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3.- RESUMEN

Introduccion: La neurogénesis hipocdmpica en el cerebro adulto es un proceso implicado
en la plasticidad neuronal y particularmente influye en la memoria espacio-temporal. La
morina es un flavonoide presente en plantas de la familia Moraceae y posee varias
actividades sobre sistema nervioso, siendo uno de sus blancos moleculares la cinasa Gsk-
3B, implicada en la neurogénesis y formacion de procesos neuronales. Los flavonoides
tienen ademas otros efectos sobre sistema nervioso que influyen en neuroplasticidad.
Objetivo: Caracterizar el efecto de la morina sobre la proliferacion celular en hipocampo
de ratones adultos y sobre la memoria de estos.

Material y método: Se realiz6 un tratamiento con morina via intraperitoneal a ratones
adultos (25-30g) de la cepa C57BL/6 en diferentes dosis (2.5, 5, 10 y 20 mg/kg) durante
diez dias. Se estandariz6 el protocolo de aprendizaje y memoria en el laberinto de Morris,
en donde fueron cuantificadas la latencia de llegada a la plataforma durante los
entrenamientos (4 sesiones) y la permanencia en el cuadrante objetivo en una prueba final
de memoria. Con la técnica de inmunofluorescencia se determind la presencia de BrdU y la
expresion de Map2, proteina caracteristica de neuronas maduras, contandose las células
positivas a BrdU. Se hizo western blot para evaluar la cantidad de p-Gsk-3B y p-Erk.
Resultados: En la segunda y tercer sesion de la fase de aprendizaje el grupo con el
tratamiento de 2.5 mg/kg de morina localizé mas rapido a la plataforma de escape, llegando
a esta en la mitad del tiempo del que utilizo el grupo vehiculo. En este mismo tratamiento
se observa una tendencia a un mayor nimero de células BrdU+, sin embargo p-Gsk-3p y p-
Erk no muestran cambios en esta dosis.

Discusion y conclusiones: La disminucion del tiempo de llegada a la plataforma en los
diferentes dias indica una mejoria en el aprendizaje, esto puede deberse a diversos cambios
que ocurran en el hipocampo. En la dosis de 2.5 mg/kg de morina se obtuvo una tendencia
a una mayor cantidad de células BrdU+, esto fue una dosis parecida a otros polifenoles en
donde se obtuvo un aumento en neurogénesis. Siendo que la cantidad de p-Erk y p-Gsk-33
no cambiaron, habra que buscar otros mecanismos.

Palabras clave: Neurogénesis, hipocampo, morina, aprendizaje, memoria.
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4.-Marco teorico

4.1.- El estudio de la neurogénesis en el adulto
Los organos de los individuos adultos mantienen un reservorio de células denominadas
troncales que provee manutencion y reparacion, estas células tienen la capacidad de
autorenovarse y de tener multipotencialidad (Riquelme, Drapeau y Doetsch 2008). Algunos
ejemplos son: las células troncales de la piel, hematopoyéticas o intestinales, por mencionar
algunos ejemplos (Walker 2009).
Sin embargo, en el estudio de las neurociencias se consideraba que el cerebro de los
mamiferos adultos incluido el de los humanos, no podia regenerar sus neuronas y que todas
estas células las mantenia un individuo desde el final de su desarrollo embrionario hasta la
muerte. Fue hasta finales del siglo XX que existieron las herramientas experimentales que
permitieron el estudio y la obtencion de evidencias sobre el proceso de neurogénesis en el
cerebro adulto de mamiferos.
Uno de los primeros en realizar experimentos para demostrar la neurogénesis adulta fue
Joseph Altman a principios de la década de 1960, quien a través de autoradiografias de
cerebros de rata administrada con timidina tritiada (que se incorpora en el DNA), observo
que existian células mitdticas en regiones como cerebelo e hipocampo (Altman 1962).
Debido a la poca informacion que proporcionaban estos hallazgos, no se tom6 como una
evidencia convincente.
En la década de los 1990 hubo avances técnicos en el area de la biologia celular que
permitieron determinar el fenotipo de células especificas a través del marcaje con
anticuerpos. Para visualizar la division celular se administro a las células el compuesto 5-
bromo, 2-deoxiuridina (BrdU), un andlogo de la timidina que puede incorporarse al DNA

en la fase S del ciclo celular. Actualmente, por la facilidad de su uso y la marca duradera
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que proporciona es el método mas utilizado para determinar la proliferacion de células.
Existen otros métodos para observar células que proliferan, principalmente proteinas del
ciclo celular. Ademas de la marca del ciclo celular se conoce su identidad neuronal debido
a la co-localizacion con proteinas especificas, como PSA-NCAM, Tuj y NeuN, entre otras.
Para demostrar que la neurogénesis era un fendémeno que sucede in vivo se diseharon
experimentos en los cuales se observaron células en ciclo celular que se diferenciaban a
neuronas tanto en zona sub-granular (ZSG) del giro dentado (GD) del hipocampo como en
zona sub-ventricular (ZSV) de roedores (Cameron et al. 1993; revisado en Gerd
Kempermann 2012) y primates (Gould et al. 1999). Se observd también que los tipos
celulares generados son del tipo granular en GD y las que surgen en ZSV terminan
diferenciandose en neuronas granulares y glomerulares en bulbo olfatorio (Lledo, Alonso,
and Grubb 2006).

Se ha caracterizado que en la region del GD del hipocampo de humanos también ocurre
neurogénesis (Eriksson et al. 1998) y actualmente existen diferentes grupos de
investigacion dedicados a determinar el proceso de neurogénesis en otras regiones
cerebrales (Migaud et al. 2010), asi como a explicar mejor los procesos conductuales en los

que participa la integracion de nuevas neuronas en el cerebro maduro.

4.2.- Maduracion neuronal en el nicho neurogénico del hipocampo
4.2.1.- El nicho neurogénico
Para que el cerebro incorpore nuevas neuronas requiere que estas se produzcan en sitios
con caracteristicas especiales. Por esto, un concepto basico para entender el establecimiento
de la neurogénesis adulta es el de los nichos neurogénicos. Un nicho neurogénico es una

zona en la que existe un microambiente adecuado para el desarrollo de las células
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progenitoras hacia un linaje neuronal (Varela-Nallar et al. 2010); en mamiferos se han
comprobado dos, la ZSG en el GD del hipocampo (Fig. 1 y 2) y la ZSV (Arturo Alvarez-
Buylla, Seri y Doetsch 2002).

En estos microambientes estan los factores moduladores del desarrollo de las células
precursoras, establecidos en parte por las células circundantes, principalmente astrocitos,
neuronas, células endoteliales y otros precursores (S. W. Lee, Clemenson y Gage 2012).
Este entorno provee caracteristicas moleculares que se asemejan al ambiente embrionario
para la formacion de neuronas y que permiten su desarrollo, crecimiento y migracion (A

Alvarez-Buylla y Lim 2004).

Zona
sub-granular

Capa molecular
‘/

Zona granular

PeZona

sub-granular

Figura 1. Giro dentado del hipocampo y su estructura. A) Representacion esquematica del
giro dentado del hipocampo y sus diferentes partes. B) Localizaciéon del GD en una foto de
microscopia confocal. Los niucleos estin en azul (DAPI), el citoesqueleto neuronal en verde
(Map2) y en morado esta una célula en division, indicada por la marca de BrdU (foto tomada

por J. Rivera).

La irrigacion abundante de los vasos sanguineos es importante por la secrecion de factores
de crecimiento de las células endoteliales, como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) o el factor de crecimiento parecido a insulina (IGF-1) (Cao et al. 2004). Se ha visto

que en el hipocampo y en especial en la ZSG, las células progenitoras que se diferencian
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en neuronas se encuentran cerca de zonas ampliamente abastecidas de capilares llamados
redes vasculares (clusters) (Palmer, Willhoite y Gage 2000).

El contacto con la matriz extracelular es un factor crucial en procesos de desarrollo y
migracion. Son importantes moléculas como integrinas y la molécula neuronal de adhesion
celular con acido polisidlico (PSA-NCAM). El contenido de acido polisidlico (PSA) es el
que determinard la adhesividad de la célula con la matriz, puesto que su alta carga negativa
hace que absorba gran cantidad de agua y se evite la interaccién con las células en
proximidad, con lo cual se consigue la migracion hasta el sitio donde se requiere
(Rutishauer 2008), (Rutishauser, Acheson y Hall 1988).

Los astrocitos y las neuronas tienen también un papel importante en la conformacion de
estos nichos. Los primeros proporcionan un sitio especial para la maduracién neuronal
(Song, Stevens y Gage 2002) dependiente tanto de factores solubles que secretan al espacio
extracelular (Wnt3 (Lie et al. 2005), bFGF y EGF (Doetsch 2003)) como de factores unidos
a membrana con los que interactian (efrina B2 y Eph-B4(Ashton, Conway y Pangarkar
2012)).

Las neuronas ejercen una neurotransmision GABA¢rgica excitatoria en los progenitores,
una respuesta diferente a la de neuronas maduras (Ge et al. 2006). La neurotransmision de
este tipo se asocia a la fosforilacion del factor de transcripcion CREB y con el desarrollo
del arbol dendritico (Jagasia et al. 2009; Ming and Song 2011). A medida que maduran las
neuronas adquieren aferencias glutamatérgicas excitatorias y las GABA¢érgicas se vuelven
inhibitorias (Ge et al. 2006).

Los progenitores de estas zonas dan origen a los tipos celulares caracteristicos del sistema

nervioso tales como oligondendrocitos, astrocitos o neuronas (Gage 2002). A pesar de que
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existen células progenitoras en varias partes del cerebro, las condiciones del microambiente

no son las idoneas para la neurogénesis en todos estos sitios (Shihabuddin y Horner 2000).

4.2.2.- Diferenciacion neuronal
Es posible identificar las etapas de maduracién neuronal gracias a las proteinas que las
células expresan al diferenciarse y que utilizamos en la investigacion cientifica cdmo
marcadores moleculares (Tabla 1). En el nicho neurogénico existe un grupo de células que
se encuentra quiescente (con divisiones lentas) con caracteristicas de glia radial (también
llamadas células tipo I) y que es posible identificar por la presencia de las proteinas GFAP
(Seri et al. 2001), nestina (Fukuda et al. 2003), Pax 6 (Heins et al. 2002) y Sox2 (Suh et al.
2007). Las dos primeras, son proteinas de citoesqueleto y las dos ultimas son factores de
transcripcion que permiten que las células mantengan su multipotencialidad.
Al salir de la quiescencia se dividen en células que proliferan mas rapidamente, y que
expresan ademas de las proteinas mencionadas, el factor de transcripcion Trb2 (Hodge et
al. 2008) (Células tipo II o “transit amplifying cells”).
Estos precursores pueden tener divisiones que den lugar a neuronas inmaduras (células tipo
IIT) que expresan proteinas como la doblecortina (Dcx), que estabiliza los microtibulos en
las fases iniciales de desarrollo neuronal (Rao y Shetty 2004). Si sobreviven, dan lugar a
células con proteinas neuronales caracteristicas de estadios maduros (NeuroDI, NeuN,
Prox)(Kuwabara, Hsieh y Muotri 2009) y dejan de expresar Dcx. Las cé€lulas en etapa de
diferenciacion cuentan con receptores para EGF y bFGF (Tanigaki, Nogaki y Takahashi
2001).
Conforme ocurre la diferenciacion sucede la migracion hasta giro dentado, el lugar donde

ha de cumplir su funcion, integrandose como una unidad funcional del circuito neuronal.
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En el caso del GD ocurre un movimiento que traslada el soma de la neurona de la zona sub-
granular hacia la zona granular, un trayecto de apenas unas pocas micras. Posteriormente
las dendritas se incorporan a la capa molecular y el axén se proyecta hacia CA3 (Zhao et al.
2006) (Fig. 1B). El proceso completo en roedores desde la division hasta el término de la

diferenciacion se tiene estimado entre 4 y 6 semanas (Zhao et al. 2006).

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas en la maduracion de los precursores neuronales del GDH
(Con informacion de (Ming y Song 2011), (Varela-Nallar et al. 2010), (Wu y Hen 2013),
(Lledo, Alonso y Grubb 2006) y (Breunig et al. 2007)).

Nominacidn del Progenitores | Progenitores Progenitores Neuronas Neuronas
tipo celular tipo | (tipo tipo Il (células tipo llI inmaduras maduras
glia radial) en
amplificacion)
Marcadores GFAP, Tbr2, Dcx, Tbrl NeuN,
moleculares Nestina, GFAP, PSA-NCAM, DCX, Prox1,
Sox2, Nestina, NeuroD1, NeuroD1 Calbidina .
Sox2
Morfologiay 00000
localizacion(Breunig
et al. 2007),(Gerd
Kempermann 2012)

Aferencias GABAérgicas excitatorias(Ge et al. 2006)

sinapticas

En cada etapa existe muerte de las células debido a procesos apoptoéticos dependientes de
moléculas como Bax (Sun et al. 2004), por lo tanto no todas las células que proliferan se
desarrollan hasta etapas maduras.

De manera constitutiva cerca de 9,000 células son producidas diariamente en el cerebro
juvenil de ratas (de 9 a 10 semanas) y de estas células se diferencian a neuronas el 75%

(Cameron y McKay 2001).
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4.3.- Plasticidad neuronal

El cerebro es un componente del sistema nervioso central que a través de la comunicacion
entre las redes neuronales permite el desarrollo del comportamiento, desde el desarrollo del
movimiento hasta la realizacion de cualquier tarea cognitiva (Kandel, Schwartz, and Jessel
2000). A lo largo de la vida de un individuo estas redes pueden tener ciertos cambios que
permiten una mayor eficiencia en la comunicacion.

A este fendmeno por el cual el cerebro adulto puede tener cambios en el aspecto
morfoldgico o funcional en respuesta a ciertos estimulos se le conoce como plasticidad
neuronal (Lledo, Alonso y Grubb 2006), y permite tener flexibilidad para adaptarse a las
diversas situaciones a las que pueda estar expuesto. Parte de esta plasticidad se ha
investigado en fendémenos como la potenciacion a largo plazo, la remodelacion dendritica o
la regeneracion axonal, ademas se puede observar por la modulacion de la neurogénesis en

los individuos adultos (Ho et al. 2013).

4.3.1- Implicacion de la neurogénesis en la plasticidad neuronal en hipocampo
Desde el descubrimiento de la neurogénesis en el hipocampo se han realizado estudios
conductuales que la relacionan con funciones propias de esta estructura. Dado que el
hipocampo conecta con diversas regiones en el cerebro se ha descrito una regionalizacion
de funciones. La parte anterior (dorsal) del hipocampo esta involucrada principalmente en
la memoria declarativa y la region posterior (ventral) ademas de la funcidon de memoria,
esta relacionada con aspectos emocionales (Green y Nolan 2014).

En las funciones de la memoria se observa que posteriormente al estimulo neurogénico
ocurre una mejoria en la discriminacién de patrones (Sahay et al. 2011) y aprendizaje

espacial de tipo alocéntrico, como es observado en el en laberinto de Morris (Van Praag et
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al. 1999). Por otro lado, se ha demostrado también que el aumento de neuronas en GDH
promueve el olvido de eventos que ocurren simultineamente al estimulo neurogénico
(Akers et al. 2014).

En relacion con los estados de d&nimo, se han hecho estudios vinculados con la depresion y
la ansiedad, donde se ha observado que medicamentos antidepresivos o ansioliticos generan
mayor cantidad de neuronas de las que se producen de manera normal (Samuels y Hen
2011; Schloesser et al. 2010), situacion contraria ante eventos estresantes (Mirescu et al.
2006).

Para dar una mejor correlacion a las funciones mencionadas, se han realizado experimentos
en los cuales el efecto conductual no se produzca ante la inhibicion de la neurogénesis, lo
cual se consigue a través de aproximaciones de tipo farmacologico (Mustafa et al. 2008),

genético (Jessberger et al. 2009) o por aplicacion de radiacion (Saxe et al. 2006).

4.3.2.- El circuito trisinaptico

El hipocampo es una estructura cerebral cuyas regiones anatOmicas asi como las
conexiones entre estas han sido ampliamente descritas. El GD es parte de un circuito
caracterizado como una via trisinaptica. Este circuito frecuentemente se utiliza para
explicar la conexion entre las estructuras: corteza entorrinal, GD, CA3 y CA1 (Oomen et al.
2014) (Fig. 1B y C). Existe una gran cantidad de conexiones entre estas y otras regiones
del hipocampo, pero el circuito descrito en su forma basica es el siguiente:

1.- La corteza entorrinal envia sus proyecciones hacia GD a través de un trayecto conocido
como via perforante. 2.- Una vez recibidos estos axones en GD, las células de esta zona

transmiten los impulsos a través de las fibras musgosas hasta la region CA3. 3.- De CA3 se
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mandan axones a CA1 por las fibras colaterales de Schaffer. Después ocurre un regreso por
la via temporoamonica hacia corteza entorrinal (Fig. 1D).

La informacion que viaja a través de este circuito finalmente se transmite desde corteza
entorrinal hasta la neocorteza, lugar donde se ha de almacenar (Van Strien, Cappaert y
Witter 2009).

De esta manera, las neuronas recién integradas contribuyen con dendritas que reciben la
informacion de la corteza entorrinal, proyectando axones a través de las fibras musgosas
hacia la region CA3. Esto es importante tomando en cuenta que como un centro donde se
integra una informaciéon en constante cambio, el hipocampo requiere que se realicen

modificaciones que permitan una mayor eficiencia en la comunicacion (Rudy 2014).

A

) CAl
GD CA

Uy
A

B)

CEM ——— CA1l
D) Via temporoamonic:

Figura 2. Localizacion y estructura del hipocampo. A) Esquema de un cerebro de ratén con
un corte coronal donde se ubica el hipocampo. B) Corte coronal del cerebro donde se muestra
la localizacion del hipocampo. C) Regiones anatomicas del hipocampo. D) Esquema del
circuito trisinaptico (CEL: Corteza entorrinal lateral, GD: Giro dentado, CA: Cornu

ammonis CEM: corteza entorrinal medial) (con informacion de Van Strien, et al. 2009).
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4.4.- Modulacion de la sefializacion en la proliferacion y diferenciacion
neuronal (factores intracelulares)
El conocimiento de la comunicacién intracelular permite la intervencion farmacoldgica o
genética sobre los tipos celulares formados a partir de las células progenitoras. Se conocen
diferentes vias de sefializacion relacionadas con la proliferacion y diferenciacion neuronal,
entre las mas importantes que se han estudiado estan las asociadas a factores de crecimiento

asi como la sefalizacion de Wnt, Notch y Sonic Hedgehog (Shh) (Fig.3).

4.4.1.- Shh y Notch

En células progenitoras la via de Shh es necesaria para mantener el grupo de células
precursoras en un numero estable, puesto que si se inhibe esta sefializacion ocurre una
produccion de neuronas sin una autorenovacion de los progenitores (Lai et al. 2003).

Los ligandos Notch 1 y 3 promueven una mayor diferenciacion hacia un linaje astroglial,
inclusive en la presencia de factores pro-neurogénicos (Tanigaki, Nogaki y Takahashi
2001). Conforme avanza el estado de diferenciacion neuronal disminuyen los marcadores
que indican la activacion de esta via, sin embargo en las etapas finales de diferenciacion las

proteinas de esta sefalizacion vuelven a tener actividad (Breunig et al. 2007).

4.4.2.- Wnt/B-catenina
La estimulacion de esta via promueve la proliferacion y diferenciacion neuronal in vitro e
in vivo (Kuwabara, Hsieh y Muotri 2009;Mira et al. 2005),. Esto se consigue a través del
ligando Wnt3 (Mira et al. 2005), que al unirse al receptor Fzz y co-receptor Lrp 5/6 provoca

una sefalizacion que inhibe la cinasa Gsk-3p por medio de las interacciones que ocurren

21



con un complejo multiproteico conformado por axina, CKI y APC. Puesto que Gsk-3f en
condiciones sin estimulo fosforila f-catenina para mandarla a degradacion, su inhibicion
representa un aumento en la acumulacion intracelular de B-catenina que se trasloca a nucleo
y se acopla a LEF/ TCL para activar genes pro-neuronales como NeuroD1 (Inestrosa y
Arenas 2010; Kuwabara, Hsieh, y Muotri 2009) (Fig. 3).

La activacion de las proteinas de esta cascada de sefnalizacion produce ademés en neuronas
maduras la prolongacion de los procesos neuronales, aumentando la arborizacion dendritica

(Rui et al. 2013; Dill et al. 2008).

4.4.3.- Factores de crecimiento

El VEGF producido por células endoteliales, neuronas y astrocitos, estimula receptores
diméricos tirosina cinasa VEGFR2 en células tipo III y produce in vivo un aumento en la
poblacion neuronal (Jin et al. 2002). Se ha observado que el aumento en la neurogénesis
producida por este factor de crecimiento es independiente de su capacidad angiogénica
(Cao et al. 2004). Existe también una regulacion positiva de la proliferacion a través de
factores de crecimiento como EGF, bFGF e IGF-1 (Mudo et al. 2009; Trejo, Carro, y
Torres-Aleman 2001), mismos que tienen rio abajo de su sefializacion a proteinas como p-
Erk 1/ 2, PI3K y p-Akt (Yan et al. 2007; Won et al. 2011; Fournier, Lee y Banasr 2012)
(Fig. 3).

La incorporacién de las neuronas a sus circuitos requiere que estas sobrevivan y en este
proceso participa la fosforilacion de la proteina Akt (p-Akt). Esta proteina inhibe proteinas
pro-apoptoticas como Bax, e inhibe a la ya mencionada Gsk-3p mediante fosforilacion en

la serina 9 (Dill et al. 2008).
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Figura 3. Vias de sefializacién relacionadas con la proliferacion y la diferenciacion. Se
muestra la via Wnt-p catenina y dos vias asociadas a factores de crecimiento, tales como la via
que implica a Akt y otra que implica a Erk % (con informacion de Inestrosa y Arenas 2010;

Ménard et al. 2002).

4.5.- Potenciadores externos de la neurogénesis adulta
La neurogénesis ocurre de manera constitutiva en los mamiferos, pero como proceso
implicado en la plasticidad puede verse modificada ante los estimulos ambientales, o como
respuesta a cambios fisioldgicos que se produzcan ante procesos naturales, como lo es el

envejecimiento.
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Lo estimulos sobre la neurogénesis pueden repercutir sobre diferentes etapas del proceso,
ya sea en la proliferacion de los progenitores iniciales (células tipo I y II), en el aumento de
diferenciacion hacia el linaje neuronal (células tipo III), o bien en la sobrevivencia de las
células que se diferencian a neuronas, puesto que normalmente de las células surgidas en el
GD mueren entre el 60% y 80% después de un mes (Sun et al. 2004).

El incremento de la neurogénesis adulta es producido por varios factores ambientales o del
comportamiento. Entre los mds importantes estan la realizacion de actividad fisica
voluntaria (Van Praag et al. 1999), la administracion crénica de antidepresivos (Malberg et
al. 2000), la exposicion a ambientes enriquecidos (G Kempermann, Kuhn y Gage 1997), la
interaccion con otros individuos (Mccormick et al. 2010), la estimulacion electromagnética
de baja frecuencia (Cuccurazzu et al. 2010), y la alimentacién con base a ciertos

componentes de la dieta (Stangl y Thuret 2009) por mencionar algunos.

4.5.1.- Influencia de los polifenoles en la neurogénesis

Un factor que debe tomarse en cuenta de manera importante en su aspecto sobre la
neurogeénesis es la dieta, debido a los compuestos presentes en los alimentos que se
consumen de manera cotidiana (Stangl y Thuret 2009). Entre estos compuestos estan los
polifenoles, abundantes en productos de origen vegetal y caracteristicos por la presencia de
dos 0 mas grupos fenoles (consisten en un grupo fenil con un hidroxilo afiadido)(Hooper y
Frazier 2012).

Se ha visto que hay algunos que aumentan la cantidad de neuronas producidas en el
hipocampo de roedores. Ejemplos de tales polifenoles son la curcumina (Kim et al. 2008),
el resveratrol (Madhyastha, Sekhar y Rao 2013), la oroxilina A (S. Lee et al. 2010) y la

epigalocatequina de galato (EGCG) (Marquez 2013) (Tabla 2), que se encuentran en el
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rizoma de la circuma, el vino tinto, la raiz de escutelaria y el t¢ verde, respectivamente.
Dada su estructura quimica estos compuestos son lipofilicos en su mayoria, por lo que
pueden atravesar membranas y por lo tanto barrera hematoencefalica, es por esto que sus
propiedades bioactivas se mantienen al llegar al tejido cerebral (Vauzour, Kerr y Czank

2014).

Tabla 2. Polifenoles de origen vegetal con efecto positivo sobre la neurogénesis hipocampica

adulta
. . Tiempo de Tipo Moléculas A_n .|mal .
Polifenol Dosis . . < . celular . utilizado Referencia
administracién implicados
aumentado
. 0.16 , p-Erk y p- ) (Kim et al.
Curcumina me/ke 4 dias BrdU+ 38 Raton 2008)
0.2 , BrdU+y CGRP e , (Harada et
Resveratrol e 21 dias calbindina+ IGE-1 Ratén al. 2011)
(Wang et al.
EGCG 20 mg/kg 60 dias BrdU+ Shh Ratén 2012)
2.5 , BrdU+y (Marquez
EGCG o 14 dias Doxs p-Akt Rata 2013)
5 mg/kg , (S. Lee et al.
Oroxylina A y 10 14 dias BrdU+y - Raton 2010)
NeuN+
mg/kg

Debido a su diversa estructura molecular estos compuestos provocan el aumento en la
neurogénesis a través de diferentes mecanismos. Relacionado con factores de crecimiento
se observa que la curcumina promueve el aumento en la fosforilacion de Erk 1/2 y p38
(Kim et al. 2008), el EGCG hace lo mismo con Akt (Marquez 2013) y el resveratrol
promueve un incremento en el ligando IGF-1 (Harada et al. 2011). En el caso de la
administracion con EGCG a 60 dias, se report6 un aumento en la proteina Shh (Wang et al.

2012).
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Los periodos de tiempo en que los polifenoles ejercen un efecto sobre la proliferacion de
progenitores neuronales in vivo se ha observado desde los 4 dias (con la curcumina), hasta
los 60 dias (con el EGCG), con periodos de 14 (EGCG y oroxilina A) o 21 dias

(resveratrol).

4.6.- Flavonoides y su beneficio en aspectos de neuroplasticidad
Un grupo muy abundante de polifenoles son los flavonoides, moléculas constituidas por
dos componentes: un benzopirano (anillos A y B) y un benceno (anillo C), con el benceno
insertado en la posicion 2 del benzopirano (Fig. 4). Se subdividen en varias categorias
tomando en cuenta el grado de oxidacion presente en el anillo C, el patron de hidroxilacion
y la sustitucion del grupo 3 (Nones et al. 2010). Estan en varias partes de las plantas,
principalmente en hojas, flores, frutos, semillas, cortezas y raices (Miranda, Maier y

Stevens 2012).

Figura 4. Estructura basica de un flavonoide (Modificado de Spencer, Vauzour y Rendeiro

2009)

Los flavonoides ingresan al SNC principalmente debido a su lipofilicidad, caracteristica

que facilita el acceso a las membranas celulares. También pueden usar otros mecanismos de
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entrada a la célula, por ejemplo proteinas transportadoras como la glicoproteina P,
estudiada en relacion con la naringenina y quercetina (Williams y Spencer 2012).

La administracion de flavonoides produce una mejoria en la memoria de trabajo en ratas de
8 semanas de edad (Rendeiro et al. 2013) y en memoria espacial en ratones seniles (Li et al.
2009). Se ha observado que una alimentacion enriquecida en flavonoides se relaciona con
una mejor memoria verbal en humanos (Kesse-Guyot et al. 2012). Estos efectos se
fundamentan por la modulaciéon sobre blancos moleculares relacionados con la plasticidad
sinaptica, como por ejemplo, el aumento en la subunidad NR2B del canal NMDA, en PSA-
NCAM (Rendeiro et al. 2013) o en BNDF (Williams y Spencer 2012).

El aumento de neurogénesis producido por flavonoides se ha observado tinicamente con la
administracion de oroxilina A, que provocd un mayor numero de células en proliferacion,
asi como también de neuronas maduras en la ZSG del hipocampo de ratones (S. Lee et al.

2010).

4.7.- La morina en el SNC
La morina (2,3,4,5,7- pentahidroxiflavona) (Fig. 5) es un flavonoide perteneciente a la
categoria de los flavonoles, se distribuye en varias plantas entre las que se encuentran
Morus alba (mora), Ficus carica (higo), o Maclura tinctoria. En los estudios llevados a
cabo con esta molécula en el sistema nervioso se ha observado que disminuye el dafo
producido en modelos de inflamacién, de isquemia (Gottlieb et al. 2006),(Campos-esparza,
Sanchez-gébmez y Matute 2009), de enfermedad de Alzheimer (Zhang et al. 2010), de
enfermedad de Parkinson (Ji et al. 2011), y que tiene potencial anti-cancerigeno (Cheng

1997).
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Figura 5. Estructura quimica de la morina (3, 5, 7, 2°, 4’ pentahidroxiflavona)

En el modelo de isquemia mencionado, interviene disminuyendo las especies reactivas de
oxigeno (EROs) y aumentando sobrevivencia celular a través del incremento de p-Akt
(Campos-esparza, Sanchez-gémez y Matute 2009; Paoli et al. 2013), previniendo asi el
déficit mnémico, esto ultimo fue observado en una prueba de laberinto de Y (Campos-
esparza, Sanchez-gomez y Matute 2009).

Otro de los blancos moleculares con los que se le relaciona es Gsk-3f, generando una
inhibicion en su actividad de cinasa sobre la proteina B-catenina in vitro y disminuyendo la
fosforilacion de tau en un modelo transgénico de Alzheimer en ratéon (Ji et al. 2011). La
proteina p-Akt, implicada en la sobrevivencia y proliferacion ademas de verse modulada
por la morina en el modelo in vivo de isquemia antes mencionado (Campos-esparza,
Sanchez-gdmez y Matute 2009), aumenta su expresion en un modelo in vitro de diabetes en
células hepaticas (Paoli et al. 2013).

Estas acciones sobre las proteinas que se involucran en proliferacion y sobrevivencia
pueden estar ademas estar teniendo una accion conjunta con la disminucién del estrés
oxidativo, de manera que pueda ocurrir una proteccion del ambiente neuronal.

Con base en el marco tedrico revisado, en este estudio indagamos el efecto de la morina
sobre la proliferacion de los progenitores presentes en el hipocampo de ratones adultos y

sus beneficios en la cognicion.
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5.- Hipotesis
La morina aumenta la proliferacion de células progenitoras en el giro dentado del

hipocampo de ratones adultos y provoca mejoria en la memoria.

6.- Objetivos
6.1.- Objetivo general
Caracterizar el efecto de la morina sobre la proliferacion celular en hipocampo de ratones

adultos y observar la repercusion sobre la memoria.

6.2.- Objetivos particulares
-Determinar la concentracion de morina que aumenta la proliferacion celular en la zona
subgranular del giro dentado en el hipocampo de raton.
-Elucidar los cambios en p-Erk y p-Gsk-3p inducidos por morina.

-Determinar el efecto de la morina sobre el aprendizaje y la memoria.
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7.- Material y método
7.1.- Animales y tratamiento con morina

En este proyecto se trabajo con 90 ratones (Mus musculus) machos de la cepa C57BL/6, de
25-30 g (2 meses de edad), en el bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suédrez” con condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad, temperatura constante (22-23°C), ademds de comida y agua ad libitum. Los
protocolos de este estudio se hicieron de acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-062-
Z00-1999.

Fueron utilizados 6 grupos diferentes: control (Solucion salina), vehiculo (DMSO), y 4
grupos con tratamiento de morina en dosis de 2.5, 5, 10 y 20 mg/kg durante 10 dias,
tomando en cuenta las referencias de la tabla 2. Se utilizaron 15 animales por tratamiento.
Se realizaron las pruebas de conducta de aprendizaje y memoria en laberinto acuatico de
Morris. Terminado el tratamiento los ratones se sacrificaron por perfusion para pruebas de

inmunofluorescencia o por dislocacidn cervical para western blot (Fig. 6).

P inmunofluorescencia
| | |

—fAdministracion de morina
=—=Fase de aprendizaje
Prueba de memoria

Figura 6. Disefio experimental de administracion de morina, en donde se realizaron

pruebas de conducta, para finalizar con las pruebas moleculares.
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7.2.- Evaluacion de memoria espacial.- Laberinto de Morris

La realizacion de esta prueba estd justificada en los diversos blancos moleculares que
tienen los flavonoides sobre el SNC y que pueden tener efecto sobre la memoria
independientemente de la neurogénesis (Spencer, Vauzour, y Rendeiro 2009). El laberinto
acuatico de Morris es una prueba cominmente utilizada para cuantificar memoria espacial,
que es un proceso en donde interviene el hipocampo (Vorhees 2010). Este laberinto
consiste en una tina llena con agua opacada, con una plataforma no visible a simple vista
que constituye la via de escape. Durante los entrenamientos los ratones se colocan en
diferentes puntos de inicio (previamente establecidos) y se les deja nadar durante un minuto
o hasta que encuentren la plataforma. Los animales aprenden la ubicacion de la plataforma
creando un mapa mental, utilizando como referencia sefiales externas colocadas alrededor
de la tina, las cuales permanecen en el mismo sitio a lo largo de todo el experimento. Cada
vez que el raton no encuentre la plataforma se le lleva cuidadosamente hasta la misma y se
le deja en esta ubicacion de 5 a 10 segundos. Este procedimiento se repite varias veces a lo
largo de varios dias (sesiones de entrenamiento) y en una prueba final se remueve la
plataforma del laberinto para cuantificar ciertos parametros como tiempo de llegada al
cuadrante donde estaba la plataforma o el tiempo que permanecen en este sitio.

Las condiciones para la realizacion de estas prueba se estandarizaron a partir de las
referencias encontradas en la literatura(Clark et al. 2008; Li et al. 2009; Van Praag et al.
1999; Cao et al. 2004; Morris 1981) con las caracteristicas descritas a continuacion

(resumidas en la tabla 3).

Caracteristicas de la prueba realizada.- Se utilizd una tina de plastico de 65 cm de

diametro (Fig. 7) dividida en cuadrantes imaginarios, en uno de los cuales se colocé una
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plataforma de 8 cm de didmetro. El recipiente se llend de agua 0.5 cm por encima de la
plataforma y para opacar el agua dentro de la tina se utilizo leche en polvo. La colocacion
de los objetos alrededor de la tina permanecié constante a lo largo de todo el experimento

(cortina al norte, escritorio al sur y percheros en direccion este y oeste).

Localizacion de la plataforma
escondida

Figura 7.- Laberinto de Morris en el cual se realizaron las pruebas conductuales.

Se administr6 la morina durante 10 dias (1 hora previa a la evaluacion) y se realizaron las
pruebas de aprendizaje del dia 4 al dia 7 (duracion de 4 dias), con dos entrenamientos por
dia, se registr6o el tiempo desde que el raton se colocod en la tina hasta que llegd a la
plataforma teniendo un limite de 60 s. En el décimo dia se efectud la prueba de memoria,
en donde se removi6 la plataforma y se colocd a cada raton en la tina para observar el
tiempo que permanecian en el cuadrante objetivo, asi como las veces que entraban a este en
un tiempo de 60 s (fig. 8). El horario de las pruebas fue entre 9:00 AM y 11:00 AM.

Se promedio el tiempo de llegada a la plataforma por dia en cada grupo. Para observar
diferencias en la fase de aprendizaje se realizd una prueba ANOVA de dos vias, utilizando

como factores el dia de aprendizaje y tratamiento. La prueba de memoria fue analizada con
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ANOVA de una via. Se utiliz6 una prueba post hoc de Fisher, considerando el dato

significativo con una p < 0.05.

Tabla 3.- Aspectos tomados en cuenta para la realizacion del laberinto de Morris

Caracteristica Medida
Diametro de la tina 65 cm
Diametro de la plataforma 8 cm
Colorante del agua 100 g de leche en polvo
Referencia espacial El cuarto de entrenamiento

(cortina, mesa, percheros,

experimentador)
Dias de entrenamiento 4
Entrenamientos por dia 2
Duracion de maxima por 60 s
entrenamiento
Dias posteriores para la 3
prueba final
Duracion de la prueba final 60 s

7.3.- Pruebas de biologia molecular
Para determinar la proliferacion celular y mecanismos moleculares relacionados con este
fendmeno se realizaron pruebas de inmunofluorescencia en tejido de hipocampo, asi como
western blot para la deteccion de las formas fosforiladas de Erk (p-Erk) y de Gsk-3B (p-

Gsk-3p). El disefio experimental de muestra en la fig. 8.
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Administracion de morina (10 dias)

Administracion dg/BrdU

Perfusion y extraccion de Diseccion de hipocampo
cerebro
Cortes coroJaIes de 23 pm Cuantificacion de proteina

Tratamiento con HCI
Electroforesis

Inmunofluorescenciapara
identificar Map2, NeuN y BrdU

Transferencia de proteinas e
L inmunodeteccion de p-Gsk-3f y
Observacién en microscopio confocal p-Erk
acoplado a DSU.

Figura 8. Esquema del disefio experimental para las pruebas moleculares.

7.3.1.- Administracion de BrdU e inmunohistoquimica

Para determinar la proliferacion celular, se inyectd en los ratones BrdU (Roche) via
intraperitoneal en dosis de 50 mg/kg durante los ultimos tres dias de tratamiento, dos veces
cada dia. Para el marcaje de las células en proliferacion del giro dentado en hipocampo, se
empled el método descrito por Wojtowicks y Kee (Wojtowicz y Kee 2006) afiadiendo
algunas modificaciones.

Un dia posterior al término de los tratamientos, se realiz6 una perfusion transcardiaca con
solucion salina (0.9% NaCl), seguida de paraformaldehido (PFA) al 4% disuelto en buffer
de fosfatos salino (PBS) 0.1 M (137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCl y 10 mM de Na,HPOy,, a

pH 7.4). Posteriormente se extrajo el cerebro y permanecio en post-fijacion en la solucion
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de PFA 4% — PBS. Para la crioproteccion del tejido, se coloco el cerebro en una solucion
de sacarosa al 30% en PBS.

Se realizaron cortes coronales de 23 pm de grosor, tomando en cuenta aquellos en los que
estuviera presente el giro dentado del hipocampo. Los cortes se sometieron primero a tres
lavados de 10 minutos con PBST (PBS 0.1 M con triton al 0.03%) para permeabilizar el
tejido. Después se desnaturalizo el DNA con una incubacion de 30 minutos en HCI 2N a
37°C, para normalizar el pH se hizo una incubacion durante 10 minutos en buffer de borato
0.1 M ajustado a un pH de 8.8.

Se bloqued durante 90 minutos con albumina al 5% y suero de cabra al 5%, para
posteriormente dejar incubando con anticuerpo primario para BrdU (1:50, Santa Cruz sc-
56258) y Map2 (1:800, Abcam ab5392) a 4°C durante toda la noche.

Se realizaron 3 lavados de diez minutos con buffer de fosfatos (PB, a 76 mM de Na,HPO, y
26 mM de NaH,PO,), incubando después durante dos horas los anticuerpos secundarios.
Para detectar el BrdU se utiliz6 el anticuerpo Alexa 647 (anti-rata hecho en burro, 1:200,
Invitrogen) y para Map2 se afiadio6 Alexa 488 (anti-pollo hecho en cabra, 1:400,
Invitrogen). Se lavd 3 veces durante 10 minutos con PB y posteriormente se incub6 con
DAPI (1:200, sigma) por 10 minutos y nuevamente se lavo con PB en tres repeticiones de
10 minutos.

Se realizo la observacion de las imégenes en un microscopio Olympus BX51 W1 acoplado
a una unidad de disco giratorio (DSU), se tomaron fotos a 20X y se contabiliz6 el numero
de células positivas a BrdU en cada corte para finalmente promediar el nimero de células
positivas en el total de los cortes de cada tratamiento. El criterio tomado en cuenta para el
conteo de las células fue que estuvieran en la zona sub-granular, ubicada entre la capa

granular y la polimérfica.
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Se utiliz6 el marcador NeuN (millipore, MAB377, concentracion 1:200), con anticuerpo
secundario anti-raton hecho en burro Alexa 488 (1:200, Invitrogen) en algunos cortes para

tener otro marcador de neuronas maduras.

7.3.2.- Cuantificacion de proteinas mediante método de Lowry

Para la obtencion de las muestras para cuantificar proteina se sacrificaron los ratones
mediante dislocacidon cervical, disecando posteriormente el hipocampo. Se obtuvieron
homogenados de las muestras mediante lisis del tejido con buffer RIPA (pH de 7.4), el cual
contenia inhibidores de fosfatasas (1 mM de ortovanadato de sodio, 8 mM de pirofosfato
de sodio, 1 mM de glicerol 2- fosfato) e inhibidores de proteasas (en tableta) para mantener
la integridad de las proteinas y las fosforilaciones de estas.

Se agregaron 2 pul de homogenado a 198 pl de agua bidestilada, a esta mezcla se le afiadi6 1
ml de solucion de Lowry (Cu, (SO4); al 0.5% + Na,COj al 2%, NaOH al 0.4% vy tartrato de
sodio al 0.002%), transcurridos 10 minutos se adicionaron 100 pl del reactivo de Folin al
50%. Después de incubar durante una hora a temperatura ambiente, se determind la
absorbancia de la muestra en un espectrofotometro, utilizando una longitud de onda de 550
nm. La cantidad de proteina en cada muestra fue determinada con respecto a una curva

patron de albumina.

7.3.3.- Western blot
Para la electroforesis de las proteinas, se afiadio amortiguador de carga 3X (30% de
glicerol, 15% de tris pH 6.8 1 M, 15% de agua bidestilada, 30% de SDS a 20%, 0.3% de

azul de bromofenol a 1% y 10% de B-mercaptoetanol) a los homogenados de las muestras
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en relacion 1:1, se hirvio esta mezcla para desnaturalizar las proteinas y cargarlas en geles
de poliacrilamida al 12%.

Las proteinas fueron separadas por peso molecular con un voltaje constante de 110 V
durante 90 minutos en amortiguador de corrida (25 mM de Tris base, 250mM de glicina y 6
mM de SDS).

Una vez separadas las proteinas en el gel se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
utilizando un amortiguador que contenia 38 mM de glicina, 47 mM de tris base y 1.2 mM
de SDS; aplicando una intensidad constante de 200 mA durante dos horas.

Para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos las membranas se bloquearon con leche
al 5% en buffer salino de tris (TBS, con 136 mM de NaCl, 2 mM de KCl y 24 mM de tris
base). Para la inmunodeteccion de las proteinas deseadas se realizé la incubacion a 4°C en
los siguientes anticuerpos durante toda la noche: p-Gsk-3f (1:700, Santa Cruz), p- Erk 1/2
(1:2,000, Cell Signaling) y actina (1:5,000 Cell Signalling) como control de carga. Se
realizaron lavados con TBS y se incub6 durante 1 hora en anticuerpo secundario (anti-raton
hecho en conejo, 1:10,000 conjugado con hrp y anti-conejo hecho en ratéon, 1:3,000
conjugado con hrp).

El revelado se realiz6 mediante la adicion de reactivo de quimioluminiscencia (Santa Cruz)
sobre las membranas y la observacion de las bandas en peliculas de revelado. El analisis de
la expresion de las proteinas de interés con respecto a su control de carga se realizo con el

software ImagelJ.
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LISTA DE REACTIVOS UTILIZADOS

Nombre del reactivo Marca
Acrilamida Biorad
Albumina MP Biomedicals
Azul de bromofenol Meyer
-mercaptoetanol Sigma
Bisacrilamida Sigma

Borato de sodio Sigma

Buffer RIPA Thermoscientific
Carbonato de sodio (Na,COs3) Golden Bell
Cloruro de sodio (NaCl) Golden Bell
Cloruro de potasio (KCI) Golden Bell
Duodecil sulfato sddico (SDS) Golden Bell
Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) | Golden Bell
Fosfato de sodio monobasico Golden Bell
(NaH2PO4)

Glicerol 2-fosfato Sigma

Glicerol Meyer
Ortovanadato de sodio Sigma
Paraformaldehido (PFA) Electron Microscopy Sciences

Pirofosfato de sodio

Sigma

Reactivo de Folin Sigma
Sacarosa Golden Bell
Sulfato cuprico (Cu; (SO4)3) Fermont
Tableta de inhibidores de proteasas Roche
Tartrato de sodio Fermont
Triton Golden Bell
Tris base Golden Bell
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8.- Resultados
8.1.- Aprendizaje y memoria en ratones tratados con morina
8.1.1.- Trayecto recorrido durante las diferentes fases de la prueba.- Los trayectos de
los ratones para llegar a la plataforma en el ultimo entrenamiento se indican en las figuras 9
A y B, donde se observa que independientemente del lugar donde inicie el recorrido los
ratones, controles y experimentales, realizan una ruta dirigida al sitio de escape. Después la
plataforma fue removida, indicandose en la figura 9C el recorrido de un ratén en el

laberinto.

Figura 9.- Trayecto de los ratones en el laberinto de Morris. A) y B) trayecto del ratén desde
su colocacion en el laberinto hasta su llegada a la plataforma. C) Recorrido en la prueba final

de memoria donde se remueve la plataforma.
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8.1.2.- Fase de aprendizaje.- En esta prueba se observa una disminucién progresiva
del tiempo que los ratones necesitaban para llegar a la plataforma en todos los grupos,
tanto controles como experimentales (Fig. 10 y tabla 4). En el primer dia, la latencia es
mayor en todos los grupos, con una media general 39s £2.2; en el segundo dia, disminuye
hasta 27s +2.2; en el tercer dia llegan en 22s +2.1; y finalmente en el cuarto dia la latencia

es menor respecto a la sesion anterior, llegando en 18s +1.6.

Figura 10.- Fase de aprendizaje. Latencia de llegada de los ratones a la plataforma (medida
en segundos) a lo largo de 4 dias de entrenamiento, se muestran los grupos: control, vehiculo y
los tratamientos de morina (ANOVA de dos factores: Dia F336=35.3, p<0.05. Tratamiento

F5,60=2.5, p<0.05. Tratamiento X dia Fy5130=1.61, p=0.07. n=15, se muestran medias + E.E.M.)

Realizando las comparaciones entre los grupos, el tratamiento con morina a dosis de 2.5
mg/kg provocéd disminucion significativa en la latencia del segundo y tercer dia respecto al
vehiculo (Fig. 11 y tabla 4). En el segundo dia, el promedio de latencia del vehiculo fue de

36+5.8, mientras el del tratamiento de morina, de 18 +3.6; en el tercer dia, el vehiculo tuvo
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un promedio de 26+5.4, con 13+3.9 que se observaron con el grupo al que se le administrd
el flavonoide. En el cuarto dia, siguen existiendo diferencias, a pesar de que no resultan
significativas, con un promedio de 23 por parte del vehiculo, y 14.9+£3.0 de los ratones

administrados con la morina.

Tabla 4.- Latencia de llegada a la plataforma a lo largo de 4 dias (n=15, se muestran
promedios = E.E.M)

Dia Control Vehiculo 2.5 mg/kg |5 mg/kg 10 mg/kg |20 mg/kg
1| 39.6+55| 419+53| 357+57| 391+59| 439+48| 36.1+52
2| 20.5+45| 36.0+58| 183+3.6| 288%54| 314+57| 31.8+57
3| 28.0+54| 266+54| 13.8+39| 223+48| 243+46| 209%54
4| 249+52| 23.0+4.7| 149+30| 153+3.4| 169+34| 16.7+33

Figura 11. La morina disminuye el tiempo de llegada a la plataforma durante el aprendizaje.
Tiempo de llegada a la plataforma a lo largo de 4 dias de entrenamiento en los grupos
vehiculo y morina a 2.5 mg/kg (ANOVA de dos factores: Dia F;3=35, tratamiento Fsg¢=2.5
p<0.05. Tratamiento x dia Fs5;5=1.61 p=0.07. n=15. El post hoc de Fisher mostroé diferencias
en dia 2 y 3) Se muestran promedios + E.E.M. *P<(.05).
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8.1.3.- Prueba de memoria.- En esta fase del experimento se midieron dos
parametros: la permanencia en el cuadrante objetivo y el nimero de cruces de plataforma
en 60 s (fig. 12).

Los porcentajes de estancia en el cuadrante objetivo en cada grupo fue del rango de 20 a
25% y no hubo diferencias significativas entre los animales controles y los experimentales
(fig. 12A). Asimismo, tampoco hubo diferencias en el tiempo que los ratones tardaron en

realizar su primer entrada al cuadrante objetivo (Fig. 12B).

A) Tratamiento (mg/kg) B) Tratamiento (mg/kg)

Figura 12.- Prueba de memoria. A) Porcentaje de permanencia en el cuadrante objetivo en los
grupos control, vehiculo y tratamientos con morina (Fsg4=1.42, p=0.22, n=15). B) Tiempo que

los ratones tardaron en entrar al cuadrante objetivo (F5g4=0.77, p=0.61, n=15)

8.2.- Proliferacion celular en hipocampo de ratones sanos tratados con morina.
Se hizo el conteo del numero de células positivas a BrdU por corte (Tabla 5). En este
estudio preliminar, se observo que en los animales tratados con la dosis mas baja (2.5

mg/kg), hay un mayor promedio de células en proliferacion en la ZSG del GD del
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hipocampo (Fig. 13). En la fig. 14 se muestran los cortes de las imagenes representativas de
cada tratamiento, donde la marca para BrdU est4 en color rojo y en verde estd Map2, que

marca citoesqueleto de neuronas maduras.

Figura 13.- Promedio de células positivas a BrdU en GDH (n=1, excepto en 2.5 y 5 mg/kg, con

n=2 y 3 respectivamente. Se muestran promedios con E.E.M.)
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Figura 14.- Imagenes del giro dentado de hipocampo de ratones tratados con vehiculo o
morina. A: Vehiculo, B: 2.5 mg/kg, C:5 mg/kg, D: 10 mg/kg y E: 20 mg/kg. Marca nuclear con
DAPI (azul), BrdU (rojo), Map2 (Verde). El giro dentado del hipocampo se muestra a un
aumento de 20x, su barra de escala es de 150pm; las imagenes amplificadas estan a 60x, su

barra de escala es de 20pm.

El experimento para observar la proliferacion celular con inmunodeteccion por
fluorescencia con BrdU se realiz6 en un total de tres veces, sin embargo, en los tltimos dos
experimentos la marca de BrdU no se detectd en ninguno de los animales controles, ni
experimentales. Después de realizarse diferentes variaciones metodologicas, tales como el
cambio en el tiempo de incubacion en HCIl y de las pruebas con diferentes anticuerpos
primarios y secundarios, concluimos que el reactivo BrdU, el cual fue comprado en otra
casa comercial (Sigma), era el responsable de la falla en la marca, quiza por algiin percance
durante su almacenamiento o por fabricacion. Sin embargo, para la continuacioén de este

protocolo se tienen los cerebros almacenados y seran evaluados con Dcx, un anticuerpo que
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nos permitird determinar si existe un mayor nimero de neuronas en estadios primarios de

desarrollo.

8.2.1.- Estandarizacion de NeuN
Se realizd la prueba del marcador neuronal NeuN para identificar estas células en estado
maduro ubicadas en zona granular del giro dentado del hipocampo y considerar la

utilizacion de este marcador en un futuro (Fig. 15).

A) B)

Figura 15.- Marca de NeuN en el giro dentado del hipocampo A) en verde se muestra la

proteina nuclear neuronal NeuN. B) Co-localizacion de DAPI (azul) con NeuN (Aumento a

20x).
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8.3.- Posibles Mecanismos moleculares involucrados en el efecto de 1a morina
en hipocampo de ratones.
8.3.1.- Expresion de p-Gsk 3
La expresion de la proteina fosforilada Gsk-3f en la serina 9 (p-Gsk-3p) se analizo a través
de western blot, donde no se observan cambios por la administracién de morina hasta las

dosis de 10 y 20 mg/kg, en las que ocurre una disminucion de 34 y 46% respectivamente

(Fig. 16 B).
a b c d e f
A)
p- Gsk 3P
[B-actina _
B)

Figura 16.-Expresion de p- Gsk 3p por la administracion de diferentes dosis de morina. A) a.-
Control, b.- Vehiculo, c.- 2.5 mg/kg, d.- 5 mg/kg, e.- 10 mg/kg, f.- 20 mg/kg. B) Grafica de la
densitometria (Fs 1,=1.49, p=0.23, n=3, Se muestra promedio y E.E.M.)
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8.3.2.- Expresion de p-Erk %2
Se investigd el papel que podria estar llevando a cabo uno de los efectores de las MAP
cinasas involucrado en proliferacion celular. Se observo que no hay cambios la expresion
de Erk 1/2 fosforilado (p-Erk 1/2) en los diferentes grupos, tanto controles, como

experimentales (Fig. 17).

p-Er

Figura 17.- Expresion de p-Erk ante la administracion de diferentes dosis de morina.

a.- Control, b.- Vehiculo, c.- 2.5 mg/kg, d.- 5 mg/kg, e.- 10 mg/kg, f.- 20 mg/kg

47



9.- Discusion

Pruebas de aprendizaje y memoria
Se realiz6 la administracion de morina durante 10 dias para observar proliferacion celular,
pero considerando los diversos blancos moleculares que tiene la morina y el efecto de los
flavonoides sobre la plasticidad cerebral, es posible que ocurran cambios en las neuronas
maduras y esto influya en el comportamiento (Spencer, Vauzour y Rendeiro 2009). Para
observar este posible efecto se estandariz6 el protocolo de laberinto acuético de Morris.
Los ratones que recibieron la dosis de 2.5 mg/kg de morina obtuvieron los tiempos mas
cortos de latencia de llegada a la plataforma en los dias 2 y 3 de aprendizaje (dias 5 y 6 de
administracién) respecto al vehiculo, lo que indica una adquisicion mas rapida de la
informacion aprendida.
El efecto sobre el aprendizaje se ha reportado con otros polifenoles. Con el resveratrol
mejora el desempeio en la fase de aprendizaje del laberinto de Morris en ratones
administrados con 0.2 mg/kg del polifenol durante 22 dias (Harada et al. 2011).
Wang y cols. en 2012 efectuaron un estudio a 60 dias con dosis diarias de 20 mg/kg (Wang
et al. 2012) de EGCG en ratones, y reportaron menor tiempo de latencia en la fase de
aprendizaje a partir del segundo entrenamiento. El efecto que reportan los autores lo
relacionan con la neurogénesis, sin embargo, los trabajos revisados carecen de
experimentos que refuercen la correlacion entre la mejora de la memoria con el aumento en
el nimero de neuronas.
Tomando en cuenta los diferentes mecanismos de plasticidad involucrados en aprendizaje,
una diferencia funcional puede ocurrir como resultado de modificaciones morfoldgicas en
neuronas ya existentes (Rochefort y Konnerth 2012). Reportamos en estudios preliminares

que una administracion diaria de morina en una concentracion de 2.5 mg/kg durante 10 dias
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tiene una tendencia de aumentar las espinas dendriticas en el area CA1 del hipocampo de

ratones de 8 semanas de edad (Fig. 18) (Rivera et al. 2014).

um

Nimero de espinas por cada 10

|

Control Vehiculo 25 5 10 20
Tratamiento

Figura 18.- Numero de espinas dendriticas por cada 10 pm en el area CA1 de hipocampo con los

diferentes tratamientos.

En la prueba de memoria no se observan cambios en los tratamientos respecto a los grupos
controles. Para explicar este aspecto es de importancia conocer las bases neuroanatémicas
del aprendizaje, donde el hipocampo es una estructura importante para almacenar la
informacion que se esta adquiriendo del medio, posteriormente la corteza tiene un papel
fundamental en el almacenamiento a largo plazo de estos recuerdos para su evocacion
(Van Strien, Cappaert, and Witter 2009). Siendo asi, se puede proponer que la morina
estaria ejerciendo un efecto sobre el hipocampo, para permitir una adquisicidon mas rapida
de la informacion que se estd obteniendo, pero no en la posterior evocacion de la misma.

En cuanto a los porcentajes adquiridos en la prueba de memoria, se han observado
resultados similares en otros reportes donde la permanencia en el cuadrante objetivo esta
cerca del 25%, siendo los tratamientos los que provocan el incremento respecto a los

grupos control (Cao et al. 2004; Van Praag et al. 1999).
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En este tipo de protocolos se realizan pocas sesiones de entrenamiento debido a que una
sesion de entrenamientos mas intensiva enmascararia el efecto de una posible mejoria en la
memoria, a lo cual se le ha llamado “efecto techo” (Rudy 2014). Tomando en cuenta que
los efectos de la morina podrian verse de mejor manera con un protocolo de baja
intensidad, se decidio utilizar 72 horas posteriores para evaluar la memoria.

Otro aspecto metodologico a observar es el didmetro de la tina donde se realiz6 la prueba,
que siendo de 65 cm de didmetro es corto en comparacion con la mayoria de laberintos que
se utilizan. Estas dimensiones se tomaron en cuenta por el trabajo de Clark et al. 2008,
donde mencionan que su laberinto con 70 cm de didmetro funciond para las pruebas de
adquisicion y retencion. Ademas de este aspecto se tiene que mencionar que se ha
reportado un rendimiento similar en laberintos de didmetros cortos en comparacion con los
de dimensiones grandes (Van Der Staay 2000; Van Dam, Lenders y De Deyn 2006).
Resulta interesante también corroborar los resultados obtenidos en nuestro estudio con otro
tipo de pruebas conductuales que permitan conocer de manera precisa el funcionamiento de
la morina. Estas pruebas estarian encausadas principalmente a comprobar que exista un
efecto sobre la memoria propiamente, sobre la motricidad, o que haya una repercusion en la
ansiedad, factores que también influyen en pruebas de laberintos (Carrillo, Giordano y

Santamaria 2009).

Proliferacion celular en GDH

Actualmente se sabe que los polifenoles y en especial los flavonoides tienen acciones
benéficas sobre el SNC, (Spencer, Vauzour y Rendeiro 2009; Williams y Spencer 2012) y
para que se tome en cuenta su uso como terapia en diferentes padecimientos es importante

profundizar en la investigacion de sus efectos. Los experimentos realizados en este
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proyecto se dirigieron hacia la exploracion del efecto de la morina sobre la proliferacion
celular relacionada con neurogénesis y los mecanismos moleculares que pudieran estar
implicados.

Dentro de las etapas de la neurogénesis se ha observado el efecto positivo in vivo que
algunos polifenoles tienen sobre la fase proliferativa de las células progenitoras del
hipocampo en roedores (Kim et al. 2008; S. Lee et al. 2010). En nuestros resultados se
observa que hay una tendencia hacia una mayor proliferacion celular con la dosis més baja
de morina (2.5 mg/kg) aplicada en este estudio, esto tendrd que ser corroborado
posteriormente aumentando el tamafio muestral. En comparacion con otros estudios
realizados hay similitud en la dosis efectiva para aumentar la neurogénesis.

En el caso del EGCG y de la oroxilina A se observa que aumentan neurogénesis en dosis de
2.5 mg/kg y 5 mg/kg respectivamente. La curcumina y el resveratrol inclusive tienen efecto
en dosis mas bajas, la primera con 0.16 mg/kg y el segundo a 0.20 mg/kg, por lo que resulta
interesante continuar con estas dosis.

Se dard un seguimiento a largo plazo con la administracién de la morina usando marcadores
de neuronas en desarrollo. Para la continuacion de este protocolo se tienen los cerebros
almacenados y seran evaluados con Ki67 y Dcx, con los cuales se marcaran neuronas en
estadios primarios de desarrollo.

La biodisponibilidad de estos compuestos es un tema poco estudiado y se sabe poco acerca
de la cantidad de farmaco que puede estar llegando al cerebro en determinado tiempo y por
lo tanto ejercer un efecto. No obstante se ha observado que los polifenoles ejercen un efecto
sobre la neurogénesis desde los 4 dias en el caso de la curcumina (Kim et al. 2008), tiempo

menor al usado en este trabajo.

51



Entre los compuestos en los que se ha observado su efecto sobre sistema nervioso, se ha
visto que después de 13 dias de administracion del flavanol (-) epicatequina, el compuesto
esta presente en el tejido cerebral, provocando aumento en angiogénesis y en la cantidad de
proyecciones dendriticas (van Praag et al. 2007).

En cuanto a la repercusion funcional que un aumento en la neurogénesis pueda provocar, es
importante tomar en cuenta que ademas de que las nuevas neuronas forman un sustrato para
la formacion de memoria, también representan una remodelacion de los circuitos
neuronales, lo cual trae consigo la pérdida de informacién adquirida en el momento del
aumento en la proliferacion (Akers et al. 2014). Por lo tanto es importante ser cuidadoso en

el protocolo de conducta que se realice para dar una relacion funcional con la neurogénesis.

Mecanismos moleculares

Se conoce que la morina tiene efecto sobre Gsk-3B (Ji et al. 2011), proteina que participa en
el desarrollo neuronal a través de la via Wnt/B-catenina (Morales-Garcia et al. 2012) y otras
proteinas reguladoras (Valvezan y Klein 2012). Gsk-3p funciona sefializando para la
degradacion del factor de transcripcion pro-neuronal B-catenina, pero en estado fosforilado
(p-Gsk-3P) se inactiva (Jope y Johnson 2004). Esta fosforilacion normalmente se asocia
con la actividad de factores de crecimiento (Valvezan y Klein 2012).

En nuestros experimentos se observa que la expresion de p-Gsk-3p permanece constante en
las dosis mas bajas administradas (2.5 y 5 mg/kg), de manera que la proteina fosforilada no
estaria interviniendo en un aumento de neurogénesis dependiente de una administracion de
morina. Sin embargo, es importante tomar en cuenta que la regulacion de la proteina puede
ocurrir por la intervencion de la morina directamente con Gsk-3p sin afectarla en su

fosforilacion, y también por otra interaccion proteica.
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Las vias de sefalizacion de los factores de crecimiento tienen como elementos importantes
a las MAP cinasas, donde p-Erk es un efector de estas cascadas (Cao et al. 2004). Se ha
observado que su expresion es aumentada por la administracion de curcumina (Kim et al.
2008). En nuestros resultados se ve que el tratamiento con morina no provoco cambios en
la fosforilacion de Erk respecto a los controles, por lo tanto estos resultados sugieren que en
las condiciones del tratamiento con morina, la via en la que participa esta proteina
permanece intacta. Tomando en cuenta que no se observaron cambios asociados a p-Erk ni
a p-Gsk-3p (a 2.5 y 5 mg/kg), las vias asociadas a factores de crecimiento parecen no tener
intervencion con la administracién de morina.

Otro aspecto que se observo en la expresion de p-Gsk-3p, fue una tendencia a disminuir
con las dosis de 10 y 20 mg/kg. Esta caracteristica seria indicativa de que Gsk-3p se activa
respecto a los controles. En cultivo de neuronas de hipocampo de rata se observa una
disminucion de la longitud dendritica y del numero de ramificaciones neuronales cuando
disminuye la fosforilacion de Gsk-3p (Rui et al. 2013). Algo similar sucede en cultivo
celular de la linea SH-SYS5Y, donde ocurre una correlacion entre la disminucion de p-Gsk-
3B y de las proyecciones de tipo neuronal en células diferenciadas (Sanchez et al. 2001). La
disminucién de p-Gsk-3p también ocurre en plaquetas de pacientes con déficit cognoscitivo
leve y con enfermedad de Alzheimer (Forlenza et al. 2011).

En el caso de la glia, la principal relacion de p-Gsk-3f es con inflamacion. En un modelo
de Alzheimer en ratones transgénicos la actividad de Gsk-3f estd implicada en la
reactividad astrocitica y en la produccion de interleucina 1B (IL-1p), aumentando ademas
la migracion de la microglia de manera dependiente de Gsk-3p (Ko et al. 2014). Huang y
colaboradores (Huang et al. 2009) observaron que la administracion de la toxina LPS en

cultivo de microglia aumenta la expresion de RANTES e iNOS por mediacién de Gsk-3.
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Si se provoca entonces la activacion de Gsk-3B se producirdn efectos que pueden ser
adversos tanto en neuronas como en glia, generando inflamacion que se ha demostrado
desfavorable sobre la neurogénesis (Ekdahl et al. 2003).

Estos datos tienen sentido por el efecto bifasico que los polifenoles muestran en dosis altas
y bajas, por ejemplo la curcumina dosis altas provoca muerte celular en cultivos de células
progenitoras neuronales, mientras que a dosis bajas estimula su proliferacion (Kim et al.
2008); este efecto también ocurre con el EGCG, donde en dosis altas disminuye la

proliferacion celular en hipocampo de ratas adultas (Marquez 2013).

10.- Conclusion
Los ratones administrados con la dosis de 2.5 mg/kg de morina aprenden mas rapido
la ubicacioén de la plataforma de escape.
Existe una tendencia hacia una mayor proliferacion celular en la dosis de 2.5 mg/kg
administrada durante 10 dias. No existen cambios en la expresion de p-Erk y p-Gsk-38.
Con este estudio se abre la posibilidad de explorar a la morina como una molécula

con potenciales beneficios en la cognicion.
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