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Resumen

El envejecimiento trae consigo un decaimiento en los sistemas neuromoduladores
relacionados con la funcién de la memoria y el aprendizaje. Sin embargo, se ha
demostrado que el consumo de polifenoles puede disminuir el riesgo a padecimientos
neurodegenerativos y mejorar el rendimiento cognitivo en ancianos. Se han descrito
diversas vias de sefalizacién activadas por flavonoides relacionadas con la memoria y
el aprendizaje, entre las que se incluye la activacion de los receptores de Tropomiosina
relacionados a cinasas y sus receptores TrK. Nuestras investigaciones muestran que la
morina, un flavonoide presente en plantas de la familia Moraceae mejora la adquisicion
del aprendizaje, la memoria y promueve neurogénesis al ser aplicada en diferentes

dosis.

En este proyecto se evalud el efecto de la morina sobre el desempefio de ratones
envejecidos de la cepa C57BL/6 sometidos a pruebas cognitivas de memoria y su

posible relacién a cambios moleculares cerebrales producidos por la morina.

Se administré la morina via intraperitoneal (i.p.) en dosis de 1 mg/kg durante diez dias a
ratones de 14 y 46 semanas de edad, estandarizando un nuevo vehiculo para su
administracion. Al finalizar el tratamiento se realizaron pruebas de memoria, e
inmunodeteccion por western blot para la identificacion de proteinas relacionadas con
la via de sefalizacion desencadenada por la activacion de los receptores TrKB y se

conservaron cerebros para posteriores analisis.

Se analizo la proteina pGSK3B (glycogen synthase kinase 3), y las cinasas activadas
por mitogenos (MAPK) p38, p-p38 y ERK 1/2 en animales jovenes de 14 semanas, sin
pruebas conductuales previas como experimentacion preliminar. Nuestros resultados
muestran que la morina tiende a modificar los niveles de pGSK3p, p38 y p-p38;
ademas, promueve el aumento de ERK 1/2; esto sugiere que el efecto de la morina se
relaciona con estas proteinas. Se realizaron, ademas, en ratones de 46 semanas de
edad de la misma cepa C57BL/6, pruebas de reconocimiento de objetos con contexto,
encontrandose que el indice de reconocimiento se mejoré con la administracion de

morina en dosis de 1 mg/kg, lo que sugiere que la morina tiene un efecto en la mejora



de la memoria contextual en ratones envejecidos. Finalmente se evalu6 BDNF (Brain

Derived Neurotrophic Factor) en estos ratones, sin obtenerse diferencias significativas.
Summary

Aging brings with it a decline in neuromodulatory systems related to loss of memory and
learning. However, it has been shown that the consumption of polyphenols can
decrease the risk of neurodegenerative diseases and improve cognitive performance in
the elderly. Various flavonoid-activated signaling pathways related to memory and
learning have been described, including activation of Tropomyosin receptors related to

kinases and their receptors (TrK).

Our research shows that morin, a flavonoid present in plants of the Moraceae family,
improves the acquisition of learning, memory and promotes neurogenesis applied in
different doses. In this project, the effect of morin on the performance of aged C57BL / 6
strain subjected to cognitive memory tests and its relationship to molecular brain
changes produced by morine were evaluated. Morine was administered intraperitoneally
(i.p.) in doses of 1 mg / kg for ten days to mice of 14 and 46 weeks of age, standardizing
a new vehicle for its administration. At the end of the treatment, memory tests and
immunodetection by western blot were performed to identify proteins related to the
signalling pathway triggered by the activation of TrK receptors, and their brains were

preserved for subsequent analysis.

pGSK3pB (glycogen synthase kinase 3) protein, and mitogen-activated kinases (MAPK)
p38, p-p38, and ERK 1/2 were analyzed in young animals of 14 weeks without previous
behavioral tests. Our results show that morin could modify the levels pGSK3p, in
addition, it promotes the increase of ERK 1/2, these results suggest that the effect of
morin is related to this proteins. Object recognition tests with context were also carried
out on 46-week-old mice of the same strain C57BL / 6, finding that the recognition index
was improved with the administration of morin in a dose of 1 mg / kg, which suggests
that morin has an effect on improving contextual memory in aged mice, finally we

evaluated BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) in these mice.
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MARCO TEORICO

En la actualidad, una de cada diez personas es mayor de sesenta afos. El
envejecimiento trae consigo una disminucion de las funciones biologicas y de la
capacidad para adaptarse al estrés metabdlico; esto hace a las personas seniles
propensas a diferentes padecimientos, entre los que se encuentra el deterioro cognitivo
(Alvarado y Salazar, 2014). Estudiar el proceso de envejecimiento, asi como posibles
tratamientos que contrarresten sus efectos es un punto clave para mejorar la calidad de
vida de la poblacion, dada la expectativa ampliada de vida, asi como para garantizar un

envejecimiento exitoso.

Aprendizaje y memoria

Un proceso cognitivo puede ser definido como un fendbmeno mental o conductual
correspondiente a un evento identificable de manera introspectiva, implica siempre
alguna operacion cognitiva o neuronal, o bien, se refiere a procesos mentales
relacionados con obtener y utilizar informacién para guiar el comportamiento (Cowell et
al. 2019; Bakoyiannis et al. 2019). La memoria y el aprendizaje son dos de los procesos
cognitivos mas estudiados. Los procesos cognitivos involucran a la capacidad de
percibir informacion, codificarla, almacenarla y posteriormente trabajar con ella (Lu et al.

2008).
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Las capacidades cognitivas de orden superior dependen necesariamente de
interacciones complejas a través de sistemas cerebrales a gran escala que dependen
de la actividad regional, conexiones funcionales y vinculos estructurales (Murphy et al.
2020); entre estos se encuentran procesos como el aprendizaje y la memoria. El
aprendizaje consiste en la modificacion de las conexiones sinapticas existentes en el
cerebro a través de experiencias que potencian la plasticidad, y la memoria es la
consolidacion de estos cambios en las redes sinapticas (Gallistel & Matzel, 2013). La
memoria es un proceso que permite codificar, almacenar y luego recuperar la
informacion (Suéarez, 2015). Este proceso cognitivo, no reside en una sola estructura
cerebral, es un proceso que involucra diversas estructuras y su interaccion, ademas, se
puede dividir en distintos tipos, para cada cual hay estructuras cerebrales

especializadas.

Asi, el hipocampo es fundamental para procesar y recordar informacion tanto espacial
como contextual, es decir, en la memoria declarativa, mientras que la amigdala se
requiere para memorias emocionales (Olivares et al. 2015; Adams y Sweatt, 2002). La
capacidad de formar recuerdos declarativos a largo plazo depende de los |6bulos
temporales mediales (Cowell et al. 2019). Por otro lado, la corteza prefrontal esta
implicada en el procesamiento de la memoria de trabajo, especialmente el espacial
(Funahashi y Kubota, 1994), ademds, las propiedades de disparo de las neuronas
prefrontales las predisponen a integrar informacion durante intervalos de tiempo mas
largos que las regiones corticales sensoriomotoras (Wallis, 2018). La memoria de
trabajo depende de varios sistemas, la corteza frontoparietal esta involucrada en el

control cognitivo, es vital para dirigir la atencion a estimulos externos (Murphy et al.
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2020). Ademas, la corteza perirrinal, esta involucrada en el reconocimiento de objetos
novedosos o la re-ocurrencia de estimulos (Brown y Aggleton, 2001). Segun evidencia
electroencefalogréfica, las redes de memoria cortical estan distribuidos en la corteza
posterior, que es sensorial o perceptual, y la corteza frontal que es la ejecutiva; sin
embargo, experimentos de imagen, muestran que la memoria de trabajo activa
simultdneamente la corteza prefrontal y al menos una region de la corteza posterior

(Fuster, 2009).

Se considera que la plasticidad sinaptica es el principal mecanismo celular involucrado
en el aprendizaje y la memoria. La potenciacion a largo plazo es la forma mas
estudiada de plasticidad sinaptica y se refiere al aumento en la fuerza sinaptica
(Bakoyiannis et al. 2019), esta requiere muchos componentes moleculares iguales a los
que requiere la memoria (Lu et al. 2008; Adams y Sweatt, 2002); las principales vias de
sefalizacion involucradas en la produccion de potenciacion a largo plazo y asi en la
plasticidad sinaptica son la via ERK y la via PI3K (Bakoyiannis et al. 2019). Se ha
propuesto también, que existe un repertorio de modificaciones reversibles del DNA, que
podrian contribuir a los procesos de aprendizaje y memoria (Marshall & Bredy, 2016).
Ademas del DNA, se han identificado clases de RNA no codificante que estan
involucrados en varias formas de memoria y aprendizaje relacionados con el miedo
(Marshall & Bredy, 2016). Los genes de las subunidades del receptor NMDA
contribuyen al aprendizaje y la flexibilidad del comportamiento, ambos en modelos de

roedores (Burmeister & Liu, 2020).

Ademas de la potenciacién a largo plazo, la formacion de la memoria también consta de

dos componentes, primero la sintesis de proteinas y la mejora de la eficacia sinptica a
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partir de la transcripcion de genes y sintesis de otras proteinas para la consolidacion

(Marshall y Bredy, 2016).

El deterioro cognitivo significa la pérdida de habilidades cognitivas, principalmente la
memoria en sus diferentes tipos. Estos déficits estan acompafiados por la disfuncién de
diversas areas cerebrales del sistema limbico, como la corteza cerebral, el hipocampo y
la amigdala, que tienen un papel muy importante en procesos como la memoria

(Bakoyiannis et al. 2019).

Envejecimiento

La esperanza de vida ha aumentado de manera significativa, en los ultimos doscientos
afos (dos y medio afios por década aproximadamente), debido a los cambios
ambientales, a la disponibilidad de alimento, de agua y de higiene, asi como las
condiciones de vida, la reduccién del impacto de enfermedades con medicamentos y
cuidados médicos en todas las edades (Flatt y Partridge, 2018). Sin embargo, este
aumento en la esperanza de vida trae consigo un incremento en el nimero de personas
envejecidas. El envejecimiento puede definirse de forma simple, como la pérdida
continua de la integridad fisiologica y el deterioro de las funciones que conducen a la

muerte (Kanasi et al. 2016).

El envejecimiento es la pérdida progresiva de tejidos y funciones bioldgicas a través del
tiempo, ademas de ser, debido al deterioro en diversos sistemas, el principal factor de
resgo de enfermedades  cardiovasculares, metabdlicas 'y  desoérdenes

neurodegenerativos (Liguori et al. 2018; McHugh y Gil, 2018). Los cambios que ocurren
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durante el envejecimiento en las funciones biolégicas incluyen la falla en la homeostasis
intracelular de calcio, disminucion en la sensibilidad de sistemas como el adrenérgico,
el dopaminérgico y el colinérgico, asi como decremento en las funciones motoras y
cognitivas y en la habilidad de mitigar los efectos a largo plazo del estrés oxidativo

(Joseph et al. 1999).

Los sellos distintivos del envejecimiento se pueden dividir en tres categorias: el nimero
uno son las causas primarias o del dafio asociado a la edad, el segundo sello son los
antagonistas o respuestas al dafo, y finalmente, el tercer sello distintivo del
envejecimiento, las integrativas o consecuencias de las respuestas y culpables del
fenotipo de envejecimiento (McHugh y Gil, 2018). Como ejemplo de las causas
primarias o dafio asociado a la edad tenemos el agotamiento de células troncales,
cambios en la expresiébn de genes, entre otros. Esto provoca respuestas como la
disminucién de la funcionabilidad celular, la proliferacion y renovacién, y todas estas
respuestas en conjunto, llevan al deterioro de tejidos, comunicacién celular y de otros
procesos, caracteristicos del envejecimiento. Con mayor detalle, a las antagonistas o
respuestas al dafo, pertenece la senescencia, que es una respuesta que limita la
proliferacion de células dafiadas o envejecidas, y es precedida por marcas primarias
como inestabilidad genémica y desgaste de telomeros. Otra marca primaria es una
disminucién en la mitofagia, o degradacion y reciclaje de mitocondrias, que da como
resultado o marca secundaria una red mitocondrial defectuosa y trae como
consecuencia la disfuncion metabdlica, que es parte de los terceros sellos, los

culpables del fenotipo de envejecimiento (McHugh y Gil, 2018).
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El envejecimiento se manifiesta desde lo molecular y celular, en este nivel las
principales caracteristicas del envejecimiento son disfuncién mitocondrial, metabolismo
energético desregulado, acumulacion intracelular de proteinas, acidos nucleicos y
lipidos dafiados, desregulacién en la actividad de las redes neuronales y en el manejo
del Ca®" neuronal, alteracién en la funcionalidad de lisosomas y proteasoma, mala
sefalizacion de la respuesta adaptativa al estrés, inflamacién y agotamiento de las
células troncales, asi como acortamiento de teldmeros, metilacion del DNA e integridad
del citoesqueleto comprometida (Mattson y Arumugam, 2018; DiLoreto y Murphy, 2015;
Xia et al. 2017). Ademas, es importante mencionar que las células y en general el
organismo depende de la comunicacion entre diversas células y sistemas, lo que
resulta en una interaccion que en conjunto controla el envejecimiento (DiLoreto y
Murphy, 2015). Algunos procesos que contribuyen a enfermedades asociadas con el
envejecimiento incluyen dafio al DNA, genotoxicidad, estrés oxidativo, acortamiento de
telomeros y alteraciones en genes y expresion de RNA no codificante (Wagner et al.

2016).

Los procesos mentales también cambian a través de las diferentes etapas de la vida del
ser humano, entre los 20 y 30 afios de edad hay un pico en la memoria de trabajo y
ejecutiva, sin embargo, a partir de este pico, la memoria y otros procesos cognitivos van
en declive conforme se incrementa la edad del individuo (Barrera-reyes et al. 2020;
Suérez, 2015). Los déficits cognitivos relacionados con la edad son mas pronunciados
en ciertos dominios como la memoria episoddica, la memoria de trabajo, funciones
ejecutivas y razonamiento conceptual (Singh et al. 2021). Ademas, hay cambios en la

morfologia dendritica en algunas regiones, asi como afectaciones en la conectividad
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celular, desregulacion de calcio, de expresion génica u otros factores que afectan a la
plasticidad, y finalmente alteran la dinAmica de redes neuronales que dan soporte a la
cognicion, se ven afectadas sobre todo la corteza prefrontal y el hipocampo (Burke y

Barnes, 2006).

Hay diversos cambios en el cerebro envejecido, que incluyen la reduccion de materia
gris y blanca, reduccién de mielina, pérdida axonal y dendritica, incremento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefélica, y la disminucién del nimero y tamafio de
las espinas dendriticas, asi como cambios en los neurotransmisores, enzimas Yy
metabolitos (Singh et al. 2021); esto en conjunto lleva a la pérdida de habilidades

cognitivas y ocasiona una mayor propension a padecer enfermedades neuroldgicas.

Una causa de enfermedades con mas prevalencia durante el envejecimiento como la
enfermedad de Alzheimer y de Huntington es la neurodegeneracion, que es a Ssu vez,
causada por el estrés oxidativo, agregados de proteinas, neuroinflamacion, disfuncion
mitocondrial, induccién de muerte celular y alteracion de la autofagia (Spagnuolo et al.
2017). Ademas, durante el envejecimiento hay una disminucion en la densidad y la
ramificacion de las espinas dendriticas, asi como una disminucién en el nimero de
neuronas de ciertas regiones, sobre todo corticales y en el hipocampo, ademas de una

reduccion en actividad sinaptica (Burke y Barnes, 2006).

Por lo tanto, el envejecimiento se asocia con la pérdida progresiva de habilidades
motoras y cognitivas como la memoria y el aprendizaje relacionada con un decaimiento
de sistemas neuromoduladores cerebrales, alteraciones en la conectividad hipocampal

y la plasticidad sindptica (Mahncke et al. 2006; Lau et al. 2005; Pitozzi et al. 2012). El
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decaimiento cognitivo que afecta a las poblaciones envejecidas reduce su calidad de
vida. Hay diversas condiciones relacionadas con la edad que incrementan la
vulnerabilidad a enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer
(Krikorian et al. 2010); una reserva de células progenitoras inactivas, asi como una
menor vascularizacion del nicho neurogénico, y una menor neuroplasticidad, pueden
explicar algunos cambios cognitivo-emocionales relacionados con la edad (Boldrini et

al. 2018).

La neuropatologia del envejecimiento relacionada con  enfermedades
neurodegenerativas se caracteriza por desregulacion redox, mal plegamiento de
proteinas y su agregacion debido al mal funcionamiento del sistema ubiquitina-
proteasoma y autofagia, eliminacién de antioxidantes endégenos, reduccion de la
expresion de factores tréficos, inflamacion y excitotoxicidad (Mandel et al. 2015). El
ejercicio fisico mejora el flujo sanguineo cerebral, asi como la cognicién en modelos
murinos y en humanos, pero este efecto se reduce en personas envejecidas (Boldrini et

al. 2018).

La prevencion de la morbilidad en el envejecimiento en humanos deberia idealmente
involucrar intervenciones que comiencen en la mediana edad, a pesar de que en esta
etapa de vida no hay sefales tan pronunciadas de deterioro cognitivo. El propiciar un
envejecimiento exitoso puede proteger a los individuos de la pérdida de funciones
cognitivas y motoras (Flatt y Partridge, 2018), asegurando que tengan una mejor

calidad de vida al llegar a edades avanzadas.
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Flavonoides

Existen estudios que indican que el consumo de polifenoles, presentes en frutas y
verduras se encuentra asociado con un menor riesgo de trastornos neurodegenerativos
y un mejor rendimiento cognitivo en ancianos (Letenneur et al. 2007). Los polifenoles se
caracterizan por estar compuestos de varios grupos hidroxilo en anillos arométicos, que
en total son tres, dos anillos benceno unidos a uno pireno (Vauzour, 2008). Estas
sustancias son producto del metabolismo secundario de plantas (Manach et al. 2004),
en estos organismos se encargan de la proteccion contra agentes externos, estos
metabolitos secundarios se pueden acumular en oOrganos especificos como hojas,
frutos, raices y tallo (Karak, 2019). Ademas, se encuentran en la dieta humana,

principalmente los acidos fendlicos y flavonoides (Avalos y Pérez, 2009).

Los polifenoles actian eliminando o inhibiendo especies quimicas reactivas,
protegiendo y regenerando otros antioxidantes, promueven la quelacién de metales
prooxidantes, entre otros (Pereira et al. 2014). De manera farmacoldgica, presentan
diversas propiedades de neuroproteccion y participacion en el mejoramiento cognitivo,
asi como manteniendo la homeostasis intracelular (Gottlieb et al, 2006; Dias et al. 2012;
Casamenti y Stefani, 2017). Al ser antioxidantes, el efecto neuroprotector de los
polifenoles se ejerce ante estimulos pro-oxidantes o relacionados con la edad (Shahidi

y Naczk, 1995).

Existe una familia de polifenoles denominados flavonoides, que esta compuesta por
mas de cuatro mil integrantes (Fang et al. 2007). Son los compuestos bioactivos de este

grupo de sustancias con el menor peso molecular (Karak, 2019), en su mayoria
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formados por quince carbonos, con dos anillos aromaticos (Vauzour, 2012). Su
estructura quimica basica consta de un esqueleto de difenil-propano, con quince
atomos de carbono en su ndcleo primario, tienen dos anillos de benceno que estan
unidos entre si por un tercer anillo de pireno heterociclico que contiene oxigeno (Karak,

2019) (figura 1).

Figura 1. Estructura quimica basica de los flavonoides. Con informacion de Spencer et al. 2009 y Karar et
al. 2019.

Los flavonoides poseen diversas actividades bioldégicas en organismos animales, tales
como su capacidad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, anticancerigena,
antidiabética y anti-citotoxica (Karak, 2019). Tienen la capacidad de modular el flujo
sanguineo cerebral e inhibir el avance de procesos neuropatolégicos en diferentes
regiones del cerebro (Ayaz et al. 2019). Asi mismo, pueden controlar la supervivencia
neuronal, diferenciacion, promocion de la memoria, aprendizaje y otras funciones
cognitivas (Spencer et al. 2009; Vauzour et al. 2008). Tienen la capacidad de modular a

la memoria en distintos aspectos, desde la adquisicion de la memoria, la de trabajo a
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corto plazo, o la memoria de referencia de largo plazo, asi como su retencién y

recuperacion (Spencer, 2010).

Se ha postulado que los efectos de los flavonoides en el cerebro se deben a su
habilidad de proteger neuronas vulnerables, mejorar la funcionalidad de las neuronas,
estimular el flujo sanguineo cerebral e inducir neurogénesis (Spencer, 2010). Ademas,
interactian con diferentes receptores, cinasas y factores de transcripcion, participando
en vias de sefalizacion que incluyen PI3K/Akt, PLC-y (Park y Lee, 2011) y MAPK,
mediante las cuales, tienen efectos sobre la potenciacién a largo plazo, modificando asi

la memoria y aprendizaje (Jang et al. 2010).

Vias de sefalizacion involucradas en cognicién activadas por flavonoides

Los flavonoides pueden ejercer sus efectos a través de la actividad mitocondrial,
modulando la expresion de genes especificos 0 modulando cascadas de sefializacién
gue controlan la apoptosis y la supervivencia neuronal (Flanagan et al. 2018; Rendeiro
et al. 2013). Regulan la expresion de proteinas relacionadas con la reparacion neuronal
y la plasticidad sinaptica; interactian con diversas vias de sefalizacion, tanto gliales
como neuronales que estan involucradas en funciones neuronales y en la supervivencia
de estas células, asi como en la comunicacion cerebral (Ayaz et al. 2019). Ademas,
participan en la regulacion de la expresion de genes, comunicacion celular, y

sefializacion hormonal (Singh et al. 2021).

Los favonoides interactian con diferentes cascadas de sefalizacion a través de

diversas formas, son capaces de unirse a sitios de unidon a ATP en enzimas y
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receptores, pueden modular directamente la actividad de las cinasas, afectar la funcién
de fosfatasas y modular la activacion de factores de transcripcién y su union a las
secuencias promotoras (Spencer, 2010). Las cascadas de sefializacion relacionadas
con el estrés oxidativo como Keapl/Nrf-2/ARE son activadas por flavonoides. Por otro
lado, el efecto neuroprotector de estas sustancias se lleva a cabo por la activacion de
cascadas de sefalizacidon como PI3K/Akt, PKC-ERK1/2, Akt-ERK1/2 y MAPK (Carrillo
et al. 2019; Di Meo et al. 2020; Bakhtiari et al. 2017; Crozier et al. 2009) (figura 3). El
resveratrol, por ejemplo, ejerce su propiedad neuroprotectora a través de la via

PI3K/Akt (Bhullar y Rupasinghe, 2013).
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Figura 2. Principales vias de sefializacion involucradas en los efectos de los flavonoides sobre cognicién
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Algunos flavonoides activan también la via de sefializacién de Wnt, en ésta, el ligando
Wnt interactla con receptores Frizzled y de lipoproteinas de baja densidad, asi, se
bloquea la Gsk-3B y se acumula B-catenina en el citoplasma antes de pasar al nucleo
en donde se transcriben genes relacionados con diferenciacion neuronal (Inestrosa y
Arenas, 2010, figura 3). También pueden activar vias relacionadas con los receptores
TRK asociados a factores de crecimiento que desencadena cascadas de sefializaciéon
para finalmente fosforilar a C/EBPs o CREB y activar la transcripcion de genes de
diferenciacion neuronal, esto se ha visto con flavonoides como la 7,8-dihidroxiflavona

(Ménard et al. 2002).

Los flavonoides tienen también la capacidad de estimular factores neurotréficos como
BDNF que estan involucrados en el aprendizaje y la memoria, GDNF que regula la
supervivencia neuronal y la plasticidad sinaptica y NGF que es necesario para la
supervivencia neuronal, ademas, pueden interactuar con diversos receptores a
estrogenos, testosterona, GABA, adenosina, opioides, nicotinicos y TrkB (Kennedy,
2014; Ayaz et al. 2019). Asi mismo, son potentes inhibidores de diversas enzimas como
la xantina oxidasa, ciclo-oxigenasa, lipogenasa, aldosa reductasa, fosfodiesterasa y
fosfoinositida-3-cinasa previniendo asi enfermedades neurodegenerativas (Panche et
al. 2016). Algunos flavonoides como las isoflavonas mejoran el aprendizaje al imitar la
actividad de los estrégenos en el cerebro (Ayaz et al. 2019). Otros tienen actividad anti-
colinesterasa, lo que aumenta los niveles de acetilcolina, o actividad similar a la
insulina, (Panche et al. 2016). En conjunto, su capacidad de interactuar con diversos
factores moleculares, les hace posible afectar diversos procesos, entre los que se

encuentran procesos cognitivos como la memoria.
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Se ha propuesto también que los flavonoides reducen la neuroinflamacion actuando a
través de la regulacién de células de la microglia, y que algunos de sus efectos podrian
deberse a la regulacion de otras células gliales (Spagnuolo et al. 2017). Los flavonoides
interactian con astrocitos y microglia, y regulan asi la inflamacién y el sistema
inmunoldgico cerebral, esto porque inhiben la actividad de macro6fagos, células gliales y
osteoblastos, que se ha demostrado, son reguladores del sistema inmunol6gico
cerebral (Rossnagl et al. 2016), provocando una menor expresion de factores
proinflamatorios como IL-6, IL-1B y TNF (Gonzélez et al. 2011). Ademas, protegen a las
células gliales mediante la reduccién del estrés oxidativo, o atenuando la excitotoxicidad

inducida por glutamato y la neuroinflamacion (Vidak et al. 2015).

Ademas, estas sustancias tienen otros efectos sobre el sistema nervioso central. Ppor
ejemplo, participan en el incremento del flujo sanguineo cerebral, en la neurogénesis
del hipocampo y en la regulacién de la expresion alterada de genes relacionados con el
desarrollo neuronal, la neurotransmisién y las funciones sinpticas en la corteza y el
hipocampo e inducen el crecimiento dendritico (Vauzour et al. 2008; Spencer, 2010;
Rendeiro et al. 2013). Los compuestos como los flavonoides son candidatos potenciales
como agentes bioactivos en el sector farmacéutico para prevenir e incluso curar

diversas enfermedades.

Morina

La morina (3,5,7,2 ', 4'-pentahidroxiflavona, figura 2) es un compuesto polifendlico

cristalino que se encuentra en las ramas de Morus alba L (morera blanca), pero también
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puede estar presente en varias frutas y verduras como los higos y la guayaba, en
bebidas como el té y el vino tinto, asi como en almendras y algunas hierbas chinas
(Caselli et al. 2016). La morina es un flavonoide liposoluble (Taguchi et al. 2015).
Diferentes evidencias indican que la morina tiene propiedades antiinflamatorias,
antiapoptoéticas, antiautofagicas, cardioprotectoras, antioxidantes y de proteccién para
células cerebrales, asi como antiproliferativas en modelos de cancer y prevenciéon de
astrogliosis (Kim y Park, 2019; Zhang et al. 2008; Lee et al. 2016). Una de las
propiedades principales de la morina es su capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica debido a que es una molécula no-polar (Campos-Esparza et al.

2009).

Figura 3. Estructura quimica de la morina (2’, 3, 4’, 5, 7-pentahidroxiflavona). Con informacién de Caselli
et al. 2016.

La morina tiene un efecto benéfico sobre el endotelio vascular mediante la activacion de
la via de sefalizacion de la proteina cinasa B y de la sintetasa del 6xido nitrico

endotelial Akt/eNOS (Taguchi et al. 2015). Ademas, la morina inhibe la actividad de la
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glucdgeno sintasa quinasa 3 (GSK3) y la acetilcolinesterasa, evitando la pérdida de la
acetilcolina; también, reduce los déficits neurolégicos y mejora las discapacidades
cognitivas, causadas por el dafio isquémico transverso del cerebro anterior en modelos
de roedores (Gottlieb et al. 2006). Existe evidencia de que la morina posee efectos
protectores en enfermedades neurodegenerativas como la isquemia, esclerosis

multiple, enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer (Frandsen et al. 2020).

La morina, inhibe la via de procesamiento de la proteina precursora de amiloide (APP,
por sus siglas en inglés) amiloidogénica y asi facilita la degradacion de la B amiloide
(BA), protegiendo asi contra la muerte neuronal excitotéxica (Caselli et al. 2016),
ademas, inhibe a la enzima que fosforila a tau, la GSK3p, evitando de esta forma la
hiperfosforilacion de la proteina tau (Yu et al. 2018). Recientemente se describié que la
morina tiene una actividad de tipo antipsicético en ratones, posiblemente mediada por
mecanismos relacionados con la mejora de la neurotransmisién del acido gama amino
butirico (GABAérgica) y de factores neurotréficos, asi como la supresion del dafio
oxidativo inducido por la enzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH-

oxidasa) (Ben-Azu et al. 2018).

Los estudios de la morina sugieren sus efectos potenciales sobre factores relacionados
con la plasticidad neural y la reserva cognitiva, retrasando el desarrollo de
enfermedades neurolégicas. Ademas, los estudios sistematicos de flavonoides
incluyendo la morina, apuntan que ésta pudiera tener un efecto importante en retrasar
el desarrollo del envejecimiento, sin embargo, en animales sanos los estudios son
limitados. Por lo tanto, conocer con detalle el efecto benéfico que la morina puede

producir sobre la memoria y cuéles son los mecanismos moleculares implicados,
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ayudara a conocer como es gue funcionan los componentes profilacticos de la dieta en
la capacidad cognitiva para alcanzar un envejecimiento exitoso. Esto permitiria de
manera eventual retrasar y/o prevenir las enfermedades neuroldgicas y

neurodegenerativas asociadas con el avance de la edad.

ANTECEDENTES

Los procesos cognitivos como la memoria y el aprendizaje se ven afectados por
factores externos e internos. Diversas evidencias epidemioldgicas y clinicas sugieren
gue el nivel educativo, un estilo de vida activo fisico y socialmente, asi como la dieta,
pueden mejorar las funciones cognitivas en personas sanas Yy protegen contra la
pérdida de la memoria. Diferentes investigaciones han establecido que el aprendizaje y
la memoria, asi como el estado de animo pueden estar influenciados por la
alimentacion durante el desarrollo, en la edad adulta y el envejecimiento (Stangl y
Thuret, 2009). Los flavonoides, son factores externos capaces de afectar estos

procesos cognitivos, debido a sus diversas actividades farmacoldgicas.

Sin embargo, existen aun muchas incognitas por aclarar en el estudio de los
mecanismos moleculares implicados en el efecto neuroprotector y en la investigacion
de los mecanismos activados por una dieta especifica capaz de inducir una mejora en
los procesos cognitivos. Esto es relevante tanto en personas mayores, como en el
retraso o la recuperacion de enfermedades neurodegenerativas como lo son la

Enfermedad de Parkinson y la Enfermedad de Alzheimer (Stangl y Thuret, 2009;
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Campos-Esparza y Torres-Ramos, 2010; Winner et al. 2011). Es importante también
estudiar los mecanismos moleculares que estan involucrados con otras vias de

administracion de sustancias como los flavonoides, y su introduccién en la dieta.

Flavonoides y su efecto sobre la cognicidon

Las plantas utilizan a los flavonoides como parte de las estrategias de interaccién con el
medio ambiente y con otros organismos; aunque su popularidad e importancia se deben
a los multiples beneficios para la salud que su consumo ofrece al ser humano. Debido a

su naturaleza se pueden encontrar facilmente en nuestra dieta.

Se ha observado que flavonoides presentes en moras son capaces de mejorar los
déficits motores y de memoria espacial ocasionados por la edad (Vauzour et al. 2008).
Los flavonoides del té verde como la catequina y la epicatequina mejoran la memoria
espacial de las ratas viejas al aumentar la actividad del factor de transcripcion CREB a
través de la sefializacion de BDNF que lo activa (Assungdo et al. 2010; Williams y

Spencer, 2012).

El resveratrol se encuentra en uvas, moras y cacahuates, este flavonoide tiene efectos
en la proteccion contra la neurodegeneracion hipocampal, déficits de aprendizaje y
cognitivos en modelos de roedores, ademas, mejora la adquisicion de la memoria
espacial y no espacial (Marx et al. 2018). Se ha demostrado que en dosis de 20 mg/L
administradas durante tres semanas mejora la funcién cognitiva en ratones (Harada et

al. 2011).
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La quercetina (3,3,4’,5,7-pentahidroxiflavona) es un flavonoide que se encuentra en
manzanas, cerezas, cebolla, entre otros (Babaei et al. 2018); bloquea la produccion de
especies reactivas de oxigeno y previene la peroxidacién lipidica, ademas de reducir las
tautopatias, la sobreproduccion de BA y astrogliosis caracteristicas de la enfermedad de
Alzheimer (Bakhtiari et al. 2017); tiene la capacidad de restaurar la memoria a corto
plazo en modelos con amnesia, asi como el desempefio en la prueba de laberinto de

Morris y de laberinto elevado (Dhivya et al. 2016).

La 7,8-dihidroxiflavona se une e induce la dimerizacion y autofosforilacion del receptor
TrkB (Stagini et al. 2017); tiene la capacidad de restaurar el deterioro de la memoria
explicita a través de la inhibicién del estrés nitroxidativo, induce la activacion de la via
TrkB/BDNF que contribuye al aumento en la densidad de espinas dendriticas, asi como

mediante el aumento en la actividad de la acetilcolina (Narayan et al. 2020)

La oroxylina-A también mejora las funciones cognitivas y disminuye el deterioro en la
memoria inducido por Bamiloide en ratones. Ademas, este polifenol induce la
fosforilacion de CREB por un aumento de la expresion de BDNF en el hipocampo (Lee
et al. 2010). Es importante notar que la activacion de CREB es inducida por muchos
polifenoles, y este factor de transcripcion es critico en la induccion de cambios de larga
duracion en la plasticidad sinaptica y la memoria y juega un papel muy importante en la
potenciacion a largo plazo y la formacion de la memoria (Vauzour, 2012; Mandel et al.

2015)

Se ha reportado que flavonoides como la 7,8-dihidroxiflavona pueden unirse y activar

directamente los receptores TrkB, estos también son activados por factores
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neurotréficos que promueven diferenciaciéon, supervivencia y mantenimiento de células
nerviosas, pero estos no atraviesan la barrera hematoencefalica, a diferencia de
moléculas pequefias como la 7,8-dihidroxiflavona y la 3,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona que si
lo hacen (Maher et al. 2006); al activar los receptores TrkB se desencadenan cascadas
de sefalizacion para mediar la supervivencia neuronal, plasticidad sinaptica,
diferenciacion y neurogénesis (Jang et al. 2010), mecanismos moleculares que

pudieran estar relacionadas con la memoria espacial y aprendizaje (Park y Lee, 2011).

Los efectos de los polifenoles podrian no solo afectar a la memoria y el aprendizaje,
sino que podrian propiciar cambios positivos en la actividad psicomotora de animales

viejos (Del Rio et al. 2013).

Las fresas y moras, que contienen diversos polifenoles, también mejoran la cognicién y
la neurogénesis hipocampal en ratones (Shukitt-Hale et al. 2015). Se ha observado que
la mejora en memoria espacial ocurre en tres semanas en modelos de roedores, lo que
equivale a aproximadamente tres afios en humanos (Vauzour, 2012). Debido a estas
caracteristicas, el estudio de la morina, que es un flavonoide con la capacidad de
atravesar la barrera hematoencefélica, es sumamente importante para elucidar su

efecto sobre procesos cognitivos como la memoria.

Efecto de la morina en la cognicion de modelos murinos

Nuestro grupo de trabajo ha reportado que ratones jovenes de la cepa C57BL/6 sanos
de tres meses de edad, sin estimulo previo y tratados con morina en dosis de 2.5 mg/kg

durante diez dias, tienen una mejor adquisicién del aprendizaje (Rivera et al. 2014) y
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mejoran la memoria de reconocimiento de objetos con y sin contexto cuando los
ratones fueron tratados con dosis de 1 y 2.5 mg/kg, sin embargo, con la dosis de 5
mg/kg el indice de reconocimiento parece disminuir (figura 4). Se ha observado que la
morina no tiene efecto sobre el BDNF en ratones jévenes, solo parece restablecer los
niveles de este factor después de que son disminuidos por el DMSO (Torres et al.
2018). Ademas, tenemos datos que muestran que también en animales jovenes sanos,
la morina en dosis de 0.5 mg/kg promueve un aumento de neuronas inmaduras en el
giro dentado del hipocampo (Ignacio-Juarez, 2019). Estas nuevas neuronas y los
resultados que muestran un aumento en la densidad de espinas dendriticas (Rivera et
al. 2014) podrian significar un aumento en la plasticidad neuronal responsable de la

mejora de los niveles cognitivos observados.

Efecto de la Morina sobre la memoria de Efecto de la Morina sobre la memoria de
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Figura 4. La morina en dosis de 1y 2.5 mg/kg mejora la memoria de reconocimiento de objetos con y sin
contexto en ratones de la cepa C57BL/6 jovenes sanos. Torres et al. 2018.

La morina previene el dafio celular producido por el peréxido de hidrégeno, ademas de
inhibir la peroxidacion lipidica membranal a través del incremento de la actividad de la
catalasa e inhibe asi, la produccion de especies reactivas de oxigeno, que estan

relacionadas con el daflo a redes neuronales involucradas con la memoria y el
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aprendizaje (Zhang et al. 2009). En modelos in vivo e in vitro de isquemia cerebral, la
morina reduce la generacion de radicales libres y la pérdida neuronal en regiones
hipocampales. Ademas, mejora el desempefio en pruebas de memoria dependientes de

hipocampo post-isquemia (Gottlieb et al. 2006).

Dhingra y Soni (2016) observaron que la morina en dosis de 20 mg/kg, en ratones de la
cepa Swiss albinos, reduce la latencia en el periodo de entrenamiento y aumenta el
tiempo que los ratones exploran el cuadrante objetivo en la prueba de laberinto de
Morris, lo que indicaria una mejora del aprendizaje y la memoria en ratones jovenes (2-

3 meses) y adultos (7-9 meses).

Ademas, la morina mejora la memoria, reduce los niveles de malondialdehido y de
nitrito, y mejora los niveles de glutation reducido en ratones con estrés cronico; asi
mismo, disminuye los niveles cerebrales de TNF-a e IL-1[3, y disminuye la expresién de
INOS y NF-kB, finalmente, rescata las neuronas de la region CA3 hipocampal de estos
ratones (Akinluyi et al. 2020), lo que indica que la mejora de la memoria producida por
la morina se puede relacionar con su habilidad antioxidante y de supresion de la

inflamacion.

Ben-Azu y colaboradores (2018), mostraron que la morina promueve el aumento de los
niveles del BDNF y corrige el comportamiento, disminuyendo el deterioro en un modelo
de esquizofrenia en raton. Este mismo grupo de trabajo menciona también, que el
efecto antipsicotico de la morina podria llevar a cabo a través de la modulacion de
acciones oxidativas y colinérgicas, asi como por la neuroproteccion (Ben-Azu et al.

2018). Frandsen y colaboradores (2020) demostraron que derivados de la morina y la
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morina misma mejora la via neural de la glioxalasa y previene el estrés oxidativo
mediado por metilglioxal en un modelo de la enfermedad de Alzheimer (Frandsen et al.
2020). Ademas, la morina reduce la muerte celular provocada por oligbmeros de
BAmiloide en cultivos neuronales y atenua el estrés oxidativo, asi mismo, previene la

disfuncién mitocondrial (Alberdi et al. 2018)

Debido a la especial sensibilidad del sistema nervioso central al proceso de
envejecimiento y a las propiedades farmacologicas que presenta la morina, en este
trabajo se pretende evaluar el efecto de este flavonoide sobre la memoria en ratones

seniles, asi como alguno de los posibles mecanismos moleculares involucrados.

Justificacion

Con el aumento de la poblacion de edad avanzada, es primordial buscar alternativas de
tratamientos que ayuden a garantizar un envejecimiento exitoso, evitando el factor de
riesgo para padecer enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la pérdida de
habilidades cognitivas, como la memoria y el aprendizaje, que son caracteristicas del
progreso de la edad que trae consigo la disminucion de procesos fisioldgicos
importantes como la neuromodulaciéon y plasticidad sinaptica. Actualmente, existen
pocas terapias o0 acciones efectivas para prevenir estos padecimientos
neurodegenerativos, evitando que la creciente poblacién en envejecimiento tenga una

buena calidad de vida durante etapas seniles de su vida.
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Estudiar el efecto de sustancias como la morina, que ademas de ser metabolitos
secundarios de plantas y por lo tanto son de facil acceso, tienen alto y sustantivo
potencial en el mejoramiento de la memoria y otras habilidades cognitivas, es
importante incluso para establecer estrategias que permitan mejorar la calidad de vida

de las personas afectadas por enfermedades neuroldgicas.

Se espera que al confrontar los resultados de este estudio se observe que la morina en
dosis menores a 2.5 mg/kg mejore la memoria de organismos seniles y, ademas, poder
dilucidar la participacion de algunos factores moleculares en los efectos de la morina
sobre los ratones. Esto pondria a la morina, un flavonoide presente en plantas de
consumo regular, como una sustancia con potencial farmaco-profilactico para un mejor
envejecimiento e incluso para el tratamiento de enfermedades relacionadas con pérdida

de habilidades cognitivas como la memoria.

Hipotesis

La morina mejorard la memoria en ratones envejecidos asociado a la activacion

de los receptores TRKB en hipocampo y corteza.
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Objetivos

Objetivos generales

Evaluar el efecto de la morina sobre la memoria contextual en ratones
envejecidos.

Describir si la via de sefializacion de TRKB se activa en respuesta a la
exposicién a la morina, analizando los factores moleculares: p-GSK3, p-38,

p-38 fosforilado, ERK 1/2 y BDNF.

Objetivos Especificos

Evaluar el efecto de la morina sobre el desempefio de ratones envejecidos en
pruebas de reconocimiento de objetos con contexto.

Elucidar si la via de sefalizacion de los receptores TRKB esté involucrada en
el efecto de la morina.

Describir la modificacién de los factores moleculares: p-GSK3pB, p-38, p-38
fosforilado, ERK 1/2 y BDNF con el tratamiento con morina en dosis de 1

mg/kg.
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Disefio experimental
Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 machos, separados en dos grupos, uno de 14

y otro de 46 semanas de edad.

Se administré6 morina en distintas dosis a los ratones jovenes en la semana catorce de
edad y a los adultos en la cuarenta y seis, con los datos preliminares con que contamos
se realizd un protocolo de tamizaje para buscar el mejor tratamiento de acuerdo con los

resultados de las pruebas conductuales y realizando pruebas moleculares.

Se administraron cinco tratamientos distintos durante diez dias, de acuerdo a los
protocolos en ratones jovenes: control, vehiculo y morina en dosis de 0.5, 1y 2.5
mg/kg. Los tratamientos fueron administrados via intraperitoneal a los ratones jovenes
en la semana catorce de edad. Finalmente, los animales se sacrificaron y se realizo la
crioconservacion de sus cerebros para las pruebas moleculares, que fueron Western
blots para la identificacion de distintas proteinas involucradas en vias de sefalizacion

activadas por flavonoides (figura 5A).

Con los datos preliminares obtenidos determinamos seguir con el estudio para la
comparacion de animales jévenes y viejos con el tratamiento de morina en dosis de
1mg/kg durante diez dias y su respectivo control con solucion salina. Al finalizar la
administracion del tratamiento se realizaron las pruebas conductuales. Para las
determinaciones moleculares se realiz6 la eutanasia a los animales de todos los grupos
experimentales. Se llevaron a cabo muestras de Western blot en cerebros congelados,

como se propone en el esquema experimental de la figura 5B.
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Figura 5. Disefio experimental. A: disefio experimental con ratones jovenes para la obtencion de datos
gue dirijan el estudio con ratones envejecidos. B: disefio experimental con ratones envejecidos.

MATERIAL Y METODOS

1. Ratones C57BL/6
Los animales utilizados en el presente trabajo experimental se manejaron de acuerdo
con la guia del National Institutes of Health (NIH) para el cuidado y uso de animales de
laboratorio y se cumpli6 con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999:
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio; se hicieron todos los esfuerzos necesarios para minimizar el sufrimiento
animal. En el caso del protocolo realizado Unicamente con ratones jévenes se utilizaron

cuatro ratones (mus musculus) de veinte semanas de edad por tratamiento, obteniendo
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un total de cuarenta ratones de la cepa C57BL/6. Para el protocolo de comparacion de
edades se utilizaron ocho animales por tratamiento para las pruebas conductuales, dos
tratamientos por grupo de edad (control, y morina en dosis de 1 mg/kg) y dos grupos de
edad (14 y 46 semanas), y se consideraron un extra de diez animales por grupo en la
edad joven y cinco en la edad de cuarenta y seis semanas para la realizacion de otras
pruebas, es decir, sesenta y dos ratones de la cepa C57BL/6. Esto hace un total de
ciento doce ratones machos de la cepa C57BL/6. Los ratones se mantuvieron en
condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, temperatura constante (22-

23°C), y con comida y agua ad libitum.

2. Administracion de tratamientos
Grupo jévenes: Se administré durante diez dias el tratamiento correspondiente a cada
uno de los cinco grupos: morina en dosis de 0.5, 1 y 2.5 miligramos por kilogramo de
peso (mg/kg) utilizando como vehiculo el DMSO diluido en solucién salina en
concentracion de 0.25 ml/L, vehiculo (DMSO diluido en solucion salina) y control
(solucién salina). La administracion se realiz6 via intraperitoneal, en un horario entre las
diez y once horas. Grupo de ratones envejecidos vs joévenes: Se administraron dos
tratamientos durante diez dias, el tratamiento control y morina en dosis de 1 mg/kg de
peso, utilizando como vehiculo la solucidon alcalina compuesta por solucién salina
alcalinizada con NaOH en proporcion 1:10. Los tratamientos se administraron via

intraperitoneal en un horario entre las diez y once horas.
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3. Memoria de reconocimiento de objetos en un contexto novedoso
Los ratones controles y tratados con morina se probaron en nuevas tareas de
reconocimiento de objetos con contexto, tareas dependientes del hipocampo. La
habituacion de los animales para estas tareas se realiz6 del dia siete al nueve de
tratamiento colocando a los ratones en una arena vacia durante cinco minutos y luego
de noventa minutos en otra arena vacia por otros cinco minutos, esto se realizé cada
dia. Los ratones de cada grupo fueron entrenados en la tarea de reconocimiento de
objetos con contexto de la siguiente manera: a los animales se les dejo explorar, como
parte del entrenamiento, un par de objetos idénticos en una primera arena (contexto A)
durante cinco minutos. Después de noventa minutos, los ratones se colocaron en una
segunda arena (contexto B) con otro par de objetos idénticos y se les permitié explorar
durante cinco minutos. Veinticuatro horas después, los ratones se probaron durante tres
minutos con una copia del objeto familiar en el contexto A y un objeto fuera de contexto
de la segunda arena (B). El indice de reconocimiento (RI) representa el porcentaje de
tiempo que los ratones pasaron explorando el objeto fuera de contexto (Martinez-Coria

et al. 2010).

4. Evaluacion de los cambios en los niveles de proteinas por Western Blot.
Las células y los tejidos (hipocampos y cortezas de ratones de la cepa C57BL/6) se
lisaron con la solucion de lisis RIPA (Sigma Aldrich MFCD02100484 10x) afiadiendo
fluoruro de sodio, pirofosfato de sodio, glicerol-2-fosfato y coctel de proteasas
cOmplete™ (Sigma Aldrich, 11697498001) para proteger a las proteinas nativas,

posteriormente se realizo la medicion de proteina por el método de Bradford (Bradford,
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1976) (Bio-Rad, 5000006). Las muestras homogenadas se mezclaron con amortiguador
de carga 3X (30% de glicerol, 15% de tris pH 6.8 1M, 15% de agua bidestilada, 30% de
SDS a 20%, 0.3% de azul bromofenol a 1% y 10% de B-mercaptoetanol) y se hirvieron
durante seis minutos. Las proteinas fueron separadas por electroforesis convencional
en geles de poliacrilamida al 12%, utilizando un voltaje constante de 150V por 30
minutos y posteriormente 100V durante 90 minutos utilizando amortiguador de corrida
(25 mM de Tris base, 250 mM de glicina y 6 mM de SDS); posteriormente fueron
transferidas por electrotransferencias a membranas de nitrorocelulosa aplicando una
intensidad constante de 200 mA durante dos horas en amortiguador de transferencia
(38 mM de glicina 47 mM de Tris base y 1.2 mM de SDS); finalmente se bloquearon las
membranas con leche al 5% en buffer salino de tris (TBS, 136 mM de NaCl, 2mM de
KCl y 24 mM de tris base). Las inmunodetecciones se llevaron a cabo usando los
anticuerpos seleccionados con el procedimiento acorde a los lineamientos de la casa
comercial, y como secundarios los necesarios segun estos mismos lineamientos. El
revelado se realiz6 mediante la adicion de reactivo de quimioluminiscencia (Santa Cruz
sc-2048 y Thermoscientific 34094) sobre las membranas y la observacion de las
bandas en peliculas de revelado. Se utiliz6 actina (Cell signalling, 1:1000) como control
de carga. El analisis de los niveles de las proteinas estudiadas, se realizé con respecto
al control de carga utilizando el software ImageJ (Java).

En los experimentos con ratones jovenes, debido al tamafio de la muestra, las proteinas
gue se evaluaron fueron realizadas en la misma membrana (Novus Biologicals,
Biotechne) teniendo de esta forma el mismo control de carga para las proteinas

estudiadas en este grupo experimental; los datos obtenidos estan considerados como
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preliminares hasta que puedan ser repetidos para confirmar los resultados, se

realizaron dos o tres réplicas biolégicas por tratamiento.

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario

BDNF (Santa Cruz, sc-65514) 1:500 Anti mouse (Santa Cruz, sc-2005), 1:15000

P38 (Santa Cruz, sc-7149) 1:500 Anti rabbit (Santa Cruz, sc-2004), 1:15000

p-p38 (Santa Cruz, sc-7973) 1:500 Anti mouse ((Santa Cruz, sc-2005), 1:15000

pGSK3B (Santa Cruz, sc-81495) 1:500 | Anti mouse (Santa Cruz, sc-2005), 1:15000

ERK 1/2 (Santa Cruz, sc-153) 1:500 Anti rabbit (Santa Cruz, sc-2004), 1:15000

5. Anélisis estadisticos.
Los datos se expresan como promedio * error estandar de la media (EEM). Se
analizaron con el programa Prism 8 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) usando las
pruebas estadisticas adecuadas segun los datos. Las diferencias se consideraron
significativas a valores de p<0.05. La n fue de tres individuos por tratamiento para
identificar los cambios en los niveles de proteinas involucradas en vias de sefializacién
relacionadas con memoria que son activadas por flavonoides en hipocampo y de dos en
corteza. Se utilizo la prueba de ANOVA de dos vias para comparar entre tratamientos y
dias de experimentacién, dado que se comportaban de forma normal. Para analizar el
indice de reconocimiento en la prueba de reconocimiento de objetos con contexto se
utilizé la prueba de t de student, dado que los datos fueron normales. Finalmente, para
el analisis de los niveles de BDNF se utilizé una prueba de t de student y una ANOVA
de dos vias para comparar entre edades y tratamientos, la n fue de cuatro individuos

por tratamiento.
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RESULTADOS

Identificacion de las modificaciones en los niveles de las proteinas p-GSK3g, p-
38, p-38 fosforilado y ERK 1/2, involucradas en vias de sefalizacion relacionadas

con memoria que son activadas por flavonoides en ratones de catorce semanas

Como tamizaje del efecto de la morina en ratones para posteriormente realizar un
estudio dirigido a los animales viejos (cuarenta y seis semanas), se realizaron Western
blots para identificar a las proteinas posiblemente implicadas en los mecanismos
moleculares involucrados en la mejoria de la memoria de ratones tratados con la morina
en distintas dosis (control (hipocampo: n=3, corteza: n=2), DMSO (Hipocampo: n=3,
corteza: n=2), 0.5 (Hipocampo: n=3, corteza: n=2), 1 (Hipocampo: n=3, corteza: n=2) y
2.5 (n=2) mg/kg); se evaluaron muestras de cerebros de ratones de catorce semanas
de edad, edad en la que nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la morina mejora
la memoria y el aprendizaje (figura 4, datos por publicar). Los Western blots se
realizaron con los datos de dos o tres animales y fueron corridos en una misma
membrana por tejido; por lo que las diferentes proteinas analizadas comparten el
mismo control de carga, sin embargo, para facilitar su analisis, los resultados se

presentan desglosados.

La morina aumenta la forma inactiva de GSK3B en corteza e hipocampo

Se evalud el estado de inhibicion por fosforilacion de la proteina GSK3 que es parte de

la via Wnt/Bcatenina, con el objetivo de estudiar una via de sefializacion que esta
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implicada también en efectos sobre la cognicion producidos por flavonoides y que

ademas se ve indirectamente afectada por los receptores TrKB.

Al evaluar los niveles de la forma fosforilada de GSK3[3 en el caso del hipocampo no
hay diferencias significativas en la inhibicion de esta proteina, solo se observa un ligero
aumento con la dosis de 0.5 mg/kg en los experimentos de diez y treinta dias; sin
embargo, en corteza, aunque no de forma estadisticamente significativa, se observa un
aumento de los niveles de pGSK3B con la dosis de 1 mg/kg de morina en el
experimento de diez dias, comparado con el control, DMSO, y los tratamientos con
morina de 0.5 y 2.5 mg/kg; por otro lado en el experimento de treinta dias no hay

modificaciones en los niveles de pGSK3[ (figura 6).
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Figura 6. La morina aumenta la inhibicién de GSK3 en la corteza. Western blot para la identificacion de
pGSK3p en hipocampo (A) y corteza (B) de ratones bajo cinco tratamientos: Solucion salina (Hipocampo
n=3, corteza n=2), DMSO (Hipocampo n=3, corteza n=2), 0.5 (Hipocampo n=3, corteza n=2), 1
(Hipocampo n=3, corteza n=2) y 2.5 mg/kg (Hipocampo n=2, corteza n=2) de morina. En la parte superior
se muestran las bandas de pGSK3p y del control de carga en diez y treinta dias. D.O.= densidad 6ptica,
los niveles de la proteina fueron normalizados con los niveles de actina correspondientes. HIPOCAMPO:
ANOVA de dos vias: Tratamiento F4,18=1.558 P=0.2282, Dias F1,18=1.241 P=0.2799, Interaccion
F4,18=0.7528 P=0.5691. CORTEZA: ANOVA de dos vias: Tratamiento F4,19==6.237 P=0.0022, Dias
F1,19=5.725 P=0.0272, Interaccién F4,19=8.451 P=0.0004. Se muestran medias +E.E.M. ss: solucion
salina (control), DMSO, 0.5: 0.5 mg/kg morina, 1: 1 mg/kg de morina, 2.5: 2.5 mg/kg de morina.

Como se menciong, la literatura sefiala que la morina inhibe GSK3, su forma inactiva
es la fosforilada, por lo que nuestros al aumentar el nimero de animales estudiados,
nuestros resultados probablemente serian concordantes con la literatura. Es importante

notar que los niveles de pGSK3[ parecen afectados por el DMSO en corteza.
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Efecto de la morina sobre los niveles de p38 vy su forma fosforilada en corteza e

hipocampo

p38 es una proteina relacionada con muerte celular, diferenciacién y proliferacion
celular, puede ser inhibida por proteinas de las vias de sefalizacién Wnt-Bcatenina y
TRK-ERK; se investigd la modificacién de los niveles de p38 y de su forma fosforilada

bajo el tratamiento con morina.

En las evaluaciones realizadas se encontré que en el hipocampo no hay diferencias en
p38 en ninguno de los casos (figura 7); por otro lado, en la corteza se observa la
tendencia al aumento de p38 en el experimento de diez dias para los ratones tratados
con dosis de morina de 1 mg/kg en comparacion con los tratados con DMSO, sin
embargo, no son datos estadisticamente significativos, por lo que es necesario

aumentar el nimero de animales experimentales (figura 7).

En el hipocampo, no hay cambios en los niveles de p-p38 con los distintos tratamientos,
lo que indica que no se esta activando, ya que la fosforilacion activa a p38. Solo se
observa un aumento significativo con la dosis de morina de 1 mg/kg al comparar entre
los dias de experimentacion (p=0.0295) (figura 7), lo que podria indicar que con el paso
de los dias hay un aumento en la activacion de p38. También se observa un ligero
aumento de los niveles de p-p38 con la dosis de 0.5 mg/kg en el dia 30 de

experimentacion y después la tendencia a disminuir.
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En la corteza se puede observar una tendencia al aumento en los niveles de p-p38 en
cerebros de ratones tratados con morina conforme aumenta la dosis comparados con
los tratados con DMSO en el dia diez del experimento. Es importante sefialar que los
niveles de p38 y p-p38 parecen verse afectados por el DMSO; ademas, solo se
observan aumentos en la corteza. El efecto del DMSO no se observa en pruebas
conductuales. Es necesario aumentar el nimero de animales analizados para confirmar

estos resultados preliminares.
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Figura 7. Efecto de la morina en los niveles de p38 y su forma fosforilada. Western blot para la
identificacion de p38 en hipocampo (A) y corteza (B), asi como de p-p38 en hipocampo (C) y corteza (D)
de ratones bajo cinco tratamientos: Solucion salina (Hipocampo n=3, corteza n=2), DMSO (Hipocampo
n=3, corteza n=2), 0.5 (Hipocampo n=3, corteza n=2), 1 (Hipocampo n=3, corteza n=2) y 2.5 (Hipocampo
n=2, corteza n=2) mg/kg de morina. En la parte superior se muestran las bandas de p38, p-p38 y del
control de carga en diez y treinta dias. D.O.= densidad Optica, los niveles de la proteina fueron
normalizados con los niveles de actina correspondiente. P38: HIPOCAMPO: ANOVA de dos vias:
Tratamiento F4,18==0.8812 P=0.4947, Dias F1,18=4.730 P=0.4947, Interaccion F4,18=0.4242 P=07892.
CORTEZA: ANOVA de dos vias: Tratamiento F4,19==2.431 P=0.0831, Dias F1,19=6.762 P=0.0176,
Interaccion F4,19=2.228 P=0.1045. p-p38: HIPOCAMPO: ANOVA de dos vias: Tratamiento F4,18=2.334
P=0.0948, Dias F1,18=16.07 P=0.0008, Interaccion F4,18=2.049 P=0.1302. CORTEZA: ANOVA de dos
vias: Tratamiento F4,19==2.978 P=0.0458, Dias F1,19=2.091 P=0.1645, Interaccion F4,19=1.835
P=0.1638. Se muestran medias +E.E.M. ss: solucién salina (control), DMSO, 0.5: 0.5 mg/kg morina, 1: 1
mg/kg de morina, 2.5: 2.5 mg/kg de morina.

48



Efecto de la morina en los niveles de ERK 1/2 en corteza e hipocampo

Los efectos de los polifenoles sobre procesos cognitivos como el aprendizaje y la
memoria se han visto relacionados con la activacion de ERK 1/2, que a su vez se

relaciona con la activacion de la via de receptores TRKB.

Al evaluar los niveles de ERK1, obtuvimos que en el hipocampo no se observan
cambios significativos en sus niveles, solo se observa una ligera disminucién con la
dosis de 1 mg/kg en 30 y 10 dias de experimentacion (figura 8), sin embargo es

necesario estudiar la forma activa, es decir fosforilada, de estas cinasas.

En la corteza, se observa una tendencia a la disminucion de los niveles de ERK 1 con
los tratamientos de morina en treinta dias, mientras que en diez dias se observa una

disminucién con respecto al control del resto de los tratamientos (figura 8).

ERK 2 en el hipocampo no presenta diferencias significativas con el tratamiento con
morina (figura 8). En la corteza, no se encontraron diferencias significativas de ERK2
en ningun caso, pero se observa un ligero aumento en el experimento de diez dias con

las dosis de 1y 2.5 mg/kg (figura 8).

Es necesario estudiar la activacion de estas cinasas para poder elucidar su
modificacion bajo los tratamientos con morina, asi como aumentar el numero de

animales analizados para confirmar estos resultados.

49



=

ERK 1/actina (D.O.)

ERK 1/actina (D.O.)

Hipocampo

DMsO

DMsO

DMSO
5

o o o L
: 3 1. 4 g g [10dms
o o o S S S - - - N N
Acina | SN
g 8 39
2 2 H 3 8 . i oA <
2 9 9 L 30 dias
2 Z 2 2 F g 3 - - - a8 B
B
ERK1 ) ERK2
1.5 hipocampo = 10dias 2% hipocampo == 10 dias
== 30 dias '072,0- == 30 dias
1.0- =}
- 1.5-
£
G 1.0+
0.5 L
~
~ 0.5
o
w
0.0- 0.0-
) ) &) S > o &) S >
Cid Q) N\ N\ N Cid % G W W
N S S S N N S S S
& & & & & & & & & &
KN KON
Tratamientos Tratamientos
9 g  Corteza
H H 2 P o g g
9 8 3
i i z z P P . . @ o 10 dias
AN e e e e |
] ] ]
74 b3 n n ” b3 n, in - s n
P a S - o~ 2 a S - o~ @ a S -
2 9 2 L 30 dias
z 3 . 2 2z =2 . 2 3 3 3
P e e e e e e i
C D
) ERK1 ) ERK2
2 corteza Bods =20 ] corteza = 10dias
o )
184 B30 dias 9-1.5' == 30 dias
©
£
14 B1.0-
~
0.5 1 i i =0.5-
w
TR D S b ud o
> Ny N Ny > O ) ) )
s 2
PR R M 2SS
® ¢ N o ¢ o & g
Q' t». QF 4V

Tratamientos Tratamientos



Figura 8. La morina tiende a aumentar los niveles de ERK 1/2 en corteza. Western blot para la
identificacion de ERK1/2 en hipocampo (ERK1:A, ERK2:B) y corteza (ERK1:C, ERK2:D) de ratones bajo
cinco tratamientos: Solucion salina (Hipocampo n=3, corteza n=2), DMSO (Hipocampo n=3, corteza n=2),
0.5 (Hipocampo n=3, corteza n=2), 1 (Hipocampo n=3, corteza n=2) y 2.5 (Hipocampo n=2, corteza n=2)
mg/kg de morina. En la parte superior se muestran las bandas de ERK 1/2 y del control de carga en diez
y treinta dias. D.O.= densidad 6ptica, los niveles de la proteina fueron normalizados con los niveles de
actina correspondientes. ERK1: HIPOCAMPO: ANOVA de dos vias: Tratamiento F4,18==2.597
P=0.0711, Dias F1,18=0.06699 P=0.7987, Interaccion F4,18=0.1576 P=0.9570. CORTEZA: ANOVA de
dos vias: Tratamiento F4,19==9.434 P=0.0002, Dias F1,19=9.462 P=0.0062, Interaccion F4,19=6.921
P=0.0013. ERK 2: HIPOCAMPO: ANOVA de dos vias: Tratamiento F4,18=0.9508 P=0.4578, Dias
F1,18=4.609 P=0.4578, Interaccion F4,18=0.5858 P=0.6770. CORTEZA: ANOVA de dos vias:
Tratamiento F4,19=1.348 P=0.2890, Dias F1,19=3.025 P=0.0982, Interaccion F4,19=1.266 P=0.3179. Se
muestran medias *E.E.M. ss: solucion salina (control), DMSO, 0.5: 0.5 mg/kg morina, 1: 1 mg/kg de
morina, 2.5: 2.5 mg/kg de morina.

Estandarizacion del vehiculo parala morina

Debido a que los resultados sugieren cambios en los niveles de algunas proteinas en
ratones bajo tratamiento con DMSO, se buscO una alternativa de vehiculo para la

morina.

Se realizaron pruebas de solubilidad para la morina en solucion salina alcalina sin
DMSO, para ello fue necesario agregar NaOH en proporcion 1:10 a la solucion salina y
posteriormente la morina, posterior a esto, se hicieron mediciones de pH para conocer
si esta solucion era adecuada para administrar el tratamiento a los ratones (figura 9), el
pH de las soluciones es muy cercano a siete, por lo que se consideré adecuado; para
corroborar esto, se administrd la solucion a una poblacion de ratones de veinte ratones
de cinco meses y esta no afecté a los animales, no hubo irritacién, no hubo dolor y los

ratones responden a la prueba de conducta.

Es importante sefialar que mayores concentraciones de morina no pudieron ser

disueltas en la solucién alcalina.
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Figura 9. Medicion de pH en preparaciones de morina disuelta en solucién salina con NaOH en
proporcién 1:10. El pH que presenta la dosis de morina de 1 mg/kg se encuentra entre siete y ocho.

Prueba de reconocimiento de objetos con contexto en ratones de cuarenta y seis

semanas de edad

Se prepararon las pruebas de reconocimiento de objetos con contexto en una poblacién
de veinte individuos machos de la cepa C57BL/6. Para ello se utilizaron dos arenas
distintas y dos pares de objetos diferentes (figura 10), la prueba se realizd
intercambiando la posicion de un objeto de la caja roja con uno de la caja azul en
contraposicion. Los ratones respondieron adecuadamente a la prueba, mostrando

interés en los objetos novedosos, sin mostrar preferencia por alguno en especifico.

Figura 10. Arenas utilizadas en la prueba de reconocimiento de objetos con contexto. Para la prueba se
intercambio un objeto de la caja roja por uno de la caja azul en contraposicion y viceversa.
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Se realizé la prueba de reconocimiento de objetos con contexto a dieciséis ratones
envejecidos de la cepa C57BL/6, de once meses de edad, divididos en dos grupos, el
grupo control tratado con solucion salina y el grupo tratado con morina en dosis de 1
mg/kg (figura 11), esta dosis fue seleccionada porque en los experimentos previos
realizados por nuestro grupo de trabajo, se observa un aumento de la memoria en las
pruebas conductuales, y ademas, los resultados de esta tesis muestran posibles

cambios importantes en las determinaciones moleculares.

Los resultados obtenidos indican que el indice de reconocimiento para los ratones
envejecidos tratados con morina fue mayor comparado con el grupo control (p=0.0532),
lo que indica que la morina mejora la memoria de reconocimiento en estos ratones,
ademas, al comparar estos resultados con la informacion preliminar, estos datos
confirman el resultado previo con animales jovenes, en donde se observo que el DMSO

no tiene efecto sobre la conducta.
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Figura 11. indice de reconocimiento para la prueba de reconocimiento de objetos con contexto en ratones
de la cepa C57BL/6 de 11 meses de edad tratados con solucion salina (control) y morina en dosis de 1
mg/kg. T de student: p=0.053, t=2.1439, df=12, n=8.

Identificacion de BDNF en ratones envejecidos

Se realizaron pruebas de Western blot para la identificacibn de BDNF en ratones viejos
(cuarenta y seis semanas de edad) y jovenes (catorce semanas de edad) tratados con
solucion salina como control o con morina en dosis de 1 mg/kg, con el objetivo de
elucidar si los niveles de este factor se modificaba al administrar la morina con el

vehiculo de solucién alcalina.

Bajo nuestras condiciones experimentales, no se obtuvieron diferencias significativas
entre el tratamiento con morina y el tratamiento control en ningun grupo de edad,

jovenes y viejos (figura 12B).
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Figura 12. Identificacion de BDNF en cerebro de ratones jovenes y viejos tratados con solucién salina y
morina en dosis de 1 mg/kg. A) Western blot, ss: solucién salina (control), 1: 1 mg/kg de morina, B)
Comparacion entre tratamientos, Ratones machos de la cepa C57BL/6 de cinco meses de edad. D.O.=
densidad Optica, los niveles de la proteina fueron normalizados con los niveles de actina
correspondientes. Jovenes: T de student: p=0.3419, t=1.032, df=6, n=4. Viejos (de cuarenta y seis
semanas de edad): T de student: p=0.6323, t=0.5039, df=6, n=4. C) Comparacién entre edades. ANOVA
de dos vias: Edades F;,,=0.9462 P=0.3499, Tratamientos F;1,=0.01368 P=0.9088, Interaccion
F11,=0.9462 P=0.3499. n=4.

Por otro lado, al comparar el efecto del tratamiento con morina en dosis de 1 mg/kg
sobre BDNF en ambos grupos de edad (catorce y cuarenta y seis semanas) no se
observan diferencias significativas en los niveles del factor neurotréfico derivado del

cerebro en ratones viejos comparados con los ratones jovenes (figura 12C).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en los experimentos con jovenes, lo que
indica que la morina no tiene efecto sobre el factor neurotrofico derivado del cerebro,

asi que su efecto puede deberse a la inhibicion de GSK3p.

Discusién

Se ha propuesto que los efectos de comidas ricas en flavonoides sobre funciones
neuro-cognitivas se debe a la habilidad de estos para interactuar con la arquitectura
celular y molecular encargada de la memoria y el aprendizaje, sobre todo los
relacionados con potenciacion a largo plazo y plasticidad sinaptica (Vauzour et al.
2008). En este trabajo investigamos el efecto de la morina, un flavonoide presente en

principalmente en plantas de la familia moraceae, sobre la memoria de ratones
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envejecidos, asi como su efecto sobre los niveles de diversos factores involucrados en
vias de sefalizacion Wnt/Bcatenina y de los receptores TrkB/CREB que subyacen a la
memoria y son activados por flavonoides como la morina, estos fueron: pGSK33, p38,
p-p38, ERK 1/2 y BDNF. Es importante mencionar que los resultados de estos western
blots son preliminares, y debemos aumentar el nimero de experimentos para confirmar
los resultados; sin embargo, se tienen dos o tres réplicas biolégicas, lo cual es mas
informativo que las réplicas técnicas. Discutiré entonces, el posible alcance de este

trabajo.

Realizamos pruebas para determinar los niveles de la forma inactiva de GSK3pg, que es
parte de la via Wnt-Bcatenina, aunque no Unicamente de esta via. Evidencias recientes
sugieren que la GSK3p tiene mdltiples funciones celulares, entre las que se encuentra
un rol importante en la formacion de la memoria, pero también esta relacionada con
excitotoxicidad (Aceto et al. 2020; El-gazar et al. 2019), ademas, influye en ciertos tipos
de plasticidad sinaptica, sobre todo en depresion a largo plazo. Asi mismo, es
considerada un regulador de la plasticidad estructural y metabdlica (Bradley et al. 2012;
Gong et al. 2011). La sobreactivacion de GSK3p produce déficits en pruebas de
reconocimiento de objetos y memoria espacial, sin embargo, se ha demostrado que la
activacion de GSK3p sinaptosomal estad asociada a la consolidacion de la memoria

(Bradley et al. 2012).

En las pruebas realizadas se observa un aumento la inhibicion de GSK3pg con el
tratamiento de morina en dosis de 1 mg/kg comparado con el resto de los tratamientos

en el experimento de diez dias, aunque no de forma estadisticamente significativa. La
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morina ha demostrado ser un inhibidor de GSK3g, produciendo asi, neuroproteccion
(Gong et al. 2011; Du et al. 2016; El-gazar et al. 2019; Ayaz et al. 2019); nuestros
resultados preliminares sugieren un aumento en la forma fosforilada de GSK3p, que es
la forma inactiva, lo que sugiere que, de acuerdo a la literatura, esta inactivacion podria
favorecer la plasticidad y estar involucrada en el efecto sobre la memoria que tiene la
morina (El-gazar et al. 2019); sin embargo, es necesario, COmo se menciona, que se

realicen pruebas con un mayor nimero de animales.

p38 puede ser inhibida por GSK3[3. Se observaron niveles mas altos de p-p38 en dosis
de 2.5 mg/kg de morina en la corteza en el experimento de diez dias comparado con el
tratamiento con DMSO, resultado que requiere ser corroborado debido al nimero de
animales experimentales; por otro lado, p38 parece aumentar en la corteza con el
tratamiento en dosis de 1 mg/kg comparado con DMSO, lo notable de esto es que, para
ambos, p-p38 y p38, la activacion parece aumentar en el dia diez del experimento.
Ademas, sus niveles en corteza tiende a disminuir con el DMSO. La via p38 MAPK es
activada por estimulos estresantes (Rossato et al. 2006), en casos de isquemia, p38 se
activa y activa a su vez apoptosis en el hipocampo, lo que puede dafar el aprendizaje
espacial, sin embargo, también activa la expresion de genes que pueden inducir
proliferacion, diferenciacion, entre otras que pueden llevar a mejorar la memoria de

forma indirecta (Yang et al. 2013)

Ademas, la inhibicion de p38 atenda déficits cognitivos en ratas, esto debido a que su
forma activa induce la apoptosis en el hipocampo, lo que puede afectar la cognicion, asi

mismo, si su concentracion es elevada, disminuye la potenciacion a largo plazo, asi
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como la densidad de espinas dendriticas (Ashabi et al. 2012; Yang et al. 2013; Dai et al
2016). En este caso, podemos observar que la morina parece aumentar los niveles de
p38 y su forma fosforilada, que indica su activacién, sin embargo, para observar este
cambio se requieren dosis de morina a partir de 2.5 mg/kg, lo que podria indicar que a
partir de esta dosis comienza a activar otros mecanismos. Podria verse involucrado el
efecto de hormesis que tienen los flavonoides, que implica que en dosis pequeias
tienen efecto en procesos como la proliferacién, pero en dosis altas tienen efectos
contrarios, como en muerte celular, efecto que ha sido observado en neurogénesis y en

pruebas conductuales en ratones joévenes (Torres et al. 2018, Ignacio-Juarez, 2019).

Dos proteinas que participan en la via de los receptores TRK son ERK 1/2. ERK 1/2
hipocampal es crucial para la potenciacion a largo plazo (Rossato et al. 2006), ademas
activan diversas vias de sefializacion implicadas en el aprendizaje y la memoria, como
aguellas desencadenadas por los receptores NMDA y los receptores para el factor
neurotrofico derivado del cerebro (Maher et al. 2006). En las pruebas realizadas se
observan ligeros aumentos y disminuciones de los niveles de ERK 1/2 pero no se
observan cambios significativos en la corteza ni en el hipocampo, sin embargo, es
necesario aumentar el namero de experimentos para lograr establecer diferencias

estadisticamente significativas.

Muchos flavonoides influyen en la via ERK, como el EGCG que restaura la actividad de
la proteina cinasa C y ERK 1/2 en neuronas sin suero, o la hesperetina que activa la
sefalizacion de ERK 1/2 en neuronas corticales (Vauzour et al. 2008). La fisteina

aumenta la potenciacion a largo plazo y mejora el reconocimiento de objetos en ratones
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mediante un mecanismo dependiente de la activacion de ERK y CREB, ambos se ven
activados también por la epicatequina en neuronas corticales (Vauzour et al. 2008;

Maher et al. 2006).

La via ERK 1/2 activada por el BDNF mediante su receptor TrkB estd muy relacionada
en la consolidacion de la memoria a largo plazo (Bekinschtein et al. 2014). La activacion
de ERK 1/2 regula la actividad sindptica y tiene un rol importante en la induccién y el
mantenimiento de la potenciacién a largo plazo, asi como en la formacién de la
memoria, y la memoria espacial; en su mayoria, estos efectos se deben a la activacion
de CREB via ERK en el hipocampo (Peng et al. 2010; Adams y Sweatt, 2002). Por esto,
es importante que estudios posteriores evalluen el estado de activacién de ERK 1/2 para
descartarlo como posible factor involucrado en los efectos de la morina, sin embargo, el
aumento en la forma inactiva de GSK3 indica que este factor podria estar involucrado

en el efecto que tiene la morina sobre los ratones.

Seguimos tres cascadas de sefializacion (figura 15), estas vias son activadas por
compuestos muy similares en conformacion a la morina (Jang et al. 2010), y favorecen
la memoria al activar esta via de sefializacion; por lo tanto proponemos que los efectos
de la morina podrian deberse a la activacion de la via Wnt. En el caso de ERK 1/2,
puede ser que se activen cascadas de sefalizacion que lleven a su aumento o
disminucién o que la morina interactie de forma directa con ERK 1/2 (Bekinschtein et
al. 2014), sin embargo, debe realizarse el estudio de su forma fosforilada para elucidar

Su activacion.
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Basandonos en su estructura quimica similar a la 7,8-dihidroxiflavona (Jang et al. 2010)
propusimos que la via involucrada en el efecto de la morina sea la de los receptores
TRK, sin embargo, los resultados no sindican que la morina puede ser un activador de
la via wnt/Bcatenina, pues se observa la inhibicion de GSK3[3. Se ha demostrado que la
actividad de ERK esta estrechamente relacionada en aprendizaje espacial (Joseph et
al. 2003); flavonoides como la epicatequina, la hesperetina y el EGCG activan a ERK
1/2 y generalmente esto lleva a la activacion del factor de transcripcion CREB que es
critico en la plasticidad sinaptica (Flanagan et al. 2018), por lo que es importante en
investigaciones futuras evaluar este factor de transcripcion, la forma activa de las

cinasas Yy otros factores de esta via y de la via wnt/Bcatenina.
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Figura 13. Cambio en los niveles de proteinas después del tratamiento con morina utilizando como
vehiculo DMSO. Diagrama realizado con informacion de Pai et al. 2017; Bahrami y Drablos, 2016; Alam
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et al. 2016 y Rodriguez et al. 2016.7: indica aumento en las proteinas, la estrella significa que el aumento
es con morina en dosis de 1 mg/kg en corteza.

El dimetilsulféxido (DMSO) es un solvente usado comunmente debido a su capacidad
de penetrar tejidos sin causar dafio significativo, ademas, permite o mejora la entrada
de sustancias insolubles en agua al sistema nervioso central (Penazzi, 2017), sin
embargo, el DMSO puede tener efectos dependientes de la dosis y el tiempo en el
organismo. A pesar de que estos efectos son generalmente benéficos, como potenciar
el efecto de las sustancias disueltas en él y el aumento en la densidad dendritica
(Kahler, 2000; Penazzi, 2017), es necesario buscar otros vehiculos que no tengan
interferencias en la observacion de los efectos que tiene la sustancia de nuestro interés,
la morina, por si misma sobre la memoria y los mecanismos moleculares involucrados

en esta.

Debido a que los ratones tratados con DMSO parecen tener diferencias en los niveles
de algunas proteinas en comparacion con el resto de los tratamientos, incluyendo
BDNF en ratones jévenes (Martinez-Coria et al. 2018), y para prevenir interferencias
gue pudiera tener este vehiculo en las pruebas conductuales y moleculares, se realizo
la administracion del tratamiento con morina usando como vehiculo solucién salina
alcalinizada con NaOH en proporcion 1:10, asi mismo, se siguié el tratamiento de 1
mg/kg durante diez dias con la prueba conductual en el Ultimo dia de administraciéon
debido a que los resultados indican que con este tratamiento se modifican los niveles
de ciertas proteinas, ademas de que los resultados obtenidos previamente por nuestro
grupo de trabajo en pruebas conductuales muestran que esta dosis mejora el

rendimiento de los ratones en estas pruebas.
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El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) esta involucrado en la formacién de
diferentes tipos de memoria, ademas de mantener informacién a largo plazo en el
hipocampo, amigdala y la corteza insular después del aprendizaje (Bekinschtein et al.
2014). Ademas de su papel en la plasticidad sinaptica, el BDNF es requerido para el
mantenimiento de las espinas dendriticas en el sistema nervioso central adulto, asi
como en la potenciacién a largo plazo y la retencion y recuperacion de recuerdos
(Yamada y Nabeshima, 2003); se ha demostrado que la sefializacion BDNF-TrkB
influye en la densidad sinaptica y dendritica en neuronas hipocampales corticales
(Luine y Frankfurt, 2013). Nuestros resultados con el tratamiento de solucion salina y
morina en dosis de 1 mg/kg administrada con el vehiculo de solucién salina en ratones
envejecidos, muestran que los niveles de BDNF en ratones tratados con morina no es
significativamente distinta a los niveles en ratones tratados con solucién salina, tanto en
ratones jovenes, como envejecidos; estos resultados concuerdan con la informacién

obtenida previamente por nuestro grupo de trabajo (Martinez-Coria et al. 2018).

En estudios con roedores y monos se ha encontrado que los niveles de BDNF en el
hipocampo disminuyen en edades avanzadas, lo que se relaciona con el deterioro en la
memoria; ademas, sus niveles disminuyen también en respuesta al estrés (Erickson et
al. 2012; Garza et al. 2004). Autores como Garza y colaboradores (2004) sugieren que
hay un cambio significativo en la capacidad de respuesta del BDNF regional del
hipocampo a lo largo de la vida, y que expresion de BDNF no significa una mayor
eficiencia de los efectos que este tiene en el sistema nervioso central (Adlard et al.
2005); es posible que con la edad, los receptores y sistemas que se encargan de

producir los efectos del BDNF, requieran este factor en mayor medida para su eficacia.
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Nuestros resultados no indican una disminucion de BDNF con la edad como lo
mencionan otros autores, esto podria ser un indicador de que la edad de cuarenta y
seis semanas a nivel molecular no es una edad que pueda considerarse de

envejecimiento, sin embargo, faltan més pruebas para confirmar esto.

Es importante notar que los cambios en los niveles de las proteinas bajo el tratamiento
con morina, parecen ocurrir en la corteza, por lo que el efecto que la morina tiene sobre
la memoria debe estar relacionado con esta estructura cerebral, debido a que se

observa un efecto en la memoria contextual con el tratamiento con morina.

Se ha propuesto que los polifenoles como el resveratrol tienen efectos especificamente
en el hipocampo, mejorando el desempefio en las tareas de reconocimiento de objetos,
las observaciones indican que las dietas que contienen flavonoides propician mejores
tiempos de reaccion en la memoria de reconocimiento de patrones (Huhn et al. 2018).
En la prueba de reconocimiento de objetos con contexto realizada a ratones de la cepa
C57BL/6 de once cuarenta y seis semanas de edad, se observa un indice de
reconocimiento mayor en los ratones tratados con morina en dosis de 1 mg/kg
comparados con el control, lo que indica que la morina tiene un efecto mejorando la

memoria contextual en los ratones envejecidos.

Estudios previos indican que el envejecimiento trae consigo una disminucion en la
memoria y en otros procesos cognitivos (Mahncke et al. 2006; Lau et al. 2005; Pitozzi et
al. 2012), que se ve reflejado en un desempeiio deficiente en pruebas como la que
realizamos; sin embargo, polifenoles presentes en la espinaca, fresas o0 moras son

efectivos revirtiendo los déficits de sefializacion neuronal relacionados con la edad, asi
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como el rendimiento cognitivo (Joseph et al. 2003). Nuestros resultados concuerdan
con informacion previa que dice que la morina produce una mejora en procesos
cognitivos como la adquisicion de aprendizaje y memoria (Dhingra y Soni, 2016; Rivera,
2014), y es importante mencionar que este efecto se observé en ratones de cuarenta y
seis semanas, lo que indica que el efecto en la mejora de la memoria se conserva aun

en edades avanzadas.

La corteza prefrontal es sumamente importante en la capacidad de aprendizaje, la
memoria remota, la memoria de orden temporal y la metamemoria (Shimamura, 1995),
asi como en la memoria de trabajo, incluida la espacial (Funahashi y Kubota, 1994), sin
embargo, nuestra prueba conductual evalia la memoria contextual que comiunmente se
relaciona con el hipocampo; recientemente, se ha mostrado que la memoria de
reconocimiento se subdivide en dos componentes neuroanatomicos y funcionales: uno
reside en el hipocampo, es lento y se encarga del procesamiento sobre la ocurrencia
previa de estimulos, el segundo es el que se encuentra en la corteza, esta es un
sistema de discriminacién de familiaridad, es decir, procesa la informacion sobre la
novedad o la reaparicion de elementos de estimulos individuales (Brown y Aggleton,
2001). Esta informacion podria relacionarse con los resultados en la prueba de
reconocimiento de objetos que se realizd, ya que la morina en dosis de 1 mg/kg, que
parece inducir cambios en los niveles de proteinas en la corteza, también mejora la
memoria de reconocimiento de objetos en ratones envejecidos. Es importante tener en
cuenta que el hipocampo permite la formacion y consolidacion de la memoria en la
neocorteza (Fuster, 2009), por lo que la morina podria estar interviniendo en la

consolidacion de la memoria, o directamente sobre el hipocampo, por lo que es
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importante continuar con la investigacion en ratones jovenes y envejecidos bajo las

nuevas condiciones (solucion alcalina como vehiculo).

Algo resaltable es que los experimentos previos para evaluar el efecto de la morina
sobre pruebas conductuales habian sido realizados con ratones adultos, de maximo
nueve meses de edad, asi como en ratones jovenes y en algunos modelos de
enfermedades neurolégicas como la enfermedad de Parkinson y la esquizofrenia; sin
embargo, no se habian realizado estudios en modelos de solo envejecimiento como lo

es el utilizado en este trabajo experimental.

Realizamos una descripcion de factores involucrados en el efecto que tiene la morina
sobre la corteza e hipocampo envejecidos, que puede verse reflejado en el desempefio
de los ratones en pruebas conductuales de reconocimiento de objetos con contexto, sin
embargo, es necesario profundizar en los mecanismos activados por este flavonoide,
esto podria realizarse a través de cultivos celulares o en modelos en los que se inhiban
los factores de interés para observar si el efecto de la morina es diferente al observado

en este trabajo.

Ademés de profundizar la investigacion de los factores moleculares estudiados, es
importante observar los cambios celulares que pueden ser inducidos por el tratamiento
con morina con el fin de elucidar si estan relacionados también en el efecto que tiene
este flavonoide sobre procesos cognitivos como la memoria. Para esto, se propone en
futuras investigaciones, estudiar la morfometria neuronal bajo el efecto de la morina,
centrandonos en areas como el hipocampo y la corteza que estan involucradas en la

adquisicion y consolidacion de la memoria, y comparar el efecto que tienen distintas
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dosis de morina en distintas edades (jovenes y viejos) sobre la densidad de espinas

dendriticas y la morfologia neuronal, en distintos tipos neuronales.

Se ha demostrado que hay cambios dependientes de tiempo en la densidad de espinas
dendriticas en el hipocampo durante la formacion de memoria reciente y remota,
principalmente un aumento de espinas en el area CAl, de hasta el 20% (Restivo et al.
2009; Leuner et al. 2003), ademas, debido a que la mayoria de las espinas involucran
sinapsis excitadoras en el hipocampo, un aumento en el nimero de espinas dendriticas
generalmente se relaciona con un aumento en la neurotransmision, que se considera

un paso sumamente importante en la formacion de la memoria (Leuner et al. 2003).

Asi mismo, se han realizado estudios que indican que la suplementacién con moras
ricas en flavonoides facilita cambios en la fuerza sinéptica, a través de la estimulacién
del crecimiento de espinas dendriticas pequefias en espinas largas con forma de
hongo, sin embargo, no es algo que se restringe a las moras, existe evidencia de que
los flavonoides en general son capaces de inducir el crecimiento dendritico (Spencer,
2010). EI BDNF ha mostrado ser un regulador importante de la plasticidad sinaptica,
ademas de ser requerido para el mantenimiento de las espinas dendriticas en el
sistema nervioso central adulto, al parecer, a través de sistemas rapidos de segundos
mensajeros mediados por membrana y a través de mecanismos gendmicos,
principalmente por la activacion del factor de transcripcion CREB (Luine y Frankfurt,
2013), se ha postulado que las espinas dendriticas son el sustrato anatomico en la

formacion y almacenamiento de la memoria (Leuner et al. 2003).

67



Se propone también, que futuros experimentos se centren en el efecto que tiene la
morina sobre otros tipos celulares presentes en el cerebro, principalmente los astrocitos
y la microglia, que estan estrechamente relacionados con la remodelacion sinaptica y la
proteccion del sistema nervioso, debido a que estas propiedades en conjunto puede
afectar el estado de las redes neuronales, la plasticidad sinaptica y la conectividad
celular, y finalmente, tener repercusiones en procesos cognitivos como la memoria y el

aprendizaje.

Es sumamente importante realizar estudios con sustancias como la morina, que se
encuentran en plantas, y que ademas tienen un enorme potencial en el tratamiento de
enfermedades que conlleven el deterioro cognitivo; los flavonoides se caracterizan por
su rol neuroprotector en diferentes enfermedades a través de la modulacion de la
funcion neural de enfermedades genéticas multifactoriales y esporadicas como la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la esclerosis mdltiple y otras
(Tahir et al. 2021), ademas el efecto que tiene este flavonoide sobre la memoria no es
atil anicamente en enfermedades, sino también en el envejecimiento por si mismo, que

involucra el deterioro de redes neuronales y otros problemas fisiolégicos.

Conclusiones

e La morina mejora la memoria contextual en ratones envejecidos (cuarenta y seis
semanas de edad) de la cepa C57BL/6 en dosis de 1 mg/kg. Este efecto se
habia observado previamente en ratones jovenes, lo que indica que el efecto de

la morina sobre la memoria se mantiene a través de la edad.
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e Los cambios moleculares involucrados con los tratamientos de morina
observados en ratones jovenes son principalmente la inhibicion de GSK3, datos
gue deben ser corroborados. Involucrando de esta forma, entre otras posibles, la
via Wnt/Bcatenina y con menor probabilidad la via del receptor TRKB, como

dianas moleculares de la morina.

Reitero que los datos de los primeros western blots de esta tesis son datos preliminares

y deben ser confirmados.

Finalmente, las perspectivas que deja esta investigacion son: realizar un estudio in vitro
para elucidar los mecanismos involucrados en el efecto de la morina, primero para
averiguar si la morina es un ligando de los receptores TRKB y otro dirigido a las vias de
sefalizacion wnt/Bcatenina y que involucren a ERK 1/2. Asi como un estudio histolégico
para evaluar la morfometria neuronal en corteza e hipocampo y elucidar de esta forma

la participacion de la morina en plasticidad sinaptica.

Articulo de revision

Paralelo al trabajo experimental redacté un articulo de revisién que lleva por titulo: El
efecto de las hidroxiflavonas en procesos cognitivos y su relacion con la enfermedad de

Alzheimer. El texto es elanexo 2 y las figuras el anexo 3.
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Anexo.Evidencias experimentales de Western blot: Peliculas originales y graficas de
la cuantificacion de proteinas.

1. p-GSK3B a) Hipocampo 10 dias b) Hipocampo 30 dias
42,44 kD

P-GSK3B
PG

c) Corteza 10 dias — d) Corteza 30 dias

: - :

2.p38 a) Hipocampo 10 dias b) Hipocampo 30 dias

c) Corteza 10 dias d) Corteza 30 dias
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3. p-p38 a) Hipocampo 10 dias b) Hipocampo 30 dias

c) Corteza 10 dias d) Corteza 30 dias

P-p38

4.ERK1/2  a)Hipocampo 10 dias b) Hipocampo 30 dias

44,42 kD

ERI

c) Corteza 10 dias d) Corteza 30 dias
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5. Actina a) Hipocampo 10 dias

c) Corteza 10 dias d) Corteza 30 dias

6. BDNF a) Hipocampo 10 dias b) Hipocampo 30 dias
14kD _

c) Corteza 10 dias d) Corteza 30 dias

Nota: en la tesis quitamos BDNF porque no aparecen en el peso molecular esperado.



7. BDNF viejos vs jovenes
14 kD

b) Corteza jovenes

- inajovenes

¢) Actinaviejos d) Corteza viejos

Se presentan las graficas correspondientes a la cuantificacion de proteinas por el
método de Bradford de todas las muestras. Las cruces azules representan las muestras
y los cuadros rojos son las concentraciones conocidas de la curva estandar (siguiente
pagina).
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8. Cuantificacidn de proteinas 10vs3odias

Rojo: curva patron, azul: muestras

Rojo: curva patron, azul: muestras

a) Hipocampo 10 dias

b) Hipocampo 30 dias
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