptica  (El-Husseini et al., 2000). Ambas 

proteínas están asociadas con el crecimiento de las espinas dendríticas y con la amplitud 

de respuestas post-sinápticas (Matsuzaki et al., 2004). Coincidentemente,  el mismo estudio 

mostró que la aplicación de DHA además elevó los niveles de expresión de actina, proteína 

de citoesqueleto capaz de regular estructuras sinápticas y espinas dendríticas (Sakamoto 

et al., 2007). De modo interesante, otros investigadores identificaron 18 proteínas pre y post 

sinápticas (espectrina beta 2, dinamina-1,  PSD-93, entre otras) que disminuyeron su 

expresión producto del déficit de DHA a nivel cerebral  en ratones (Sidhu et al., 2011). Sin 

embargo, la administración de un contenido adecuado de DHA (2.5% de ácido linoleico + 

0,9 % DHA), durante 2 meses, contrarrestó parcialmente la alteración de la expresión de 

algunas proteínas sinápticas, regulando positivamente 9 proteínas relacionadas con 

reciclaje vesicular y neurotransmisión en ratones (Sidhu et al., 2016). En relación a estos 

resultados,  la administración de DHA (15 𝜇g/g i.p),  también  logró contrarrestar  el deterioro 

de la sinaptogénesis producido por sevofluorano, aumentando los niveles de expresión  de 

PSD95, sinaptofisina y 𝛽-actina en el  hipocampo de los ratones tratados (Tao et al., 2016). 

Por otra parte, se demostró que DHA fue capaz de  promover la síntesis de membranas 

sinápticas, elevando el número y la densidad de las espinas dendríticas en un 18% 

(Sakamoto et al., 2007).  

 En línea con sus efectos a nivel de proteínas sinápticas, el DHA también ha 

demostrado ejercer efectos funcionales relacionados a fenómenos de plasticidad sináptica. 

Por ejemplo, una investigación realizada en rebanadas de hipocampo mostró que la 

inhibición de  la potenciación a largo plazo (LTP) inducida por bromoenol lactona (un 

inhibidor de la fosfolipasa independiente de calcio A2) fue revertida por una aplicación 

aguda  de 30 M de DHA (Mazzocchi-Jones, 2015). Otros  estudios han reportado que la 

suplementación con DHA produjo un aumento significativo en el crecimiento neurítico, 

sinaptogénesis, niveles de proteínas sinápticas y potenciación a largo plazo (LTP) en 

cultivos primarios hipocampales (Cao et al., 2009).   
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5.5. Efectos de DHA en la arborización neuronal 

          El proceso de arborización se define como un proceso de maduración en el cual las 

dendritas son elaboradas con una estructura altamente ramificada y estereotipada (Lanoue 

& Cooper, 2019). La arborización ocurre bajo un estricto control espacio temporal, regulado 

por una compleja interacción entre factores extrínsecos e intrínsecos (Jan & Jan, 2010; 

Lanoue & Cooper, 2019). La finalidad de la arborización es que cada neurona reciba axones 

desde neuronas presinápticas y a su vez, puedan proyectar su axón a otras células 

nerviosas.  Durante la arborización también se produce el desarrollo de neuritas como 

también de espinas dendríticas. El crecimiento axónico está determinado por el cono de 

crecimiento, el cual guía el crecimiento de la neurita hacia las neuronas con las que ha de 

establecer contactos (Gallo, 2013). Durante su proceso de elongación, la neurita puede 

sufrir arborización dendrítica (Rösner et al., 2007). El árbol dendrítico  posee una estructura  

única para cada subtipo de neurona, lo que permite una diversidad relevante para las 

funciones del SNC (Lanoue & Cooper, 2019). La morfología neuronal esencial incluye el 

soma, tamaño del cuerpo celular, ramificación desde el axón, largo del axón  y el número 

de dendritas (Ascoli, 2006; Scorcioni et al., 2008;  Friedman, 2020). 

 En el contexto de la morfología neuronal, diferentes estudios han reportado que la 

aplicación de DHA (25 M, 24-48 hrs. de incubación) estimuló el crecimiento, el largo y las 

ramificaciones de neuronas  corticales (Cao et al., 2005). Estudios adicionales reportaron 

que otros ácidos grasos (tales como OLA, ARA, ácido docosapentaenoico (DPA) no 

tuvieron mayores efectos en la morfología neuronal (Novak  et al., 2008;  Cao et al., 2009). 

De manera interesante, DHA logró restablecer el largo neurítico de una población neuronal 

de hipocampo de rata con déficit dietario de DHA, alcanzando las características del grupo 

control (Calderon & Kim, 2004). Por otra parte, neuronas corticales tratadas con DHA 

mostraron un aumento del crecimiento axonal (Mita et al., 2016). Coincidentemente,  

estudios han mostrado que la aplicación de DHA además aumentó la expresión de 

marcadores de crecimiento del cono axonal (GAP-43) (Cao et al., 2005).  Además, la 

aplicación de DHA (4 M) a cultivos de neuronas hipocampales generó un aumento en la 

complejidad de las arborizaciones dendríticas (Chang et al., 2015;  Carbone et al., 2020). 

En línea con estas evidencias, la suplementación de DHA a cultivos de células PC12 

promovió y aceleró el crecimiento neurítico inducido por factor de crecimiento nervioso 

(NGF) (Ikemoto et al., 1997; Darios & Davletov, 2006;  Dagai et al., 2009). 
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         Diferentes líneas de investigación han sugerido que los efectos del DHA sobre la 

morfología neuronal estarían asociados con la activación de diversos tipos de receptores. 

En este contexto destacan las investigaciones que mostraron que DHA actúa como ligando 

del receptor X de retinoide (RXR), el cual pertenece a la familia de receptores nucleares de 

hormonas activados por ligando  (Heyman et al., 1992; Urquiza et al., 2000). Sin embargo,  

ensayos en neuronas hipocampales mostraron que  la aplicación de una concentración de  

10 M de DHA activa  el crecimiento neurítico mediante mecanismos independientes del  

RXR (Calderon & Kim, 2007).  En este punto, es importante destacar que se han 

descubierto otras familias de receptores activados por ácidos grasos y por DHA (ver sección 

5.7 y 5.8), los cuales han sido relacionados con los efectos neurotróficos de una amplia 

gama de ácidos grasos.  

 

5.6. Efectos de DHA en la sobrevida de células nerviosas 

         El DHA, ha sido caracterizado como el ácido graso con mayor influencia en procesos 

implicados en el desarrollo cerebral (Uauy & Dangour, 2006). Al respecto, estudios 

recientes sugieren que los efectos de  DHA se deben a sus acciones a nivel del 

transcriptoma (Zhao et al., 2019). En este contexto, se ha sugerido que DHA regularía la 

vía de activación de CREB  (W. N. Zhao et al., 2019), la cual posee un rol esencial en 

fenómenos de plasticidad sináptica y de regulación de la sobrevivencia celular (Shaywitz & 

Greenberg, 1999). Experimentos a nivel molecular realizados en células progenitoras 

neurales humanas  (NPCs)  mostraron que la incubación con DHA regula la vía de CREB 

de manera concentración dependiente, observándose un efecto significativo en la 

señalización de CREB a una concentración de 25 M y 50 M de DHA (Zhao et al., 2019). 

Interesantemente, OLA (omega-9), a diferencia del DHA (omega-3), no estimuló la actividad 

de CREB, sugiriendo que  la regulación de esta vía no está  dada por este tipo de ácido 

graso (Zhao et al., 2019). Otros estudios han mostrado que la incubación con  

concentraciones micromolares de DHA previno la muerte natural en neuronas corticales 

(Cao et al., 2005), disminuyó la apoptosis de neuronas diferenciadas a partir de células 

madre de rata (Kawakita et al., 2006) y rescató la  viabilidad de NPCs humanas  (Zhao et 

al., 2019). De manera interesante, la co-administración de DHA con ácido palmítico (AP) 

fue capaz de generar efectos sinérgicos en la sobrevida celular. Estudios realizados con 

células PC12 diferenciadas con NGF, incubadas con ácido palmítico (AP) y pretratadas con 

DHA, presentaron una marcada disminución en la actividad de la caspasa 3 (Montero et al., 
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2020). A su vez, la aplicación de DHA (60 M) por 24 horas previno la pérdida de viabilidad 

inducida por peróxido de hidrogeno en células PC12 (Clementi et al., 2019; Torres et al., 

2020).  

         Por otra parte, otros autores han propuesto que la vía  de señalización fosfaitidilinositol 

3-quinasa [PI3K]/AKt está relacionada a los efectos benéficos de DHA (Akbar et al., 2005). 

Experimentos realizados en células Neuro 2A enriquecidas con DHA mostraron efectos anti 

apoptóticos mediados  por la vía  [PI3K]/AKt (Akbar et al., 2005). Coincidentemente,  una 

dieta deficiente en DHA disminuyó la  fosfatidilserina (FS)  en el hipocampo de ratas y 

aumentó  la susceptibilidad de apoptosis en estas células (Akbar et al., 2005). Estos 

resultados sugieren que la aplicación de DHA modifica el contenido de ácidos grasos en la 

membrana plasmática, lo que a su vez afectaría la señalización AKt, impactando 

positivamente en la sobrevida neuronal (Akbar et al., 2005).  

 

5.7. GPCRs como receptores de ácidos grasos 

           En las últimas décadas, diferentes familias de proteínas han sido identificadas y 

caracterizadas como mediadores de procesos de señalización gatillados por ácidos grasos 

(Falomir-Lockhart et al., 2019). Dentro de estas proteínas, destacan los receptores 

transmembrana acoplados a proteínas G, denominados como GPCRs (Jones et al., 2020)-  

Los GPCRs poseen 7 dominios transmembrana y comprenden  una amplia familia de 

proteínas de receptores de membrana  (Jones et al., 2020). Estos receptores son capaces 

de unir ligandos diversos a nivel extracelular, desencadenando la activación de vías de  

transducción intracelular y respuestas celulares (Hara et al, 2013) [Figura3]. Los GPCRs se 

encuentran ampliamente expresados en el SNC y coordinan un extenso rango de funciones 

fisiológicas (Alavi et al., 2018; Falomir-Lockhart et al., 2019). A partir de los GPCRS, se 

desprende un subgrupo denominado: “GPCRs huérfanos”. Conceptualmente, los GPCRs 

huérfanos son aquellos GPCRs para los cuales no se ha identificado un ligando endógeno 

(Itoh et al., 2003). Estos  receptores huérfanos fueron   denominados como GPRs, seguidos 

de un número (Falomir-Lockhart et al., 2019). En base a esta nomenclatura, se ha detectado 

los siguientes receptores de ácidos grasos:  GPR40 (FFAR1); GPR120(FFAR4); 

GPR41(FFAR3) y GPR43(FFAR2) (Den Besten et al., 2013; Kimura et al., 2020). Estudios 

farmacológicos han sugerido que el GPR41(FFAR3) y el GPR43(FFAR2) son activados por  

ácidos grasos de cadena corta, mientras que el GPR120(FFAR4) y el GPR40 (FFAR1) son 



20 
 
 

activados por ácidos grasos de cadena media  y larga (Hara et al., 2013; Kimura et al., 

2020) [Figura 3]. Así, cada uno de estos GPCRs actúa como sensor de ácidos grasos de 

ciertos largos de su cadena carbonada (Hara et al., 2013). 

 

 

 

Figura 3. Representación esquemática de la especificidad de diferentes ligandos por sus 

respectivos receptores de ácidos grasos y sus vías señalización respectivas.  Los ácidos 

grasos de cadena corta (SCFAs) activan a los receptores GPR41(FFAR3) y GPR43(FFAR2). Los 

ácidos grasos de cadena media - larga (LCFAs) activan a los receptores GPR120(FFAR4) y GPR40 

(FFAR1). En la imagen, se observa el receptor GPR40/FFAR1 y su vía de señalización respectiva, 

dentro del recuadro, en color rojo.  Además, se indican las vías de señalización intracelular para cada 

receptor. AC; adenilato ciclasa, DAG; diacilglicerol, IP3; Inositol trifosfato, LPS; lipopolisacárido, 

PI3K; fosfatidilinositol 3 -quinasa, PKC; proteína quinasa C, PKD; proteína quinasa D, PLC; 

fosfolipasa C, TNF; factor de necrosis tumoral. Modificado de  (Kimura et al., 2020)  

 

5.8. Receptor de ácidos grasos libre, GPR40. 

         El receptor GPR40, también conocido como receptor de ácidos grasos libres (FFA1), 

deja de ser huérfano al revelarse que su activación era dada por ácidos grasos de cadena 

media (entre 6-12 carbonos) y larga (12 carbonos o más), saturados (siendo de 2-6 

carbonos inactivos e importando el largo de la cadena) e insaturados (Itoh et al., 2003; 

Kimura et al., 2020). En el caso particular de GPR40, se destacó que junto con el largo de 
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la cadena carbonada, el  ácido carboxílico terminal de la estructura también es un 

componente esencial para llevar a cabo la activación del receptor (Briscoe et al., 2003; Itoh 

et al., 2003; Offermanns, 2014).  Las familias de  ácidos grasos omega -6 y omega 3, lo que 

incluye el DHA, activan el GPR40  con valores de EC50  cercanos al rango micromolar entre 

1 a 15 M (Offermanns, 2014) [Figura 4]. Dentro del grupo de ácidos grasos insaturados, 

el DHA es el agonista más potente de GPR40 (Offermanns, 2014), mientras que en el grupo 

de los ácidos grasos saturados, el ácido palmítico es el que presenta mayor afinidad por 

GPR40 (Kimura et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura del receptor GPR40/FFAR1 y representación de sus sitios de unión a 

ligandos. (A) Representación de GPR40/FFAR1, incluyendo dominios intracelular y extracelular. La 

posición relativa de la membrana se muestra delimitada por una línea punteada en color morado. 

Cada uno de los 7 dominios transmembrana del receptor está compuesto por una hélice alfa que se 

encuentra representada por un color distinto. (B) Representación de los sitios de unión a ligandos 

de GPR40/FFAR1 (PDB-ID:4PHU). Se destacan 2 sitios de unión para ligando, en lados opuestos 

de la membrana y entre sí, en donde se observa que el agonista de GPR40, TAK-875, se une al sitio 

de unión alostérico ubicado entre TM3 (color celeste) y TM4 (color verde). Modificado de Falomir-

Lockhart et al., 2019; Srivastava et al., 2014.      

 

Los estudios iniciales reportaron que GPR40 se acoplaba a la proteína Gq (Itoh et 

al., 2003; Shapiro et al., 2005; Stoddart et al.,2007). Sin embargo, otras líneas de evidencias 

han sugerido que el GPR40 puede acoplarse a tanto a Gi (Itoh et al., 2003; Schröder et al., 
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2011) como a Gs (Feng et al., 2006). Estos hallazgos sugieren que la señalización 

intracelular gatillada por la activación de GPR40 es altamente compleja [Figura 3-4]. Sin 

embargo, la vía de señalización PLC/IP3/DAG ha sido tradicionalmente utilizada para 

evaluar la actividad de GPR40. Por ejemplo,  experimentos realizados en células madre de 

rata transfectadas  con el gen de GPR40 mostraron que la vía de señalización PLC/IP3 es 

gatillada por DHA (1-10 M), estimulando la movilización de calcio intracelular (Ma et al., 

2010) (Figura 3). La reproducibilidad de las fluctuaciones en las concentraciones de calcio 

intracelular gatillada por la activación del GPR40 ha permitido el cálculo del EC50 de DHA 

en GPR40 expresados en diversos sistemas. Estos estudios han revelado que el EC50 para 

el GPR40 de diversas especies (humano, ratón, rata) expresado en líneas celulares se 

encuentra en el rango micromolar bajo, fluctuando entre concentraciones de 1 a 15 M (Itoh 

et al., 2003).  

           La expresión de GPR40 es extensa y se ha detectado en células pancreáticas, 

papilas gustativas y cerebro, entre otros (Briscoe et al., 2003). En el cerebro, GPR40 se 

expresa  principalmente en neuronas de la corteza cerebral, hipotálamo, médula espinal, 

entre otras muchas áreas (Nakamoto et al., 2012; Alavi et al., 2018) (Figura 5). De manera 

interesante,  las evidencias experimentales sugieren que GPR40 participa mediando la 

acción de DHA en diferentes procesos fisiológicos a nivel del sistema nervioso central  (Alavi 

et al., 2018). Por ejemplo, la inyección i.c.v. de DHA a ratones, estimuló la secreción de -

endorfinas, induciendo anti-nocicepción. Estas evidencias sugieren que la activación de 

GPR40 por DHA estimularía la liberación de -endorfinas,  contribuyendo al control 

nociceptivo (Nakamoto et al., 2012). Por otra parte, diversos estudios muestran que la 

señalización de GPR40 en el hipocampo contribuye a la regulación de la depresión 

relacionada al comportamiento (Nishinaka et al., 2014).   
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Figura 5.  Expresión de GPR40/FFAR1 en el SNC. (A) Expresión de GPR40/FFAR1 y GPR120/ 

FFAR4 en tejido de cerebro, medula espinal e intestino de ratón ddY macho. Se utilizó como control 

interno GADPH. (B) imágenes de inmunofluorescencia a un corte coronal de cerebro de ratón, donde 

se observa la expresión de la proteína GPR40 (en verde) en el núcleo arcuato, correspondiente al 

hipotálamo. (C) Esta inmunofluorescencia marca la expresión de la proteína GPR40 (en verde) en la 

medula espinal. Escala = 50 μm. Extraido de Nakamoto et al., 2012. 

 

Otras líneas de investigación han sugerido que la expresión de GPR40 estaría 

relacionada a efectos neurotróficos. Por ejemplo, una concentración de 1.5 M de DHA fue 

capaz de promover el crecimiento neurítico de células madre de rata transfectadas con el 

gen GPR40 (Ma et al., 2010). A su vez, estudios en células hipotalámicas mostraron que 

una mayor sobrevida celular correlacionaba con la expresión de GPR40 (Engel et al., 2020).  

A pesar de estas evidencias, no es claro si el GPR40 es necesario y suficiente para explicar 
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los efectos benéficos del DHA en la supervivencia celular, sinaptogénesis y desarrollo 

neuronal.  

De modo interesante, el progreso farmacológico con foco en el GPR40 ha permitido 

la generación de agonistas y antagonistas específicos (Grundmann et al., 2021).                              

La molécula GW1100 (ethyl 4-[5-{[2-(ethyloxy)-5-pyrimidinyl]methyl}-2-{[(4-

fluorophenyl)methyl]thio}-4-oxo-1(4H) pyrimidinyl] benzoate) fue el primer antagonista 

específico  de GPR40 caracterizado y posee la capacidad de inhibir la actividad agonista 

de GW9508 (agonista sintético de GPR40) y del ácido linoleico (Briscoe et al., 2006; Hara, 

2016). Estudios en células HEK-293 transfectadas con el gen de GPR40 humano mostraron 

que la aplicación de GW1100 (aplicado 15 minutos antes del experimento) disminuyó las 

respuestas de calcio intracelular generadas con la aplicación de diferentes ligandos del 

GPR40, de manera dependiente de la concentración (Briscoe et al., 2006). Por el contrario, 

las señales de calcio intracelular de células que expresaron GPR120 no fueron alteradas 

por GW1100 (Briscoe et al., 2006). A la fecha, el GW1100 es el inhibidor más comúnmente 

utilizado para el estudio del GPR40 en sistemas in vitro e in vivo (Grundmann et al., 2021). 
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6. Hipótesis y Objetivos 

6.1. Hipótesis  

La señalización mediada por ácidos grasos ha tomado gran relevancia en las últimas 

décadas. En este contexto, el ácido docosahexaenoico (DHA) ha reunido especial interés 

debido a sus propiedades benéficas para el funcionamiento del SNC. Diversos estudios han 

demostrado que el DHA favorece la expresión de marcadores de crecimiento axonal y de 

proteínas sinápticas, y, además, estimula el crecimiento de ramificaciones neuríticas. Por 

el contrario, niveles disminuidos de DHA se han asociado a alteraciones en la neurogénesis 

y en el crecimiento neurítico. Evidencia experimental reciente ha propuesto que la 

activación del receptor GPR40 por DHA sería un mecanismo clave para sus efectos 

benéficos en el SNC. Sin embargo, aún no es claro si la actividad neurotrófica de DHA 

requiere de la activación del GPR40. A partir de esta interrogante general, planteamos la 

siguiente hipótesis: 

          “La activación del receptor GPR40 es necesaria para los efectos benéficos del DHA 

en procesos de supervivencia, de crecimiento neurítico y de sinaptogénesis de células 

neuronales en cultivo in vitro”. 

6.2. Objetivo general 

          “Estudiar la relevancia de la activación del receptor GPR40 en los efectos tróficos de 

DHA en procesos de supervivencia, de crecimiento neurítico y de sinaptogénesis en cultivos 

primarios de neuronas corticales y en células N2A”. 

6.3. Objetivos específicos 

6.3.1. Supervivencia 

Determinar los efectos de diferentes concentraciones de DHA en la supervivencia de 

células N2A en cultivo in vitro, en presencia y en ausencia de GW1100, mediante 

mediciones en tiempo real con el equipo IncuCyte S3.  

6.3.2. Crecimiento neurítico 

Determinar los efectos de diferentes concentraciones de DHA en el crecimiento neurítico y 

la arborización neuronal de neuronas corticales en cultivo, en presencia y en ausencia de 

GW1100, mediante la utilización de inmunocitoquímica, microscopía confocal y análisis de 

Sholl. 
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6.3.2. Sinaptogénesis 

Determinar los efectos de diferentes concentraciones de DHA en la expresión de la proteína 

sináptica SV2 en neuronas corticales en cultivo, en presencia y en ausencia de GW1100, 

mediante la utilización de inmunocitoquímica, microscopía de super resolución y análisis 

cuantitativos de intensidad de fluorescencia. 
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7. Metodología  

7.1. Cultivos celulares 

Los cultivos celulares utilizados, se mantuvieron bajo incubación termo-regulada a 37° C, 

5% de CO2 y 95 % de humedad. Los recuentos de células y estimación de la viabilidad se 

realizaron a partir del método de exclusión, utilizando azul de tripán al 0,2%. 

7.1.1. Cultivos primarios de neuronas corticales  

Las células obtenidas desde cortezas de embriones de ratón C57BL/6 (E18.5) se 

sembraron en placas de 12 pocillos, pre-tratadas con poli-lisina a una densidad de 320.000 

células/mL. Los cultivos se mantuvieron en medio esencial mínimo (MEM), suplementado 

con suero de caballo (10%), DNasa (4 μg/mL) y L-Glutamina (2mM) durante las primeras 

24 hrs. Transcurrido este tiempo, se cambió por un medio de alimentación, que contiene 

MEM, suplementado con suero de caballo (2%), suero fetal bovino (2%) y N3 (0,5%). N3 es 

un suplemento que contiene BSA (1 mg/mL), putrescina (4mg/mL), insulina (1,25 mg/mL), 

selenito de sodio (1 μg/mL), TH3 (2 μg/mL), progesterona (1,25 μg/mL) y corticosterona (4 

μg/mL) (Nakamichi et al., 2019). Las neuronas se utilizaron luego de 9 días de incubación 

in vitro (DIV). Al noveno DIV, se les aplicaron diferentes tratamientos (DHA, GW1100, 

control y vehículos respectivos) por 24 hrs. Al día número 10 de incubación, las neuronas 

corticales fueron utilizadas para los ensayos inmunocitoquímicos (Sáez-Orellana et al., 

2018). 

 

7.1.2. Cultivo de células N2a  

La línea celular N2a proviene de neuroblastoma cerebral de ratón. Estas células se 

caracterizan por su morfología ameboide y crecimiento adherente. Las células de 

Neuroblastoma de ratón, N2a (CCL-131) se obtuvieron de American Type Collection 

(ATCC, Rockville, MD, USA) y fueron cultivadas en placas de Petri de 10 cm de diámetro 

con 10 ml de medio de cultivo y con cambios de medio cada 2 días. El medio de cultivo 

utilizado fue, medio Eagle modificado de Bulbecco (DMEM), suplementado con mezcla de 

nutrientes F12 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU), suero fetal bovino al  5 % (FBS), 

penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 g/ml, glutamina 2 mM y fungizona 2,5 g/ml 

(GIBCO) (Salazar et al., 2016). Las células en cultivo fueron expandidas en proporción 1:10, 

al alcanzar el 85 % de confluencia. Posteriormente, se realizó el recuento de células. En los 

experimentos en IncuCyte, las células fueron sembradas mediante pipeteo reverso, en 
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placa de 96 pocillos (Corning) a diferentes densidades (2000- 4000-10.000-20.000 células 

por pocillo) con 100 L de medio por pocillo. Los experimentos fueron realizados 24 y 48 

hrs, posteriores a la siembra. Los cultivos de células N2a fueron utilizadas para ensayos de 

muerte celular en tiempo real utilizando el sistema IncuCyte. 

 

7.2. Tratamientos 

7.2.1. Incubación de neuronas corticales con DHA e inhibidor del receptor de ácidos 

grasos GPR40, GW1100  

Para evaluar los efectos de DHA (ácido docosahexaenoico, Cayman Chemical Company, 

East Ellsworth RD, Michigan, USA)  sobre el desarrollo neurítico e  inmunoreactividad de la 

proteína 2 de vesícula sináptica, SV2, y las implicancias del receptor de ácidos grasos 

(GPR40) en cultivos primarios de neuronas corticales, se aplicaron diferentes 

concentraciones de DHA  en presencia o ausencia de 10 M de GW1100 (Cayman 

Chemical Company, East Ellsworth RD, Michigan, USA) (Engel et al., 2020, Grundmann et 

al., 2021). Las concentraciones de DHA (en μM) utilizadas fueron los siguientes: 0.5, 5, 25, 

50 y 100. El inhibidor GW1100 fue co-aplicado con diferentes concentraciones de DHA. En 

todos los experimentos se utilizó como vehículo para DHA, etanol 100% y DMSO como 

vehículo para GW1100. Se utilizaron cultivos sin tratamiento, como control negativo. Los 

tratamientos fueron aplicados al día 9 de cultivo, posterior a ello, los cultivos corticales se 

incubaron durante 24 hrs, y se evaluaron al día siguiente (i.e. 10 DIV). Cada uno de los 

tratamientos aplicados a las células, fue calculado en base al volumen por pocillo, que, en 

este caso, corresponde a 1000 μL, para una placa de 12 pocillos. Las condiciones fueron 

realizadas en duplicado. Finalmente, las neuronas corticales pretratadas por 24 hrs, fueron 

utilizadas para la realización de inmunocitoquimicas al día 10 (DIV).  

 

7.2.2. Incubación de células N2a con DHA e inhibidor GW1100:  

Para evaluar los efectos de DHA (ácido docosahexaenoico, Cayman Chemical Company, 

East Ellsworth RD, Michigan, USA) en sobrevivencia celular y las implicancias del receptor 

de ácidos grasos (GPR40) en tales efectos, se aplicaron diferentes concentraciones de 

DHA en presencia o en ausencia de 10 M de GW1100 (Cayman Chemical Company, East 

Ellsworth RD, Michigan, USA) a cultivos de células N2a. Para ello, generamos un “plate 

map” de trabajo, constituido por 13 condiciones diferentes, distribuidas en una placa de 96 

pocillos (Corning, USA). Las concentraciones de DHA (en μM) utilizadas fueron los 
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siguientes: 0.5, 5, 25, 50 y 100. Para todas las concentraciones de DHA utilizadas, se 

realizaron experimentos en presencia de 10 M de GW1100 (Engel et al., 2020). Como 

control positivo de muerte celular, se utilizó el Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) a una 

concentración de 10 ng/ml. Como control negativo de muerte celular se utilizó el cultivo 

indemne y la incubación con los respectivos vehículos: etanol 100% para DHA, DMSO en 

el caso de GW1100 y PBS estéril para TNF-.  Los tratamientos fueron aplicados 24 hrs- 

48 hrs, posteriores a la siembra. Cada uno de los tratamientos aplicados a las células, fue 

calculado en base al volumen por pocillo, que, en este caso, correspondió a 100 L, para 

una placa de 96 pocillos. Las condiciones fueron realizadas en duplicado, triplicado y 

quintuplicado, por cada experimento realizado de manera independiente.  Finalmente, las 

células tratadas fueron analizadas en tiempo real en el sistema IncuCyte por 36 a 48 hrs. 

  

7.3. Inmunocitoquímica. 

         Luego de los tratamientos descritos en las secciones anteriores, las neuronas 

corticales fueron fijadas con paraformaldehido al 4% por 15 min, a temperatura ambiente. 

La permeabilización y bloqueo se realizó de manera simultánea con una solución de suero 

de caballo al 10% en PBS y Tritón X-100 al 0.1%, durante 15 min. Se utilizaron los 

anticuerpos primarios anti-SV2 (1:200, mouse, Hybridoma Bank), y anti-MAP2 (1:200, 

rabbit, Synaptic Systems), los cuales se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. 

Como anticuerpos secundarios se utilizaron asociados a fluoróforos: AlexaFluor 488 (1:200, 

anti-mouse, Jackson Inmuno Research), Cy3 (1:200, anti- rabbit, Jackson Inmuno 

Research), por 1 h a temperatura ambiente. El montaje de las muestras se realizó con un 

medio de montaje fluorescente Dako (DAKO, Agilent, USA). Las imágenes fueron obtenidas 

desde un microscopio confocal de alta resolución espacio-temporal SP8 LIGHTNING, 

LEICA, perteneciente al Centro de Microscopía Avanzada (CMA BIO BIO). Las imágenes 

fueron captadas en 3 canales (rojo, verde y azul). Las imágenes obtenidas se analizaron 

con el software FIJI de ImageJ (FIJI, an open-source platform for biological-image análisis. 

National Institutes of Health, United States government organization). En total se evaluaron 

15-20 neuronas por condición. 
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7.4. Análisis y cuantificación de células en tiempo real mediante IncuCyte:  

7.4.1. Ensayo de muerte celular: 

         La muerte celular en tiempo real fue determinada mediante IncuCyte S3 Live-Cell 

imaging (Essen BioScience, Ann Arbor, MI) perteneciente al Centro de Microscopia 

avanzada (CMA BIO BIO). Para ello, se realizó la siembra a diferentes densidades de 

células N2a (2000- 4000-10.000-20.000 células por pocillo), en placas estériles de 96 

pocillos (Corning), con 100 L de medio por pocillo. Los experimentos fueron realizados 24 

y 48 hrs, posteriores a la siembra. Para aplicar los tratamientos, se aspiró el medio de cultivo 

de cada pocillo, en orden y de manera cuidadosa. Posteriormente, se aplicaron 100 L 

medio con los tratamientos respectivos y luego se agregó a cada pocillo                                                       

30 nM de Sytox Green  (Molecular Probes #S7020).  Finalmente, las placas tratadas fueron 

colocadas en IncuCyte, por un tiempo de 36 - 48 hrs. Las células muertas, identificadas por 

la fluorescencia intracelular de Sytox Green, fueron contadas automáticamente cada 1 hr 

de incubación mediante el sofware para análisis v2019B, el cual se basa en filtros 

específicos de: tamaño, excentricidad e intensidad de fluorescencia (Jara et al., 2021). Los 

resultados fueron expresados en porcentaje de muerte celular, para su análisis posterior. 

La metodología utilizada se resume en la Figura 6. 
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Figura 6. Metodología de ensayo de muerte mediante IncuCyte en células N2a. 
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7.4.2. Análisis de Sholl:   

         Para analizar la morfología y arborización neuronal, se analizaron imágenes desde 

microscopía confocal de neuronas corticales de 10 DIV, previamente incubadas con 

diferentes concentraciones de DHA, inhibidor de GPR40 (GW1100) y vehículos respectivos 

(etanol 100% para DHA y DMSO para GW1100). De igual forma, se utilizaron cultivos de 

neuronas corticales no tratadas como control. Posteriormente, se realizó la cuantificación 

por neurona, del número de intersecciones que se generan en numerosos radios 

circunferenciales de 10 M, según lo descrito por Sholl, D.  (Sholl, 1953). Se evaluaron 15 

neuronas por condición. 

7.4.2. Cuantificación de los niveles de proteína 2 de vesícula sináptica (SV2) en 

neuronas corticales de ratón: 

  Este análisis fue realizado de forma independiente a nivel de los procesos 

neuronales y el soma. En ambos casos se realizó a través del análisis off-line de las 

imágenes de inmunocitoquímica obtenidas mediante microscopía confocal (Aumentos en 

40x con un zoom de 1.85), usando el programa FIJI de ImageJ (FIJI, an open-source 

platform for biological-image análisis. National Institutes of Health, United States 

government organization). Para el análisis de los procesos, se eligió un Z representativo 

de cada imagen, la cual se deconvolucionó para el análisis del canal correspondiente a 

SV2 (verde).  A partir, del plano elegido se analizaron áreas o regiones de interés (ROIs) 

en los procesos primarios de neuronas (Figura 7). Se evaluaron 2 procesos primarios por 

neurona seleccionada para medir y cuantificar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

        
 

Figura 7. ROI de un área estándar de un proceso neuronal seleccionado para cuantificación.            

(A) Neurona seleccionada para realizar la cuantificación de SV2. (B) ROI de un área estándar, 

seleccionada a partir de un proceso primario neuronal. Posteriormente el área fue cuantificada y el 

promedio obtenido por cada proceso neuronal fue analizado y graficado. (C) Superposición de los 

canales para la fluorescencia de SV2/MAP2/DAPI de la neurona seleccionada para cuantificación. 

Barra de tamaño: A-C: 17,5 M 
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 Para la cuantificación a nivel del soma se seleccionó la imagen con el canal de interés 

(SV2- verde) y luego se realizó apilamiento de las imágenes en el plano Z, con la finalidad 

de obtener una imagen constituida por todos los planos originales. Posteriormente, se 

construyó un área o región de interés (ROI) que abarca el área del soma. Este ROI se 

generó a partir de la diferencia de 2 ROIs (Figura 8). El primer ROI se generó a mano 

alzada delimitando la periferia o contorno celular. El segundo ROI, fue generado de forma 

circular sobre el primer ROI, para limitar el soma. Posteriormente se calculó la diferencia 

entre el primer y el segundo ROI, con la finalidad de eliminar señales de canales que 

produzcan interferencia que provienen del fondo de la imagen y que no son parte del área 

de interés para la cuantificación final. Los resultados fueron normalizados, para 

posteriormente ser graficados.  

 

Figura 8. ROI del área del soma neuronal seleccionado para cuantificación.                                                      

(A) ROI 1 generado a mano alzada y que cubre la periferia del soma. (B) ROI 2 generado de forma 

circular y que delimita el área del soma con el de las neuritas. (C) ROI 3 producto de las diferencias 

de los 2 ROIs trazados anteriormente. A partir del área del ROI 3, el área fue cuantificada y el 

promedio obtenido fue analizado y graficado. Barra de tamaño: A-C: 17,5 M. 

 

7.5. Toma y procesamiento de imágenes  
          

       Las imágenes fueron tomadas con un microscopio confocal de súper resolución 

espacio-temporal SP8 LIGHTNING, LEICA, perteneciente al Centro de Microscopía 

Avanzada (CMA BIO BIO).  Este equipo, posee un escáner resonante de 8 kHz, que permite 

adquisición de hasta 30 fps a 512x512, una resolución hasta 130 nm laterales. A su vez, 

este microscopio se encuentra equipado con 4 líneas de láser (405, 488, 561 y 633 nm) y 

4 detectores espectrales, 3 de los cuales son detectores híbridos (HyD) de alta sensibilidad 

y el restante es un PMT para aplicaciones tradicionales. También, posee diversos lentes 

objetivos de 10 a 63x de aumento.   Las imágenes fueran tomadas en 3 canales:  verde - 

correspondiente a SV2, rojo - correspondiente a MAP2, azul - DAPI. (4',6-diamidino-2-
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fenilindol), con un aumento de 40x, zoom de 1.85, exposición de 512 segundos y generadas 

en 1064 x1064 de tamaño, a 32 bits. A partir de estas, se pudieron procesar y desarrollar 

diferentes modelos 3D y proyecciones de canal (específicamente de SV2). El 

procesamiento de las imágenes de microscopía confocal y proyección 3D se realizó 

mediante el programa Leica Application Suite X (LAS X) (Leica Microsystems, GmbH, 

Alemania).  En la proyección de neuronas 3D se agregó un cuarto canal mediante el 

software Imaris (Bitplane). Las imágenes de fluorescencia y contraste de fase obtenidas 

desde el sistema IncuCyte se obtuvieron mediante el programa neurotrack y fueron 

procesadas con el software v2019B. Adicionalmente, se aplicó la función “cell by mask” 

para observar la presencia o ausencia de procesos celulares delimitando los márgenes de 

cada célula en color rojo.                                                                                                                 

7.6. Estadística 
 
       Para los análisis de cuantificación de SV2 en soma y procesos neuronales se 

utilizaron un total de 15-20 neuronas por condición, desde 3 experimentos independientes 

realizados en duplicado. Estos resultados fueron graficados como promedio ± error 

estándar y expresados como porcentaje con respecto al control sin tratamiento. El análisis 

estadístico se efectuó mediante ANOVA de una vía y se consideraron valores 

estadísticamente significativos: *p<0.05, **p<0.01, ***p <0.001 y, ****p <0.0001 versus 

control. Para los análisis de Sholl se evaluaron 15 neuronas por condición y cada uno de 

los resultados corresponden al promedio ± desviación estándar de 3 experimentos 

independientes, realizados en duplicado. El análisis estadístico post-hoc fue realizado 

utilizando la prueba de Bonferroni *** p<0.001. Para los análisis de muerte celular 

mediante el sistema IncuCyte, los resultados fueron expresados en porcentaje y se 

graficaron a partir del promedio + desviación estándar de 3 experimentos independientes, 

realizados en duplicado, triplicado y quintuplicado, por cada condición. El análisis 

estadístico post-hoc fue realizado utilizando la prueba de Bonferroni *** p< 0.001. Todos 

los análisis se realizaron utilizando el software GraphPad Prism (GraphPad Prism, CA, 

USA).  
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8. Resultados 

8.1. Acciones del DHA en la supervivencia en células N2A en presencia y en ausencia 

del inhibidor del GPR40, GW1100. 

 

       La muerte celular en tiempo real fue determinada mediante IncuCyte S3 Live-Cell 

imaging (Essen BioScience, Ann Arbor, MI) inmediatamente después de haber aplicado los 

tratamientos respectivos a cada pocillo. Los tratamientos fueron: DHA (0,5 M, 5 M, 25 

M), DHA con el inhibidor de GRP40, GW1100 (0,5 M DHA + 10 M GW1100, 5 M DHA 

+ 10 M GW1100, 25 M DHA + 10 M GW1100, y 10 M GW1100). Se realizaron además 

controles con los respectivos vehículos. (Etanol 100% para DHA, DMSO para GW1100 y 

PBS estéril para TNF-) . De igual forma, comparamos los efectos de DHA con cultivos 

tratados con TNF- (control positivo de muerte celular) y con cultivos no tratados (control). 

La señal fluorescente intracelular de Sytox Green permitió identificar las células muertas 

automáticamente, en periodos de 1 hora según filtros específicos tamaño, excentricidad e 

intensidad de fluorescencia (Jara et al., 2021).  

La estandarización de nuestro modelo de trabajo comenzó con mediciones de 

muerte de células N2A a densidades de 2.000 y 4.000 células por pocillo. Las células fueron 

incubadas con diferentes tratamientos 24 hrs después de realizar la siembra. Las primeras 

mediciones de muerte celular se realizaron durante 48 horas consecutivas. En ambas 

densidades de células, observamos un menor porcentaje de muerte celular en los pocillos 

tratados con DHA. En el cultivo con una densidad de 4.000 células por pocillo, observamos 

una disminución significativa de la muerte celular en los tratamientos de 0.5 M 

(43.7±2.8%), 5 M (54.7 ±5.0%) y 25 M (65.5 ±1.2%), respecto del control (100±4.4%) 

(Figura 9-A). En el caso de los cultivos con una densidad de 2.000 células por pocillo, la 

tendencia de disminución de la muerte celular se repitió de manera similar (Figura 9-B). Por 

otra parte, el tratamiento con GW1100, en ausencia de DHA aplicado exógenamente, 

generó resultados dispares en la muerte celular (2.000 células por pocillo; 127.3 ± 7.6% - 

4.000 células por pocillo; 86.0 ±4.3%).  

Sin embargo, en este set de experimentos observamos un alto porcentaje de muerte 

celular en los controles negativos (2.000 células por pocillo: 43.74 ± 2.8% - 4.000 células 

por pocillo: 80.81 ± 3.5%) (datos no mostrados). A partir de estos resultados, concluimos 

que nuestros tratamientos tienen efectos interesantes sobre la viabilidad de células N2A, 
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pero que, se requieren modificaciones metodológicas que logren disminuir la muerte celular 

basal de las células para lograr un mejor rango dinámico de medición. A consecuencia de 

esta situación, se aumentó la densidad celular de los cultivos a 10.000 y 20.000 células por 

pocillo y se incrementó el tiempo de incubación de las células luego del pasaje respectivo 

a 48 horas. Además, incorporamos tratamientos de TNF- (10 ng/ml) como un control 

positivo de muerte celular y disminuimos el tiempo de los ensayos en el sistema IncuCyte 

a 36 horas. Como consecuencia de estas modificaciones, observamos que una densidad 

celular de 20.000 células por pocillo mejoró significativamente la viabilidad de las células 

en condiciones basales, lo que logró optimizar nuestros análisis posteriores con diferentes 

tratamientos.  

Los resultados utilizando células N2A a una densidad de 20.000 células por pocillo 

mostraron que la condición basal solo presentó variaciones significativas de la viabilidad en 

durante las primeras 14 horas (0 h: 4.2±0.8%; 6 h: 7.6±1.1%; 10h: 13.7±1.4%;                               

14h: 18.6±1.7%) (Figura 10-B). Posterior a las 14 horas no se presentaron diferencias 

significativas, por lo que el porcentaje de muerte celular hacia el final de 36 horas de 

medición se mantuvo estable (15h: 19.1 ±1.8%; 24h: 20.3 ±2.4%; 36h: 25.0 ±2.8%) (Figura 

10-B).  En el caso de las células incubadas con TNF-, observamos un alto porcentaje de 

muerte celular el cual alcanzó un 50.1 ± 3.3% a las 10 horas post incubación, 

manteniéndose hasta el término del análisis en tiempo real (Figura 10 A-B).   De este modo, 

estos análisis mostraron que se logró ajustar una ventana temporal de muerte celular 

estable, lo que permitió ajustar un control de muerte celular eficiente. 

En esta ventana temporal de 36 hrs, evaluamos los efectos de diferentes 

concentraciones de DHA en la sobrevida de células N2A. Concentraciones de 0.5 M de 

DHA (48.7 ±1.1%), 5 M de DHA (52.6 ±1.3%) y 25 M de DHA (51.4 ±1.5 %) disminuyeron 

significativamente el porcentaje de muerte celular respecto del control (100 ± 6.3%) (Figura 

10 A-C).  No se detectaron diferencias significativas en el efecto de las tres concentraciones 

de DHA mencionadas sobre la muerte celular, al compararlas entre si (Figura 10 A-C). La 

evaluación de los efectos de DHA en presencia de GW1100 mostró que la inhibición del 

GPR40 aumentó la muerte celular (DHA 0.5 M + GW1100: 179.9±12%; DHA 5 M 

+GW1100: 112.7±6.3%), en comparación a sus respectivos controles (Figura 10 A-C). La 

sobrevida de células incubadas con 25 M de DHA y GW1100 (77.6 ±2.4 %), a pesar de 

aumentar el porcentaje de muerte celular, no fue estadísticamente significativa en 

comparación de su condición control (Figura 10-C). De manera muy interesante, el 
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tratamiento de las células con GW1100, en ausencia de DHA exógeno, mostró un efecto 

importante sobre la viabilidad, induciendo de manera significativa la muerte celular (Figura 

10 A-B-C). 

De este modo, nuestros resultados indican que DHA promueve la sobrevida en 

células N2A, al menos en parte, a través de la activación del receptor GPR40. Además, 

observamos que la activación endógena del receptor GPR40, al menos en nuestras 

condiciones experimentales, poseería un rol importante en la viabilidad celular basal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. DHA promueve la sobrevivencia en células N2A a densidades de 2000 y 4000 células 

por pocillo. (A) % de muerte celular en cultivos de células N2A a una densidad de 4.000 células por 

pocillo. (B) % de muerte celular en cultivos de celular N2A a una densidad de 2.000 células por 

pocillo. (A-B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia expresada como porcentaje de muerte 

en relación con el control sin tratamiento. Células N2A fueron incubadas con DHA (0.5 M - 5 M - 

25 M) en presencia y ausencia de GW1100 (10 μM). Los valores son expresados como porcentaje 

del control sin tratamiento (condición control). ANOVA de una vía ****p<0.001; *p<0.5 versus Control 

y #### p<0.001; # p< 0.5 versus 0.5 M - 5 M - 25 M. Los datos fueron obtenidos de 2 experimentos 

independientes. El número de replicas experimentales (n) corresponde al número de réplicas de las 

condiciones específicas en pocillos individuales. 
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Figura 10. DHA promueve la sobrevivencia de células N2A a través del receptor GPR40.                        

(A) Imágenes representativas adquiridas desde Incucyte S3 (20x) a cultivos celulares N2A, tratadas 

durante 36 hrs con DHA (0.5 M, 5 M, 25 M), en ausencia y presencia de GW1100 (10 μM). La 

muerte celular fue cuantificada a través de la fluorescencia emitida por Sytox green (verde). Barra 

de tamaño, 400 M. (B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia en tiempo real, expresada 

en porcentaje de muerte durante 36 horas continuas de medición. (C) Cuantificación de la intensidad 

de fluorescencia en tiempo real, expresada como porcentaje de muerte en relación con el control sin 
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tratamiento. Los valores son expresados como porcentaje del control sin tratamiento. ANOVA de una 

vía ****p<0.001; *p<0.5 versus Control y #### p<0.001; # p< 0.5 versus 0.5 M - 5 M - 25 M. Los 

datos fueron obtenidos de 3 set de experimentos independientes. El número de replicas 

experimentales (n) corresponde al número de réplicas de las condiciones específicas en pocillos 

individuales. 

 

8.2. Efectos del DHA en el crecimiento neurítico y arborización neuronal en neuronas 

corticales en presencia y ausencia de GW1100. 

       

         Para estudiar crecimiento y arborización neuronal, se llevó a cabo la cuantificación 

del número de intersecciones de los procesos neuronales en radios circunferenciales de 10 

micras de distancia entre cada uno, en base al análisis de Sholl (Figura 11-A). Los 

resultados mostraron diferencias significativas en el número de intersecciones desde el 

soma, en cultivos de neuronas corticales incubados con 25 M de DHA, tendencia que se 

mantuvo durante todo el radio de estudio (10-100 micras), en comparación al control. 

Tratamientos de 0.5 M y 5 M DHA no mostraron efectos significativos (Figura 11).  La 

mayor arborización se observó a 40 micras de distancia desde el soma, con un total de 14 

procesos en neuronas tratadas con 25 M de DHA, a diferencia de 8 procesos cuantificados 

en la condición control (Figura 11 A-B).  De manera interesante, las neuronas corticales 

incubadas con 50 M de DHA mostraron una arborización similar a las neuronas incubadas 

a concentraciones menores de DHA y a las neuronas control, (Figuras 11 y 12). Sin 

embargo, al comparar los efectos en la arborización y crecimiento neuronal de 25 M y 50 

M de DHA a una distancia de 40 micras, se observó una arborización de 8 procesos en 

neuronas a 50 M de DHA y 14 procesos en neuronas a 25 M de DHA, lo cual sugiere que 

la arborización, en un segmento especifico, es afectada negativamente a concentraciones 

de DHA mayores a 50 M.  (Figuras 11 y 12).  

A su vez, realizamos un análisis estadístico del número de puntos de ramificación 

(PR) por condición, expresado en porcentaje en relación con el control. Las neuronas 

incubadas con 25 M presentaron una mayor cantidad de PR (147.2 % ± 3.1) en 

comparación con el control (100 ± 3.49 %) (Figura 11-C).  Concentraciones de DHA de 0.5 

M (98.44 % ± 3.1), 5 M (100.7 ± 3.1%) y 50 M (89. 2 ± 3.1%) no promovieron cambios 

significativos en el número de PR (Figura 11-C y 12 -C).  
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Figura 11. Cuantificación de la arborización y numero de intersecciones en cultivo primario 

de neuronas corticales en presencia de concentraciones de DHA menores a 25 M.                             

(A) Esquemas de los radios circunferenciales (10 m) aplicados de acuerdo con el método de Sholl. 

Barra de tamaño: 10 m. (B) Gráfico del número de intersecciones presentes a diferentes radios 

circunferenciales en neuronas corticales incubadas con 0.5 M (cuadrados verdes), 5 M (estrellas 

amarillas), 25 M (triángulos invertidos negros) y control (cuadrados azules). Los resultados 

corresponden al promedio ± desviación estándar de 3 experimentos independientes, con un total de 

13-17 neuronas analizadas por condición. El análisis estadístico fue realizado utilizando la prueba 
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de Bonferroni *** p<0,001. (C) El gráfico representa el número total de puntos de ramificación (PR) 

en neuronas corticales de ratón, bajo las mismas condiciones que en (A), expresado en porcentaje 

en relación con el control. ANOVA de una vía ****p<0.001; *p<0.5 versus Control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Cuantificación de la arborización y numero de intersecciones en cultivo primario 

de neuronas corticales en presencia de concentraciones de 25 M y 50 M DHA. (A) Esquemas 

de los radios circunferenciales (10 m) aplicados de acuerdo con el método de Sholl. Barra de 

tamaño: 10 m. (B) Gráfico del número de intersecciones presentes a diferentes radios 
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circunferenciales en neuronas corticales incubadas con 25 M (triángulos invertidos negros), 50 M 

(estrellas amarillas) y control (cuadrados azules). Los resultados corresponden al promedio ± 

desviación estándar de 3 experimentos independientes, con un total de 13-17 neuronas analizadas 

por condición. El análisis estadístico fue realizado utilizando la prueba de Bonferroni *** p<0.001. (C) 

El gráfico representa el número total de puntos de ramificación (PR) en neuronas corticales de ratón, 

bajo las mismas condiciones que en (A), expresado en porcentaje en relación con el control. ANOVA 

de una vía ****p<0.001; *p<0.5 versus Control y #### p<0.001; # p< 0.5 versus 25 M.  

 

Posteriormente, evaluamos los efectos de DHA en presencia y ausencia del 

inhibidor de GPR40, GW1100, en ensayos independientes a los mostrados en las Figuras 

11 y 12. Para estos ensayos, se cuantificaron los efectos de 5 M y 25 M de DHA en 

presencia de GW1100. En estos experimentos observamos que las neuronas tratadas con 

GW1100 y 5 M de DHA no presentaron diferencias en su arborización, en comparación 

con el control (Figura 13-A). Por otra parte, el tratamiento con GW1100 en ausencia de DHA 

exógeno no generó cambios significativos en la arborización ni en el número de 

ramificaciones (Figura 13 A-B). Las neuronas que fueron tratadas son 5 M de DHA 

mostraron mayor número de procesos, en comparación con las neuronas tratadas con 5 

M de DHA+GW1100, las cuales presentaron una tendencia limitada, pero significativa, a 

la disminución entre las 20 y 40 micras de distancia radial desde el soma. La cuantificación 

del número PR entre estas dos condiciones no mostró diferencias significativas (Figura 13 

-C). Los efectos de 25 M de DHA produjeron un aumento significativo en la arborización 

de neuronas corticales, lo cual sugiere un buen nivel de reproducibilidad de nuestros 

ensayos. La aplicación del inhibidor de GPR40 generó una disminución significativa en el 

aumento de la arborización neuronal promovida por 25 M DHA. Por ejemplo, a las 50 

micras de distancia, el número de procesos neuronales es de 13 para neuronas incubadas 

con 25 M de DHA y de 5 procesos para aquellas neuronas tratadas con 25 M + GW1100. 

El inhibidor GW1100 también alteró significativamente el aumento en la PR inducido por 25 

M DHA (Figura 13).   

En conjunto, nuestros resultados indican que la aplicación de 25 M de DHA fue 

eficaz en aumentar el número de procesos neuríticos y la arborización neuronal. Además, 

nuestras observaciones indican que la activación del receptor GPR40 es necesaria para 

estos efectos. Sin embargo, la activación del receptor GPR40 parece no ser un elemento 

crítico para el crecimiento de procesos neuríticos y la arborización neuronal en nuestras 

condiciones basales de cultivo. 
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Figura 13. Cuantificación de la arborización y número de intersecciones en cultivo primario 

de neuronas corticales incubadas con DHA y GW1100. (A) Esquemas de los radios 

circunferenciales (10 m) aplicados de acuerdo con el método de Sholl. Barra de tamaño:10 m. (B) 

Gráfico del número de intersecciones presentes a diferentes radios circunferenciales en neuronas 
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corticales incubada con 25 M (triángulos invertidos negros), 25 M+GW1100 (círculos verdes),            

5 M (rombos morados), 5 M+GW1100 ( círculos amarillos), GW1100 ( cuadrados naranjos) y su 

control (cuadrados azules). Los resultados corresponden al promedio ± desviación estándar de 3 

experimentos independientes, con un total de 11-13 neuronas analizadas por condición. El análisis 

estadístico fue realizado utilizando la prueba de Bonferroni *** p<0.001. (C) El gráfico representa el 

número total de puntos de ramificación (PR) en neuronas corticales de ratón, bajo las mismas 

condiciones que en (A), expresado en porcentaje en relación con el control. ANOVA de una vía 

****p<0.001; *p<0.5 versus Control y #### p<0.001; # p< 0.5 versus 25 M.  

 

 

8.3. Efectos del DHA en la expresión de la proteína sináptica SV2 en neuronas 

corticales, en presencia y en ausencia de GW1100. 

 

        La proteína SV2 ha sido identificada como un componente molecular esencial de la 

vesícula sináptica (Stout et al.,2019). Utilizando inmunocitoquímica y análisis de intensidad 

de fluorescencia evaluamos los efectos de distintas concentraciones de DHA en la 

expresión de SV2 en neuronas corticales. Neuronas corticales incubadas con 

concentraciones de 0.5 M, 5 M y 25 M de DHA presentaron una mayor detección de 

inmunoreactividad para SV2, en comparación con condiciones controles (Figura 14). 

Ensayos utilizando 50 M DHA también mostraron un aumento significativo, pero modesto, 

en la señal para SV2. Sin embargo, 100 M DHA no mostró diferencias significativas (Figura 

14).  
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Figura 14. Inmunoreactividad de la proteína sináptica SV2 en los procesos neuríticos de 

neuronas corticales bajo diferentes concentraciones de DHA. (A) Imágenes representativas de 

microscopía confocal (40X), de neuronas corticales (10 DIV) tratadas durante 24 h con DHA (0.5 M, 

5 M, 25 M, 50 M,100 M). En rojo se detectó la señal para MAP2. Barra de tamaño, 10 m (B) 

Cuantificación de la intensidad de fluorescencia para SV2 en los procesos neuronales, expresada 

como porcentaje del control sin tratamiento. *, ANOVA de una vía, *p<0.05 y ****p<0.0001 versus 

control).  
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Al evaluar la inmunoreactividad de SV2 en los procesos neuronales, notamos que 

algunas concentraciones de DHA modificaron de modo importante la intensidad de la señal 

para SV2 en el soma de las neuronas. Concentraciones de DHA de 0.5 M (208.7 ± 10.3%) 

y 5 M (213.7 ± 9.6%) promovieron significativamente la expresión de SV2 a nivel del soma 

respecto del control sin tratamiento (100 ± 7.1%) o del vehículo (109.5 ± 7.5%) (Figura 15 

A-B). A 25 M de DHA, no se observaron cambios significativos en la expresión de SV2 en 

el soma, alcanzando una inmunoreactividad similar a la basal (Figura 15B).  

Concentraciones mayores de DHA aumentaron marginalmente la inmunoreactividad a nivel 

del soma de SV2 (Figura 15B).  En conjunto, nuestros resultados sugieren que 

concentraciones bajas de DHA (0.5 M y 5 M) promoverían la síntesis de SV2 en el soma 

neuronal y que solo concentraciones mayores (25 M y 50 M) promoverían su síntesis y 

transporte hacia los procesos neuronales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Cambios en la inmunoreactividad de SV2 producidos por diferentes 

concentraciones de DHA en somas de neuronas corticales. (A) Imágenes representativas de 

microscopía confocal (40X), de neuronas corticales (10 DIV) tratadas durante 24 h con DHA. La 
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inmunoreactividad SV2 (en verde) fue detectada a nivel del soma. Barra de tamaño para cada 

imagen en A: 10 M (B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia presente en los somas 

neuronales, expresada como porcentaje del control sin tratamiento. *, ANOVA de una vía, *p<0.05 y 

****p<0.0001 versus control).  

 

 

Finalmente, realizamos experimentos independientes para evaluar el efecto de DHA 

en la inmunoreactividad de SV2 en los procesos neuronales en presencia del inhibidor de 

GPR40, GW1100. Las neuronas co-incubadas con 5 M o 25 M de DHA en conjunto con 

GW1100 mostraron que el inhibidor de GPR40 revirtió el aumento de la inmunoreactividad 

de    SV2 generado por DHA (5 M: 133 ± 5.1% vs 85.3± 2.6%, 25 M: 246.3 ± 9% vs 84.25 

± 2.5%) (Figura 16 A-B). De manera interesante, observamos que la presencia de GW1100 

durante 24 horas disminuyó la inmunoreactividad basal de SV2 a un 72.23 ± 2.0%, en 

relación con el control (100± 5.2%) (Figura 16 A-B).  

En conjunto, nuestros resultados sugieren que los efectos positivos de DHA en la 

expresión de SV2 son mediados por la activación de GPR40. A su vez, estos experimentos 

sugieren que el receptor GPR40 sería un componente importante para la correcta expresión 

de esta proteína presináptica en las condiciones basales de nuestros cultivos. 
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Figura 16. Inmunoreactividad de SV2 en los procesos neuríticos de neuronas corticales bajo 

diferentes concentraciones de DHA en presencia de GW1100. (A) Imágenes representativas de 

microscopía confocal (63X), de neuronas corticales (10 DIV) tratadas durante 24 h con DHA (5 M, 

5M+GW1100). (B) Imágenes representativas de microscopía confocal (63X), de neuronas 

corticales (10 DIV) tratadas durante 24 h con DHA  (25M, 25 M+GW1100). La inmunoreactividad 

SV2 (verde) fue detectada en los procesos celulares. Barra de tamaño, 10 m. (C) Cuantificación de 

la intensidad de fluorescencia, expresada como porcentaje del control sin tratamiento. ANOVA de 

una vía ****p<0.001; *p<0.5 versus Control y #### p<0.001; # p< 0.5 versus 25 M.  
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8.4. La aplicación de 100 M de DHA provoca alteraciones morfológicas en neuronas 

corticales. 

         Utilizando protocolos similares a los anteriormente descritos, la cuantificación de la 

expresión de SV2 a una concentración de 100 M de DHA no fue posible de realizar, ya 

que DHA indujo una evidente pérdida de la morfología neuronal y de los procesos 

neuronales. El marcaje con MAP2 mostró que esta concentración generó somas neuronales 

redondeados y una disminución importante en el largo de las prolongaciones (Figura 17). 

Estas observaciones fueron corroboradas mediante microscopía de campo claro, la que 

mostró una pérdida significativa de las prolongaciones neuríticas. Finalmente, experimentos 

preliminares sugirieron que la aplicación de GW1100 no fue capaz de revertir los defectos 

morfológicos inducidos por 100 M de DHA en los cultivos de neuronas corticales 
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Figura 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Pérdida de la morfología neuronal inducida por 100 M de DHA, en ausencia y en 

presencia de GW1100. (A) Imágenes representativas de microscopía de confocal (63X), de 

neuronas corticales (10 DIV) tratadas durante 24 h con DHA (100 M). (B) Imagen representativa 

de microscopía de campo claro (63x), de la única neurona encontrada a una concentración de 100 

M y que conservó parcialmente su morfología característica, con un acortamiento de los procesos 

neuronales. (C) Imagen que muestra cuerpos neuronales con carencia de procesos. (D) Imágenes 

representativas de microscopía confocal (63X), de neuronas corticales (10 DIV) tratadas durante 24 

h con DHA en presencia de GW1100 (100 M+GW1100). Imagen muestra mayor pérdida de la 

morfología neuronal en relación al tratamiento con DHA (100 M) en ausencia de GW1100, 

lográndose distinguir algunos cuerpos neuronales con carencia de procesos GW1100.  Barra de 

tamaño, 10 m. 
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9. Discusión  

          Diferentes familias de ácidos grasos han sido destacadas por desempeñar 

importantes funciones fisiológicas (Calder, 2016; Kimura et al., 2020). El DHA ha adquirido 

un especial interés debido a sus efectos a nivel celular y fisiológico en el sistema nervioso 

central (Bazan et al., 2011; Calder, 2016; Kimura et al., 2020). Evidencias experimentales 

a nivel celular han mostrado que DHA favorece la expresión de marcadores de crecimiento 

axonal y de proteínas sinápticas, estimula el crecimiento de ramificaciones neuríticas y 

promueve la sobrevivencia celular (Ziv & Garner, 2004; Cao et al., 2005;  Cao et al., 2009; 

Chang et al., 2015; Mita et al., 2016;  Carbone et al., 2020). Coincidentemente, restricciones 

dietaras de ácidos grasos han mostrado ser perjudiciales para el desarrollo neuronal in vivo 

(Calderon & Kim, 2004; Simon C. Dyall, 2015; Tang et al., 2018). 

Los mecanismos de acción involucrados en las acciones benéficas del DHA a nivel 

molecular en células del sistema nervioso aún no se encuentran dilucidados. En este 

contexto, se ha propuesto que la activación del receptor GPR40 por DHA sería un 

mecanismo clave para explicar algunos de los efectos benéficos de DHA en la 

sobrevivencia celular, morfología neuronal, y maduración sináptica. Sin embargo, las 

evidencias experimentales que relacionan al GPR40 con estas acciones tróficas son 

escasas y requieren ser ampliadas. El presente trabajo de tesis se centró en estudiar la 

relevancia de la activación del receptor GPR40 en los efectos positivos del DHA en 

procesos de supervivencia, de crecimiento neurítico y de sinaptogénesis en cultivos 

primarios de neuronas corticales y en células N2A. Con el objetivo de realizar una discusión 

centrada en los objetivos específicos planteados, se analizarán y discutirán los resultados 

más importantes del trabajo experimental de manera secuencial en tres secciones 

temáticas.  

 

9.1. Efectos de DHA en la supervivencia de células N2A  

           Nuestros ensayos de muerte (sección 8.1) lograron determinar que DHA disminuyó 

significativamente el porcentaje de muerte celular de cultivos de células N2A, con respecto 

al control. Evidencias previas han descrito que la aplicación de DHA promueve la sobrevida 

celular en diferentes tipos celulares y paradigmas experimentales. Por ejemplo, estudios en 

células N2A mostraron que la incubación con 12.5 µM de DHA  durante 24 horas 

disminuyeron significativamente la fragmentación del ADN (Kim et al., 2001) e inhibió la 
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inducción de caspasas y posterior apoptosis  inducida por AraC (Wu et al., 2007). Otros 

autores, evaluaron el efecto protector de DHA en células PC12 usando un modelo de daño 

oxidativo con peróxido de hidrogeno (H2O2). Estos autores observaron que el                                

pre-tratamiento con 60 µM DHA ( 24 hrs), previene de manera significativa la pérdida de 

viabilidad celular inducida por H2O2, sugiriendo la vía  de regulación antioxidante NFE2L2 

como posible mecanismo (Clementi et al., 2019). A su vez, la incubación con 

concentraciones en un rango de 25 µM - 50 µM de  DHA,  previnieron  la muerte de  

neuronas corticales (Cao et al., 2005). Una investigación reciente evaluó el efecto de 

diferentes concentraciones de DHA sobre la viabilidad celular de células progenitoras 

neurales utilizado metodologías análogas a las de nuestro trabajo. Estos autores 

observaron que una concentración de 25 M de DHA promovió significativamente la 

viabilidad de células progenitoras neurales, en relación con la condición control (Zhao et al., 

2019) utilizando el sistema IncuCyte y mediciones de 24-48 horas.  

Los mecanismos moleculares relacionados a los efectos benéficos del DHA en la 

viabilidad celular han mostrado ser diversos y no se encuentran definidos. Un estudio 

pionero en el área mostró que los efectos anti-apoptóticos de DHA en células N2A estarían 

relacionados con la vía de señalización fosfitidilinositol 3-quinasa [PI(3)K]/AKt (Akbar et al., 

2005). Por otro lado, otros estudios han mostrado que DHA estimuló la activación del factor 

de transcripción CREB, promoviendo la sobrevivencia (Zhao et al., 2019), mientras que 

otros han propuesto la participación de la vía antioxidante NRF2 (Clementi et al., 2019). En 

este contexto, nuestros estudios mostraron que la activación del receptor GPR40 es clave 

para los efectos positivos del DHA en la viabilidad de células N2A (Figura 10). 

Interesantemente, la aplicación del inhibidor GW1100 disminuyó significativamente la 

viabilidad basal (i.e. ausencia de DHA exógenamente aplicado), lo que sugiere un rol 

relevante del GPR40 en la regulación de la sobrevivencia de estas células en nuestro 

sistema experimental.  La evidencia respecto a la activación del GPR40 indica que 

concentraciones mayores a 1 M de DHA serían suficientes para activar el GPR40 (Itoh et 

al., 2003; Ma et al., 2010; Kimura et al., 2020), lo cual sugiere que nuestros condiciones 

experimentales lograrían una activación robusta del receptor. Nuestros resultados además 

sugieren que 0.5 M de DHA serían suficientes para lograr la activación del GPR40 y la 

subsecuente actividad protectora de DHA sobre la muerte celular.  
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En conjunto, podemos concluir que DHA ejerce un efecto protector ante la muerte 

celular mediado por GPR40 en células N2A. Nuestros resultados sugieren que la activación 

del GPR40 por DHA como un mecanismo emergente para explicar, al menos en parte, los 

efectos positivos de DHA en la sobrevivencia celular. Solo estudios muy recientes en 

células hipotalámicas han mostrado que la expresión de GPR40 correlaciona positivamente 

con una mayor sobrevida celular (Engel et al., 2020). Sin embargo, los resultados de este 

trabajo deben ser ampliados a otros sistemas y estrategias de estudio para confirmar de 

manera definitiva la participación de GPR40 en la regulación de la viabilidad celular. 

 

9.2. Acciones del DHA en el crecimiento neurítico y la arborización 

Evidencias experimentales de diferentes grupos de investigadores han mostrado 

DHA es capaz de promover el crecimiento neurítico y la arborización (Kawakita et al., 2006). 

Por ejemplo, Cao y colaboradores reportaron que la aplicación crónica de DHA a una 

concentración de 25 M, durante  24-48 horas, estimuló el crecimiento, el largo y el número 

de ramificaciones neuronales de neuronas corticales de ratón (Cao et al., 2005). Por otra 

parte, otros investigadores han mostrado que DHA aumentó el crecimiento axonal (Mita et 

al., 2016) y la complejidad de las arborizaciones dendríticas (Carbone et al., 2020) en 

neuronas corticales e hipocampales, respectivamente. Nuestros resultados en neuronas 

corticales en cultivo lograron reproducir, al menos cualitativamente, los hallazgos previos 

de estos investigadores. Sin embargo, solo la aplicación de 25 M de DHA (por 24 horas) 

logró generar cambios significativos en la complejidad de arborización y en el número de 

puntos de ramificación en nuestro modelo experimental (Figura 11). A la luz de las 

evidencias previas, posiblemente incubaciones más prolongadas con concentraciones 

menores de DHA (0.5 M o 5 M) serán capaces de inducir efectos detectables en estos 

parámetros. A pesar de ello, consideramos que nuestros resultados son coincidentes con 

la literatura publicada y refuerzan los efectos tróficos del DHA en la morfología neuronal.          

Los mecanismos involucrados en los efectos descritos anteriormente no están 

dilucidados.  A la fecha, se han propuesto tres vías de señalización relevantes para la acción 

de DHA en la morfología neuronal: el receptor de retinoide RXR, la señalización BDNF/TrkB 

y el receptor GPR40 (Calderon & Kim, 2007;  Ma et al., 2010;  Bhatia et al., 2011). 

Nuestros resultados apoyan la idea de que la activación del receptor GPR40 es 

necesaria para los efectos positivos del DHA en la arborización y crecimiento neurítico 

(Figura 13). De modo interesante, el inhibidor GW1100 bloqueó significativamente el 
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aumento en la arborización y los puntos de ramificación estimulado por la aplicación 

exógena de 25 M DHA, pero se mostró incapaz de afectar el desarrollo morfológico basal 

de las neuronas corticales en nuestro sistema. Nuestros resultados se ajustan 

cualitativamente a la única investigación realizada en torno a esta temática (Ma et al., 2010), 

quienes determinaron que 1.5 M de DHA fue capaz de promover el crecimiento neurítico 

de células madre de rata transfectadas con el gen GPR40.   

Este grupo de experimentos demuestra que la aplicación exógena de DHA, al menos 

en un rango especifico de concentraciones, promueve la morfología normal de neuronas 

corticales, impactando directamente en el crecimiento de los procesos neuronales y 

complejidad de la arborización. Además, podemos concluir que GPR40 sería un mediador 

crítico para estos efectos. En el contexto de esta área de investigación, nuestras 

observaciones aparecen como muy novedosas y con excelentes proyecciones futuras. Sin 

embargo, experimentos adicionales en otros sistemas que incluyan, por ejemplo, 

moduladores farmacológicos y estrategias moleculares adicionales, son requeridos para 

confirmar la relevancia del GRP40 en estos procesos.  

 

9.3. Efectos de DHA en la expresión de la proteína sináptica SV2. 

          La proteína SV2 es una proteína constitutiva de vesícula sináptica que está 

involucrada principalmente en el almacenamiento de neurotransmisores y tráfico vesicular 

(Stout et al., 2019). Además, SV2 ha sido caracterizada como un componente molecular 

relacionado con el desarrollo y función de las sinapsis, por lo que su cuantificación es 

tomada como un indicador sugerente de sinapsis funcionales (Bajjalieh et al., 1994;  

Crèvecoeur et al., 2013). Experimentos de otros grupos de investigación han demostrado que la 

suplementación de DHA incrementa la expresión de proteínas pre y postsinápticas. Por 

ejemplo, la incubación de cultivos hipocampales con 1 M de DHA,  durante 10 días, produjo 

un  aumento significativo en la expresión de sinapsina I, proteína que, al igual que SV2, 

también se encuentra asociada a vesícula sináptica (Cao et al., 2009). Otros autores han 

reportado que la administración de DHA contrarrestó  el deterioro sináptico producido por 

el anestésico sevofluorano, aumentando los niveles de expresión de la proteína vesicular 

sinaptofisina en el hipocampo de ratones (Tao et al., 2016). En la misma línea, ensayos con 

neuronas de hipocampo disociadas mostraron que DHA incrementó la expresión de la 

proteína sináptica Bassoon (Carbone et al., 2020). Nuestros resultados lograron, al menos 

cualitativamente, reproducir estos hallazgos a través de la cuantificación de la 
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inmunoreactividad a SV2 en neuronas corticales. En nuestros ensayos, concentraciones de 

DHA promovieron la expresión de SV2 en los procesos neuríticos de manera dependiente 

de la concentración de DHA (Figura 14). La relación concentración respuesta obtenida 

mostró una forma de campana, con un aumento significativo de la expresión de SV2 entre 

0.5 y 25 M (alcanzando un máximo a 25 M), para luego descender a incrementos 

modestos, similares a la señal basal, a concentraciones de 50 y 100 M.  

En nuestros experimentos, se observó además que DHA influyó en la distribución 

subcelular de SV2. Concentraciones de 0.5 y 5 M de DHA mostraron un aumento 

significativo de la inmunoreactividad somática a SV2, mientras que 25 M no logró generar 

cambios. Coincidentemente, estudios previos han mostrado que una de las  isoformas de 

SV2,  SV2C, se expresa en somas de  neuronas dopaminérgicas del cerebro medio (Dunn 

et al., 2017) y  en  somas de neuronas espinales  GABAérgicas (Dunn et al., 2019). Aunque 

ciertamente nuestros resultados son limitados y requieren de ensayos adicionales, los 

hallazgos del presente trabajo sugieren que concentraciones bajas de DHA (< 5 M) 

preferentemente promoverían la síntesis de SV2 en el soma neuronal y concentraciones 

mayores (específicamente 25 M) promoverían su síntesis y transporte hacia los procesos 

neuronales.  

El efecto positivo de DHA sobre la expresión de SV2 fue particularmente 

dependiente de la activación del receptor GPR40. Nuestros resultados mostraron que el 

inhibidor GW1100 revirtió significativamente el aumento de la inmunoreactividad de SV2 

promovido por 5 y 25 M (Figura 16). Además, se observó que la presencia de GW1100 

durante 24 horas disminuyó la inmunoreactividad basal de SV2 en aproximadamente 1/3 

en relación con la condición control sin tratamiento (Figura 16). Este conjunto de resultados 

relacionados con GPR40 y la expresión de proteínas sinápticas no han sido reportados a la 

fecha, y por ende, proporcionan información novedosa y relevante que refuerza el potencial 

rol de DHA en la maduración sináptica. La relevancia del receptor GRP40 coincide con 

estudios de su localización celular, la cual ha mostrado que GPR40 se expresa en dendritas 

y botones sinápticos en neuronas neonatales (Yamashima, 2008). Aunque ciertamente 

experimentos adicionales son necesarios, los resultados obtenidos sugieren una relevancia 

crítica de la activación de GPR40 en la maduración sináptica del sistema nervioso central. 
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9.4. Acciones de 100 M de DHA en la morfología neuronal. 

 Un hallazgo particularmente intrigante de esta tesis fue descubrir que la aplicación 

de 100 M de DHA (24 horas) provoca alteraciones morfológicas importantes en las 

neuronas, reduciendo el largo de las prolongaciones y generando somas neuronales 

redondeados (Figura 17). Esta morfología típica limitó el estudio de la cuantificación de la 

señal de SV2 de nuestro estudio. De manera interesante, un estudio reciente realizado en 

una línea celular de microglia (BV-2) mostró que 200 M DHA generó alteraciones 

morfologicas similares a las mostradas en nuestro sistema de neuronas corticales (Srikanth 

et al., 2018). Estos autores ademas reportaron que 200 M DHA generó un aumento de 

citoquinas inflamatorias y activacion de caspasas, promoviendo una muerte celular 

programada conocida como piroptosis (Srikanth et al., 2018). Sin embargo, las evidencias 

experimentales discutidas mas arriba no coinciden con los hallazgos descritos por Darios & 

Davletov, quienes no reportaron alteraciones morfológicas significativas  al examinar los 

efectos de 200 M DHA en cultivos de células PC12 a las que se les administró factor de 

crecimiento nervioso (NGF) (Darios & Davletov, 2006). En conjunto, estas evidencias 

sugieren que DHA ejerce efectos diferenciales que son, al menos en parte, dependientes 

de la concentración utilizada y del modelo celular examinado. Debido a que no existen 

reportes que examinen sistemáticamente los efectos de concentraciones altas de DHA en 

neuronas, los hallazgos de esta tesis pudieran ser un punto de partida para, por ejemplo, 

examinar mecanismos de muerte celular en neuronas causadas por diferentes ácidos 

grasos. 
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10. Conclusiones   

Los resultados de esta tesis lograron determinar que DHA promueve la expresión 

del marcador presináptico SV2 y estimula el crecimiento neurítico de neuronas corticales 

en cultivo. Por otra parte, se logró determinar que DHA ejerce un efecto positivo en la 

sobrevivencia de células N2A.  Los efectos positivos de DHA en estos ensayos fueron 

dependientes de la concentración. En líneas generales, la aplicación de DHA a 

contracciones menores de 25 M fueron capaces de producir efectos benéficos 

significativos en neuronas y en células N2A, mientras que 100 M DHA generó un efecto 

neurotóxico significativo. De manera interesante, nuestros hallazgos utilizando un inhibidor 

selectivo del receptor GRPR40 mostraron que los efectos benéficos de DHA en viabilidad 

celular, crecimiento neurítico, arborización y expresión de SV2 son en gran parte mediados 

por GPR40.  

En conjunto, nuestros resultados en neuronas corticales y en células N2A lograron 

reproducir cualitativamente los hallazgos previamente publicados por otros grupos respecto 

a los efectos de DHA en viabilidad, crecimiento neurítico y expresión de marcadores 

sinápticos. Así, la buena correlación entre nuestros resultados y las evidencias previas 

refuerzan el concepto de DHA como un nutriente fundamental para el desarrollo neuronal. 

Por otra parte, y dado que los mecanismos moleculares implicados en los efectos benéficos 

de DHA en el sistema nervioso no están dilucidados completamente, nuestros hallazgos 

utilizando el inhibidor GW1100 aportan evidencias novedosas respecto a un mecanismo de 

transducción específico implicado en la señalización gatillada por DHA y ácidos grasos en 

células del sistema nervioso central.  

Sin embargo, el conjunto de experimentos logrados es limitado y requiere ser 

expandido. Futuros experimentos enfocados en la profundización de las vías de 

transducción implicadas en los efectos de DHA mediados por GPR40 son necesarios para 

confirmar las observaciones en nuestros modelos experimentales. Asimismo, experimentos 

adicionales con agonistas, antagonistas y moduladores alostéricos de GPR40 en 

preparaciones neuronales podrán contribuir a esclarecer las complejas vías de señalización 

involucradas en los efectos benéficos y tóxicos del DHA en el sistema nervioso central.  
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