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RESUMEN

La neurogénesis es el proceso de generacion de nuevas neuronas, en adultos de roedores se lleva
a cabo en dos regiones cerebrales: la zona subgranular del giro dentado del hipocampo y los
ventriculos laterales. La morina es un polifenol de tipo flavonoide, los polifenoles son
metabolitos secundarios de plantas con propiedades benéficas para la salud humana. Algunos
polifenoles estimulan la proliferacién neuronal como respuesta a la activacion de distintas vias de
sefializacion, entre las que se encuentra la activacién del receptor TrkB por el factor de
crecimiento BDNF. En este trabajo, 20 ratones de la cepa C57BL/6 fueron divididos en cinco
grupos: control (solucion salina), vehiculo (DMSO) y tratamiento en dosis de 0.5, 1y 2.5 mg/kg
(los tratamientos de morina, DMSO Yy solucidn salina se administraron durante diez dias), con el
objetivo de observar su efecto sobre la proliferacion neuronal en el hipocampo en 10 y 30 dias.
Con la técnica de inmunofluorescencia se observo un mayor nimero de células positivas a BrdU,
Ki-67, DcX y BDNF, en el giro dentado del hipocampo de ratones tratados con morina
comparados con el control y el vehiculo. Se observaron diferencias significativas en el nimero de
células positivas a BrdU, Ki-67, DcX y BDNF en 10 y 30 dias de tratamiento en la dosis de 0.5
mg/kg, con mayor expresion a los 30 dias. Sin embargo, se observé mayor expresion de BDNF en
el tratamiento de 1 mg/kg de morina con respecto al control.

La importancia de la neurogénesis en cerebros adultos no se restringe sélo a su participacion
en la plasticidad neuronal, sino que también se ve implicada en la remodelacion del tejido
cerebral, homeostasis y mantenimiento del cerebro. El efecto de la morina sobre la
neurogénesis coloca a este polifenol en la lista de sustancias que deben ser estudiadas
cuidadosa y extensivamente, ya que pudiera ser usada en el control o tratamiento de
enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas.

Palabras clave: Polifenoles, neurogénesis, hipocampo, ki67, DcX, BrdU, plasticidad neuronal.



Marco tedrico
Neurogénesis en adultos

El fendmeno de produccion de nuevas neuronas es conocido con el término de neurogénesis,
este término, generalmente, se refiere al proceso que involucra proliferacion, migracion,
supervivencia y diferenciacién de nuevas células, ademas de la integracion de éstas en los
circuitos neuronales existentes (Dias et al. 2012; Olivares et al. 2015). Durante la etapa
adulta, se tiene registro de neurogénesis en dos sitios del cerebro de roedores (figura 1): la
zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo y la zona subventricular (ZSV) de

los ventriculos laterales (Dias et al. 2012; Lee et al. 2010; Olivares et al. 2015).
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Figura 1. Sitios y proceso neurogénico en el cerebro adulto de roedores. Modificado de Dias et al. 2012
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En la zona subventricular de los ventriculos laterales, las células progenitoras se originan a
partir de las células pluripotenciales, estas progenitoras migran a través de la via rostral
migratoria hasta llegar al bulbo olfatorio en donde se diferenciaran para formar interneuronas
(Santos-Marcial, 2008). Las interneuronas formadas pueden ser de dos tipos: células
granulares y periglomerulares, las cuales modulan el proceso de la informacion sensorial
(Santos-Marcial, 2008).

En el giro del hipocampo existen células pluripotenciales que residen en la zona subgranular;
estas dan origen a células progenitoras, las células progenitoras que dan origen a neuronas en
la zona subgranular se pueden dividir en dos tipos: progenitores hipocampales de tipo 1y 2,
los primeros con un proceso largo y los segundos con procesos cortos (Dias et al. 2012). Las
células progenitoras maduran localmente en la zona granular del giro dentado, una vez que
maduran envian sus proyecciones axonales al cuerno de Amon (CA3) y sus arborizaciones
dendriticas a la capa granular (Santos-Marcial, 2008).

Durante muchos afos se desconocia la neurogénesis en organismos adultos, y se pensaba que
era un proceso restringido a las primeras etapas de desarrollo. En 1960, Joseph Altman y
colaboradores realizaron experimentos inyectando timidina radiactiva (3H-timidina) a ratas y
gatos, la cual tiene la capacidad de incorporarse al DNA de células en division permitiendo su
posterior visualizacion por métodos de autorradiografia, los investigadores observaron células
con morfologia similar a las neuronas marcadas en el bulbo olfatorio y el hipocampo de estos
animales (Arias-Carrion et al. 2007). Sin embargo, fue hasta que Michael Kaplan replico los
experimentos de Altman y cols., en el afio 1984, que se pudo confirmar que las nuevas
células eran neuronas, identificadas con técnicas de microscopia electronica (Arias-Carrion et
al. 2007). A finales del siglo XX, se observo la neurogénesis con la incorporacion de BrdU
en el hipocampo y el bulbo olfatorio de algunos mamiferos adultos como ratones y ratas

(Acevedo, 2014; Baptista & Andrade, 2018; Dias et al. 2012).
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Los cambios morfoldgicos de las células que participan en el proceso de neurogénesis han
permitido identificar diversas caracteristicas dependiendo de los marcadores proteicos
expresados temporalmente (Ramirez et al. 2007).

La importancia de la neurogénesis en el cerebro adulto se remite al posible tratamiento de
trastornos neuroldgicos relacionados con pérdida neuronal o que afectan a la neurogénesis
(Sirerol & Garcia, 2010). Aunque el rol de la neurogénesis hipocampal adulta aln requiera
méas estudios se ha observado que estd implicada en el aprendizaje dependiente del
hipocampo, en la memoria espacial y asociativa (Dias et al. 2012), ademas de que las
neuronas jovenes son mas activas en procesar nueva informacion (Baptista & Andrade,

2018), y pueden estar relacionadas con reparacion cerebral.

Factores que modulan la neurogénesis

Para evitar una alteracion en los circuitos neuronales, la formacion de nuevas neuronas se
encuentra modulada finamente (Ramirez et al. 2007), los factores que modulan la
neurogénesis se pueden dividir en internos y externos. Entre los factores internos se encuentra
la expresion de genes, factores de crecimiento, hormonas y neurotransmisores, asi como la
edad, mientras que entre los factores externos pueden mencionarse los estimulos ambientales
y los farmacoldgicos (Arias-Carrion et al. 2007). Los factores externos pueden actuar positiva
0 negativamente sobre factores de crecimiento que regulan diferentes etapas de la
neurogénesis 0 a neurotransmisores y receptores que pueden estar ligados al aprendizaje y
memoria espacial a través de la potenciacion a largo plazo (Olivares et al. 2015, Ming &

Song, 2011) (figura 2).
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Figura 2. Factores que modulan la neurogénesis. Con informacién de Olivares et al. 2015 y Ming & Song, 2011

El nicho celular neurogénico es uno de los factores que intervienen en la regulacion de la
neurogénesis, estd constituido por las células pluripotenciales, los astrocitos y las células
endoteliales. Las células que componen el nicho se complementan para mantener la
poblacion de células pluripotenciales, su migracién a través de la accion de diversos factores
secretados por los astrocitos, ademas de mantener la poblacion de astrocitos y de células

endoteliales (Ramirez et al. 2007).

Factores genéticos y moleculares

Entre los factores genéticos que inducen neurogénesis y morfogénesis embrionaria puede
mencionarse la expresion de los genes Notch, BMP (Proteina morfogénica ésea),
Eph/ephrins, Noggin y Sonic-hedgehog (Shh) (Suarez, 2015). Estos genes participan en la
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regulacion de la diferenciacién y proliferacion celular en zonas neurogénicas del cerebro
adulto. Sonic-hedgehog es una proteina que controla la transcripcion y tiene gran importancia
durante el desarrollo, durante la neurogénesis estd involucrada en el mantenimiento de las
células progenitoras en los adultos, asi como en el sistema de sefializacion Wnt (Suarez,

2015).

Factores de crecimiento

Hay diversos genes y factores de crecimiento implicados en la neurogénesis (Suarez, 2015).
Entre los que se encuentran el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), el factor de
crecimiento epidérmico endotelial vascular (VEGF) que esta involucrado en la regulacion del
destino celular y determina el tamafio de la poblacién neuronal o glial, el factor de
crecimiento tipo insulina (IGF-I) que incrementa la neurogénesis del hipocampo en ratas
adultas, el factor de crecimiento epidérmico (EGF) que reduce el nimero de neuronas que
Ilegan al bulbo olfatorio incrementando el nimero de astrocitos, el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF- 2) que incrementa el numero de nuevas neuronas en el bulbo olfatorio,

entre otros (Suarez, 2015).

Neurotransmisores

Actualmente se sabe que diversos neurotransmisores participan como factores que regulan la
neurogénesis en el cerebro adulto, estos son liberados en areas sinapticas y no sinapticas y se
encuentran también en el fluido cerebroespinal (Berg et al. 2013). Entre los mas estudiados se
encuentran el glutamato y monoaminas como la serotonina (5-HT), la noradrenalina y la
dopamina (Arias-Carrion et al. 2007, Berg et al. 2013). Se ha observado un aumento de
neurotransmisores como glutamato, acetilcolina, dopamina y serotonina durante la

proliferacion neuronal en la zona subventricular del giro dentado del hipocampo y una
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disminucion de GABA, que también es esencial para integracién neuronal (Vaidya et al.
2007). En la fase de supervivencia hay disminucion de acetilcolina y norepinefrina, y en la
fase de diferenciacion disminuye la dopamina, que modula la diferenciacién interneuronal
(Vaidya et al. 2007). A su vez, los neurotransmisores regulan factores neurotroficos que se

ven implicados en la neurogénesis como el BDNF (Hagg, 2009).

Hormonas

Los estrogenos enddgenos y los esteroides ovaricos, estimulan la proliferacion celular de los
precursores granulares (Dias et al. 2012), las hormonas participan en la regulacién de la
neurogénesis y cambian segun diversos factores como la edad, sexo y estimulos externos. Por
ejemplo, un estudio en ratas demuestra que la tasa de neurogénesis se incrementa un 65%
durante el embarazo y alcanza su pico maximo justo antes del parto, el cual coincide con los

niveles de prolactina (Arias-Carrion et al. 2007).

Edad

La edad es un factor importante, pues la tasa de neurogénesis en ¢l cerebro adulto disminuye
conforme se incrementa la edad (Arias-Carrion et al. 2007), por diversas causas como la
disminucion en la produccion de factores de crecimiento (Baptista & Andrade, 2018) o el
decaimiento de las condiciones del nicho. Se ha demostrado que el proceso de neurogénesis
se lleva a cabo en roedores adultos (Lee et al. 2010; Arias-Carrion et al. 2007), sin embargo,
en humanos adultos continda en controversia dado que algunos autores si encuentran
neurogénesis en cerebros humanos adultos, mientras que otros reportan no haberla

encontrado (Baptista & Andrade, 2018).
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Externos

Factores externos como ambientes enriquecidos, restriccion energética, actividad fisica, entre
otros, actlan regulando positivamente la neurogénesis, mientras que otros como el estrés,
ansiedad y depresion actian de forma contraria (Arias-Carrion et al. 2007; Baptista &
andrade, 2018; Dias et al. 2012). Los antidepresivos tienen un efecto proneurogénico en el
hipocampo (Dias et al. 2012). La alimentacion es otro factor importante: algunas
restricciones dietéticas o ingestion de ciertos alimentos pueden modular la neurogénesis (Park
& Lee, 2011); la ingesta de acidos grasos previene el decaimiento de funciones cognitivas,

ademas, el consumo de flavonoides mejora habilidades cognitivas (Stangl & Thuret, 2009).

Sirerol y Garcia (2010) mencionan que “La formacion de neuronas nuevas en el cerebro
adulto es un proceso interesante para la implementacion de tratamientos de reemplazo
neuronal en las enfermedades neurodegenerativas y también para aquellas asociadas con la
pérdida neuronal selectiva, como los trastornos neuroldgicos y psiquiatricos”. En adultos
mayores la capacidad neurogénica del cerebro se ve disminuida por la edad, posiblemente
debido a las condiciones de las células precursoras neurales y el nicho en que se encuentran,
ademas de que hay cambios en la circulacion de células del sistema inmune, incremento en
especies reactivas de oxigeno, disminucion en la via de sefializacion Wnt, entre otros
(Sarubbo et al. 2018); por tanto, los adultos mayores son mas propensos a trastornos
neuroldgicos y neurodegenerativos y los tratamientos de reemplazo neuronal mejorarian su

calidad de vida.

Polifenoles

Los polifenoles son un grupo muy extenso de sustancias que se encuentran en la mayoria de
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frutas y verduras, es decir en plantas; son metabolitos secundarios de éstas y sirven para su
proteccion contra patégenos, radiacion y otros factores externos (Manach et al. 2004).
También, son responsables de atraer dispersores y polinizadores, asi como para la
sefializacion en la formacion de nddulos para la fijacion de nitrogeno (Del Rio et al. 2013);
los polifenoles mas comunes en la dieta humana son los flavonoides y &cidos fendlicos
(Avalos & Pérez, 2009; Tsao, 2010). Estas sustancias se presentan en su mayoria en su
forma glicosilada con uno 0 més residuos de azucar conjugados a un grupo hidroxilo o anillo
aromatico. A causa de este grupo hidroxilo o anillo aromético son lentamente absorbidos en
el estdbmago (Porras & Lopez, 2009). Existen varias clases y subclases de polifenoles; éstos se
dividen y definen segin el nimero de anillos fendlicos que poseen y de los elementos
estructurales que presentan estos anillos (Quifiones et al. 2012), aunque también se han
clasificado dependiendo de su fuente de origen y funcion biolégica (Tsao, 2010). La
estructura basica de los flavonoides se compone de tres anillos, dos anillos de benceno (A'y

B) unidos mediante un anillo C de pirano que contiene un oxigeno (Kiihnau, 1976) (figura 3).

Figura 3. Estructura quimica basica de los flavonoides. Con informacion de Spencer et al. 2009 y Martinez et al. 2002.

Entre los grupos en que se dividen los polifenoles se encuentran: acidos fendlicos (derivados

del acido hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes
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fendlicos y flavonoides (Quifiones et al. 2012). Los flavonoides tienen la capacidad de
atravesar la barrera hematoencefélica debido a su naturaleza lipofilica (Sarubbo et al. 2018).
Los complejos polifendlicos son conocidos por sus propiedades antioxidantes,
neuroprotectoras, y por su participacion en el mejoramiento cognitivo (Arriagada et al. 2016;
Dias et al. 2012; Quifiones et al. 2012). Al ser antioxidantes ejercen su efecto neuroprotector
ante estimulos pro-oxidantes ambientales o los relacionados con la edad (Shahidi, 1995).
Ademas, exhiben una gran variedad de otras propiedades dependiendo de sus estructuras
particulares (Gharras, 2009; Yao et al. 2004) y de la interaccion entre polifenoles de distintas
familias, entre las que se encuentran efectos antidepresivos tanto en roedores como en
humanos (Dias et al. 2012). Algunos polifenoles como los flavonoides tienen efectos
neuroprotectores al controlar la supervivencia neuronal, diferenciacion, potenciacion a largo
plazo y memoria (Spencer et al. 2009), debido a que modulan la actividad de diversos
receptores celulares y enzimas (Middleton et al. 2000). Se ha reportado que los polifenoles se
encuentran ampliamente distribuidos con mas de 8000 estructuras fendlicas conocidas hasta
ahora (Tsao, 2010).

Los polifenoles proveen de diferentes beneficios en la salud por diferentes mecanismos,
incluyendo la eliminacion o inhibicion de radicales libres, la proteccion y regeneracion de
otros antioxidantes, asi como la quelacion de metales pro-oxidantes (Pereira et al. 2014), la
modulacion de hormonas esteroides, entre otros (Yao et al. 2004). Los efectos de los
polifenoles dependen de diversos factores como su absorcion, biodisponibilidad, que se
define como la parte del nutriente o compuesto que puede desencadenar su accion biologica
dentro del organismo, y concentracion, ya que todos tienen efectos diversos e incluso pueden
cambiar por sus interacciones con otras moléculas (Quifiones et al. 2012). Ademas, su grado
de polimerizacion y otras propiedades como la polaridad molecular pueden determinar la

potencia de sus efectos (Dias et al. 2012). Dias y cols. (2010) mencionan la importancia de
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tomar en cuenta el efecto sinérgico de los polifenoles con otros polifenoles y/o distintos
compuestos quimicos, dado que sus efectos cambian al conjugarse varios de éstos. Es
importante considerar que los polifenoles tienen acciones protectoras en bajas dosis, ya que
en concentraciones altas pueden actuar como mutdgenos y pro-oxidantes que generan
radicales libres e inhibidores de enzimas involucradas por ejemplo, en el metabolismo
hormonal (Pereira et al. 2014). En bajas concentraciones son agonistas de receptores de alta
afinidad y en altas concentraciones suelen inhibir enzimas (Spencer et al. 2009).

La principal fuente de polifenoles en la dieta son frutas y bebidas como el té, vino tinto y
café; en general, vegetales, plantas leguminosas y cereales son también buenas fuentes de
estos (Gharras, 2009). Se encuentran diversos polifenoles en conjunto en cada alimento, y su
biodisponibilidad depende de diversos factores como su exposicion al sol, su
almacenamiento, tipo de cultivo, entre otros (Visioli et al. 2011).

Los flavonoides son los polifenoles més abundantes, generalmente participan en la coloracion
de las flores, pero también intervienen en la prevenciéon de la oxidacion y proteccion de
vitaminas y enzimas (Yao et al. 2004), se difunden lentamente a través de membranas
lipidicas y algunos no lo hacen (Schramm et al. 1999), dependiendo principalmente del pH
pero también de su composicién quimica, por ejemplo, las catequinas sin grupos galato son
muy poco o nada difundidas comparada con catequinas que poseen grupos galato
(Tarahovsky et al. 2014). Se encuentran en concentraciones relativamente bajas, de

aproximadamente 15-30 mg/kg en los alimentos (Manach et al. 2004).

Polifenoles implicados en neurogénesis

Los polifenoles han demostrado ser efectivos en el tratamiento de patologias

neurodegenerativas y al contrarrestar la disminucién de la cognicion relacionada con la edad.
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Sus efectos podrian no solo limitarse a la memoria y el aprendizaje, sino que podrian también
propiciar cambios positivos en la actividad psicomotora en animales viejos (Del Rio et al.
2013). Diferentes estudios in vitro e in vivo muestran el papel de los polifenoles en el proceso
de neurogeénesis en dosis bajas.

Las células progenitoras neurales (NPC) son el origen de las neuronas y las células gliales
que forman todas las regiones del cerebro durante el desarrollo embrionario. EI cerebro
adulto retiene poblaciones de NPC en el hipocampo y la region subventricular de la corteza
cerebral que son capaces de dividirse, migrar y diferenciarse en neuronas. Las células
progenitoras neurales responden a varios tipos de estimulos ambientales, entre los que se
encuentra el ejercicio fisico y la alimentacion, estos estimulos aumentan la proliferacion y/o
supervivencia de las neuronas recién generadas (Kim et al. 2008). Se ha observado que
diferentes polifenoles pueden aumentar la plasticidad sindptica y promover la potenciacion a
largo plazo (Dias et al. 2012), asi como aumentar la proliferacion celular.

La curcumina (diferuloilmetano) es un quimico fendlico de origen natural aislado de los
rizomas de la planta Curcuma longa Linn (circuma), presenta un color amarillo y es uno de
los componentes principales de la especia carcuma. Kim y cols. (2008) identificaron que la
curcumina promueve la proliferacion de neuronas con la administracion de dosis pequefias
(500 nmol/kg de peso del animal), ya que al administrarla aumento significativamente el
numero de células madre neurales en el hipocampo adulto. Por lo tanto, dosis relativamente
bajas de curcumina pueden estimular la neuroplasticidad del hipocampo. Estas observaciones
implican un hallazgo importante con aplicaciones en trastornos neuroldgicos que impliquen
neurogénesis alterada (Kim et al. 2008).

La oroxilina A (5,7-dihidroxi-6-metoxi-2-fenilcromen-4-ona) es uno de los principales
ingredientes flavonoides de la raiz de Scutellaria baicalensis Georgi, que es ampliamente

utilizada en la medicina herbolaria tradicional, Lee y cols. (2010) demostraron que el
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tratamiento con Oroxilina A durante 7 o 14 dias produce proliferacion celular en la ZSG del
giro dentado del hipocampo de una manera dependiente de la dosis y del tiempo. Esto puede
convertirla en un buen candidato para agentes terapéuticos dados sus efectos positivos sobre
la funcidén cognitiva, que se ve comprometida en muchas enfermedades psiquiatricas (Lee et
al. 2010).

El té verde es una bebida popular en todo el mundo, se le han observado propiedades en el
tratamiento del cancer, las enfermedades cardiovasculares, las enfermedades inflamatorias y
la diabetes. Un polifenol que forma parte de los componentes del té verde llamado
epigalocatequina-3-galato (EGCG), actta directamente en NPC de adultos para favorecer la
proliferacion tanto in vitro como in vivo, al activar la via de sefializacion Shh (Wang et al.
2012).

El resveratrol (3, 5, 4-trihidroxiestilbeno) es un polifenol de la familia de la fitoalexina que se
encuentra en las semillas de algunas especies de plantas, incluidas las uvas, los cacahuates y
ademas constituye uno de los componentes del vino tinto. Harada y cols. (2011), demostraron
que la administracion oral de vino tinto conteniendo 20 mg / L de resveratrol durante 3
semanas mejoro la funcién cognitiva de ratones.

An L. y cols. (2008) administraron por via oral flavonoides extraidos de Xiaobuxin-Tang
(XBXT-2) a ratas y observaron que este polifenol incrementa significativamente la
neurogénesis hipocampal en éstas, ademas, invierte la disminucion de la produccién de
BDNF inducida por estres.

Shukitt-Hale y cols. (2015) sometieron a ratones a una dieta de 2% de fresas o 2% de moras
azules y observaron que con ella mejoraba la cognicion ademas de que incrementaba la
neurogénesis hipocampal.

Muchos estudios se enfocan en las propiedades neuroprotectoras en modelos de dafio

cerebral, sin embargo, también existen estudios para identificar el efecto de polifenoles sobre
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la neurogénesis hipocampal (Dias et al. 2012). Es recomendable que estos estudios se
realicen tanto in vitro como in vivo para observar los efectos reales de los polifenoles, ya que
algunas sustancias quimicas como los antioxidantes tienen efectos excelentes in vitro que no
son trasladados a organismos in vivo. Esto puede deberse a la heterogeneidad de los sistemas
vivos Yy la interaccion entre los distintos componentes de los organismos (Shen et al. 2007).
Los polifenoles, destacados por sus maltiples propiedades, tienen efectos positivos en dosis
pequefas en neurogénesis, que estd involucrada en la mejoria de la memoria y el aprendizaje.
No obstante, en muchos de estos casos aun no se determinan los mecanismos moleculares
que activan o en los que participan estas sustancias para producir dichos efectos

neurogénicos.

Morina

La morina (27, 3, 4", 5, 7-pentahidroxiflavona) (figura 4) es un polifenol del tipo flavonoide
(Green et al. 2012), con un peso molecular de 302.24 g/mol, que presenta baja solubilidad en
agua Yy es sensible a algunos factores ambientales como la luz y el oxigeno (Arriagada et al.
2016). Los flavonoides tienen una estructura basica compuesta por dos anillos aromaticos y
un anillo pirénico, formando un esqueleto C6-C3-C6 unido a distintos grupos, que en el caso
de la morina son hidroxilos (Xie et al. 2006), se dividen a su vez en seis subclases que
incluyen a los flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas y flavanoles
(Manach et al. 2004).

Se extrae como un pigmento amarillo de plantas de la familia Moraceae (Caselli et al. 2016),
la mayoria de las plantas en las que se encuentra son utilizadas como hierbas medicinales en
distintas culturas (Subash & Subramanian, 2009). La morina tiene una baja permeabilidad

intestinal comparada con otros polifenoles, por tanto, su biodisponibilidad puede ser baja

22



dependiendo de la cantidad consumida (Caselli et al. 2016). Se ha observado que en células
epiteliales de la aorta hay un sistema dependiente de energia que sirve para transportar a la
morina (Schramm et al. 1999), sin embargo, en este estudio no mencionan si este transporte

se activa debido a la interaccién de la morina con receptores intracelulares o extracelulares.

OH o

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

Se han descrito diversos efectos producidos por la morina tales como sus propiedades
antibacterianas (Green et al. 2012), antiinflamatorias, anticancerigenas, antioxidantes y de
proteccion cardiovascular (Arriagada et al. 2016). Es un inhibidor no competitivo de la
enzima PTP1B, implicada en la diabetes; tiene una gran capacidad como quelante de iones
metalicos (Subash & Subramanian, 2009). Ademas, tiene una muy baja citotoxicidad,
algunos autores calculan la dosis tdxica de morina en 300 mg/kg de peso por dia (Caselli et
al. 2016).

La morina contribuye ademas a neutralizar algunos efectos negativos de las especies reactivas
de oxigeno (ERQOS), también estimula la expresion de algunas enzimas antioxidantes como la
glutation peroxidasa y la glutation reductasa, con ello se disminuyen, entonces, los niveles de

especies reactivas de oxigeno intracelular y la actividad transcripcional de Nf-kB. Inhibe
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también la actividad de glicoproteinas P, lo que mejora la actividad de la quimioterapia
(Caselli et al. 2016).

La interaccion directa de morina con proteinas o enzimas contribuye a la modulacién de vias
de sefializacion involucradas en el metabolismo vy fisiologia celular (Caselli et al. 2016). En
cuanto a sus propiedades neuroprotectoras, la morina atenda sintomas de la enfermedad de
Parkinson y prevé muerte neuronal. Inhibe enzimas implicadas en tautopatias y la actividad
de Nf-kB actuando como antiinflamatorio, ademas de inhibir el ensamblaje de fibras
amiloides y la actividad de la acetilcolinesterasa, ambos implicados en la enfermedad de
Alzheimer (Caselli et al. 2016). Estas caracteristicas hacen de la morina un potencial
tratamiento contra algunas enfermedades neurodegenerativas, principalmente las
enfermedades de Alzheimer y Parkinson. Diversos antioxidantes exogenos han mostrado
tener un efecto neuroprotector en modelos de dafio cerebral; en el caso de la morina se reduce
el estrés oxidativo y la muerte neuronal ligada a la exito-toxicidad en cultivos celulares
(Gottlieb et al. 2006). Estos autores observaron que la morina reduce la pérdida neuronal en
el hipocampo después de dario cerebral, este efecto se ve asociado con la reduccién de efectos

negativos sobre funciones cognitivas luego del dafio.

Mecanismos moleculares relacionados con proliferacion neuronal activados por

flavonoides

Como ya se menciond, la neurogénesis esta regulada por la interaccion de diversos factores
que incluyen la activacion de diferentes vias de sefializacién. Los factores de crecimiento son
factores que promueven o inhiben ciertas vias de sefializacion; un ejemplo de esto se observa
en la activacion de la via de sefializacion MEK-C/EBP que promueve la neurogénesis e

inhibe la gliogénesis (Ménard et al, 2002). Esta via se activa con factores de crecimiento
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como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), los cuales se unen a receptores y activan vias de sefializacion de cinasas.
Los posibles mecanismos moleculares involucrados en la proliferacion pueden ser CREB,
BDNF, VEGF vy sefializacion de calcio; en el caso de la supervivencia, los mecanismos
moleculares involucran PLC, pERK, CREB y BDNF (Vaidya et al. 2007).

Por otro lado, la via de sefializacion Wnt también se ve implicada en la neurogénesis. Los
ligandos Wnt son factores externos que regulan este proceso mediante la via candnica,
también llamada Wnt - Bcatenina (Inestrosa & Arenas, 2010). Esta via también induce
potenciacion a largo plazo y arborizacion dendritica; la participacion de la via de sefializacion
Wnt se ha visto implicada tanto en el giro dentado del hipocampo como en la zona
subgranular (Inestrosa & Arenas, 2010).

Los flavonoides interactian con diferentes receptores, cinasas y factores de transcripcion
(Spencer et al. 2009), y participan en vias de sefializacion que incluyen PI3K/Akt, PLC-y
(Park & Lee, 2011) y MAPK. Mediante estas cinasas tienen efectos sobre la potenciacion a
largo plazo, lo que afecta a la memoria y al aprendizaje (Jang et al. 2010). Spencer y
colaboradores (2009) indican que los flavonoides acttan de diferentes formas, uniéndose a
sitios ATP en enzimas y receptores, preservando la homeostasis de Ca”" modulando
directamente la actividad de cinasas, o al afectar la funcion de fosfatasas importantes en las
vias de sefalizacion (Spencer et al. 2009). Activan distintas vias de sefializacién como la via
Whnt, en esta, el ligando Wnt interactla con receptores Frizzled y receptores de lipoproteinas
de baja densidad, asi, se bloquea la Gsk-3 y se acumula B-catenina en el citoplasma antes de
pasar al nucleo en donde se transcriben genes relacionados con diferenciacion neuronal
(Inestrosa & Arenas, 2010). También pueden activar vias relacionadas con el receptor TRK

asociado a factores de crecimiento que desencadena cascadas de sefializacion para finalmente
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fosforilar a C/EBPs y activar la transcripcion de genes de diferenciacion neuronal (Ménard et
al. 2002)(figura 5).

Algunos polifenoles activan SIRT1, una enzima que responde a estrés celular y esta
involucrada en supervivencia celular, in vitro mediante mecanismos alostéricos o al reducir la
formacién de especies reactivas de oxigeno (EROS), lo que a su vez inhibe a la actividad de
NF-«xB (Sarubbo et al. 2018).

El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), cuya expresion esta regulada por
mecanismos mediados por calmodulina (Tabuchi, 2008), ejerce sus funciones bioldgicas
uniéndose a dos receptores, el receptor p75NTR y el TrkB. Al unirse al TrkB el BDNF
desencadena cascadas de sefializacion para mediar la supervivencia neuronal, plasticidad
sinaptica, diferenciacion y neurogénesis (Jang et al. 2010; Stagini et al. 2017). Ademas de
estar relacionado con la memoria y aprendizaje espacial (Park & Lee, 2011), la union del
BDNF al receptor TrkB lleva a la internalizacion del complejo ligando-receptor que es
transportado del nervio terminal al cuerpo celular en forma de endosomas para mediar esos
eventos de sefializacion (Liu et al. 2014).

Liu y colaboradores (2014) probaron que la deoxigedunida es un agonista del BDNF y puede
unirse al receptor TrkB para desencadenar efectos de supervivencia y proliferacion mediante
PI3K/Akt y MAPK. Por otra parte Jang y cols. (2010) demostraron que la 7,8-
dihidroxiflavona, un polifenol de la familia de los flavonoides, se asocia e induce la
dimerizacion y autofosforilacion (Stagini et al. 2017) del receptor TrkB (figura 5).

A diferencia del BDNF, la 7.8-dihidroxyflavona puede atravesar la barrera hematoencefalica,
mantiene su estabilidad al ser administrada al organismo, y se asocia al extremo N-terminal
en la region LRM-CC2 del receptor (Du & Hill, 2015; Liu et al. 2014). El efecto de la 7,8-
dihidroxiflavona también fue probado en ratones modelo de sindrome de Down, obteniendo

resultados positivos: este flavonoide restaura la memoria hipocampal, y la madurez neuronal
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en ratones neonatos de la cepa Ts65Dn (Stagini et al. 2017). Se ha demostrado que la
activacion por 7,8-dihidroxiflavona es mas sensible a maduracion neuronal in vitro
comparada con el BDNF, sin embargo BDNF tiene més sitios de unidn que su agonista por lo
que sus efectos son mayores (Liu et al. 2014), es decir, la 7,8-dihidroxiflavona no podria
tener los mismos efectos que el BDNF, pero ambos provocan la internalizacién del receptor y
la transcripcion de genes pro-supervivecia y proliferativos. Por otro lado, bajas
concentraciones de resveratrol incrementan la fosforilacion de cinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERKs) y cinasas p38, mientras que concentraciones altas tenian efectos

inhibitorios, reduciendo el nimero de NPCs (Kumar & Pandey, 2016).
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Figura 5. Vias de sefializacion relacionadas con proliferacion y diferenciacion neuronal. Extremo izquierdo:

Activacion del receptor TrkB por un flavonoide (7,8-dihidroxiflavona), Centro: Dos vias desencadenadas al activarse
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el receptor RTK asociado a factores de crecimiento, Derecha: via Wnt-p catenina. Con informacién de Du & Hill,

2015, Inestrosa y Arenas 2010, Ménard et al. 2002 y Rivera, 2015.

Kim y colaboradores (2008) también demostraron que dosis bajas de curcumina tenian un
efecto proliferativo sobre células precursoras neurales mediante ERK y MAP cinasas, debido
a que el tratamiento con curcumina incrementd la fosforilacion de ERKs y p38 MAPK (Kim
et al. 2008). Se ha observado que las flavanonas y flavanoles tienen efectos sobre la via ERK,
mediada por interacciones entre receptores de membrana, MEK1 y MEK2 (Spencer et al.
2009). Esta via de sefializacion esta relacionada con la potenciacion a largo plazo, esto
depende mucho de CREB, ya que sin este no hay formacién de memoria a largo plazo, este
factor de transcripcion esta estrechamente relacionado con neurotrofinas como BDNF para
realizar funciones de supervivencia neuronal, diferenciacion y sinapsis (Spencer et al. 2009).
La activacion de CREB y la expresion de BDNF también pueden llevar a la activacion de la
via de sefializacion PI3K/Akt (Williams et al. 2008).

La forma en que los flavonoides como la 7,8-dihidroxiflavona y la morina entran al cerebro
es muy importante debido a que primero deben atravesar la barrera hematoencefalica, que
regula el trafico molecular y amortigua los cambios en el sistema (Youdim et al. 2003),
Youdim y colaboradores (2003) realizaron estudios en donde se observa que la mayoria de
los flavonoides son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica, como las agliconas que
pasan por difusion transcelular pasiva. Por otra parte, algunos no lo logran, por lo que los
efectos de éstos sobre el sistema nervioso central pueden deberse a efectos sobre otros sitios

del organismo como el sistema inmune.
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Antecedentes

Se ha observado que algunos polifenoles tienen efecto sobre la proliferacion neuronal, como
la curcumina y el resveratrol. La morina es un polifenol de tipo flavonoide que posee
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y se ve involucrada en la regulacion de algunas
vias de sefalizacion. Su efecto sobre la proliferacion celular, memoria y cognicién ha sido
estudiado sobre el hipocampo de roedores, y recientemente nuestro grupo de trabajo describid
que la morina tiene efecto sobre el aprendizaje y memoria. Rivera y cols. (2014) realizaron
estudios en ratones jovenes sanos, proporcionando datos preliminares en concentracion de 2.5
miligramos de morina por kilogramo de peso, los ratones de estos estudios fueron tratados
con morina en dosis de 2.5, 5 y 10 miligramos de este flavonoide por kilogramo de peso del
animal; sus resultados muestran en el giro dentado del hipocampo una tendencia hacia una
mayor proliferacion con las dosis mas bajas utilizadas en el experimento, sin diferencias
significativas, por este motivo se utilizaran dosis mas pequefias en este estudio. En el mismo
trabajo se reporto que la morina no tiene efecto sobre las proteinas Gsk-3p y Erk fosforiladas,
sin embargo, podria afectar directamente a la Gsk-3 o producir su efecto por otras vias no
asociadas a factores de crecimiento (Rivera, 2015).

Torres y cols. (2018) realizaron estudios administrando 1mg/kg de morina durante diez dias
para evaluar su efecto sobre la memoria utilizando tres pruebas diferentes: laberinto de
Morris, y prueba de reconocimiento de objetos con y sin contexto. Los ratones de la cepa
C57BL/6 tratados con morina mostraron una mejor adquisicion en el laberinto de Morris
comparados con el control, sin embargo, no mostraron diferencias significativas en retencion
de la memoria. Por otro lado, presentaron mejoria de la memoria en la prueba de
reconocimiento de objetos con y sin contexto. Los investigadores proponen que este efecto de

mejora en la memoria espacial y de reconocimiento se debe a algin mecanismo que involucra
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factores de crecimiento como BDNF probablemente producido en astrocitos activados por
IL-4. La morina ademas, protege a las neuronas evitando la hiperfosforilacion de tau inducida
por B amoliode (AP), teniendo un rol importante en este efecto la inhibicion de Gsk-3f tanto
in vivo como in vitro (Ji et al. 2011). No obstante, el mecanismo por el cual interactGa con la
Gsk-3p atn es desconocido.

Este trabajo busca explorar los efectos de la morina en concentraciones mas bajas de las que
se han utilizado, esperando encontrar mejores resultados sobre la neurogénesis, es decir,
encontrar una dosis que produzca un aumento en la neurogénesis de los organismos tratados
con este polifenol. También, se realizaron experimentos para elucidar un posible mecanismo

por el cual este flavonoide induce proliferacion celular en cerebros de ratones adultos sanos.

30



Justificacion

Los polifenoles son metabolitos secundarios de plantas que sirven para su proteccion contra
factores externos y presentan efectos diversos al ser administrados en el organismo de
animales. Estudios previos muestran que los polifenoles estimulan la neuroplasticidad,
neurogénesis y acttan como antiinflamatorios, por lo tanto, pueden ser usados en terapias de
diferentes enfermedades. Se ha observado que en dosis bajas desde 0.16 mg/kg como la
curcumina (Kim et al. 2008) y 0.2 mg/kg del resveratrol (Harada et al. 2011) favorecen la
proliferacion, actlan como neuroprotectores, antioxidantes, entre otros efectos positivos para
la salud (Arriagada et al. 2016; Dias et al. 2012; Quifiones et al. 2012), mientras que en dosis

altas pueden actuar como mutagenos o pro-oxidantes (Pereira et al. 2014).

El estudio del efecto de la morina sobre la neurogénesis es importante debido al potencial que
tiene la administracion de este polifenol en concentraciones bajas (desde 2.5 mg/kg) y
especificas como tratamiento para algunas enfermedades neurodegenerativas. Estas
enfermedades afectan principalmente a personas de la tercera edad, quienes componen un
gran porcentaje de la poblacion mundial (aproximadamente 600 millones de personas
mayores de 60 afios, OMS). El estudio de los mecanismos implicados en el efecto de este
polifenol sobre la proliferacion aportaria nuevos conocimientos al campo de estudio de la

neurogénesis y su relacion con la memoria y el aprendizaje.
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Hipdtesis
La morina en dosis menores a 2.5 mg/kg producird neurogénesis en cerebros de ratones

adultos sanos.

Objetivos

Objetivo general
Describir el efecto de la morina sobre la neurogénesis en el hipocampo de ratones adultos

jovenes.

Objetivos particulares

e [Estandarizar la técnica de inmunofluorescencia para la identificacion de proteinas
involucradas en proliferacion celular y diferenciacion neuronal (GFAP, NeuN, Ki67,
BDNF, DCXy BrdU).

e Evaluar la neurogénesis en ratones adultos jovenes sanos en tratamientos con dosis
menores a 2.5 mg/kg de morina y en dos tratamientos temporales (10 y 30 dias).

e Dilucidar un posible mecanismo molecular involucrado en la neurogénesis inducida

por morina.
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Material y Método
e Animales

Para la elaboracion de este proyecto se trabajé con cuarenta ratones (Mus musculus) machos
de la cepa C57BL/6 de tres meses de edad, de 25 a 30 g en condiciones de 12 horas de luz y
12 de oscuridad, comida y agua ad libitum y temperatura constante (22-23°C), en el bioterio
del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. Los
experimentos y protocolos utilizados en este proyecto se realizaron en acuerdo a la NOM-
062-Z00-199.

Los animales fueron divididos en dos grupos de veinte ratones cada uno para realizar un
experimento de diez dias y uno de treinta dias, cada uno de estos grupos fue sub-dividido en
cinco tratamientos distintos: control (solucion salina), vehiculo (DMSO) y tratamiento con

morina en dosis de 0.5, 1y 2.5 mg/kg (figura 6).

20 ratones de 12 semanas de edad
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Figura 6. Disefio experimental
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e Tratamiento con morina y administracion de BrdU
Se administré durante diez dias el tratamiento correspondiente a cada uno de los cinco
grupos: control (solucion salina), vehiculo (DMSO diluido en solucion salina) y tratamiento
con morina en dosis de 0.5, 1 y 2.5 miligramos por kilogramo de peso (mg/kg); cada grupo
compuesto por cuatro ratones. El tratamiento fue inyectado via intraperitoneal cada dia en un
horario de las diez a once horas.
El dltimo dia del tratamiento con morina (dia 10) se inyectd via intraperitoneal a todos los
ratones BrdU (Santa Cruz, sc-290815) en dosis de 50 mg/kg, cada dos horas, un total de
cuatro dosis, siguiendo el protocolo de Latchney y colaboradores (2013) para el marcaje de
celulas en proliferacion en el giro dentado del hipocampo.
Un dia después de la administracion de BrdU y al término de los tratamientos se realiz6 una
perfusion intracardiaca con solucion salina (0.9% NaCl), seguida de paraformaldehido (PFA)
al 4% disuelto en buffer de fosfatos (PB) a pH 7.4 a cuatro ratones de cada grupo. Por otro
lado, cuatro ratones de cada grupo fueron conservados con vida durante veinte dias
posteriores al término de los tratamientos y la administracion de BrdU para realizarles una

perfusion intracardiaca en el dia 30 (figura 7).

T e e s e

Dial 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 4 25 26 27 8 29 30

| I

Administracion de morina
Perfusion
| Administracion de BrdU

Figura 7. Disefio temporal de administracion de morina y BrdU, para realizar al término pruebas moleculares.

e Tratamiento de tejidos e inmunofluorescencia
Se realiz6 una perfusion intracardiaca con solucion salina (0.9% NaCl), seguida de

paraformaldehido (PFA) al 4% disuelto en buffer de fosfatos (PB) a pH 7.4 a los dos grupos
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de veinte ratones cada uno (10 y 30 dias de experimento). Después de la perfusion se realizé
la extraccion de los cerebros, los cerebros se mantuvieron en post-fijacion en una solucion de
PFA 4%-PB. Posterior a esto se colocaron los cerebros en una solucion de sacarosa al 20%
durante tres dias y después en una solucion de sacarosa al 30% por otros tres dias para la
crioproteccion del tejido. Se realizaron cortes sagitales en criostato de 30 um de grosor,
conservando aquellos en los que se observe el giro dentado del hipocampo en solucién PFA
4%-PB.

Con los tejidos se realizaron inmunofluorescencias para la observacion de células positivas a
Ki-67, DcX, BDNF y BrdU; para esto se hicieron tres lavados con PBST (PBS 0.1 M con
tritén al 0.3%), esto con el fin de permeabilizar el tejido. Posterior a esto se realizé una
incubacion de cuarenta minutos en amortiguador de citratos a 70°C calentado por diez
minutos previos a este paso. Se dejaron enfriar los tejidos para posteriormente realizar un
lavado con agua destilada. Se realizaron tres lavados mas con PBST 0.3%, agitando diez
minutos a intensidad baja. Posteriormente se bloque6 durante 60 minutos con albimina y
suero de cabra, ambos al 5%, para posteriormente dejar incubando con anticuerpo primario
para Ki-67 (1:50, Santa Cruz sc-7846), BDNF (1:500, abcam ab72439) y Ki-67 (1:50, Santa
Cruz sc-7846) mas DcX (1:50, Santa Cruz sc-271390) durante toda la noche.

Se hicieron tres lavados con PBT 0.3% durante diez minutos con agitacion a baja. Posterior a
esto se agregaron los anticuerpos secundarios a los tejidos y se incubaron durante dos horas
en oscuridad. Para la deteccion de BDNF se utilizé anticuerpo Alexa 488 (anti-conejo, 1:400,
Invitrogen), para Ki-67 se utilizd el anticuerpo Alexa 488 (anti-cabra, 1:300, Invitrogen) y
para DcX se agregd Alexa 594 (anti-raton, 1:300, Invitrogen). Se lavaron los tejidos tres
veces con PBT 0.3% durante diez minutos y después se incub6 con DAPI (1:200, DAKO) de

diez a quince minutos. Posterior a esto se realizaron tres lavados con PB pH 7.4; finalmente
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se realiz6 el montaje de los tejidos y su observacion en un microscopio Leica DM/LS 020-
518-500.

En las inmunofluorescencias para identificar BrdU se siguié un procedimiento similar pero
con algunos cambios. EI DNA se desnaturalizé con una incubacién de 30 minutos en HCI 1N
a 37°C, a continuacion se hizo una incubacién en buffer de boratos 0.1M pH 8.8 durante diez
minutos y el tiempo de bloqueo fue de dos horas. Se utilizé anticuerpo primario para BrdU
(1:100, Santa Cruz sc-56258) para detectar el BrdU se utilizo el anticuerpo secundario Alexa
594 (anti-rata 1:400, Invitrogen).

Posteriormente se tomaron fotos a 20x en el microscopio (Leica DM/LS 020-518-500) y se
contabiliz6 el nimero de células positivas a Ki-67, Ki67+DcX, BDNF y BrdU en cada corte,
para realizar posteriormente analisis estadisticos con el programa GraphPad Prism 8®
(GraphPad Software, Inc. 2018), ANOVA de una y dos vias dependiendo del experimento,

seguidos de pruebas de Tukey para comparaciones multiples.
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Resultados

e Estandarizacion de la técnica de inmunofluorescencia
Se realizd la estandarizacion de anticuerpos para la observacion de proteinas involucradas en
proliferacion celular y diferenciacion neuronal (figura 8), mediante la técnica de
inmunofluorescencia utilizada después para la evaluacion del tratamiento con morina.
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Figura 8. Estandarizacion de anticuerpos de inmunofluorescencia. Se observa el giro dentado de cortes de cerebros

de ratones de la cepa C57BL/6. Marca nuclear con DAPI (azul), Ki-67, NeuN, BrdU, GFAP y BDNF (verde), DcX
(rojo).Las flechas sefialan células positivas a CDX y BDNF. Fotos tomadas en un aumento de 20x. Barra de escala:

100pum.

La estandarizacion de estos anticuerpos de inmunofluorescencia es importante para
posteriores experimentos. En el caso de Ki-67 se realizé la estandarizacion con cortes de
cerebro de raton neonato, esto debido a que las pruebas con tejidos de ratones adultos no
mostraban células en proliferacion.

Se utilizaran las siguientes concentraciones de anticuerpo: Ki67 1:50, NeuN 1:3000, BrdU

1:100, GFAP 1:500, DcX 1:50, y BDNF 1:500.

e La morina induce proliferacion celular en hipocampo de ratén
Se realizo la observacion de BrdU mediante la técnica de inmunofluorescencia en los tejidos
de ratones tratados durante diez dias con morina y posteriormente perfundidos (figura 9). Se
observa una mayor proliferacion celular en los cortes cerebrales de ratones tratados con
morina, esto indica que el tratamiento con morina durante diez dias si propicia una

proliferacion celular mayor a la normal.
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Figura 9. Expresién de BrdU después de 10 dias de tratamiento con morina. Giro dentado de cerebros de ratones de

la cepa C57BL/6, cortes de 30um. A: Proliferacion celular un dia después del tratamiento con morina por diez dias,
células marcadas con BrdU (verde, administrado el Gltimo dia del tratamiento), marca nuclear con DAPI (azul), B:
Comparacion de la expresion de BrdU (verde) entre el control y la concentracion de 0.5 mg/kg, en la que se observa
mayor proliferacion que en el resto de los tratamientos. Las flechas sefialan células positivas a BrdU en los cortes.

Fotos tomadas en un aumento de 20x, Barra de escala: 100um. 2.5 mg/kg que fue tomada en un aumento de 40x.

Posterior a esto se realizd una inmunofluorescencia para identificar Ki-67, marcador de
células nuevas, en el giro dentado del hipocampo de cortes cerebrales de ratones sometidos al
experimento durante diez y treinta dias (figura 10). Se observa una tendencia a mayor

proliferacion en menores concentraciones del tratamiento.
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Figura 10. Imagenes representativas del giro dentado del hipocampo de todos los tratamientos (Ki67). A:

Proliferacion celular un dia después del tratamiento con morina por diez dias en el giro dentado de cerebros de
ratones de la cepa C57BL/6, cortes de 30um, B: proliferacion celular veinte dias después del tratamiento con morina
por diez dias en el giro dentado de cerebros de ratones de la cepa C57BL/6, cortes de 30um. Las flechas indican
células positiva a Ki67. Marca nuclear con DAPI (azul), Ki-67 (verde). Fotos tomadas en un aumento de 20x. Barra

de escala: 100pm.

Se realizé el conteo del ndmero de celulas positivas a Ki-67 por corte y se realizé la
comparacion entre los diferentes tratamientos (Figura 11). Se observan diferencias
significativas en los experimentos de diez (Figura 11 A) y treinta dias (Figura 11 B) entre el
tratamiento de 0.5 mg/kg y el control. En el caso del experimento de 10 dias hay diferencias
significativas entre el tratamiento de 0.5 mg/kg y el resto de los tratamientos. Estos resultados
indican que el tratamiento con morina durante diez dias es una concentracion de 0.5 mg/kg
resulta en una mayor proliferacion celular en la zona subgranular del giro dentado del

hipocampo (Figura 12).
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Figura 11. . Células positivas a Ki-67 uno y veinte dias después de aplicar el tratamiento. Células positivas a Ki-67

(marcador de proliferacion celular) un dia después de aplicar el tratamiento de morina por diez dias (A: ANOVA de
una via: F=6.469, P=0.0002, n=13) y veinte dias después del tratamiento (B: ANOVA de una via: F=4.117, P=0.0044,
n=16). El tratamiento con morina estimula la proliferacién celular. Se muestran promedios + E.E.M. *P<0.05,

***p=0.0001.
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Figura 12. Células positivas a Ki-67 (verde) en el giro dentado del hipocampo de ratones tratados con solucion salina

y 0.5 mg/kg de morina. Cortes de cerebros de ratones tratados con solucion salina y 0.5 mg/kg de morina

respectivamente, cortes de 30um de ancho. La concentraciéon de 0.5 mg/kg propicia la proliferacion. Las flechas

indican células positivas a Ki67. Imagenes tomadas en un aumento de 20x.

Al realizar la comparacion entre los experimentos de diez y treinta dias se puede observar que

hay una mayor proliferacion a los treinta dias de tratamiento en todas las concentraciones de

morina y el vehiculo (figura 13, negro). Ademas se observan diferencias significativas entre

el tratamiento con 0.5 mg/kg de morina, el control y el vehiculo, en conjunto, el tratamiento

de 0.5 mg/kg propicia una mayor proliferacion celular (figura 13, rojo) tanto en el

experimento de diez dias como el de treinta dias.
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Figura 13. Proliferacién veinte dias después de finalizar el tratamiento y con una concentracion de 0.5 mg/kg de

morina. Células positivas a Ki-67 en los diferentes tratamientos, comparacion entre los tratamientos de 10 y 30 dias.
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Se observan diferencias significativas entre los tratamientos de 10 y 30 dias en todos los casos excepto el control. Se
muestran promedios + E.E.M. *P<0.05 (negro). Rojo: Células positivas a Ki-67, comparacion entre tratamientos, la
concentracion de 0.5 mg/kg presenta diferencias significativas con el control, el vehiculo y el tratamiento con 2.5
mg/kg (ANOVA de dos vias: Tratamiento F4,130= 7.568, dia F1,130=51.87. Tratamiento x dia F4,130=0.6951, P=

0.5967, n=12). Se muestran promedios + E.E.M. *P<0.05, **P<0.001.

e Proliferacion neuronal después del tratamiento con morina
Con el objetivo de identificar si las células que proliferaron eran neuronas inmaduras se
realizaron inmufluorescencias para identificar DcX (marcador de neuronas inmaduras) y Ki-
67 (marcador de proliferacion), se muestran imagenes representativas de los cortes de cada

tratamiento (figura 14).
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Figura 14. Imagenes representativas del giro dentado del hipocampo de todos los tratamientos (Ki67+DcX). A:

Proliferacion neuronal un dia después del tratamiento con morina por diez dias en el giro dentado de cerebros de
ratones de la cepa C57BL/6, cortes de 30um, B: proliferacion neuronal veinte dias después del tratamiento con
morina por diez dias en el giro dentado de cerebros de ratones de la cepa C57BL/6, cortes de 30pm. Marca nuclear
con DAPI (azul), Ki-67 (verde), DcX (rojo). Las flechas indican células positivas a Ki67 y DcX. Fotos tomadas en un

aumento de 20x. Barra de escala: 100um.

Se realizé la cuantificacion de las células positivas a Ki-67 y DcX en los cortes, se observa
una mayor proliferacion neuronal con la concentracion de 0.5 mg/kg en el experimento de
diez dias mostrando diferencias significativas con el control, mientras que en el de treinta
dias se observan diferencias significativas en todos los tratamientos de morina comparados
con el control y en en los tratamientos con 0.5 mg/kg y 2.5 mg/kg de morina comparados con

el vehiculo (DMSO) (figura 15y 16).
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Figura 15. Células positivas a Ki-67 y DcX un dia y veinte dias después del tratamiento. Células positivas a Ki-67

(marcador de proliferacion celular) y DcX (marcador de neuronas inmaduras) un dia después de aplicar el
tratamiento de morina por diez dias (A: ANOVA de una via: F=3.280, P=0.0220, n=8) y veinte dias después del
tratamiento (B: ANOVA de una via: F=7.987, P<0.0001, n=16). El tratamiento con morina estimula la proliferacion

neuronal. Se muestran promedios + E.E.M. *P<0.05. **P<0.001.
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Figura 16. Proliferacion neuronal en el giro dentado de ratones tratados con solucién salida y morina en una

concentracion de 0.5 ma/kg. La concentracion de 0.5 mg/kg propicia la proliferacién neuronal. Células positivas a Ki-
67 (verde) y DcX (rojo) en el giro dentado del hipocampo de cortes de cerebros de ratones tratados con solucion
salina y 0.5 mg/kg de morina respectivamente. Las flechas indican células positivas a Ki67 y DCX. Imagenes tomadas

en un aumento de 20x.

Al realizar la comparacién entre experimentos se pueden observar diferencias significativas
en el nimero de células positivas a Ki-67 y DcX entre los experimentos de diez y treinta dias
en los ratones tratados con morina, hay méas proliferacién neuronal en los experimentos de
treinta dias (Figura 17, negro). En conjunto, el tratamiento con 0.5 mg/kg tiene mayores
diferencias con el control, pero se observa una mayor proliferacion con todos los tratamientos
de morina (Figura 17, rojo), esto indica que el tiempo es un componente importante para
observar los efectos del tratamiento con morina, y que estos no se restringen a los primeros

dias de tratamiento, sino que es un efecto a largo plazo.
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Figura 17. Proliferacién neuronal veinte dias después de finalizar el tratamiento y con una concentracién de 0.5

ma/kg de morina. Células positivas a Ki-67 y DcX en los diferentes tratamientos, comparacion entre los tratamientos
de 10 y 30 dias (ANOVA de dos vias: Tratamiento F4,110= 6.432, dia F1,110=34.97. Tratamiento x dia F4,110=1.928,
P=0.1107, n=16). Se observan diferencias significativas entre los tratamientos de 10 y 30 dias en los tratamientos con
morina. Se muestran promedios + E.E.M. *P<0.05 (negro). Rojo: Células positivas a Ki-67 y DcX, comparacién entre
tratamientos, la concentracion de 0.5 mg/kg presenta diferencias significativas con el control (ANOVA de dos vias:
Tratamiento F4,110= 6.432, dia F1,110=34.97. Tratamiento x dia F4,110=1.928, P= 0.1108, n=16). Se muestran

promedios + E.E.M. *P<0.05 **P<0.001.

e La morina en tratamientos de 30 dias produce un aumento de la expresion de
BDNF en el hipocampo de ratones adultos sanos.

Se realiz6 una inmunofluorescencia para identificar la expresion de BDNF como el posible

mecanismo molecular causante del efecto de la morina sobre la proliferacion celular; la

evaluacion en 10 dias no fue consistente debido al escaso numero de células positivas al

BDNF (figura 18A). Sin embargo, en 30 dias de tratamiento se observa una mayor expresion

de BDNF, especialmente en la concentracién 1 mg/kg de morina (figura 18B).
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Figura 18. Expresion de BDNF en el giro dentado de ratones tratados con morina. A: Un dia después del tratamiento

con morina por diez dias, B: Veinte dias después del tratamiento con morina por diez dias. Marca nuclear con DAPI

(azul), BDNF (verde). Las flechas indican células positivas a BDNF. Fotos tomadas en un aumento de 20x. Barra de

escala: 100um.

Posterior a esto se realizo la cuantificacion de células positivas a BDNF (Figura 19). Hay una

tendencia a una mayor expresion con los tratamientos de morina y el DMSO en el
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experimento de diez dias; sin embargo, sélo se encuentran diferencias significativas entre el
control y el vehiculo. Por otro lado, en el experimento de treinta dias hay diferencias
significativas entre el tratamiento con morina en una concentracion de 1 mg/kg y el resto de

los tratamientos, en esta concentracion hay una mayor expresion de BDNF.
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Figura 19. Expresion de BDNF en el giro dentado de ratones tratados con morina. Células positivas a BDNF un dia

después de aplicar el tratamiento de morina por diez dias (A: ANOVA de una via: F=3.609, P=0.0313, n=6) y veinte
dias después del tratamiento (B: ANOVA de una via: F=5.572, P=0.0060, n=6). Se muestran promedios + E.E.M.

*P<0.05
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Se observa una mayor expresion de BDNF en el tratamiento de 1mg/kg de morina comparado
con el control (solucion salina) en ambos experimentos, de diez y treinta dias (figura 20), sin
embargo, hay diferencias significativas solo en el experimento por treinta dias.

(morina)

Solucion zalina (control) Imegke

10 dias

BDNF ( Abcam, abT2439)

30 dias

Figura 20. Expresién de BDNF en la concentracion de 1 mg/kg. Células positivas a BDNF (verde) en el giro dentado
de cortes de cerebros de ratones tratados con solucion salina y 1 mg/kg de morina respectivamente. Las flechas

infican células positivas a BDNF en 10 y 30 dias. Imagenes tomadas en un aumento de 20x. Barra de escala: 100pm.
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Discusion

En este estudio se evaluo el efecto de la morina (27, 3, 4", 5, 7-pentahidroxiflavona) sobre la
neurogénesis en ratones adultos sanos. En estudios previos, Rivera (2015) observé una
tendencia en el aumento de la proliferacion celular causada por morina conforme disminuia la
dosis en ratones jovenes. Sin embargo, Rivera (2015) no observo diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos tratamientos. En el presente estudio se utilizaron dosis
menores obteniendo diferencias significativas entre el tratamiento con morina, sobre todo en
una concentracion de 0.5 mg/kg comparado con el resto de los tratamientos, esto indica que
el efecto de la morina es mejor en dosis pequefias; los datos muestran un aumento en la
proliferacion celular conforme la dosis de morina disminuye. En el caso de la proliferacion
neuronal (Ki-67 y DcX), se observa un aumento mas significativo con el tratamiento de 0.5
mg/kg de morina, un dia después de finalizar la administracion del polifenol durante diez dias
y a los treinta dias. En el experimento de treinta dias se observan diferencias significativas en
todos los tratamientos comparados con el control, lo que indica que el tiempo es un factor

importante para poder observar el efecto de la morina sobre la neurogénesis.

El fendmeno observado concuerda con la literatura, los polifenoles en bajas concentraciones
tienen efectos bioldgicos importantes (Kim et al. 2008, Harada et al. 2011). Activan algunas
proteinas anti-envejecimiento (Davis et al. 2009), un ejemplo de esto es la quercentina que en
dosis de 10 a 30 mg/kg inhibe enzimas relacionadas con la depresion (Bandaruk et al. 2012).
También se ha observado que diversos polifenoles como la curcumina, el EGCG vy la
oroxilina entre otros, aumentan la proliferacion celular. Por otro lado, concentraciones altas
de polifenoles causan diversos dafios a nivel celular, tales como el efecto mutagénico de la
quercentina (Bjeldanes & Chang, 1977), e incluso degradacion de DNA (Sahu & Gray,
1997); Skibola y Smith (2000) proponen que estos efectos negativos estén relacionados con

dafo al DNA debido a actividad pro-oxidante de estas sustancias.
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Los polifenoles pueden actuar como antimutégenos o pro-mutagenos y como antioxidantes o
pro-oxidantes dependiendo de las concentraciones consumidas y absorbidas, asi como del
estado del organismo que los ingiere. Las dosis de flavonoides que inducen citotoxicidad y
mutaciones no se podrian adquirir mediante una dieta normal (Skibola & Smith, 2000), sin
embargo, la incorporacion de suplementos a nuestra dieta puede llevar al consumo de
concentraciones que tengan estos efectos. Lo anterior representa un dato preocupante debido
a que se ha promocionado mucho el consumo de polifenoles comerciales debido

principalmente a su efecto como antioxidantes.

Se ha observado neurogénesis hipocampal en cerebros de varios mamiferos, las nuevas
células generadas pueden tener funciones en cognicién o reparacion del cerebro después de
algin dafio (Van Praag et al. 2002). Las neuronas generadas en el giro dentado del
hipocampo participan en funciones como memoria y aprendizaje, mientras que en la zona
subventricular los precursores maduran para ser interneuronas (Gage, 2000), por estos
motivos es importante identificar sustancias que puedan ser utilizadas en tratamientos para
enfermedades neuroldgicas causadas o relacionadas con la pérdida neuronal o neurogénesis
anormal que requieran de sustitucion de neuronas. Van Praag y colaboradores (2002)
observaron que las neuronas generadas se incorporan a los circuitos existentes, y podrian
reemplazar a las que estdn en proceso de muerte y/o dafiadas, o simplemente mejorar la
plasticidad, futuros estudios pueden enfocarse a realizar pruebas conductuales (tales como
laberinto de morris y reconocimiento de objetos) y/o moleculares que permitan identificar el
destino de las nuevas neuronas generadas, con el fin de conocer el alcance de este proceso en

cerebros adultos.

Eriksson y colaboradores (1998) realizaron experimentos con pacientes humanos,
administrando BrdU (un marcador que se une al DNA en la fase S del ciclo celular y permite

identificar células en proliferacién) a pacientes con cancer. Observaron que existia
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proliferacion neuronal en el giro dentado del hipocampo, es decir, el cerebro conserva su
capacidad de generar nuevas neuronas a partir de los precursores que se conservan en
cerebros humanos adultos, sin embargo, desconocian aun si estas neuronas eran funcionales y
si se integraban a circuitos neuronales. Los experimentos de Eriksson y colaboradores (1998)
muestran que existe neurogénesis en cerebros humanos adultos. Estos son estudios
relativamente antiguos y en la actualidad muchos autores mencionan que este proceso esta
restringido a roedores y monos, sin embargo, otros mencionan que si hay neurogénesis adulta
en humanos aunque con diferencias al compararla con la neurogénesis adulta en roedores. En
roedores so6lo el 10% (aproximadamente) de neuronas se cambia por nuevas mientras que en
humanos parece ser que la mayoria de las neuronas del giro dentado se intercambian
(Sarubbo et al. 2018). Deben llevarse a cabo més estudios para poder extrapolar estos
experimentos a cerebros humanos con nuevas técnicas que permitan observar si este

fendmeno ocurre también en dichos cerebros.

En este trabajo se observa una mayor cantidad de células en proliferacion veinte dias después
de concluido el tratamiento con morina, comparado con los tejidos de un dia después de
terminado el tratamiento. Esto sugiere que el tiempo es importante para desencadenar los
mecanismos moleculares implicados en proliferacion y diferenciacion, ademas es un
indicador de que el efecto del tratamiento con morina no se restringe a los primeros dias
después de la administracion, sino que su efecto se conserva a largo plazo. Este estudio
permite observar el efecto de la morina sobre la proliferacion celular, particularmente
neuronal, sin embargo los flavonoides son solo un tipo de polifenoles de un grupo de
sustancias quimicas muy variado. Los polifenoles se encuentran en conjunto en los alimentos
que consumimos (Manach et al. 2004), esto puede implicar diferentes efectos cuando la
morina se conjuga con otros polifenoles (Dias et al. 2010). Podria estudiarse entonces en el

futuro el efecto sinérgico de distintos polifenoles o polifenoles con otras sustancias de
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naturaleza quimica distinta, como &acidos grasos. Por ejemplo, Valente y cols. (2009)
sometieron a roedores a una dieta de polifenoles y &cidos grasos, observaron que esta
propiciaba una mayor proliferacion celular en el bulbo olfatorio y el giro dentado del
hipocampo. Parte de la importancia del presente estudio radica en que se observa el efecto de
la morina en un organismo vivo, ya que muchos estudios de polifenoles se realizan in vitro
(Visioli et al. 2011) y es necesario conocer su efecto luego de la interaccion con los

diferentes tipos celulares y tejidos dentro de organismos Vvivos.

Por otro lado, el DMSO (dimetilsulféxido) usado como solvente, tiene la capacidad de
penetrar tejidos sin causar dafio significativo. Puede aceptar puentes de hidrdgeno, tiene una
naturaleza polar y una estructura compacta, lo que en conjunto, le proporciona la habilidad de
asociarse con proteinas, sustancias ionicas y otros constituyentes de sistemas vivos (Szmant,
2001). Es muy utilizado en investigacion clinica, debido a que mejora o permite la entrada al
sistema nervioso central de sustancias insolubles en agua (Penazzi, 2017). Por estas
caracteristicas y principalmente debido a que la morina no es soluble en agua, aunque puede
atravesar la barrera hematoencefalica, que el DMSO fue utilizado como solvente en la

administracion del tratamiento con morina a los ratones.

Un vehiculo debe ser biocompatible pero sin efectos bioldgicos per se, en el caso del DMSO
hay un conflicto debido a que tiene efectos en el organismo dependientes de la dosis y la
duracion de los tratamientos, generalmente benéficos como como aumentar la densidad
dendritica (1% v/v) (Penazzi, 2017) y algunos autores mencionan que el dimetilsulfoxido
aumenta el efecto de las sustancias disueltas en él (Kahler, 2000). Asi, se pueden usar
concentraciones menores de algunos medicamentos manteniendo sus efectos. Los efectos
positivos del DMSO dependen de la dosis, aunque se requeriria de una dosis muy alta para
generar algun dafio; segin los resultados obtenidos en este proyecto, no hay diferencias

significativas entre los tejidos de ratones control (tratados solo con solucién salina) y los
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tratados con el vehiculo (dimetilsulféxido). Por lo tanto, ya que el DMSO no tiene efecto en
la proliferacion celular bajo las condiciones de este estudio no interfiere en el efecto del

tratamiento con morina que se observd y es un buen vehiculo.

Se ha encontrado que el DMSO puede producir apoptosis in vivo e in vitro en
concentraciones altas (Galvao, 2013) aunque durante algun tiempo se mantuvo en
controversia debido a que los autores que reportaban este efecto generalmente no reportaban
la concentracion de DMSO. Recientemente, se reportd que también produce apoptosis en el
sistema nervioso central de ratones en desarrollo dependiendo de la dosis y la edad de los
roedores, pero es relativamente seguro en dosis de hasta 50 mg por dia (Hanslick et al. 2009),
los efectos negativos del DMSO aun se encuentran en controversia (Kahler, 2000). En
estudios posteriores seria importante investigar y probar otros vehiculos para la morina u
otras vias de administracion para el tratamiento. La otra opcion es buscar otras formas de
administracion del tratamiento, por ejemplo, la via oral. Sin embargo, en este caso es
importante tener en cuenta la interaccion de la morina con otros componentes Yy absorcion en
el sistema digestivo, asi como el solvente utilizado para lograr que una dosis efectiva llegue a

su destino y sea realmente aprovechada por el organismo estimulando la proliferacion.

La actividad de la morina sobre la neurogénesis esta probada en este trabajo, existe un
aumento en la proliferacion, sin embargo, el mecanismo por el cual la morina produce este
efecto positivo en la proliferacion celular es ain desconocido. La 7, 8-dihidroxiflavona es un
flavonoide con estructura quimica muy similar a la morina, presente en plantas como la
Godmania aesculifolia, es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, a diferencia del
BDNF, y activar los receptores TrkB hasta desencadenar la transcripcion de genes pro-
supervivencia, de crecimiento, que aumentan la plasticidad neuronal y la proliferacion celular
(Stagini et al. 2017). Con base en la similitud de la estructura quimica de la 7, 8-

dihidroxiflavona y la morina (2°, 3, 4, 5, 7-pentahidroxiflavona) ademas de su naturaleza
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polifendlica podria estudiarse la capacidad de la morina para activar los receptores TrkB
como la causa de su efecto proliferativo sobre las neuronas del giro dentado de cerebros de
ratones adultos. En este estudio se observa una mayor expresion de BDNF en el hipocampo
de los cerebros de ratones tratados con morina con la técnica de inmunofluorescencia. Al
realizar la cuantificacion de células positivas a BDNF hay diferencias significativas entre el
tratamiento con morina a una concentracion de 1 mg/kg y el resto de los tratamientos en el
experimento de treinta dias. En el experimento de diez dias solo hay diferencias significativas
entre en vehiculo (DMSO) y el control (solucion salina), lo cual indica que el vehiculo tiene
un efecto en la produccion de BDNF, esto podria indicar que el aumento en BDNF en el
tratamiento con morina no se debe solamente a la morina, podria ser un efecto del DMSO.
Se requiere de una técnica mas sensible (como western blot, que permite la identificacion de
proteinas) para evaluar con mayor precision los cambios de BDNF producidos por la morina

e identificar el mecanismo molecular por el cual se produce la neurogenesis.

La importancia de la neurogénesis en cerebros adultos no se restringe sélo a su participacion
en la plasticidad neuronal, sino que también se ve implicada en la remodelacion del tejido
cerebral, homeostasis y mantenimiento del cerebro (Poulose et al. 2017). En este estudio se
observa una proliferacion neuronal significativamente mayor inducida por la administracion
de morina durante diez dias, un tratamiento con potencial para utilizarse en el control o

tratamiento de enfermedades neurolégicas y neurodegenerativas.
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Conclusién

En conclusién, la morina propicia una mayor proliferacién neuronal en ratones jovenes
adultos sanos en el tratamiento de 0.5 mg/kg en el experimento de 10 y en el de 30 dias, se
observa una mayor proliferacion en el tiempo mas largo. Bajo las condiciones de este
proyecto, el tratamiento méas efectivo para aumentar la neurogénesis es de 0.5 mg/kg de
morina administrada durante diez y observada en 30 dias. Probablemente el BDNF participe

en los mecanismos moleculares involucrados en la neurogénesis inducida por morina.
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