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ABREVIATURAS
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DX Proteina doblecortina
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MAPK. ... Proteinas cinasas activadas por mitdgeno
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SN C . Sistema nervioso central
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RESUMEN/ABSTRACT

Introduccion: La neurogenésis en el hipocampo adulto es una forma de
plasticidad cerebral, que se lleva a cabo a partir de la proliferacion de las
células multipotenciales, seguido por la diferenciacion neuronal, la
maduraciéon morfoldgica y fisiolégica para la integracion de las nuevas
neuronas a la circuiteria neuronal. El proceso neurogénico es regulado
de manera positiva 0 negativa por factores enddégenos y exodgenos. La
Epigalocatequina 3-Galato (EGCG), es el principal flavonoide contenido
en el té verde. Estudios recientes sugieren que la EGCG modula
diversas vias de sefializacion que son relevantes para el proceso
neurogénico. Considerando lo anterior, la hipbtesis de este trabajo fue
que la administracién de la EGCG durante 14 dias a ratones adultos
favorecera la formacion de nuevas neuronas a través de su capacidad
para modular la activacion de la proteina cinasa B, también conocida
como Akt. Objetivo: Estudiar el efecto del compuesto EGCG sobre la
neurogénesis hipocampica en roedores adultos. Metodologia: Se
utilizaron ratones macho de la cepa BalbC. ElI compuesto EGCG se
administré por via intraperitoneal siguiendo una curva dosis respuesta
(0, 2.5, 5.0, 10 mg/Kg de peso) durante 14 dias. Una hora previa al inicio
del tratamiento con las diferentes dosis de EGCG se administrd
bromodesoxiuridina (BrdU, 50 mg/Kg). Al final del tratamiento, los
roedores se sacrificaron para evaluar la expresion de marcadores
endoégenos del proceso neurogénico. Ademas, en homogenados de
hipocampo se estudid la activacion de la proteina cinasa B (PKB/Akt)
que forma parte de la sefializacibn encargada de la supervivencia
celular. Resultados: La administracion de EGCG a una dosis de 2.5
mg/Kg incrementé significativamente el numero de células
inmunoreactivas a BrdU y a la proteina doblecortina (DCX). En cambio,
la dosis de 10 mg/Kg causé un efecto téxico al aumentar el nimero de
células positivas al marcador de apoptosis, la proteina caspasa-3 y
disminuir significativamente tanto la proliferacién, como la sobrevivencia
celular. Ademas, el compuesto EGCG favorece la maduracion dendritica
de las neuronas de nueva generacion, efecto que es acompafado por
un aumento en la forma activa de la proteina Akt. Conclusiones: Los
resultados de este trabajo indican que el compuesto EGCG a la dosis de
2.5 mg/Kg modula el proceso neurogénico en el hipocampo de roedores
adultos. Ademas, sugieren que la EGCG actua a través de la activacion
de la proteina Akt para modular la neurogénesis hipocampica en el
cerebro adulto.
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ABSTRACT

Introduction: Adult hippocampal neurogenesis is a form of brain plasticity,
which occurred from the multi-potent stem cells, followed by, both, neuronal
differentiation and, morphological and physiological maturation of new
neurons to be integrated in the neuronal circuitry. The neurogenic process is
positively or negatively regulated by several endogenous or exogenous
factors. Epigallocatechin 3-gallate (EGCG), is the main flavonoid content in
green tea, recent studies suggest that EGCG modulates several signaling
pathways that are relevant to the neurogenic process. The hypothesis of the
present work was that the administration of EGCG to adult mice during 14
days modulates the new neuron formation through the activation of protein
kinase B, also known as Akt. Aim: Study the effect of the compound EGCG
on hippocampal neurogenesis in adult rodents. Methodology: Male BalbC
mice were used. The EGCG compound was intraperitoneally injected
following a dose-response curve (0, 2.5, 5.0, 10 mg /Kg of body weight) for
14 days. One hour before the start of treatment with EGCG or vehicle, mice
were administered with a single injection of bromodeoxyuridine (BrdU). After
treatment, mice were sacrificed to evaluate the expression of endogenous
markers for the neurogenic process. Furthermore, hippocampal
homogenates were used to study the activation of protein kinase B (PKB/
Akt), protein that is relevant for the modulation of cell proliferation and
survival of new neurons. Results: The administration of 2.5 mg/Kg EGCG
significantly increased the number of BrdU and DCX immunoreactive cells.
In contrast, 10 mg/Kg of EGCG caused a toxic effect by increasing the
number of caspase-3 positive cells and significantly decreased both
proliferation and cell survival. Furthermore, the EGCG compound promotes
dendritic maturation of new neurons and this effect was accompanied by an
increase in the active form of Akt protein. Conclusions: The results of this
study indicate that the EGCG compound, 2,5 mg/Kg, modulates the
neurogenic process in the hippocampus of adult mice. They also suggest
that EGCG, acts through the activation of the Akt protein to modulate adult
hippocampal neurogenesis.

12



[1l. INTRODUCCION

1. Neurogénesis en el cerebro adulto

La neurogénesis es el proceso de formacion de neuronas funcionales a partir
de precursores neuronales; dicho proceso incluye las etapas de proliferacion,
sobrevivencia y diferenciacion neuronal, ademas de la maduracién e
integracion funcional de la progenie dentro de los circuitos neuronales (Ming &
Song, 2005). Anteriormente se creia que la neurogénesis ocurria Unicamente
durante el desarrollo embrionario y en los estados postnatales tempranos de
los mamiferos (Ramon y Cajal, 1913). Actualmente se sabe que la
neurogenésis es un proceso que se lleva a cabo en los mamiferos adultos,
tales como roedores, primates no humanos e incluso se han encontrado
evidencias de este proceso en cerebros humanos post-mortem (Eriksson et al

1998; Sanai et al 2004, Curtis et al 2007).

La neurogénesis en el adulto estd conservada evolutivamente desde
organismos invertebrados hasta vertebrados, dentro de los vertebrados se
encuentran peces, aves, roedores y primates (Barker et al., 2011). El grado de
neurogénesis post-natal disminuye conforme incrementa la complejidad
cerebral, por ejemplo en anfibios y reptiles se ha estudiado la capacidad
regenerativa de regiones completas del cerebro; mientras que en el cerebro de
mamiferos adultos la formacion de neuronas nuevas esta restringida a pocas

regiones del cerebro con capacidad neurogénica (Lledo et al., 2006).
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La produccion de nuevas neuronas en el cerebro adulto de mamiferos
ocurre de manera constitutiva en regiones especificas: las primeras en
describirse fueron la zona subventricular (ZSV) de los ventriculos laterales, y la
zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo (Garcia-Verdugo et al.,
1998; Kempermann et al 2004). Diversos estudios han demostrado la
produccion de nuevas neuronas en regiones no neurogénicas del cerebro
adulto, incluidas la neocorteza (Dayer et al., 2005), estriado (Luzzati et al.,
2006), amigdala e hipotalamo (Fowler et al., 2002). Sin embargo se ha
observado que la exposicion a estimulos nocivos, como son sustancias toxicas
0 condiciones de isquemia cerebral favorecen la formacion de nuevas neuronas
en estas regiones que no se consideraban neurégenicas (Tattersfield et al.,

2004).

1.1 Resefa Historica

Los estudios de Ramon y Cajal (1913) concluyeron que la neurogénesis ocurria
Gnicamente en etapas tempranas del desarrollo; a partir de estos trabajos se
acepto como dogma central en las neurociencias que no hay formacién de
neuronas nuevas posteriores al nacimiento, por tal motivo trabajos como el de
Ezra Allen (1912) donde se sugiere la existencia de células en division en el
sistema nervioso central (SNC) no fueron tomados en cuenta por la comunidad

cientifica.

Fue hasta la década de los 60°s en que los trabajos de Joseph Altman
utilizando la timidina tritiada, un analogo de la timina que se incorpora al acido

desoxirribonucleico (ADN) en la fase S del ciclo celular, evidenciaron la
14



proliferacion de células en diferentes regiones del cerebro adulto de rata,
incluyendo el giro dentado del hipocampo (Altman & Das, 1965; Altman, 1966)

y el bulbo olfatorio (Altman, 1969).

Michael S. Kaplan y James W. Hinds (1977) inyectando timidina tritiada
a ratas adultas y realizando un andlisis de microscopia electrénica en el giro
dentado del hipocampo y en el bulbo olfatorio, determind que las células que
incorporaron el analogo lograron sobrevivir al menos por 30 dias y ademas

presentan caracteristicas morfologicas de neuronas maduras.

Posteriormente, se continuaron realizando diversos estudios acerca la
capacidad proliferativa de algunas regiones del SNC. Sin embargo fue hasta
los trabajos de Fernando Nottebohm y colaboradores en que a la neurogénesis
adulta se le asocio funcionalmente con el canto estacional en diferentes
especies de aves, como una forma de plasticidad cerebral (Alvarez-Buylla et

al., 1990; Nottebohm, 2004).

Carlos Lois y Alvarez-Buylla reportaron que las células aisladas de la
ZSV de ratones adultos mantenian su capacidad proliferativa en condiciones in
vitro y ademas logran diferenciarse a neuronas y astrocitos (Lois & Alvarez-
Buylla, 1993). De igual manera, Cameron y colaboradores (1993) encontraron
en el hipocampo de ratas adultas que la mayoria de las células de nueva
generacion se diferenciaron a neuronas y migraban hacia la capa granular del
giro dentado; ademas de evidenciar la existencia de una poblacion celular en

proliferacion con caracteristicas de glia radial.
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El uso del reactivo bromodesoxiuridina (BrdU) facilité la identificacion de
las nuevas células; dado que emplea el mismo mecanismo que la timidina
tritiada al ser también un marcador de sintesis del ADN, se incorpora a las
células que se encuentran durante la fase S del ciclo celular, con la ventaja de
que puede ser inmunodetectado con anticuerpos especificos; por tal motivo la
BrdU se adopt6 como una nueva herramienta Util y eficaz para la investigacion

de la neurogénesis (Gratzner, 1982; Ming & Song, 2005).

Diversas investigaciones reportaron la proliferacion y diferenciacion de
estas nuevas neuronas en el cerebro adulto de mamiferos, tales como los
roedores y primates no humanos (Gould et al., 1998). Sin embargo fue hasta
1998 que Peter Eriksson y colaboradores evidenciaron la formacion de nuevas
neuronas en cerebros humanos post-mortem, a través de la co-localizacion del
BrdU con la proteina nuclear neuronal especifica "NeuN", la cual es un

marcador del linaje neuronal (Eriksson et al., 1998).

2. Regiones neurogeénicas en el cerebro adulto de mamiferos

Actualmente se sabe que el proceso neurogénico en el cerebro adulto ocurre
en regiones discretas del SNC, la ZSV de los ventriculos laterales y la ZSG del
hipocampo, es por demas sabido que dichas regiones constituyen un
microambiente 0 nicho que mantiene su capacidad neurogénica (Kempermann
et al., 2004; Ramirez-Rodriguez et al., 2007). Para el presente trabajo solo nos

enfocamos en la neurogénesis hipocadmpica.
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2.1 Neurogénesis en el giro dentado del hipocampo

En el giro dentado, la principal via excitatoria, las células granulares, contintan
generandose en la vida adulta de los mamiferos. Dicho proceso ocurre a partir
de la division de las células multipotenciales y progenitoras que se encuentran
en la ZSG del giro dentado y migrardn a la capa granular para establecer
contactos sinapticos con las neuronas existentes y poder incorporarse
funcionalmente a los circuitos neuronales (Kempermann et al., 2004; Lledo et

al., 2006; Ming & Song, 2011).

La formacion de neuronas nuevas en la ZSG inicia con la division
asimétrica de una célula multipotencial con caracteristicas morfolégicas de glia
radial, soma de forma triangular y con un proceso apical principal dirigido a la
capa molecular (Kempermann et al., 2004; Ming & Song, 2005). Estas células,
denominadas del tipo 1, expresan marcadores especificos como son la
proteina acidica fibrilar glial (GFAP), el filamento intermedio nestina, la proteina
de union a lipidos del cerebro (BLBP) y el factor de transcripcion, Sox2 (Von

bohlen, 2011).

Aunque la tasa de division de las células multipotenciales es baja, el
hecho de que se dividan asimétricamente permite mantener la poblacion de
células multipotenciales constante; asi como dar origen a las células del tipo 2,
las cuales presentan un potencial de desarrollo diferente a las células del tipo 1

(Kempermann et al., 2004).
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Las células tipo 2 presentan una alta tasa de proliferacion, expresan
receptores para el neurotransmisor acido gamma-aminobutirico (GABA) y su
estimulacién resulta en una depolarizacién de la membrana celular, ademas de
mantener una activacion ténica mediada por el mismo neurotransmisor (Ge et

al., 2006; Lledo et al., 2006).

Las células tipo 2 se pueden subdividir en células tipo 2a y 2b; ambas
sub-poblaciones celulares presentan soma pequefio con un nucleo denso e
irregular y con procesos dendriticos cortos orientados paralelamente a la capa
granular; sin embargo carecen de procesos apicales, las células 2a son
positivas para nestina y Sox2, y se diferencian en las células 2b que son
positivas para la proteina doblecortina (DCX), la proteina polisialica de
adhesion neural, el factor de transcripcion NeuroD y el gen Prox1 (Von bohlen,

2011; Kempermann et al., 2004).

La maduraciéon de las células tipo 2 origina a las células tipo 3 también
llamadas neuroblastos, las cuales expresan las proteinas DCX y PSA-NCAM,
asi como NeuroD y Proxl. Las células 3 tiene baja actividad proliferativa,
incluso se ha evidenciado la salida del ciclo celular durante esta poblacion
celular (Ehninger et al., 2008). Morfol6égicamente, estas células presentan
procesos dendriticos con una gran variedad de longitud y forma, orientados
perpendicularmente a la capa granular. La migracion celular inicia con las
células tipo 3, las cuales migraran de la ZSG hacia el tercio superior interno de

la capa granular (Kempermann et al., 2003).
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DCX es una proteina asociada a citoesqueleto, la cual se ha vinculado
funcionalmente con procesos de diferenciacibn neuronal, migracion vy
maduracion celular; incluyendo sinaptogénesis (Plumpe et al 2006). La PSA-
NCAM es una proteina de adhesion neural, que se ha implicado en la
formacidn, unién y consolidacion de contactos sinapticos, crecimiento axonal y
dendritico, e incluso se le ha relacionado con sobrevivencia celular y plasticidad
cerebral (Gascon et al., 2007). Ambas proteinas se expresan temporalmente de
manera casi coordinada en el desarrollo neurogénico y abarcan el periodo de

sobrevivencia, migracion y maduracién neuronal (Ehninger et al., 2008).

Una vez que las células nuevas salen del ciclo celular mantienen una
morfologia vertical (similar a las células tipo 3), con nucleo redondeado
ligeramente triangular y con una dendrita apical que puede alcanzar la capa
molecular. Diversos estudios han evidenciado la expresion de marcadores
como son la proteina de unién a calcio, calretinina, PSA-NCAM, DCX y Prox1
en las células post-mitéticas tempranas y se ha observado que la mayoria de
dichas células llegan a esta etapa, 3 dias posteriores de su proliferacién

(Kempermann et al., 2003; Brandt et al., 2003, Kempermann, 2004).

Las células post-mitéticas expresan la proteina nuclear especifica de
neuronas (NeuN), incluso un dia posterior a la inyeccion del BrdU se pueden
encontrar un numero considerable de células positivas para BrdU/NeuN. La
mayoria de estas células son sujetas a procesos de seleccién durante los
cuales pueden ser reclutadas a la circuiteria neuronal 6 ser eliminadas por

apoptosis (Kempermann et al., 2004; Ehninger et al., 2008).
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El periodo de expresion de calretinina puede representar la fase durante
la cual las neuronas inmaduras son susceptibles a las conexiones sinapticas,
ademas de favorecer la maduracion axonica y presentar un incremento en la
sinaptogénesis, lo cual favorecera su reclutamiento en los circuitos neuronales
que participan en la funcion hipocadmpica (Brandt et al., 2003; Tony & Sultan,

2011).

A partir de la segunda a la tercera semana de maduracion neuronal, las
neuronas nuevas cambian la expresion de calretinina por la proteina de union a
calcio, calbidinina y ademas en esta etapa extienden sus procesos dendriticos
a la capa molecular y comienzan a expresar el exportador de cloro, KCC2, lo
cual permite el cambio de la estimulacién depolarizante mediado por GABA a

una estimulacién hiperpolarizante (Von bohlen, 2011; Ge et al., 2006).

Entre la tercera y sexta semana de edad, las nuevas neuronas muestran
un incremento en la plasticidad sinaptica y en la potenciacién a largo plazo
(LTP) (Ge et al., 2007; Tony & Sultan, 2011). Estudios previos han demostrado
gue la estimulacion de alta frecuencia de las fibras de la via perforante inducen
un incremento en el LTP de las células de nueva generacién en el giro dentado,

lo cual favorece la supervivencia de las células (Kitamura et al., 2010).

Al término de este periodo y cuatro a siete semanas posteriores, las
nuevas neuronas en el hipocampo son morfolégica y funcionalmente similares
a las neuronas que nacieron durante la embriogénesis (Figura 2) (Kempermann

et al., 2004; Ehninger et al., 2008).
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3. Regulacion del proceso neurogénico

Las diferentes etapas, asi como los eventos que involucran a la formacién de
nuevas neuronas, son reguladas por una gran cantidad de factores tanto
intrinsecos como extrinsecos, lo cual hace que la neurogénesis sea un proceso

dinamico (Ramirez-Rodriguez et al., 2007).

El estudio de la neurogénesis a partir de la progresion del ciclo celular,
asi como la expresion temporal de diversos marcadores celulares han
permitido la identificacion de numerosos factores que modulan, tanto positiva

como negativamente las diferentes etapas de la neurogénesis (Zhao et al.,
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2008). A continuacion se presenta una breve sintesis de algunos de los

reguladores que favorecen al proceso neurogénico (reguladores positivos); asi

como reguladores que afectan al mismo (reguladores negativos):

3.1 Reguladores Positivos:

Nicho: Es el lugar anatomico donde residen la células multipotenciales
que daran origen a las neuronas nuevas. Diversos reportes han revelado
que el microambiente o nicho puede tener factores especificos que
permiten la diferenciacién e integracion de las nuevas células (Seki,
2003; Zhao et al., 2008). Las células endoteliales, los astrocitos, las
neuronas maduras, la microglia y el sistema vascular son los principales
componentes del microambiente que regulan la proliferacion,

diferenciacion y maduracién de las nuevas células (Ming & Song, 2011).

Se ha observado que al aislar a los astrocitos maduros de ambas
regiones neurogénicas, estos promueven en condiciones in vitro la
proliferacion y diferenciaciéon de las células multipotenciales (Lim &
Alvarez-Buylla, 1999; Song et al., 2002). Por otra parte, Barkho y
colaboradores (2006) determinaron que los astrocitos maduros de la
ZSG expresan factores de crecimiento e interleucinas que modulan y

favorecen la diferenciacion neuronal de las células multipotenciales.

De igual manera se ha observado que las células endoteliales secretan

factores que favorecen la replicacion de las células multipotenciales; asi
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como su diferenciacién hacia neuronas en condiciones in vitro (Shen et

al., 2004; Wurmser et al., 2004).

Las células multipotenciales en condiciones in vivo son influenciadas por
un gran numero de sefales intracelulares, asi como de factores externos

gue regulan cada etapa del proceso neurogénico.

Mecanismos moleculares: La progresion de las células madre a
neuronas maduras esta sujeta al control coordinado de una gran
cantidad de factores intrinsecos y extrinsecos. Entre los factores
intrinsecos mas importantes, se encuentran las vias de sefializacion
celular, los factores de transcripcion y los factores epigenéticos (Mu et

al., 2010).

Algunas de las vias de sefalizacion mas importantes implicadas en la
regulacion neurogénica son la via de sefalizacion Wnt/B-catenina, la via
de la proteina cinasa B (también llamada Akt/PKB), el sistema de
sefalizacion de las proteinas cinasas activadas por mitogeno (MAPK) y
la via de sefalizacion "Sonic hedgehog" (Shh) (Ming &Song et al., 2011,

Lledo et al., 2006, Mu et al., 2010).

La via de sefalizacion Whnt/B-catenina mantiene la proliferacion y
multipotencialidad de las células progenitoras a través de un incremento
en la expresiéon del factor de transcripcion NeuroD1 (Mu et al., 2010).

Por otra parte, la via de Shh, se le ha vinculado como regulador de la

23



proliferacion celular al actuar como un mitégeno, tanto en condiciones in

vitro como in vivo (Lai et al., 2003).

Las cascadas de sefalizacion que modulan los factores de transcripcion
son de gran importancia para el control de la proliferacion de las células
progenitoras, asi como para la toma del destino neural de las células
nuevas (Hodge et al., 2011). Algunos de los factores de transcripcion
relacionados al mantenimiento de las células multipotenciales, asi como
de la proliferacion celular son Sox2 y Pax6; por otra parte los factores de
transcripcion vinculados a la sobrevivencia celular, al compromiso del
destino neuronal y plasticidad cerebral; se encuentran NeuroD1, Prox1 y

CREB, respectivamente (Mu et al., 2010; Hodge et al., 2011).

Recientemente se ha observado que los factores epigenéticos, los
cuales funcionan como claves para la coordinacién de la expresion
génica durante el proceso neurogénico, actian a través de la metilacién
del ADN, las modificaciones de histonas y de acetilacion, asi como de
los micro-RNA no codificantes pueden estar modulando la proliferacion
celular de las células madre, al controlar proteinas reguladoras del ciclo
celular, asi como la diferenciacién neuronal al reprimir la expresion de
genes, como Sox2 mediante la actividad catalitica de la histona

deacetilasa (HDAC?2) (Ma et al., 2010).

Factores de Crecimiento: Son factores potentes para el mantenimiento
de las células madre in vitro (Babu et al., 2007). Particularmente,

factores como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
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crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2), el factor de crecimiento insulinico
tipo 2 (IGF2) promueven la proliferacién en la ZSV y en la ZSG; y se ha
reportado que el FGF2 puede favorecer la diferenciacion neuronal in

vitro (Babu et al., 2011; Bracko et al., 2012; Zhao et al., 2008).

De igual manera al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
se le ha propuesto como un factor importante en la neurogénesis, al ser
también una proteina angiogénica y participar en los dos procesos de

formacion de vasos sanguineos y neuronas nuevas (Jin et al., 2002).

Hormonas: Diversas hormonas como son la melatonina, prolactina y los
estrogenos se han relacionado como moduladores positivos del proceso
neurogénico tanto en la ZSV como en la ZSG (Lledo et al., 2006), de
igual manera se ha observado el efecto negativo de las hormonas

vinculadas con la respuesta al estrés (Snyder et al., 2011).

La melatonina es secretada por la glandula pineal y se le ha relacionado
con la regulacién del ciclo circadiano (Reiter, 1991). Ramirez-Rodriguez
y colaboradores (2009) determinaron que la administracion de
melatonina no afecta la proliferacion de las células progenitoras aisladas
del giro dentado de ratones adulto; sin embargo favorece la
sobrevivencia celular en condiciones in vitro e in vivo, asi como la
diferenciacion neuronal al encontrar un incremento en el niumero de

células positivas para BrdU/Tujlin vitro.
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De manera similar, el mismo grupo demostréo que la administracion
cronica de melatonina por 14 dias a ratones C57BL/6 incrementa la
diferenciacion neuronal medido a través de expresion de la proteina
DCX y ademés favorece la maduracion dendritica de las células de

nueva generacion (Ramirez-Rodriguez et al., 2011).

Por otra parte, la prolactina una hormona asociada con funciones
metabdlicas y reproductivas, se ha vinculado funcionalmente como
modulador de la neurogénesis adulta al incrementar la proliferacion
celular en cultivos primarios de células progenitoras del hipocampo

(Walker et al., 2012).

Neurotrofinas: Las neurotrofinas tienen un amplio rango de efectos en
la sobrevivencia y maduracién neuronal. Babu y colaboradores (2007)
demostraron que tanto la neurotrofina 3 como el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) causan un incremento significativo en el

namero de células positivas para TuJ1.

De manera interesante, el mismo grupo de colaboracion utilizando un
co-cultivo de neuronas granulares maduras y células progenitoras del
hipocampo de roedores adulto demostraron que la actividad sinaptica de
las neuronas maduras favorece la diferenciacion neuronal de las células
progenitoras al incrementar el nUmero de células inmunoreactivas a Tujl

(Babu et al., 2009).
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La proliferacion de las células multipotenciales se incrementa
considerablemente al incrementar los niveles de BDNF tanto en la ZSV
como en la ZSG; de igual manera se ha evidenciado el papel del BDNF
en la sobrevivencia celular al disminuir significativamente la
sobrevivencia de las nuevas células en ratones heterocigotos para

BDNF("") (Zigova et al., 1998; Rossi et al., 2006).

Neurotransmisores: Las diferentes etapas de produccion de nuevas
neuronas son sujetas a modulacién por cambios en el microambiente. La
actividad eléctrica por si misma puede actuar directamente en la
proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras; asi como su
incorporacion en los circuitos neuronales (Lledo et al., 2006). Entre los
neurotransmisores implicados se encuentran el GABA, al cual se ha
relacionado con la integracién sindptica de las nuevas neuronas, al
mantener inicialmente una activaciéon ténica y posteriormente inervar las
nuevas ceélulas para luego recibir las sindpsis glutamatérgicas en el giro
dentado de ratones adultos (Ge et al., 2006). Similarmente en la ZSV, la
activacion de los receptores GABAa modula la movilidad de los
neuroblastos en la cadena rostral migratoria, una vez que arriban al
bulbo olfatorio reciben entradas sinapticas GABAérgicas Yy

posteriormente glutamatérgicas (Bolteus & Bordey, 2004).

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas abundante del
sistema nervioso central. Se ha evidenciado que las nuevas células de la

ZSG se diferencian hacia neuronas glutamatérgicas (Lledo et al., 2006);
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aunado a lo anterior se ha estudiado que el glutamato puede alterar la
proliferacion, sobrevivencia, migracion y diferenciacion neuronal
actuando de manera dual dependiendo del receptor que se esté
activando, por ejemplo la activacion de receptores tipo AMPA
incrementan la proliferacion celular, pero esta se inhibe cuando se
activan receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Cameron et al., 1995;
Bai et al., 2003). Adicionalmente, la serotonina actuando a través de los
receptores 5-HT2a y 5HT2c sobre regulan la proliferacion celular,
mientras que la transmision colinérgica y noradrenérgica en la ZSG
favorecen la neurogénesis (Banasr et al., 2004; Kotani et al., 2006;

Kulkarni et al., 2002).

Actividad fisica y Ambiente enriquecido: La neurogénesis adulta
puede ser modulada por una gran cantidad de reguladores
(Kempermann, 2011); la actividad fisica es el factor ambiental mas
potente para incrementar la proliferacion celular, asi como incrementar la
neurotransmision y el LTP en el giro dentado (Van praag et al., 1999).
Lafenetre y colaboradores (2011), sugieren la implicacion de diversas
moléculas que incrementan su expresion al someter roedores a actividad
fisica voluntaria, tales como BDNF y factores de crecimiento, los cuales

podria estar mediando las acciones benéficas de la actividad fisica.

El ambiente enriquecido es una combinacion compleja de diversos
estimulos inanimados y sociales, asi como de aprendizaje y actividad

fisica (Vivar et al., 2012). La sobrevivencia celular en el hipocampo se
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favorece en ratones expuestos a un ambiente enriquecido (Kempermann

et al., 1997).

Dado que la actividad fisica es un elemento importante en el ambiente
enriquecido, es dificil disociar los efectos de cada condicidn; sin
embargo Kobilo et al. (2011), evidenciaron que la actividad fisica es un
potente estimulo neurogénico y neurotrofico; la proliferacion y
sobrevivencia de las nuevas células se increment6 Unicamente en
aquellas condiciones que se encontraban bajo actividad fisica voluntaria,
y estos resultados se correlacionaban positivamente con un incremento

en los niveles de BDNF.

Compuestos naturales: En los ultimos afios los compuestos naturales
han tomado una gran importancia por las diferentes propiedades
biolégicas y neuroprotectoras (Spencer, 2010). Existen evidencias que
relacionan el consumo de polifenoles, los cuales son constituyentes
importantes de algunos alimentos y bebidas, con un incremento en la
neurogénesis adulta. Algunos de los polifenoles mas estudiados son el
resveratrol, la curcumina, la quercetina, la epicatequina y la

epigalocatequina 3-galato (Pereira-Dias et al., 2012).

Se ha demostrado que compuestos como el resveratrol, la curcumina y
la epigalocatequina 3-galato favorecen la proliferacion celular en el giro
dentado de roedores adultos evidenciado por un incremento en el
namero de células positivas para BrdU; particularmente el incremento en

la proliferacion celular favorecida por los compuestos resveratrol y la
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curcumina, se correlaciona positivamente con un incremento en los
niveles del factor neurotréfico BDNF; asi como un mejor desempefio de
los roedores en pruebas de memoria espacial (Moriya et al., 2011; Dong

et al., 2011; Yoo et al., 2010).

3.2 Reguladores Negativos:

Estrés: El estrés definido como cualquier estimulo capaz de alterar la
homeostasis, desencadenard mecanismos para permitir la adaptacion
del organismo. Los glucocorticoides son las hormonas que se liberan en
respuesta a experiencias estresantes y ayudan a restaurar la
homeostasis en el organismo (Armario et al., 2006). Diversas
investigaciones han postulado a los glucocorticoides como un regulador
negativo de la neurogénesis, Yu et al. demostraron que la exposicion de
las células precursoras del hipocampo en condiciones in vitro, a
concentraciones crecientes de dexametasona, un glucocorticoide
sintético, disminuye el nimero de células positivas para BrdU, DCX y
TuJ; ademas incrementa de manera concentracion dependiente las
células en apoptosis (Yu et al., 2010). También se ha observado que la
administracion de antagonistas de receptores de glucocorticoides, como
la mifepristona mantiene la neurogénesis en niveles basales en ratas
sometidas a un modelo de estrés crénico impredecible (Oomen et al.,

2007).
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Snyder y colaboradores (2011) encontraron que al utilizar roedores
transgénicos con la neurogénesis adulta inhibida se incrementan los
niveles de corticosterona en plasma, al someter a los ratones a
restriccibn de inmovilidad, comparado con aquellos roedores que
mantenian el proceso neurogénico intacto; lo cual sugiere que la
neurogénesis puede estar amortiguando la respuesta generada por el

estrés.

Envejecimiento: El envejecimiento en un proceso fisiologico normal, el
cual se ha relacionado con una disminucién en la neurogénesis adulta,
tanto en la ZSG como en la ZSV (Couillard et al., 2011; Lou et al., 2006).
El grupo de Rao y colaboradores (2005) determinaron que ratas
envejecidas (12 y 24 meses de edad) presentan una disminucion en la
proliferacion celular y en el nimero de células NeuN positivas; ademas
de presentar arborizaciones dendriticas menos complejas y largas con

respecto a aquellas presentes en ratas jovenes (4 meses de edad).

Durante el envejecimiento hay muchos factores que se alteran, como
son los factores de crecimiento, factores neurotroficos, hormonas,
neurotransmisores, etc.; por lo tanto es factible una disminucion en la
produccion de nuevas neuronas en ambos nichos neurogénicos debido
a una consecuencia de cambios en multiples factores relacionados con

la edad (Rao et al., 2005; Couillard et al., 2011).

A partir de una serie de experimentos, Villeda y colaboradores (2011)

demostraron que la administracion de plasma sanguineo proveniente de
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roedores envejecidos a ratones jovenes reduce significativamente la
neurogenésis hipocampica, la plasticidad sinaptica y la memoria y el
aprendizaje espacial en los roedores; sugiriendo que la disminucion
observada en la neurogenésis durante el envejecimiento puede deberse

a un cambio en diversos factores que regulan al proceso.

Especias reactivas y estrés oxidativo: Aunque se sabe que las
especies reactivas juegan un papel importante en la regulacién de la
sefalizacion intracelular implicada en la proliferacion celular vy
diferenciacion neuronal o glial (Huang et al., 2012); se ha estudiado que
estados cronicos de estrés oxidativo alteran negativamente la
neurogénesis adulta. Rivas-Arancibia y colaboradores (2010)
determinaron que la exposicidén cronica de ratas a bajas dosis de ozono
disminuye significativamente el nimero de células DCX y NeuN positivas

en el hipocampo.

Por otra parte, se ha reportado que la sobreexpresion de la enzima
superoxido dismutasa 1, la cual se encarga de catalizar la reaccién del
radical anién superoxido a peroxido de hidrogeno (H,0O;), en el giro
dentado de ratones adultos C57BL6/J disminuye la proliferacion celular y
la diferenciacion neuronal, asi como el numero de neuronas con
dendritas terciarias; dicho efecto puede deberse a un incremento
drastico en las concentraciones de H,O; en el medio, lo cual puede estar
alterando el balance de oxido-reduccién y en consecuencia al proceso

neurogénico (Yoo et al., 2012). Estos resultados se corroboran con la
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investigacion de Valente et al. (2009), donde determinaron que la
exposicion de células progenitoras a H»O, en condiciones in vitro
disminuye significativamente la viabilidad celular y este efecto es
prevenido por la adicién de antioxidantes en el medio (Valente et al.,

2009).

Enfermedades neurodegenerativas y psiquiatricas: Las
enfermedades neurodegenerativas cursan con procesos de disfuncion y
muerte neuronal, los cuales se caracterizan por ser procesos lentos,
cronicos y progresivos (Dietrich & Kempermann, 2006). Las
enfermedades neurodegenerativas alteran el mantenimiento de las
células madre, la proliferaciébn y sobrevivencia celular; asi como la

integracion funcional de las nuevas neuronas (Winner et al., 2011).

En un modelo transgénico de la enfermedad de Alzheimer, donde se
realiz6 una mutacion triple (presenilina-1, proteina precursora amiloidea
y proteina tau), se observé una disminucion en la proliferacion celular,
evaluado a través de la expresion de la fosfohistona-3, en los ratones
transgénicos comparado con los roedores silvestres; lo cual se asocio
directamente con la presencia de placas amiloideas en el hipocampo
(Rodriguez et al., 2008). Sin embargo, diversas investigaciones han
reportado un incremento en la proliferacion y sobrevivencia de las
nuevas ceélulas en ambas regiones neurogénicas en diferentes modelos
de la patologia de Alzheimer (Mirochnic et al., 2009; Haughey et al.,

2002), sugiriendo que el incremento en la proliferacion celular puede
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deberse a un mecanismo de compensatorio en el proceso neurogénico

(Winner et al., 2011).

Al utilizar un modelo de la enfermedad de Alzheimer, Wolf y
colaboradores (2006) determinaron en roedores transgénicos para la
proteina precursora de amiloide (APP-23); que la exposicion de los
roedores a un ambiente enriquecido modula negativamente la
progresion de la patologia, al reflejarse en un incremento en los niveles
de factores neurotréficos (NT3 y BDNF) y en la neurogénesis en el

hipocampo (Wolf et al., 2006).

Por otra parte, la sobreexpresion de la proteina mutada a-sinucleina, la
cual es una caracteristica presente en los pacientes con la enfermedad
de Parkinson; incrementa la muerte celular y se correlaciona con una
disminucién en la poblacién de neuroblastos, sin alterar la proliferacion
celular en ambos nichos neurogénicos, sugiriendo una alteracion en la

sobrevivencia y diferenciacion neuronal (Winner et al., 2004).

Aunado a lo anterior, los modelos con roedores transgénicos para la
patologia de Huntington reportan una reduccién en la proliferacion de las
células progenitoras sin modificar la diferenciacion neuronal en el giro

dentado (Lazic et al., 2004; Von Horsten et al., 2003).

De manera similar, las enfermedades psiquiatricas como la depresién
cursan con una alteracion en la neurogénesis en hipocampo;

particularmente la etiologia de la depresién se ha relacionado de manera
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importante con el proceso neurogénico (Lee et al., 2010). Esta idea ha
sido sustentada por diversas investigaciones, en las cuales se
demuestra que la neurogénesis se disminuye en modelos animales de
depresion, y que ademas la administracién de farmacos antidepresivos

la incrementan (Snyder et al 2011; Syahrul et al., 2012).

Surget y colaboradores (2008) demostraron en ratones con la
neurogénesis abatida en el hipocampo y que fueron sometidos al
modelo de estrés cronico impredecible, que la neurogénesis adulta es
requerida para la accion eficaz de los antidepresivos como la fluoxetina
e imipramina, los cuales actian a través de un mecanismo

monoaminérgico (Surget et al., 2008).
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4. Flavonoides

La dieta es uno de los estilos de vida mas importantes, la cual puede influir de
manera importante en la prevencion 6 desarrollo de diversas enfermedades
neurologicas. Particularmente los flavonoides, un grupo de metabolitos
secundarios encontrados en diferentes plantas han ganado gran interés por los

diversos efectos neuroprotectores que ejercen en el SNC (Spencer, 2009).

Los flavonoides son moléculas que comprenden al grupo mas comun de
compuestos polifénolicos, y son sintetizados por las plantas a partir de tres
moléculas de malonil-Coenzima A y una molécula de fenilpropanoide para

formar la estructura basica de los flavonoides (Manach et al., 2004).

La estructura quimica basica de los flavonoides comprende dos anillos
aromaticos, benzopirano (A y C), los cuales estan unidos por tres atomos de
carbono a un anillo oxigenado heterociclico, benzeno (B) (Figura 3); éstos a su
vez pueden ser divididos en 6 sub-clases diferentes dependiendo del patron de
hidroxilacion de los anillos, asi como del grado de saturaciéon y la sustitucion

en la posicién 3 del anillo C (Williams et al., 2012; Spencer et al., 2012).

Anillo B

WO, R D =7

LTy p—

Anillo C

Figura 3. Estructura general de los flavonoides.
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Entre las principales sub-clases de flavonoides se encuentran (1) los
flavonoles (por ejemplo la quercetina y Kaemferol), los cuales se encuentran en
las cebollas y el brocoli; (2) las flavonas (como la luteolina y la apigenina) que
sintetizan en el perejil y el apio; (3) las isoflavonas (la genisteina y daidzeina
son ejemplos de estas) que se encuentran en la soya; (4) las flavanonas (por
ejemplo la naringerina y hesperetina) que se pueden encontrar en diversos
frutos citricos; (5) los flavanoles (como son las catequinas, epicatequina,
epigalocatequina y epigalocatequina 3-galato) los cuales son abundantes en el
té verde, chocolate y en el vino tinto; (6) y las antocianidinas (por ejemplo la
malvidina y la pelargonidina) que se sintetizan en las zarzamoras y las uvas

moradas (Figura 4) (Williams et al., 2012; Spencer, 2008; Manach et al., 2004).

A grandes rasgos, los flavonoides son absorbidos y metabolizados
resultando en una disminucion significativa de su potencial antioxidante. Los
flavonoides pueden ser sometidos al menos a tres tipos de metabolismo
intracelular: el metabolismo oxidativo, metabolismo relacionado con la actividad
del citocromo P450 6 ser conjugados con grupos tioles, particularmente con el

tiol no proteico, el glutation reducido (GSH) (Spencer, 2008).

Los metabolitos de los flavonoides, como son las formas glucorinadas,
sulfatadas y las formas O-metiladas conjugadas; asi como los aductos
formados entre flavonoides-GSH presentan un potencial antioxidante reducido

comparado con las moléculas originales (Manach et al., 2004; Spencer, 2008).
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Los flavonoides han tomado gran importancia debido a los efectos

benéficos que producen al organismo, tanto en condiciones fisioldgicas como

patofisiologicas (Haque et al., 2006; Surh et al., 2008; Kim et al., 2010).

Flavanoles R1 R2
Catequina OH H
Epicatequina OH H
Epigalocatequina OH OH
Epicatequina galato Galato H
Epigalocatequina 3- Galato OH
galato
Flavonoles R1 R2 R3
Quercetina OH OH H
Kaempferol OH H H
Miricetina OH OH OH
Isorhamnetina OH OCH; H
Flavonas
Luteolina H OH H
Apigenina H H H
Flavanonas R1 R2 R3
Naringerina H H OH
Hespertina H OCH, H
Antocianidinas R1 R2
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Malvidina OCH; OCH;
Petunidina OCH; OH
Isoflavonas R1 R2
Genisteina OH OH
Daidzeina OH H

OH
OH
HO | [o)
R1 o O

R2

Figura 4. Estructura de las principales clases de flavonoides.
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Particularmente en el SNC, los flavonoides han mostrado tener un efecto
neuroprotector en diferentes modelos animales de dafo neuronal y modelos de
envejecimiento, asi como en condiciones fisiologicas basales (Li et al., 2006;
He et al., 2009; Sarkar et al., 2009). Inicialmente, las acciones bioldgicas de los
flavonoides se atribuian a sus capacidades antioxidantes a través de su
capacidad reductora e influir de esta manera en estado redox intracelular; sin
embargo estudios recientes han elucidado diversas acciones biolégicas de los

flavonoides (Spencer, 2008).

Actualmente se sabe que ademés de su capacidad como antioxidante,
los flavonoides son moléculas capaces de incrementar el desempefio cognitivo
a través de la habilidad de interactuar con vias de sefalizacién neuronales y
gliales que inducen la plasticidad sinaptica (Sarkar et al., 2009). Asimismo
disminuyen la apoptosis y promueven la diferenciacion y sobrevivencia
neuronal (An et al., 2008); ademas de favorecer el flujo sanguineo al inducir el

proceso de angiogénesis (Van Praag et al., 2007).

Aungue existe una gran cantidad de evidencias sobre los efectos de los
flavonoides, asi como de la distribucion de los mismos y sus metabolitos en el
cerebro, a la fecha no se ha elucidado el 6 los mecanismos concretos por los

cuales estas moléculas entran al parénquima cerebral (Spencer, 2010).

Existen reportes que sugieren que el potencial para que los flavonoides
penetren al cerebro depende de su grado de lipofilicidad y polaridad (Spencer,
2010); algunas investigaciones han demostrado que algunos flavonoides

interactdan con transportadores especificos para poder ingresar al cerebro; por
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ejemplo la quercetina y naringerina interactian con la glicoproteina P, la cual
se expresa en la barrera hematoencéfalica y es un transportador especifico que
regula la entrada de nutrientes esenciales, farmacos y otros xenobioticos

(Youdium et al., 2004; Lin & Yamazaki, 2003).

5. Epigalocatequina 3-Galato

La (-)-cis-2-(3,4,5-Trihidroxifenil)- 3,4-dihidro-1(2H)- benzopirano -3,5,7, triol 3-
galato, también llamada epigalocatequina 3-galato (EGCG, CH15011) €s un
compuesto polifénolico con un peso molecular de 458.37 g/mol que se
encuentra en el vino tinto y en algunas frutas, sin embargo el chocolate y la
planta del té verde (Camellia sinensis) son las principales fuentes donde se

puede encontrar a la EGCG (Manach et al., 2004).

El té verde se compone de una gran cantidad de compuestos, entre los
gue destacan las catequinas, algunas de las catequinas de mayor abundancia
son la epicatequina (EC), epicatequina 3-galato (EGC), epigalocatequina (EGC)
y epigalocatequina 3-galato (EGCG) (Mandel et al., 2004). Diversos estudios
sugieren que las catequinas son responsables por la mayoria de los efectos
benéficos a la salud atribuidos al consumo del té verde (Nagle et al., 2006;

Mandel et al., 2004).
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5.1 Extraccion y purificacion de la EGCG

La extraccion de la EGCG se lleva a cabo a partir de las hojas del té verde
(Camellia sinensis) con agua caliente. Posteriormente, el agua caliente extraida
se utiliza para la separacion de la fraccion organica con etil-acetato. La fraccion
organica se sometio a cromatografia de fase liquida para separar a la EGCG de
la fraccion de catequinas con etanol/agua seguido de la cristalizacion y secado.
Este método de purificacién, a partir de las hojas del té verde asegura un 295%

de pureza del compuesto (Isbruker et al., 2006; Product information, Sigma).

5.2 Estructura quimica de la EGCG

Los flavanoles son una sub-clase de flavonoides que se diferencian los grupos
encontrados en la posicién 3 del grupo benzopirano y en la posicién 4 del
benzeno (Williams et al., 2012). Las catequinas encontradas en el té verde son
flavanoles que se caracterizan por el patron de hidroxilacion asi como de la

presencia 6 no del grupo galato (Spencer, 2010).

Particularmente, la estructura quimica de la EGCG comprende dos
anillos aromaticos, benzopirano (A y C), los cuales estan unidos a un anillo
oxigenado heterociclico, benzeno (B). En la posicibn C-3 del anillo C se
encuentra el grupo galato y en la posicion C-5 del anillo B se encuentra un
grupo -OH, formando un grupo tri-hidroxilo (estructura pirogalo) en el anillo B

(Figura 5) (Spencer, 2010; Weinreb et al., 2009).
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Figura 5. Estructura quimica de la epigalocatequina 3-galato (EGCG, C,,H1501,).

5.3 Metabolismo de la EGCG

A las catequinas, especialmente la EGCG, se les ha atribuido varias
actividades bioldgicas. Sin embargo, la biodisponibilidad y biotransformacion de
las catequinas es uno de los factores limitantes para entender los efectos
biolégicos de las mismas. Recientemente, diversos estudios han analizado los
parametros farmacocinéticos del té verde, de la EGCG y sus metabolitos

(Suganuma et al., 1998; Meng et al., 2002; Lambert et al., 2003).

El metabolismo de la EGCG (administrada por via oral), ocurre a partir
de la absorcion de la misma en el intestino delgado y su paso por el higado, la
catequina es conjugada mediante procesos de metilacion, sulfatacion y

glucoronidacion (Lambert et al., 2003; Lee et al., 2002).

Los metabolitos formados se pueden encontrar en sangre y en érganos
blancos resultando en una alteracion de la actividad biolégica. El principal
metabolito formado en humanos y roedores, a partir de la administracion de
EGCG es el 4,47-di-O-meti-EGCG (Meng et al., 2002). El proceso de

conjugacion del EGCG facilita su eliminacion al incrementar su grado de
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hidrofilicidad; algunos metabolitos pueden ser reabsorbidos por el sistema
enterohepatico o ser eliminados via orina y/é6 heces (Lambert et al., 2003; Lee

et al., 2002).

A partir de una administracion gastrica a ratones de EGCG marcada
radioactivamente con tritio (*H-EGCG), se determiné la amplia distribucién de la
EGCG en 6rganos como son el tracto digestivo (estomago, intestino delgado y
colon), higado, pulmones, cerebro, corazén, rifiones, pancreas, hueso y piel,
entre otros (Suganuma et al, 1998). Ademas se demostr6 que la
administracion continua de *H-EGCG incrementa significativamente los niveles
en sangre, asi como en el cerebro y otros Organos; manteniendo las
concentraciones altas de *H-EGCG y sus metabolitos en los diferentes 6rganos

blanco (Suganuma et al., 1998).

Lin y colaboradores (2007) reportaron que la administracién intravenosa
de EGCG (50 mg/Kg) a ratas macho, alcanza la distribucién regional de EGCG
en diferentes areas del cerebro como son la corteza (6.23 ng/g), tallo cerebral
(3.76 ng/g), hipocampo (4.18 ng/g), estriado (4.72 ng/g) y cerebelo (7.13 ng/g);
demostrando que la EGCG es capaz de distribuirse en el parénquima cerebral

y de penetrar la barrera hematoencéfalica (Lin et al ., 2007).

Aunque la vida media (t¥2) de la EGCG dependera de diversos factores
como son la via de administracion, dosis administrada y especie en cuestion;
Lambert y colaboradores (2003) determinaron que la t¥2 en ratones macho

administrados con EGCG pura (163.8 umol/Kg) a través de la via oral es de
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1.28+0.23 horas. En humanos se ha determinado que la t%2 de la EGCG pura

administrada por via oral es de 3.4+0.3 horas (Lee et al., 2002).

5.4 Actividades bioldgicas de la EGCG

Estudios epidemiol6gicos han mostrado que el consumo de frutas, vegetales y
derivados de plantas; estan asociados con una reduccion en el riesgo de
padecer diversas patologias (Spencer, 2010). EI consumo del té verde es
considerado una fuente de compuestos con actividades bioldgicas y
farmacoldgicas con potenciales beneficios a la salud (Mandel et al., 2004). Se
estima que una taza de té verde (2.5 gr. de hojas de té verde/200 mL. de agua)
pueden contener 90 mg. de EGCG y de esta manera contribuir a los efectos
benéficos atribuidos al té verde, como son las propiedades neuroprotectoras

(Weinreb et al., 2009).

Es importante sefialar que la actividad biolégica de la EGCG actla de un
modo bifasico, el cual es una ventana de accién farmacolégica dependiente de
la concentraciéon. A altas concentraciones del compuesto exhibe actividad pro-
oxidante y pro-apoptoética, las cuales son responsables por sus propiedades
anti-tumorales; mientras que a dosis bajas ejerce su efecto de neuroproteccion
contra una amplia variedad de compuestos neurotoxicos (Weinreb et al., 2009;

Mandel et al., 2004; Mandel et al., 2005).

Las actividades biolégicas de la EGCG han tomado gran atencion por los

diversos efectos que producen en el organismo; algunas de las propiedades
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gue se le han atribuido a la EGCG son anti-tumoral (Sadiq et al., 2009; Sarkar
et al., 2009), antioxidante y agente quelante (Weinreb et al., 2009), anti-
inflamatorio (Spencer et al., 2012), favorece la funcion cardiovascular (Van
Praag et al., 2007), modula diferentes vias de sefalizacion (Mandel et al.,
2005; Spencer, 2008), asi como modulador de la expresion de genes
relacionados con sobrevivencia y muerte celular (Weinreb et al., 2003; Levites
et al., 2002). A continuacién se presenta algunas una breve sintesis de las

actividades biolégicas mas estudiadas de la ECGC:
5.4.1 Actividad antioxidante

Tradicionalmente, un antioxidante se define como una molécula capaz de
estabilizar a un radical libre a través de la donacion de un electron, generando
moléculas menos reactivas que no dafian la integridad celular (Valko et al.,
2007). Nanjo y colaboradores (1996) evidenciaron que la EGCG presenta la
capacidad de captar radicales como son el anién superdxido (0,"), hidroxilo
(*OH), oxigeno singulete (*0,) y el radical hidroperoxilo (ROO*®) en condiciones in

vitro.

El mismo grupo de investigacion determiné que la actividad captadora de
radicales libres de la EGCG estéa atribuida por la presencia del grupo trihidroxilo
en el anillo B y a la union del grupo galato en la posicién 3 del anillo C (Figura
5). (Nanjo et al., 1999 y 1996). Adicionalmente, a la EGCG se le ha atribuido la
propiedad quelante de metales, tales como son el cobre (Il) y el hierro (),
formando complejos inactivos y prevenir la generacion de radicales libres

(Weinreb et al., 2009).
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Las caracteristicas estructurales mas importantes que definen el
potencial quelante de la EGCG son la presencia del grupo 34" -dihidroxilo en el
anillo B, asi como el grupo galato los cuales pueden neutralizar los iones hierro
y cobre para formar complejos, y por lo tanto proteger a la célula del dafio

oxidativo (Mandel et al., 2005; Thompson et al., 1976).

Recientemente, se ha estudiado que la EGCG puede estar efectuando
su actividad antioxidante a través de la modulacion de las defensas
antioxidantes enddgenas al activar al factor nuclear relacionado a eritroide-2
(Nrf2), el cual regula la induccién de genes en respuesta al estrés, como son
enzimas de la fase Il, por ejemplo la superoxido dismutasa (SOD), glutation S-
tranferasa (GST), glutation peroxidasa (GPx), hemo-oxigenasa-1 (HO-1),

catalasa, entre otros (Surh et al., 2008).

Al analizar el perfil de expresion génica en ratones silvestres C57BL6J y
ratones knockout para Nrf2 () administrados con EGCG, se observé un
incremento en el nimero de genes expresados dependientes de Nrf2, que
fueron favorecidos por la administracion de EGCG, comparado con el perfil
génico de los roedores transgénicos y que también fueron administrados con
EGCG; demostrando la habilidad de la catequina para activar al factor de

transcripcion Nrf2 (Shen et al., 2005).

5.4.2 Actividad Anti-tumoral

Diversas investigaciones experimentales con animales y lineas celulares
humanas; asi como estudios epidemiologicos en diferentes poblaciones han

revelado que el consumo del té verde y de la EGCG reducen el riesgo y
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previenen de padecer diferentes tipos de cancer (Sadiqg et al., 2009; Sarkar et

al., 2009).

El cancer de colon, pulmén, préstata, higado, piel y leucemia son
algunos de los tipos de cancer en los que se ha observado un efecto
quimioterapéutico inducido por la administracion del té verde o de la EGCG
pura (Berger et al., 2001; Gupta et al., 2003; Sartippour et al., 2002; Sadiq et

al., 2009; Li et al., 2010).

Las propiedades quimioterapéuticas del té verde estan mediadas en
gran medida por la EGCG; se ha estudiado que la catequina induce apoptosis
al modular la expresién de genes proapoptéticos; tales como bax, bad y el
ligando fas (Levites et al., 2002), ademas promueve el arresto del ciclo celular
al alterar la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular (Sadiqg et al.,
2009) y regular vias de sefalizacion relacionadas con proliferacion celular,

apoptosis y metastasis (Sarkar et al., 2009).

Recientemente se ha propuesto que la EGCG puede estar regulando la
expresion génica a través de un mecanismo de remodelaje de la cromatina,
sugiriendo que la catequina puede estar llevando a cabo su propiedad anti-

tumoral a través de un mecanismo epigenético (Li & Tollefsbol, 2010).

5.4.3 Modulador de vias de sefnalizacion

Una gran cantidad de evidencia sugiere que las propiedades quelantes y
antioxidantes de la EGCG no son los Unicos mecanismos responsables de la

accion neuroprotectora de la catequina; la capacidad de modular diversas vias
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de sefalizacion que pueden contribuir significativamente a sobrevivencia

celular (Weinreb et al., 2009).

Algunas de las vias de transduccion implicadas en la funcién
neuroprotectora promovida por la EGCG se encuentran la via de las proteinas
cinasas activadas por mitogeno (MAPK’s), la via de la proteina cinasa B
(también llamada Akt), la via de la proteina cinasa C (PKC) y la via del factor
nuclear kappa B (NfkB) (Chung et al., 2003; Mandel et al., 2003, 2004 y 2008;

Levites et al., 2002; Spencer et al., 2009).

Las MAPK’'s son proteinas cinasas que transducen sefiales
extracelulares a través de una serie de fosforilaciones intracelulares que
modulan positivamente la proliferacion y crecimiento celular (Weinreb et al.,
2007). La cinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2 (ERK 1/2), integrante
de la familia de las MAPK’s se activa principalmente en respuesta a mitbgenos

y factores de crecimiento (Xia et al., 1995).

Se ha reportado que el dafio producido por la adicion de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) es atenuado por la administracion de EGCG en el
medio, al incrementar la fosforilacion de la proteina ERK1/2 en las células de

neuroblastoma (Levites et al., 2002).

La activacion de la proteina Akt/PKB se ha implicado en procesos de
sobrevivencia celular, control del ciclo celular, regulacion del flujo del calcio

intracelular (Mandel et al., 2008; Spencer et al., 2003; Koh et al., 2004).
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Un estudio realizado en un linea celular de queratinocitos humanos
demostré que la EGCG promueve la sobrevivencia celular al incrementar el
indice de las proteinas Bcl-2/Bax, e inducir un incremento en la fosforilacion de
Bad a través de la via de Akt (Chung et al., 2003). Schroeter y colaboradores
(2007) demostraron que a bajas dosis de la catequina estimula la fosforilacion
en la proteina de union a elementos de respuesta a AMPc, la cual regula la

viabilidad neuronal y plasticidad sinaptica a través de la via de Akt y ERK 1/2.

La via de la PKC se ha relacionado con sobrevivencia y diferenciacion
celular, procesos de dentritogénesis, asi como formacién y consolidacion de
diferentes tipos de memoria (Weinreb et al., 2009; Mandel et al., 2004; Caputi
et al., 1996). Se ha observado que la induccién de la actividad de la PKC es un
requisito para la neuroproteccion contra diferentes condiciones tdéxicas como

son el B-amilode (AB) y la 6-OHDA (Levites et al., 2003).

La neuroproteccion inducida por la EGCG es dependiente de la
activacion de la PKC, dado que al utilizar un inhibidor especifico de la via
(GF109203X), se disminuye significativamente la sobrevivencia celular en
cultivo celular de neuroblastoma humano expuesto a la toxina 6-OHDA (Levites
et al., 2002). Por otra parte, se ha estudiado que la administracién de EGCG (2
mg/Kg) favorece un incremento en la expresion de la isoforma a de la PKC en
el estriado de ratones; asi como la expresion de las isoformas a y € en el

hipocampo de los roedores (Mandel et al., 2004; Levites et al., 2003).
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5.5 EGCG y neurogénesis

Recientemente se ha reportado el efecto de la EGCG sobre algunas etapas del
proceso neurogénico. La EGCG administrada por via oral a una dosis de
5mg/10 ml durante 4 semanas favorece la proliferacion y diferenciacion
neuronal demostrado por el incremento en el nimero de células positivas a las
proteinas Ki67 y DCX, respectivamente (Yoo et al., 2010). Estos datos son
interesantes, sin embargo en este trabajo no se estudid a detalle el proceso
neurogénico, de tal modo que sélo se report6 el efecto de la EGCG sobre la
proliferacion y la formacion de neuroblastos, asi mismo tampoco se exploro el
mecanismo de accion a través del cual la EGCG ejerce sus efectos sobre la

neurogénesis hipocampica.

De manera similar, Wang y colaboradores (2012) estudiaron el efecto de
la EGCG sobre el proceso neurogénico encontrando un incremento en la
proliferacion celular en condiciones in vitro en in vivo; sin alterar la
diferenciacion neuronal en los roedores adultos. Ademas determinaron que el
incremento en la proliferacion celular inducido por la EGCG esta regulado por
la activacién de la via Sonic hedgehog (Shh). Aunque estos datos son muy

interesantes, también son controversiales.

Por lo cual en el presente proyecto se planted evaluar el efecto del
EGCG sobre la proliferacion, la sobrevivencia y la diferenciacion neuronal en
ratones adultos; asi como la implicacion de la proteina Akt en los efectos de la

EGCG.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El proceso neurogénico en el adulto es complejo e involucra varios eventos
celulares que pueden ser modulados positivamente por hormonas, factores de
crecimiento, neurotransmisores, la actividad fisica, y el aprendizaje. Sin
embargo, también se ha observado una alteracion en la neurogénesis en el
cerebro adulto en modelos animales de diversas enfermedades tanto
neurodegenerativas como son: la enfermedad de Alzheimer, el Parkinson y el
Huntington; como enfermedades psiquiatricas tales como la esquizofrenia y la

depresion (Dietrich & Kempermann, 2006; Kuhn et al., 2007; Reif et al., 2006).

Diversos compuestos naturales con efectos biolégicos diferentes han
ganado gran interés por los beneficios que causan en el organismo tanto en
condiciones  fisiolégicas, como en modelos de enfermedades
neurodegenerativas y psiquiatricas (Syahrul et al., 2012; Vauzour et al., 2010).
En este sentido, la busqueda de sustancias naturales que favorezcan o
prevengan el deterioro del proceso neurogénico y cognoscitivo es relevante
para la modulacion de la neurogénesis. Ademas, es importante conocer las
vias de sefalizacion celular a través de las cuales estos compuestos pueden

modular el proceso neurogénico.

Dado que la EGCG presenta diversos efectos bioldgicos benéficos
(Weinreb et al., 2009; Mandel et al., 2004, 2005; 2008), en este proyecto
estudiaremos los efectos de la EGCG sobre el proceso neurogénico y las vias

de sefalizacion celular implicadas en los efectos de la EGCG.
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V. HIPOTESIS

Si la EGCG se administra durante 14 dias a ratones adultos, entonces se
favorecera la formacion de nuevas neuronas en el giro dentado del hipocampo;
a través de su capacidad para incrementar la via de sefalizacion celular de la

proteina Akt/PKB.
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VI. OBJETIVOS

1. Objetivo General

- Estudiar el efecto del compuesto EGCG sobre la neurogénesis

hipocampica en roedores adultos.

2. Objetivos Particulares

- Determinar los efectos de la EGCG sobre la proliferacion y sobrevivencia
celular en el giro dentado del hipocampo de roedores adultos tratados

durante 14 dias.

- Determinar el efecto de la EGCG sobre la activacion de la caspasa-3 en
el giro dentado del hipocampo de roedores adultos tratados durante 14

dias.

- Evaluar el efecto de la EGCG sobre la diferenciacion neuronal en el giro

dentado del hipocampo de roedores adultos tratados durante 14 dias.

- Evaluar el posible mecanismo de accién de la EGCG que favorece el
proceso neurogénico, a través de su capacidad para modular la

activacion de la proteina Akt/PKB.
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VI.MATERIALES y METODOS

1. Animales y reactivos

Se utilizaron en total 32 ratones macho adultos de la cepa BalbC de entre 8 a
10 semanas de edad, los cuales se obtuvieron del bioterio del Instituto Nacional
de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Mufiz” y se alojaron en cajas de acrilico (6
animales por caja). Todos los animales tuvieron libre acceso a agua y comida;
y se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (25 = 3°C),
humedad (50 + 10%) y luz (12:12 ciclo luz:obscuridad). Los animales fueron
distribuidos al azar en 6 grupos experimentales; los grupos 1 - 4 (n=6) se
utilizaron para determinar los efectos de la EGCG sobre los parametros de
proliferacion, sobrevivencia y diferenciacion neuronal, asi como la activacién de
la caspasa-3. Una vez determinada la dosis del compuesto que favorecio al
proceso neurogeénico, los grupos 5y 6 (n=4) se utilizaron para el analisis de la
expresion proteica. El manejo y los procedimientos seguidos con los animales

se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999).

La EGCG (295%) y el BrdU (=299%) fueron obtenidos de Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO, EUA). El agua desionizada utilizada en todos los
experimentos se obtuvo de un sistema purificador Direct-Q system (Millipore,
MA, USA). Para la preparacion de todas las soluciones se utilizd agua
desionizada, excepto para la EGCG y el BrdU, los cuales se disolvieron en

solucion salina estéril (0.9% NacCl).
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2. Disefio experimental

La dosis de la EGCG que favorecié al proceso neurogénico se determind
realizando una curva dosis-respuesta del compuesto. Se formaron 4 grupos
experimentales con 6 animales cada uno de la siguiente manera: 1) Grupo
control: recibi6 100 pL de vehiculo (solucién salina) por via intraperitoneal
(i.p.); 2) Grupo EGCG 2.5: recibié 100 pL de EGCG 2.5 mg/Kg/dia por 14 dias
via i.p.; 3) Grupo EGCG 5.0: recibi6 100 uL de EGCG 5.0 mg/Kg/dia por 14
dias via i.p.; 4) Grupo EGCG 10.0: recibié 100 pL de EGCG 10.0 mg/Kg/dia
por 14 dias via i.p. La EGCG se administré por via intraperitoneal (i.p.) debido a
que estd reportado que este compuesto cruza eficazmente la barrera

hematoencefalica (Nakagawa et al., 1997; Suganuma et al., 1998).

Los grupos 1 al 4 fueron utilizados para los experimentos de
inmunohistoquimica, a los 4 grupos se les inyecto una hora previa al inicio de
los tratamientos, un marcador de sintesis del ADN (Bromodesoxiuridina, BrdU;
50 mg/Kg por via i.p.) para marcar a las células que se encontraban en estado
de proliferacion al inicio del tratamiento. Una vez finalizado los tratamientos por
14 dias, los animales fueron sacrificados 2 horas posteriores a la
administracion de la dltima dosis del compuesto 6 vehiculo mediante una
sobredosis de anestesia, y se perfundieron transcardialmente con para-

formaldehido al 4% en solucién salina.

Una vez que se determino la dosis efectiva del compuesto EGCG, el andlisis de
la expresion proteica se realizd en 2 grupos. Los grupos experimentales con 4

animales cada uno se formaron de la siguiente manera: 5) Grupo control:
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recibio 100 pyL de vehiculo (solucién salina; via i.p.) y 6) Grupo EGCG 2.5:
recibié 100 pL de EGCG 2.5 mg/Kg/dia por 14 dias via i.p.; dos horas después
de la dltima administracion del vehiculo 6 farmaco, los roedores se sacrificaron
por una sobredosis de anestesia y rapidamente se obtuvo el cerebro en frio y
se obtuvo la region del hipocampo para procesarlo por técnicas de Western

blot.

3. Técnica de inmunohistoquimica

Los cerebros de los ratones perfundidos se mantuvieron en para-formaldehido
por 48h; y posteriormente fueron transferidos a una solucion de sacarosa al
30% para su crioproteccion hasta que se seccionaron. Se realizaron cortes
coronales de 40 um de grosor a lo largo del eje rostro-caudal con ayuda de un
microtbmo Leica y se mantuvieron en solucién crioprotectora (25% glicerol;
25% etilenglicol en solucién amortiguadora de fosfatos, pH 7.4) a -20°C, de

acuerdo a reportes previos (Kempermann et al., 2003).

Para identificar las células positivas a cada marcador, se utiliz6 el
meétodo de flotacion libre acoplado a la peroxidasa. EI nimero de células
inmunoreactivas a los diferentes marcadores se determindé en cada sexta

seccion de cada cerebro de todos los animales.

Los cortes se lavaron en TBS 1x (0.5 M Tris-base y 9.0% NaCl pH 7.4)

para retirar el exceso de solucion crioprotectora y posteriormente se
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mantuvieron por 30 min. en solucién de peroxido de hidrogeno al 0.6% en TBS

1x para bloquear a las peroxidasas enddgenas.

Para la deteccion del BrdU y la caspasa-3 se realizé un pre-tratamiento
del tejido con HCL 2N durante 30 min. a 37°C y después se mantuvieron 10
min. en solucion amortiguadora de boratos pH 8.5 (0.1 M &cido bérico); para la
proteina DCX el pre-tratamiento se realiz6 con solucion amortiguadora de
citratos pH 6.0 (10 mM Citrato de sodio y 0.05% Tween 20), durante 2h a 50°C.
Los cortes utilizados para la deteccion de la proteina Ki67, no se sometieron a

ningun pre-tratamiento.

Una vez finalizado los diferentes pre-tratamientos, los cortes se
bloquearon por 30 min. en TBS-Plus (triton X-100 al 10% y suero de burro al
3% en TBS 1x) y se incubaron toda la noche a 4°C con anticuerpos
monoclonales especificos diluidos en TBS-Plus; anti-Ki67 (anticuerpo
monoclonal purificado de conejo, diluido 1:2000, Abcam), anti-BrdU (anticuerpo
monoclonal purificado de rata, diluido 1:500, Accurate), anti-DCX (anticuerpo
monoclonal purificado de cabra, diluido 1:125, Santa Cruz) y anti-caspasa-3

forma activa (anticuerpo monoclonal purificado de ratén, diluido 1:250).

Al termino de la incubacion con el anticuerpo primario, los cortes se
lavaron con TBS 1x, y se incubaron con anticuerpos biotinilados secundarios
especificos diluidos en TBS-Plus (anti-rabbit biotin, anti- rat biotin, anti-goat
biotin y anti-mouse biotin, Jackson Immunoresearch) por 2h a temperatura

ambiente.
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Al término de la incubacion se realizo la amplificacion de la sefal con el
complejo de avidina-biotina (9 pl/ml; ABC, Vectastain Elite, Vector Laboratories)
durante 1 hora y posteriormente se utilizO como cromoégeno a la
diaminobencidina (DAB, Sigma) por 5 minutos a una concentracion de 0.25
mg/ml en TBS con 0.01% de peréxido de hidrogeno y 0.04% de cloruro de
niquel. Los cortes se lavaron en TBS 1x y posteriormente se clarificaron y
montaron en portaobjetos previamente gelatinizados en medio Neomount

(Merck).

4. Cuantificacién de las células positivas para cada marcador

La cuantificacion de las células inmunoreactivas a Ki67, BrdU, DCX y caspasa-
3 se realiz6 a lo largo del eje rostro-caudal de la zona granular y subgranular
del giro dentado del hipocampo con ayuda de un microscopio de luz de Leica
(DM500), el cual tiene acoplada una camara digital y se obtuvieron las
fotografias con los objetivos 10x y 40x. Los datos resultantes se multiplicaron
por 6 para obtener el estimado del nimero total de células positivas para cada

marcador (Plumpe et al., 2006. Ramirez-Rodriguez et al., 2009 y 2011).
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5. Determinacion de las categorias morfolégicas de las células
positivas a DCX en la zona subgranular del giro dentado del

hipocampo.

La determinacion de las diferentes categorias morfoldégicas de las células
positivas a DCX en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo se
realiz6 de acuerdo a estudios previos (Plumpe et al., 2006; Ramirez-Rodriguez
et al., 2011). Se establecieron seis categorias de acuerdo a la presencia y
forma o madurez de las dendritas. La categoria A son células que no presentan
dendritas, mientras que en la categoria B las dendritas son menores al tamafio
del nucleo (<10 um). En la categoria C, las dendritas presentan un tamafo igual
o ligeramente mayor al del nucleo y en la categoria D, las dendritas presentan
un tamafio mayor que el observado en la categoria C. Finalmente, en la
categoria E se observa una dendrita primaria con un Unico punto de
ramificacion, mientras que en la categoria F se observa un arbol dendritico mas
complejo con al menos tres puntos de ramificacibn que alcanzan la capa

molecular.

Las diferentes categorias de células positivas a DCX se analizaron en el
grupo control y en el grupo tratado con la dosis efectiva de EGCG (2.5 mg/Kg).
Para llevar a cabo lo anterior, se tomaron microfotografias de cada corte
hipocampico con los objetivos 10x y 40x en un microscopio de luz Leica que
tiene acoplada una camara digital. Se tomaron en total 100 células por
individuo (6 roedores por grupo), se escogieron 10 células en promedio

escogidas al azar de cada corte hipocampico (10 cortes hipocampicos por
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roedor en promedio), y se determiné la categoria correspondiente a cada
célula. Se realizd el andlisis de la distribucion relativa y absoluta de las
categorias, de acuerdo a lo que previamente se ha reportado (Ramirez-

Rodriguez et al., 2011).

6. Técnica de Western blot

Los hipocampos obtenidos de los ratones tratados se homogenizaron en
amortiguador RIPA 1x (150 mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1% Triton X-
100, 2.5mM pirofosfato de sodio; 1mM ortodovanato de sodio; 1mM PMSF e
inhibidores de proteasas en 20mM Tris-HCL pH 7.6) y centrifugaron a 14 000
rpm por 15 minutos para remover los restos celulares. El contenido total de

proteina se cuantificé por el método de Bradford (Bio-Rad) (Bradford, 1976).

7. Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

La cuantificacion de proteinas se determin6 a través del método de Bradford
(1976). Este método se basa en la unién del colorante azul de Coomassie a las
proteinas principalmente a aminoacidos béasicos (especialmente arginina) y
residuos de aminoacidos aromaticos. El colorante existe en 3 formas: la
cationica (rojo), neutral (verde) y anibénica (azul). Bajo condiciones acidas, el
colorante se encuentra predominantemente en la forma protonada catiénica
roja. Sin embargo, cuando el colorante se une a las proteinas, pasa a la forma
estable no protonada azul; estd forma azulada es detectada a una densidad

Optica de 595 nm.
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Se realiz6 una curva estandar de albumina de suero de bovino (ASB,
1mg/mL) empleando concentraciones de 0 a 80 ug de proteina. A las muestras
obtenidas se les hizo una dilucién 1:1000; y se tomaron 100 pL de la dilucion y
de la curva estandar y se les agregd 100 pL del reactivo de Bradford (Bio-Rad),
se dejé incubando por 5 min a temperatura ambiente y en movimiento
constante. Por ultimo la densidad Optica de las muestras y la curva se
cuantific6 a una longitud de onda de 595 nm en un lector de ELISA. Los

resultados se expresaron como pg/uL de muestra.

8. Determinacion de los niveles de expresion proteica

Las muestras obtenidas de los roedores tratados con EGCG 2.5 mg/Kg 6
vehiculo se utilizaron para medir la expresion proteica de pAkt, Akt total y
GAPDH. Se cargaron 30 ug de proteina de todas las muestras y se les adicion6
amortiguador de carga (Laemmli, Bio-rad) en wuna relacion 1:1
volumen/volumen y se hirvieron durante 5 min. Se realizaron geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% (Bis-acrilamida 0.8% y Acrilamida
30%; Tris — HCL pH 8.8) y 1 mm. de grosor, de acuerdo a reportes previos

(Babu et al., 2009; Ramirez-Rodriguez et al., 2009).

La electroforesis se llevo a cabo por 1h a 120 volts en amortiguador de
corrida (Tris-Base 25mM, glicina 192mM y SDS al 10%). Al término de la
electroforesis los geles se colocaron 20 min. en amortiguador de transferencia
(Tris-Base 25mM, glicina 192 mM, Metanol al 20%) para estabilizarlos y
posteriormente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 350

miliamperios durante 2 h. a en una camara de transferencia fria.
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9. Inmunodeteccion de proteinas

Las membranas se bloquearon en una solucion de leche al 5% con Tween 20
al 0.05% en amortiguador de fosfatos (TBS 1x; pH 7.4) por 1 h. a temperatura
ambiente y se incubaron toda la noche a 4°C con anticuerpos especificos; anti-
Akt fosforilado (anticuerpo monoclonal purificado de conejo, Cell Signaling),
anti-Akt total (anticuerpo monoclonal purificado de conejo, Cell Signaling) y
anti-GAPDH (anticuerpo monoclonal purificado de raton, Cell Signaling);

diluidos 1:1000 en solucion de leche al 1% con Tween 20 al 0.05% en TBS 1x.

Al término de la incubacion se realizaron 3 lavados de 10 min. cada uno
con solucién TBS-T (Tween 20 al 0.05% en TBS 1x); enseguida se incubaron
por 2 h. a temperatura ambiente con anticuerpos secundarios especificos
acoplados a la peroxidasa; anti-mouse HRP y anti-rabbit HRP (Invitrogen) a
una dilucién de 1:1000 en solucién de bloqueo; al término se realizaron 3

lavados de 10 min. cada uno con soluciéon TBS-T.

La union de los anticuerpos a las proteinas reconocidas se evidencié
mediante quimioluminiscencia de alta afinidad (Inmmobilon para HRP,
Millipore) donde el perdxido de luminol y un activador son sustratos de la
peréxidasa del anticuerpo secundario que al reaccionar produce una
luminiscencia que se cuantifica utilizando placas radiograficas de alta
sensibilidad. Se utilizo a la proteina GAPDH como control de carga y se realizo
el andlisis densitométrico con el programa Image J, haciendo una relacion entre
la expresion de las proteinas fosforiladas entre la proteina total y

posteriormente entre el control de carga GAPDH.
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10. Anédlisis estadistico

El analisis de los resultados se realizd con el programa SigmaStat version 3.1.
El andlisis estadistico se realizd aplicando una ANOVA de una via seguida por
la prueba post-hoc de Fisher. La prueba t de “Student” no pareada se utilizd
para comparar diferencias entre dos grupos. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas a un valor de p<0.05.
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VIIl. RESULTADOS

1. Efecto de la administracién de EGCG sobre la proliferacién celular

en el giro dentado del hipocampo de ratones macho adulto.

Para determinar el efecto de las diferentes dosis de EGCG (0, 2.5, 5y 10
mg/kg de peso) sobre la proliferacion celular, se utilizo6 como marcador de
proliferacion a la proteina Ki67, la cual es una proteina que se expresa en
células que se encuentran en las fases activas del ciclo celular (Scholzen et al.,
2000). La administracion crénica de la dosis de 2.5 mg/kg de la EGCG aumento
en un 25% el numero de células que se encuentran en etapa de proliferacion
con respecto al grupo control, esta diferencia en el numero total de células
positivas no fue significativamente diferente (Vehiculo: 574 + 51.46; EGCG 2.5
mg/Kg: 718 £ 75.11 p= 0.16). Por otro lado la dosis de 5.0 mg/Kg no afecté la
proliferacion celular con respecto al grupo control (Vehiculo: 574 + 51.46;
EGCG 5.0 mg/Kg: 528 + 104.98 p= 0.70). Sin embargo, la dosis mas alta del
compuesto EGCG (10 mg/kg) caus6 una disminucién del 56% en las células en
proliferacion en comparacion con el grupo control (Vehiculo: 574 + 51.46;

EGCG 10.0 mg/Kg: 252 + 38.18 p=0.008) (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la administracion de EGCG durante 14 dias sobre la proliferacion
celular en ratones macho BalbC. (A) Imégenes representativas de los grupos
marcados con Ki67. (B) Andlisis cuantitativo de las células positivas a Ki67. Las barras
representan valores promedio de células positivas a Ki67 presentes en ambos
hipocampos a lo largo del eje rostro caudal de los individuos de cada grupo. Los datos
se expresan como promedio + E.E.M. ANOVA de una via seguido por una prueba de
Fisher. * P=0.008 versus Control (n=6).
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2. Efecto de la administracion de EGCG sobre la supervivencia celular

en el giro dentado del hipocampo de ratones macho adulto.

El efecto de las diferentes dosis de EGCG (0, 2.5, 5y 10 mg/kg de peso) sobre
la supervivencia de las células de nueva generacion se determiné a través de
la administracion del BrdU (50 mg/Kg) una hora previa al inicio del tratamiento
con la EGCG. Las células que hayan incorporado el BrdU, las cuales
sobrevivieron y fueron favorecidas por la administracion de la catequina se
detectaron al término del tratamiento (Figura 7). La dosis de 2.5 mg/Kg
favoreci6 de manera significativa la supervivencia celular al causar un
incremento del 40% comparado con el grupo control (Vehiculo: 756 + 58.32;
EGCG 2.5 mg/Kg: 1062 + 89.49 p=0.005). Sin embargo, la administracién de la
dosis de 5.0 mg/kg mostré una disminucion del 19% con respecto al control,
esta disminucién en el numero de células positivas a BrdU no fue significativo
(Vehiculo: 756 + 58.32; EGCG 5.0 mg/Kg: 619 + 39.67 p=0.08). Finalmente, la
dosis de 10.0 mg/Kg de la EGCG afect6 de manera importante (53%) la
supervivencia de las células de nueva generacion (Vehiculo: 756 + 58.32;

EGCG 10.0 mg/Kg: 357 + 52.22; p= 0.002) (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la administracion de EGCG durante 14 dias sobre la supervivencia
celular en ratones macho BalbC. (A) Imagenes representativas de los grupos
marcados con BrdU. (B) Analisis cuantitativo de las células positivas a BrdU. Las
barras representan valores promedio de células positivas a BrdU presentes en ambos
hipocampos a lo largo del eje rostro caudal de los individuos de cada grupo. Los datos
se expresan como promedio + E.E.M. ANOVA de una via seguido por una prueba de

Fisher. * P=0.005, *P=0.002 versus Control (n=6).
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3. Efecto de la administracion de EGCG sobre la activacion de la
proteina caspasa-3 en el giro dentado del hipocampo de ratones

macho adulto.

Para determinar un posible efecto téxico por parte de la EGCG se realizé una
inmunohistoquimica contra la forma activa de la caspasa-3 a los cuatro puntos
de la curva de EGCG (0, 2.5, 5.0 y 10.0 mg/Kg). La administracion de la
catequina a la dosis efectiva que favorece el proceso neurogénico induce una
discreta disminucion no significativa en el niamero de células positivas a
caspasa-3 con respecto al grupo control (Vehiculo: 366 + 58.0; EGCG 2.5
mg/Kg: 276 £+ 16.2 p=0.48); la dosis intermedia de la EGCG no induce ningun
cambio significativo en la activacion de la caspasa-3 (Vehiculo: 366 + 58.0;
EGCG 5.0 mg/Kg: 330 + 56.8 p=1); sin embargo la dosis de 10 mg/Kg, la cual
disminuy6 la proliferacion y sobrevivencia celular incrementé de manera
significativa la activacién de la caspasa-3 en un 52% con respecto al grupo
control (Vehiculo: 366 + 58.0; EGCG 10.0 mg/Kg: 558 + 52.8 p=0.017) (Figura

8).
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Figura 8. Efecto de la administracion de EGCG durante 14 dias sobre la activacion de
la caspasa-3 en ratones macho BalbC. (A) Imagenes representativas de los grupos
marcados para la caspasa-3. (B) Analisis cuantitativo de las células positivas a
caspasa-3. Las barras representan valores promedio de células positivas a caspasa-3
presentes en ambos hipocampos a lo largo del eje rostro caudal de los individuos de
cada grupo. Los datos se expresan como promedio + E.E.M. ANOVA de una via
seguido por una prueba de Fisher. * P=0.017 versus Control (n=6).
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4. Efecto de la administracion de EGCG sobre la diferenciacion celular

en el giro dentado del hipocampo de ratones macho adulto.

Con base en los resultados obtenidos en los experimentos de proliferacion y
supervivencia celular para la determinacion del efecto de la EGCG sobre la
diferenciacion neuronal se utilizaron Unicamente cortes coronales del grupo 1:
Control (vehiculo) y del grupo 2: EGCG 2.5 mg/kg de peso. Esta dosis es la
que favorece tanto la proliferacion como la supervivencia de las células de

nueva generacion.

La diferenciacion neuronal se determiné utilizando el marcaje con la
proteina DCX. La administracién de dicha dosis durante 14 dias a los roedores
incrementd de manera significativa (88%) a las células positivas a DCX en
comparacion con el grupo control (Vehiculo: 5397 + 980.30; EGCG 2.5 mg/Kg:

10143 + 609.00; p=0.006) (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la administracion de EGCG durante 14 dias sobre la diferenciacion
neuronal en ratones macho BalbC. (A) Imagenes representativas de los grupos
marcados con DCX. (B) Analisis cuantitativo de las células positivas a DCX. Las barras
representan valores promedio de células positivas a DCX presentes en ambos
hipocampos a lo largo del eje rostro caudal de los individuos de cada grupo. Los datos
se expresan como promedio + E.E.M. Prueba de t-Student * P= 0.006 versus Control
(n=6).
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5. Efecto de la administracion de EGCG sobre la maduracion

dendritica de células positivas a DCX

5.1 Distribucion relativa de las categorias de acuerdo a morfologia dendritica

de las células positivas a DCX

Para determinar las diferentes poblaciones positivas a DCX se realizé una
clasificacion considerando la morfologia de la organizacion dendritica, de
acuerdo a estudios previos (Plumpe et al., 2006; Ramirez-Rodriguez et al.,

2011).

El analisis de la distribucion relativa por categoria mostré una
disminucion en las células positivas a DCX sin dendritas 6 con dendritas muy
cortas en el grupo tratado con EGCG 2.5 mg/Kg comparado con el grupo
control (Categoria “A”. Vehiculo: 18.75%, EGCG: 15.0%; Categoria “B”:
Vehiculo: 16.5%, EGCG: 12.0%). En las categorias con procesos dendriticos
mas largos pero sin ramificaciones se observo un ligero incremento en los
ratones tratados con EGCG 2.5 mg/Kg (Categoria “C”: Vehiculo: 13.5%,
EGCG: 15.0%; Categoria “D”: Vehiculo: 14.25%, EGCG: 15.0%). Las
categorias relacionadas con una mayor maduracién y complejidad dendritica se
mostré un incremento relativo particularmente en la categoria “F” (Categoria
“E”:. Vehiculo: 17.5%, EGCG: 17.8%; Categoria “F”: Vehiculo: 19.5%, EGCG:

25.3%) (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la administracion de EGCG durante 14 dias sobre a la morfologia
dendritica en ratones macho BalbC. (A) Microfotografias (40x) representativas de las
diferentes categorias de la poblacién de células positivas a DCX. (B) Distribucion
relativa de las células positivas a DCX. El 100% representa 100 células de cada
individuo de cada grupo (n=6).

5.2 Distribucion absoluta de las categorias de acuerdo a morfologia dendritica

de las células positivas a DCX

Con base en los resultados obtenidos en el analisis de la distribucion relativa,
se realizé el andlisis de la distribucién absoluta de las células positivas a DCX,
basandonos en el porcentaje de células correspondiente a cada categoria por
el numero total de células positivas a DCX entre 100, de acuerdo a reportes

previos (Ramirez-Rodriguez et al., 2011).

El andlisis de la distribucién absoluta de las categorias analizadas de las

células DCX positivas muestra un incremento significativo en todas las
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categorias del grupo tratado con EGCG a una dosis de 2.5 mg/Kg de peso. En
el grupo tratado con EGCG se observd un incremento en las células sin
dendritas 6 con procesos dendriticos muy cortos (Categoria “A”: Vehiculo: 1012
+ 80.47, EGCG 2.5 mg/Kg: 1521 £ 71.65, p=0.003; Categoria “B”: Vehiculo:
891 + 46.47, EGCG 2.5 mg/Kg: 1217 + 41.43, p=0.002). Las células con
procesos dendriticos de igual tamafio al nucleo 6 un poco mas largo se
incrementaron de manera significativa con la administracion de la catequina
con respecto al grupo control (Categoria “C”: Vehiculo: 729 + 99.61, EGCG 2.5
mg/Kg: 1521 + 215.19, p=0.016; Categoria “D”: 769 + 33.97, EGCG 2.5 mg/Kg:
1521 + 41.43, p=<0.001). Las células con al menos una bifurcaciébn en sus
dendritas 6 con un arbol dendritico mas complejo, de igual manera aumento la
cantidad de células en esta categoria en el grupo tratado con EGCG 2.5 mg/Kg
con respecto al grupo control (Categoria “E”: Vehiculo: 944 + 64.02, EGCG 2.5
mg/Kg: 1800 + 253.10, p=<0.001; Categoria “F”: Vehiculo: 1052 + 108.97,

EGCG 2.5 mg/Kg: 2561 + 86.63, p=<0.001) (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la administracion de EGCG durante 14 dias sobre la distribucion
absoluta por categoria de acuerdo a la morfologia dendritica de las células positivas a
DCX en ratones macho BalbC. Los datos se expresan como promedio = E.E.M.
ANOVA de una via seguido por una prueba de Fisher. *P< 0.004; ** P< 0.001 versus
Control (n=6).

6. Evaluacion de la activacion de la proteina Akt por la EGCG.

Para determinar la posible participacion de la proteina Akt en los efectos
causados por la EGCG se realizoé la inmunodeteccion de esta proteina que

pertenece a la via de la PI3K/Akt (Spencer et al., 2009; Zhuang et al., 2012).

El analisis de la expresion de la proteina Akt en el hipocampo de los
roedores tratados durante 14 dias con la EGCG a la dosis de 2.5 mg/Kg mostro
un incremento del 97% en los niveles de expresion de la proteina Akt

fosforilada con respecto al grupo control (P=0.025) (Figura 12). Por otra parte,

75



los niveles de expresion de la proteina Akt total no fueron modificados debidos
al efecto de la catequina, con respecto al control (P=0.573). Estos resultados
en conjunto sugieren que la EGCG estd modulando positivamente la via de la
proteina Akt al inducir un incremento en la activacion de la via, lo cual no se

debe a cambios en los niveles de expresion de la proteina total (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la administracion de EGCG durante 14 dias sobre la activacion y
expresion de la proteina Akt en ratones macho BalbC. (A) Imagenes representativas
de las radiografias del grupo control y grupo EGCG 2.5 mg/Kg. (B) Andlisis
densitométrico de las bandas de los grupos experimentales. Los datos se expresan

como % de aumento versus Control. * P=0.025 (n=4).
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IX. DISCUSION

Estudios epidemioldgicos relacionados con la nutricion en humanos y animales
han sugerido que una dieta con compuestos polifendlicos, en particular
flavonoides, pueden jugar un rol benéfico en la prevencion de la degeneracion
neuronal, decline motor y cognitivo relacionado con la edad; asi como un mejor
rendimiento en pruebas de memoria y aprendizaje (Spencer et al., 2009, 2010;

Gu et al., 2011).

En este estudio demostramos que la administracion de EGCG durante
14 dias a ratones adultos de la cepa BalbC promueve la supervivencia celular,
la diferenciacion neuronal y la maduraciéon dendritica de las células de nueva
generacion en el giro dentado del hipocampo; indicando que la EGCG
incrementa la neurogénesis post-natal, y que este efecto requiere de la

activacion de la via de la proteina Akt/PKB.

La EGCG es el principal componente polifendlico encontrado en la
planta del té verde (Camellia sinensis). Algunos de sus componentes y
derivados del té verde han demostrado ejercer una actividad anti-tumoral, anti-
inflamatoria, antioxidante y quelante de metales; ademas de favorecer la
funcidn cardiovascular (Mandel et al., 2005; Nagle et al., 2006; Weinreb et al.,

2009; Spencer et al., 2012)

La neurogénesis en el cerebro adulto es una forma de plasticidad
cerebral que se caracteriza por ser un proceso complejo que involucra diversas

etapas, las cuales pueden ser reguladas tanto positiva como negativamente
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(Kempermann, 2011); recientemente se ha propuesto que la nutricibn es un
factor importante que modula la formacién de nuevas neuronas (Pereira-Dias et
al., 2012; Syahrul et al., 2012). Diversos estudios epidemiolégicos han sugerido
una relacién inversa entre calidad de nutricion y enfermedades mentales (Nanri
et al., 2010; Jacka et al., 2011). De manera similar, hay una gran cantidad de
investigaciones vinculando la dieta con habilidades cognitivas, especialmente

en la poblacion envejecida (Kim et al., 2010; Song et al., 2012).

El efecto de la EGCG sobre la neurogénesis hipocampica ha sido
evaluado anteriormente en los trabajos de Yoo y colaboradores (2010) y Wang
y colaboradores (2012); los resultados encontrados en ambas publicaciones
son interesantes. Sin embargo, la falta de datos sobre la accion de la EGCG a
diferentes dosis, asi como sobre las diferentes etapas del proceso neurogénico

no ha sido totalmente esclarecida.

Considerando lo anterior, en este trabajo se realizé una curva dosis
respuesta de la EGCG, debido a que esta reportado que este compuesto
puede ejercer diferentes efectos biolégicos dependiendo de la concentracion
utilizada (Levites et al., 2002; Weinreb et al., 2003; Mandel et al., 2004). La
realizacion de la curva dosis respuesta permitié observar un efecto dependiente
de la dosis administrada sobre los eventos de proliferacion y supervivencia

celular, asi como en la induccion de la muerte por apoptosis.

Aunque previamente se reporto que la EGCG incrementa la proliferacion
de las células progenitoras del hipocampo tanto en condiciones in vitro como in

vivo (Yoo et al., 2010; Wang et al., 2012), los resultados obtenidos con el
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marcaje de la proteina Ki67 muestran que a dosis bajas del compuesto (2.5 y
5.0 mg/Kg) no hay cambios significativos con respecto al control; sin embargo a
dosis altas (10 mg/Kg) hay una disminucion significativa de la proliferaciéon y
supervivencia celular, esto efecto puede deberse al dafio celular inducido por la
catequina a esa dosis; en este sentido observamos un incremento significativo
en la activacion de la proteina caspasa-3, la cual es el paso final de la via de

muerte por apoptosis.

Anteriormente se reportaron cambios en la expresion génica de células
NB SH-SY5Y tratadas con diferentes concentraciones de la EGCG (Levites et
al., 2002). Esta expresion es diferencial y dependiente de la dosis; a dosis altas
(50uM) la catequina ejerce un efecto sobre la expresibn de genes pro-
apoptoticos como son Bax, Bad, caspasa-6, caspasa-1, ligando fas y Gadd45,
asi como la disminucion en gene anti-apdptoticos como Bcl-2, Bcl-w y Bcl-XI
(Levites et al., 2002). Los resultados obtenidos con la curva dosis respuesta de
la EGCG muestran que ejerce un efecto dependiente de la dosis sobre las
etapas de proliferacion y supervivencia celular del proceso neurogénico
probablemente debido a la modulacién diferencial de la expresion de genes de

sobrevivencia y muerte celular.

A diferencia de lo previamente reportado (Yoo et al., 2010; Wang et al.,
2012), nuestros resultados no muestran un incremento estadisticamente
significativo en la proliferaciéon celular, este hecho puede deberse a la
diferencia en las condiciones utilizadas; como son las dosis de EGCG

evaluadas; y los diferentes tiempos de administracion de la catequina.
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La supervivencia celular medida a través de la incorporacion del BrdU al
inicio del tratamiento mostré un incremento significativo con la dosis de 2.5
mg/Kg de EGCG. De manera similar, el grupo de Yoo y colaboradores (2010)
encontré que la administracion de la EGCG durante 4 semanas a la dosis de
5mg/10mL favorece la supervivencia celular y diferenciacién neuronal,
evidenciado a través de la incorporacion del BrdU y la expresion de la proteina

DCX en el hipocampo de roedores adultos.

La supervivencia de las nuevas neuronas es una etapa critica durante el
proceso neurogénico; esta etapa esta asociada con varios eventos celulares
como es la maduracién dendritica, la cual puede ser regulada por diversos
factores. Se ha demostrado que el establecimiento de contactos sinapticos, asi
como la maduracion axénica son eventos celulares importantes para la
integracion final de las nuevas neuronas a los circuitos neuronales del

hipocampo (Ge et al., 2007; Tony & Sultan, 2011).

Considerando que la EGCG favorece la supervivencia de las nuevas
células, se realizé el marcaje para la proteina DCX. La administracion crénica
de EGCG (2.5 mg/Kg) causa un incremento estadisticamente significativo en el
namero de células positivas a DCX, lo cual sugiere que la EGCG modula
positivamente la sobrevivencia y diferenciacion neuronal de las células de

nueva generacion.

Aunque estudios previos han reportado el incremento en diferentes
etapas del proceso neurogénico adulto debido a la administracion de la EGCG,

no existe ningun reporte del efecto de la EGCG sobre la maduracion dendritica.
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Nuestros resultados revelan que la administracion de EGCG durante 14 dias
induce un incremento en el nimero de células DCX que muestran una mayor
complejidad dendritica, correspondiente a las categorias E y F y disminuye las
categorias A y B. Considerando lo anterior, se sugiere que la EGCG también

promueva la maduracion dendritica de las células de nueva generacion.

Aungue el mecanismo celular preciso por el cual la EGCG ejerce sus
acciones sobre el proceso neurogénico no ha sido totalmente esclarecido;
Wang y colaboradores (2012) sugieren que una de las vias de sefializacion que
juega un papel importante en la accién de la EGCG es la via activada por la

proteina sonic hedgehog (Shh)

En nuestro trabajo, encontramos la activacion de la proteina Akt/PKB, la
cual es uno de los principales efectores de la via de la fosfatidil inositol 3-cinasa
(PI3K). La Akt es relevante para la modulacion de la sobrevivencia celular y
diferenciacion neuronal al regular la actividad de moléculas efectoras como son
las proteina Bad, ASK1 y GSK3B (Spencer et al., 2003; Mandel et al., 2004;

Vauzour et al., 2007).

Nuestros datos indican que la EGCG modula positivamente la
sobrevivencia y diferenciacion neuronal, asi como la maduracién dendritica
posiblemente involucrando la activacion de la proteina Akt, sin descartar
algunas otras vias que pueden estar implicadas en los efectos de la EGCG
sobre la neurogénesis hipocampica (Figura 13). Entre estas proteinas se
encuentran la proteina cinasa C (PKC), proteina que participa en el mecanismo

neuroprotector de la catequina contra la toxicidad de moléculas como es la 6-
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hidroxi-dopamina (6-OHDA) y el péptido B-amiloide (Levites et al., 2002; Levites

et al., 2003).
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Figura 13. Mecanismo propuesto de la accién de la EGCG sobre el proceso
neurogénico. La administracion de la EGCG a roedores adultos ejerce un efecto
dependiente de la dosis. Por un lado, la activacion de la via de la proteina Akt favorece
los procesos de sobrevivencia, diferenciacion neuronal y maduracion dendritica;
mientras que un incremento en la activacion de la proteina caspasa-3 conlleva a una

disminucion en la proliferaciéon y sobrevivencia de las células de nueva generacion.

Finalmente, los datos integrados en este trabajo indican que la EGCG
modula diversos eventos del proceso neurogénico en una forma dependiente
de la dosis administrada, siendo la dosis de 2.5 mg/Kg de EGCG suficiente

para favorecer la formacion de neuronas en el hipocampo del roedor adulto. En
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relacion a la cantidad administrada de EGCG a los roedores (2.5 mg/Kg), en el
humano se requeririan entre 187.5 a 200 mg de EGCG al dia para alcanzar
una dosis similar a la administrada a los roedores en nuestro estudio (Chow et
al., 2003; Wang et al., 2012). En este sentido se ha reportado que 2.5 gramos
de hojas de té verde puede contener alrededor de 90 mg de EGCG en 200

mililitros (Weinreb et al., 2009).

A pesar de esta informacion, es necesario considerar las vias de
administracion y el metabolismo del flavonoide, ya que dependiendo de éstas,
diferentes cantidades del compuesto o de sus metabolitos puede alcanzar los
organos blanco, como es el cerebro, para ejercer sus acciones bioldgicas y

farmacoldgicas (Levites et al., 2002; Mandel et al., 2004; Weinreb et al., 2009).

Con base en lo anterior este estudio indica que el compuesto EGCG
actia como un regulador exdgeno del proceso neurogénico en el hipocampo

del cerebro adulto.
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X.

CONCLUSIONES

La neurogénesis hipocampica es regulada positivamente en ratones
macho adultos por la administracién durante 14 dias de EGCG a una

dosis de 2.5 mg/Kg.

El efecto de la EGCG sobre la neurogénesis es dependiente de la
dosis administrada; a dosis bajas favorece la formacién de nuevas
neuronas, mientras que a dosis altas la neurogénesis en el

hipocampo se disminuye significativamente.

La administracién de EGCG (10 mg/Kg) disminuye significativamente
la proliferacién y sobrevivencia celular, e incrementa la expresion de
la proteina caspasa-3 en el giro dentado del hipocampo de roedores

adultos.

La sobrevivencia celular, asi como la diferenciacién neuronal se
incrementan significativamente debido al efecto de la EGCG a la

dosis de 2.5 mg/Kg sobre ambas etapas del proceso neurogénico.

De manera similar, la maduracion dendritica es favorecida
positivamente debido a la accidén de la catequina, reflejandose en un
incremento en la distribucién absoluta en todas las categorias de las

células doblecortina positivas.

La activacion de la proteina Akt esta implicada en el efecto biologico

de la EGCG para favorecer al proceso neurogeénico.

84



XI. PERSPECTIVAS

La investigacién realizada es una primera etapa del estudio del efecto de
la epigalocatequina 3-galato sobre la neurogénesis hipocampica en ratones
macho adulto de la cepa BalbC. Este trabajo revel6 que la EGCG actua como
un modulador positivo de la neurogénesis post-natal. Sin embargo, diversas
consideraciones deben realizarse para llevar a cabo un analisis posterior. Entre

éstas se encuentran las siguientes:

e Determinar las concentraciones totales de la EGCG y sus metabolitos en

el hipocampo de los roedores tratados.

e Determinar los fenotipos celulares (células maduras) finales que

favorece la EGCG a una dosis de 2.5 mg/Kg.

e Elucidar de manera adicional a la Akt, los mecanismos de sefializacion
celular a través de los cuales la EGCG actia y favorece al proceso
neurogénico utilizando herramientas como son las moléculas inhibidoras

de vias de sefalizacion especificas.

e Estudiar el impacto de la EGCG a una dosis de 2.5 mg/Kg sobre la
formacion de espinas dendriticas en las células granulares del giro

dentado del hipocampo.

e Estudiar el efecto del aumento de las nuevas neuronas causado por la
EGCG a una dosis de 2.5 mg/Kg sobre el proceso de memoria y

aprendizaje.
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Estudiar el efecto de la EGCG sobre el proceso neurogénico en diversos
modelos animales de enfermedades neurodegenerativas y psiquiatricas,
y evaluar si esta molécula es capaz de prevenir ¢ atenuar las

alteraciones encontradas en estos modelos.
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