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Resumen

La L-kinurenina (Kyn) es un metabolito intermedio en el catabolismo del triptéfano. La Kyn
se convierte enzimdticamente por la kinurenina aminotransferasa (KAT) en 4&cido
kinurénico (KYNA), el cual es un antagonista al sitio de glicina del receptor NMDA. Tanto la
Kyn como el KYNA también son ligandos enddgenos del receptor de hidrocarburos arilo
(Ahr), un factor de transcripcion que regula la expresién de un conjunto de genes.
Interesantemente, los niveles de KYNA estdn reducidos en varias regiones cerebrales de
pacientes de la enfermedad de Huntington (EH).

El presente trabajo utiliza como modelo un ratén knock-out para el gen Ahr y ratones
silvestres de la misma edad para determinar el efecto de la ausencia de Ahr sobre la
disponibilidad KYNA.

Encontramos que en los ratones knock-out hay un aumento en los niveles de KYNA en
areas especificas del cerebro asociadas con una mayor expresion de la KAT tipo Il. Ademas
estos ratones mostraron mejor desempeio motriz en la prueba del rotarod, indicando
proteccion constitutiva del tejido estriatal. Por lo tanto, realizamos una lesion en el
estriado con acido quinolinico (QUIN), modelo bioquimico de EH, tanto en ratones de tipo
silvestre como en los knock-out. Debido al nivel de KYNA en los ratones nulos para el gen
Ahr hubo un efecto neuroprotector contra el insulto excitotéxico en comparacion con los
ratones silvestres.

A continuacién, determinamos si la ocupacién farmacoldgica del Ahr tenia efectos sobre
los niveles de KYNA cerebral. Utilizamos como agonista a la toxina TCDD vy al resveratrol
como un antagonista competitivo del Ahr. Observamos que ambos agentes aumentaron
los niveles de KYNA en el estriado de los ratones silvestres mientras que en los ratones
nulos para el gen Ahr no hubo diferencias con respecto del control.

Por lo tanto, la ocupacién farmacolégica del Ahr promueve un aumento en los niveles de
KYNA estriatales. Esto sugiere que la modulacidon de la actividad del Ahr podria ser
neuroprotectora. En virtud de esto, inyectamos QUIN en el estriado de ambos genotipos
previamente tratados con resveratrol o con su vehiculo. La ocupacion farmacolégica del
Ahr y por consiguiente el incremento en los niveles de KYNA en los ratones silvestres
produce un efecto neuroprotector frente a la lesidn excitotéxica en comparacion con los
ratones sin tratamiento. Mientras que en los ratones knock-out para el gen Ahr, con o sin
tratamiento, no se presentaron diferencias. Esto indica que los efectos observados en los
ratones silvestres con tratamiento se deben a la ocupacion del Ahr y no a otros efectos
secundarios del resveratrol.

En conclusion, tanto la ausencia como la ocupacion farmacolégica del Ahr aumentan los
niveles del KYNA confiriendo proteccion neuronal en el modelo bioquimico de la
enfermedad de Huntington.



Abstract

L-kynurenine (Kyn) is a key element of tryptophan metabolism; it is enzymatically
converted by kynurenine aminotransferase (KAT) to kynurenic acid (KYNA), which acts as
an antagonist to the NMDA receptor—glycine site. Kyn and KYNA are also endogenous
ligands of the aryl hydrocarbon receptor (Ahr), a transcription factor that regulates the
expression of a diverse set of genes. Interestingly, KYNA levels are reduced in several
regions of the brain of Huntington’s disease (HD) patients.

The present work uses an Ahr-null mouse and age-matched wild-type mice to determine
the effect of the absence of Ahr on KYNA availability.

First, we found that, in Ahr-null mice, there is an increase of KYNA levels in specific brain
areas associated with higher expression of KAT Il. Ahr-null mice also show improved motor
performance in the rotarod test, indicating a constitutive protection of striatal tissue.
Therefore, we induced an excitotoxic insult by intrastriatal administration of quinolinic
acid (QUIN), a biochemical model of HD, in both Ahr-null and wild-type mice to evaluate
the neurological damage as well as the oxidative stress caused by the lesion. Due to the
high level of KYNA in Ahr-null mice there was a neuroprotective effect against the
neurotoxic insult.

Next, we determine whether the pharmacologically induced occupancy of Ahr had effects
on KYNA bioavailability. We used TCDD, a powerful Ahr agonist and resveratrol a
competitive antagonist of the Ahr, to assess their effects on cerebral KYNA levels. We
observed that both agents increased the striatal levels of KYNA. This result indicates that
the occupancy of Ahr by either an agonist or an antagonist causes an increase of KYNA
levels in the striata of mice. This strongly suggests that modulating Ahr activity could be
neuroprotective. Therefore, we injected QUIN into the striatum of wild type and Ahr-null
mice previously treated with resveratrol or vehicle. KYNA increased levels induced a
neuroprotective effect against the excitotoxic insult in the wild type mice. In the Ahr-null
mice there was no effect due to the resveratrol treatment.

Therefore, both the lack and the pharmacological occupancy of the Ahr increase KYNA
levels and induce neuroprotection in a biochemical model of HD.



1. Introduccion

1.1 Enfermedad de Huntington

La Enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno hereditario, neurodegenerativo,
incapacitante y progresivo. Afecta de igual manera a hombres y mujeres. La prevalencia es
de 5 a 10 casos por cada 100,000 habitantes. Sin embargo, en paises orientales y en la

poblacion de ascendencia africana la incidencia es menor [1].

En 1872, el médico George Huntington describié la enfermedad que ahora lleva su
nombre. Sin embargo, no fue sino hasta 1983 cuando se identifico la alteracidn genética
responsable de la EH en el cromosoma 4 [2]. Diez afios después, se descubridé que el gen
IT15 contiene una mutacion caracterizada por una expansion inestable de repeticiones del
triplete de nucledtidos CAG, el cual codifica al aminoacido glutamina (Q). Al producto de
este gen se le denomind huntingtina (htt) [3]. Por lo tanto, la EH se hereda de forma
autosdmica dominante. Cada hijo de un portador tiene el 50% de probabilidad de heredar
la enfermedad. A medida que el gen se transmite por la via paterna, el nimero de

repeticiones tiende a aumentar [4].

La severidad y la edad de inicio dependen del nimero repeticiones de los tripletes CAG;
a mayor cantidad de repeticiones, el inicio es mas temprano (Tabla 1). Por lo tanto,
existen dos tipos de EH, la juvenil y la de inicio tardio [5]. La EH de inicio tardio es la mas
comun y los sintomas se presentan entre los 35 y 50 afos. Mientras que la de aparicion
temprana representa un 10% de los casos, se inicia antes de los 20 afios y la rigidez se

desarrolla desde el inicio [6].



Tabla 1. Relaciéon de repetidos CAG vy riesgo de aparicidn de la EH.

Nl,|.r'r'1ero de Clasificacion Resultado
repeticiones CAG
Menos de 26 Normal No se presenta la enfermedad.
27-35 Intermedio El portador no desarrolla la enfermedad, pero la
siguiente generacidn estd en riesgo de presentarla.
36a60 Patoldgica Desarrollo de la enfermedad de inicio tardio.
61a 200 Patoldgica Desarrollo de la enfermedad juvenil.

1.1.1 Sintomatologia

La enfermedad presenta una sintomatologia conductual y motriz ya que la degeneracion
neuronal altera el control motriz y diversos procesos cognoscitivos. Los cambios de
comportamiento pueden ocurrir antes de los problemas motrices y pueden abarcar:
irritabilidad, malhumor, impaciencia, paranoia, psicosis, comportamientos antisociales,
demencia, depresidon y procesamiento linglistico disminuido [7, 8]. Cabe mencionar que

no todos los pacientes sufren los mismos sintomas ni su intensidad es la misma.

La sintomatologia motriz en la EH tiene dos fases. En la primera fase inician los
movimientos coreiformes; los cuales son movimientos espasmadicos, involuntarios,
rapidos y subitos de los brazos, piernas, cara y tronco que producen dificultad al caminar,
hablar o deglutir; marcha inestable y dificultades en las actividades motoras voluntarias.
La segunda fase consiste en la incapacidad para generar movimiento o movimientos
enlentecidos, rigidez y contracciones musculares sostenidas causando torceduras y
posturas anormales. La condicion de debilidad del paciente produce complicaciones como
neumonia, problemas cardiacos o infecciones que eventualmente llevan a la muerte, la

cual ocurre 15 a 20 afios después del inicio de la enfermedad.

1.1.2 Huntingtina
La htt se encuentra en todos los tejidos del cuerpo, pero su mayor expresion es en el

cerebro. Su funciodn fisioldgica no ha sido claramente definida; sin embargo, es importante




en el desarrollo embrionario, en la generacidn y expansién de células hematopoyéticas y
en la supervivencia neuronal [9]. También estd asociada a microtibulos y vesiculas
sindpticas, por lo tanto, se sugiere un posible papel en el trafico vesicular [10]. La
repeticidon de los tripletes CAG en el gen causa un tracto de poli-glutaminas (poli-Q) en la
proteina, por lo cual, ésta adquiere funciones diferentes, tales como: nuevas interacciones
proteina-proteina y en consecuencia precipitacion y agregacién de un grupo de proteinas,
el sistema del proteosoma es afectado, la actividad transcripcional es anormal y se

incrementa la vulnerabilidad mitocondrial [11].

La muerte celular progresiva se presenta principalmente en el nlcleo estriado
conformado por el caudado, el putamen y el globo palido [12, 13]. Las neuronas
estriatales medianas espinosas GABAérgicas son las mas afectadas y la atrofia causa la
dilatacion de los ventriculos laterales. La EH también afecta a otras regiones del cerebro,
tales como: la sustancia negra, corteza cerebral, hipocampo [14], el tdlamo y el nucleo

subtaldmico [15], y cerebelo [16].

La muerte neuronal es producto de mecanismos complementarios y secuenciales. En
este proceso, suceden anormalidades en la funcién mitocondrial por consiguiente el
metabolismo energético se reduce y se genera el estrés oxidante, ademas también se

presenta el fendmeno conocido como neurotoxicidad [17].

1.1.3 Alteraciones mitocondriales

La mitocondria es el organelo celular encargado de suministrar la mayor parte de
la energia necesaria para la actividad celular. En la EH, la actividad de los complejos
mitocondriales Il y Il disminuye un 55% mientras la actividad del complejo IV decae un
25%, en el caudado y en el putamen [18]. Ademads, se produce un aumento en las
deleciones del ADN mitocondrial de los |6bulos temporal y frontal de la corteza, asi como
un aumento de marcadores del daifo oxidante del ADN, en el caudado y en la corteza

frontal [19].


https://es.wikipedia.org/wiki/Energ%C3%ADa

1.1.4 Estrés oxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas generadas en la mitocondria
durante el transporte de electrones en la cadena de fosforilaciéon oxidativa. Las ERO son
altamente reactivas debido a que poseen electrones desapareados, por lo tanto pueden
reaccionar con proteinas, lipidos de membrana y acidos nucleicos, alterando su funciéon. A
estas alteraciones se les conoce como estrés oxidante. Nuestro grupo de trabajo demostré
en un modelo transgénico de la EH, un incremento dependiente de la edad en la
peroxidacién de lipidos y en la formacion de ERO [20, 21]. El estrés oxidante se
incrementa por metales de transicién, como el hierro y el cobre. En la EH se observa un
aumento significativo en la concentracién de hierro lo que probablemente contribuya a la
selectividad de la pérdida neuronal. Ademads, se activa la enzima sintasa de éxido nitrico
neuronal (NNOS) con la subsecuente produccién de éxido nitrico (NO). Posteriormente, el
NO reacciona con el anién superdxido (02°) generando al potente radical peroxinitrito

(ONOO)). Estos radicales libres contribuyen al aumento de la concentracién de hierro libre.

1.1.5 Neurotoxicidad

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central y
puede causar la muerte neuronal a través de un mecanismo conocido como
excitotoxicidad. Las neuronas corticales envian sus axones a las neuronas estriatales
liberando glutamato. Las neuronas del estriado presentan gran cantidad de receptores a
glutamato tipo NMDA y AMPA. En la EH se incrementa la sensibilidad de las neuronas
estriatales a la activacion de sus receptores NMDA; es decir, incluso bajas concentraciones
de glutamato pueden activarlos. Por otro lado, los radicales libres inhiben la captacion del

glutamato por parte de las células de la glia, aumentando su concentracién extracelular

[6].
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1.1.6 Modelos experimentales de la EH
Con los modelos animales que recrean la EH se pueden estudiar los aspectos celulares,
moleculares y conductuales en las diferentes etapas del desarrollo, asi como también se

pueden probar nuevos farmacos y terapias.

Antes de que se descubriera al gen responsable de la EH, los modelos utilizados se
basaban en la administracion intra-estriatal de agonistas del receptor de glutamato [22].
Los primeros modelos neurotdxicos fueron el acido iboténico y el acido kainico.
Posteriormente, el acido quinolinico (QUIN), reemplazé a las primeras neurotoxinas
debido a que es un mejor modelo [23], ya que provoca la muerte selectiva de las neuronas
GABAérgicas, disminuye los niveles de ATP y aumenta las ERO asi como el estrés oxidante
[24]. Por otro lado, la administracién periférica de toxinas mitocondriales como el
malonato [25] y el acido 3-nitropropidnico [26] también desencadenan los cambios

celulares de la EH.

Los factores clave para el enfoque de los modelos transgénicos son los siguientes: el uso
de un fragmento o del gen completo de la htt mutada; la longitud de los repetidos CAG
incorporados en la construccidn genética; el uso de una region codificante Unicamente
con los repetidos CAG o con uno o mas codones CAA (que también codifican para
glutamina); la expresién de la htt mutada en el locus endégeno de htt; el uso del ADNc o
del ADN gendmico con todos los intrones y las secuencias reguladoras; y el uso del
promotor de la htt o el uso de otro promotor para dirigir la expresién de la proteina

mutante [22].

Los organismos utilizados para estudiar a la EH son: gusanos (Caenorhabditis elegans),

moscas de la fruta (Drosophila melangaster), ratones, ratas, ovejas y mas recientemente

cerdos y monos [22].

11



Los ratones son los mas utilizados para el estudio de la EH y aunque no desarrollan todos
los cambios neuroldgicos de un paciente, desde 1996 cuando surge el primer modelo del
ratédn transgénico poli-Q, se ha avanzado ampliamente en el entendimiento de esta

patologia [27].

Los modelos animales de la EH que utilizan ratones se engloban en dos grandes grupos.
El modelo transgénico de la EH tiene un fragmento o el gen completo de la htt mutada,
insertada al azar dentro de su genoma, bajo el control de varios promotores que la
expresan, ademas tienen su propia huntingtina silvestre. El modelo knock-in de la EH tiene
un fragmento o el gen completo de la htt mutada insertado dentro del propio gen de la
huntingtina. Por lo tanto, el promotor enddgeno del ratén controla al gen insertado que

expresa el tracto de la poli-Q expandida [17, 22] .

Los modelos de ratones transgénicos R6/1 y R6/2 expresan el primer exdon de la htt
humana; con 116 y 144 repetidos CAG, respectivamente. Ambos modelos se encuentran

bajo el control del promotor humano htt [28].

1.2 Via de las kinureninas

El triptéfano es un aminoacido esencial. En tejidos periféricos, solo el 1% del triptoéfano se
convierte en convierte en serotonina y mas del 95% se metaboliza a través de la via de las
kinureninas (VK) (Fig. 1) [29]. El 40 % de la Kyn se genera en el sistema nervioso central
(SNC) mientras que el 60% se transporta a través de la barrera hematoencefalica por un

transportador de aminoacidos neutros [30].

A partir de la Kyn, mediante la enzima kinurenina aminotransferasa (KAT), se sintetiza el
acido kinurénico (KYNA) en astrocitos y neuronas. Mientras que el QUIN, es sintetizado en
la microglia. Una vez que se han sintetizado el KYNA y el QUIN se liberan al medio

extracelular para modular a sus objetivos postsinapticos neuronales (Fig. 2). Aunque
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existen transportadores para aniones orgdnicos en el cerebro, tanto el KYNA como el
QUIN no son removidos del espacio extracelular por mecanismos de recaptura. El eflujo

del cerebro constituye el mayor mecanismo de depuracién para ambos metabolitos [31].

El KYNA es un antagonista al sitio de glicina del receptor NMDA (NMDAr) [32]; por otro
lado, también es un antagonista no competitivo de los receptores nicotinicos de
acetilcolina (a7nACh) [33] por lo que reduce la sefializacion de acetilcolina, de dopamina
en el estriado [34] y de glutamato en la corteza prefrontal [35]. Ademas, el KYNA es un
ligando del receptor acoplado a proteina G, GPR35 [36]. La concentracion del KYNA esta
en el rango nanomolar. El KYNA también posee propiedades antioxidantes debido a su
funcion como eliminador y neutralizador de radicales libres como los hidroxilos y los
aniones superoxidos [37].

Triptéfano
DO [lole)
v
N-Formil-kinurenina

Formamidasa

. S kar1&kati Acido Kinurénico
2 (KYNA)

(Kyn)

KMO

v
3-Hidroxi-kinurenina
(3-OH-Kyn)

Kynureninasa l

Acido 3-Hidroxi-antranilico

3-HAQ l

Acido Quinolinico
(QUIN)

l

NAD *

Figura 1: Via metabdlica de las kinureninas. IDO: Indolamina 2-3 dioxigenasa, TDO:
Triptéfano 2,3-dioxigenasa, KMO: Kinurenina 3-monooxigenasa, KAT: Kinurenina
aminotransferasa 3-HAO: 3-hidroxi antranilato oxidasa, QPRT: Quinolinico-fosforibosil-
transferasa.
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El QUIN es un agonista de los NMDAr. Su concentracién estd en el rango nanomolar (50-
100 nM) o en concentraciones micromolares bajas [38]. El QUIN provoca la estimulacién
de la liberacién del glutamato y asimismo inhibe la re-captura del glutamato por parte de
los astrocitos [39], la generacidon de intermediarios reactivos de oxigeno [40], la

peroxidacién de lipidos [41] y el agotamiento de antioxidantes.

Blood vessel

e
KYN TRP

KYN

(o]

2-oxoacids

Glycolysis, TCA cycle|

Blood vessel

Figura 2. Separacidn de la via de las kinureninas en el cerebro. El metabolismo de la VK
es determinado por el triptofano (TRP), la kinurenina (KYN) o la 3-hidroxikinurenina (3-HK)
gue atraviesan la barrera hematoencefalica o por los metabolitos que son sintetizados en

el SNC. 3 HANA: 4cido 3 hidroxiantranilico; a7nAChR, a7 receptor nicotinico de
acetilcolina; NMDAR, receptor a NMDA; TCA: acido tricarboxilico. Tomado de [42].

1.3 Receptores de glutamato tipo NMDA

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC. Las acciones fisioldgicas
del glutamato estan mediadas por la activacidén de sus receptores. Estos se han dividido en
dos grupos de acuerdo con su estructura y el sistema de traduccién empleado: los

receptores ionotropicos (iGIuR) y los receptores metabotrépicos (mGIuR).

Los iGIuR estan implicados en la neurotransmisién rapida en el SNC. Estan formados por
4 subunidades que constituyen un canal catiénico dependiente del ligando que permite el

paso selectivo de iones sodio o calcio, produciendo una despolarizacién de la neurona. Se
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han subdividido, segun sus propiedades electrofisioldgicas y farmacoldgicas, en funcién
del agonista que los activa: receptores NMDA (acido N-metil-D-aspartato), receptores

AMPA (acido a- amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico) y receptores de kainato.

En condiciones de reposo, el NMDAr esta bloqueado por Mg2+ de una manera
dependiente de voltaje. Ademds, el canal requiere de glicina para activarse
eficientemente; asimismo, es regulado por poliaminas y Zn?*. Los NMDAr estan formados
por las subunidades NR1, NR2A-D, NR3-B; por lo menos, una de las subunidades presentes

en el receptor debe ser la subunidad NR1 para que el receptor sea funcional [43].

Cuando hay una excesiva liberacién de glutamato se induce la muerte neuronal por la
sobreactivacion de sus receptores, principalmente de tipo NMDA; a este proceso se le
conoce como excitotoxicidad [44]. La sobreactivacién de los iGIuR produce una elevacion
de Ca?* intracelular gue promueve la peroxidacién de lipidos (PL) de la membrana
citoplasmatica, del reticulo endoplasmatico y de la mitocondria. El aumento en la
concentracién intracelular de Ca®" también desencadena la activacion de vias de
sefializacion intracelular relacionadas con la muerte celular apoptética como son: la
activacion de diferentes enzimas dependientes de Ca® (proteasas, nucleasas vy

fosfolipasas).

1.4 Receptor de hidrocarburos de arilo

El receptor de hidrocarburos de arilo (Ahr) es un factor de transcripcidon que pertenece a
la familia de proteinas altamente conservadas bHLH (hélice-bucle-hélice) / PAS (Per-ARNT-
Sim). El Ahr tiene funciones importantes en el desarrollo cardiaco, la proliferacién celular,
la homeostasis inmune, respuesta inflamatoria, ritmicidad circadiana y el metabolismo de
la glucosa. Tanto el Ahr como su translocador nuclear (ARNT) se encuentran en el SNC,
principalmente en el estriado, bulbo olfatorio, hipotalamo, hipocampo, corteza, cerebelo y

sustancia negra [45].
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Después de la unién del ligando, el Ahr se transloca al nucleo, donde se dimeriza con el
ARNT y se une a elementos de respuesta a xenobidticos (XRE) o dioxinas (DRE) en el ADN
[46]. Los mecanismos por los cuales los ligandos del Ahr, tanto exdgenos como
enddgenos, afectan los procesos celulares son poco conocidos, pero parecen implicar

multiples interacciones entre Ahr y otras vias de sefalizacién.

El Ahr regula genes implicados en el metabolismo de xenobidticos tales como: el
citocromo P450 (CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1), la glutatiéon S-transferasa (GST) y la UDP

glucuronil transferasa (UGT).

1.4.1 Ligandos exdgenos
Los ligandos exdgenos del Ahr son moléculas de tipo hidrofébico como los hidrocarburos
aromaticos halogenados (HAHs), los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) y los

bifeniles policlorados (PCBs) los cuales presentan potentes efectos téxicos y cancerigenos.

Toxina 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD)

El TCDD es el ligando mejor estudiado del Ahr [47]. Es un contaminante ambiental muy
potente que produce efectos bioldgicos adversos, incluyendo carcinogénesis, toxicidad
reproductiva [48], disfuncion inmune [49], hepatotoxicidad [50] y teratogénesis. La
constante de disociacién (kD) del TCDD estd en el rango picomolar. El tratamiento oral de
TCDD tiene efectos en el cerebro ya que se ha reportado que en la rata dicho tratamiento
induce la expresion de su gen blanco CYP1A1 en el caudado-putamen, cerebelo, corteza e

hipocampo [45].

Resveratrol (Rsv)

El Rsv es una fitoalexina natural producida por las algunas plantas como respuesta al dafio
o la infeccidn por hongos. Sin embargo, el Rsv también actla como antagonista
competitivo del Ahr. Promueve la translocacién del complejo Ahr-Rsv al nucleo y su union

a los sitios DRE pero la trans-activacion génica no se lleva a cabo [51]. El Rsv se transporta
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rapidamente en la sangre, entre 10 y 120 minutos después de su administracion
intraperitoneal a ratas y gerbos [52]. Debido a su alta solubilidad lipidica, el resveratrol
puede depositarse en el tejido adiposo y otros tejidos con alto contenido de lipidos, tales
como el SNC [53]. Se ha demostrado que el Rsv atraviesa la barrera hematoencefalica y se

incorpora en el tejido cerebral de los gerbos [52].

El Rsv tiene las propiedades requeridas de potencia y no toxicidad para justificar las
pruebas clinicas como un posible agente profilactico contra la patologia inducida por el
Ahr [51]. Ademas, ya se ha reportado un efecto de neuro-proteccidn en algunos
desdrdenes neuroldgicos, como la EH [54]. El tratamiento con resveratrol abate el dano
cognitivo y motriz inducido por el acido 3-nitropropionico [55] y protege del dafo causado
inducido por el acido kainico [56]. Por otro lado, la activacion de Sir2, proteina homologa
de la sirtuina 1, a través del tratamiento con resveratrol, rescata el fenotipo de disfuncion
neuronal inducido por el tracto de poli-Q en el modelo transgénico de C. elegans y en el

cultivo neuronal derivado de los ratones knock-in HdhQ111 [57].

1.4.2 Ligandos enddgenos

KYNA

En el 2010, se identificd al KYNA, en células de cdncer de mama (MCF-7), como un ligando
enddégeno del Ahr capaz de activar los genes blanco que regula el Ahr, como a la
interleucina 6. En una linea celular humana transfectada con el DRE, se reportd que la
incubacion con KYNA produce el 25 % del efecto maximo (ECys) de 104 nM, mientras que

en una linea celular de ratén, la EC,5 fue de 10 uM [58].

Kyn
En el 2011, se realizé un analisis de mircroarreglo sobre células de glioma tratadas con Kyn
revelando una amplia induccion de los genes responsivos al Ahr. Asimismo, hay un

decremento en la localizacién citoplasmatica de la Kyn y un aumento en la acumulacién
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nuclear, dicho patréon es muy similar al inducido por el TCDD. Asi pues, hay una induccién
en la actividad de la luciferasa como gen reportero unido al DRE, dando una respuesta que

produce el 50% del efecto maximo (ECsp) de 36.6 uM [59].

1.5 Relacion entre la via de las kinureninas y la enfermedad de Huntington.

La administracion de QUIN en el estriado reproduce algunas de las alteraciones
bioquimicas de la EH, tales como: muerte de las neuronas medianas espinosas,
disminucion de los niveles del neurotransmisor GABA, aumento de Ca** citosolico, estrés
oxidante y agotamiento de ATP [23, 60, 61]. Por otro lado, el KYNA se comporta como un
agente neuroprotector enddgeno capaz de prevenir la pérdida neuronal después de un

insulto excitotdxico.

En modelos experimentales de la EH se ha mostrado que el incremento en los niveles de
KYNA, protegen del dafo inducido por QUIN [62]. Asi pues, el co-tratamiento de Kyn y
probenecid, inhibidor del transporte de KYNA del liquido extracelular, incrementa los
niveles de KYNA por lo tanto bloquea los efectos de la lesion con QUIN en la sustancia

negra [63, 64] y en el estriado [65].

Se ha reportado la alteracién en el metabolismo de las kinureninas en la EH [66]. La
activacion de la microglia regula positivamente la VK potenciando la liberacion de 30H-
Kyn (generador de radicales libres) y de QUIN, los cuales generan la muerte neuronal por
una combinacién de produccién de ERO, estrés oxidante y activacion del NMDAr. El
aumento de QUIN y de 30H-Kyn estd reportado en pacientes [67] asi como en diferentes
modelos animales de la EH [68, 69]. Adema3s, la actividad de la enzima 3-hidroxiantranilato
oxidasa (enzima responsable de la sintesis del QUIN, Fig. 1.) estd aumentada en los

pacientes con EH [70].
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Por otro lado, en la EH hay un menor nivel de KYNA en la corteza, estriado y liquido
cefalorraquideo. Ademads, la actividad de la enzima kinurenina aminotransferasa (KAT,
enzima limitante de la sintesis de KYNA, Fig. 1) esta disminuida en el estriado de los
pacientes con EH [71-73]. Por lo tanto, existe un desbalance entre los metabolitos

neuroactivos que puede resultar en mayor dafo oxidante.

En la EH, la transmisién glutamatérgica esta sobreactivada como consecuencia de la
mutacion en la htt, lo que origina una mayor excitabilidad y neurotoxicidad mediada por el
NMDAr [74-77]. La subpoblacidon de neuronas medianas espinosas del estriado es hiper-
sensible al glutamato liberado por las aferentes de la corteza y del tdlamo debido al
aumento de los receptores ionotrdpicos post-sindpticos (NMDA, AMPA, Kainato) [78].
Ademas hay una reduccién en la recaptura del glutamato debido a la disminucién del
transportador de glutamato, GLT1 [79]. Siguiendo esta linea de razonamiento, el QUIN
induce la liberacion de glutamato y la inhibiciéon de su re-captura; por lo tanto, hay una

sobre-estimulacién del sistema glutamatérgico [39].

La concentracion de KYNA en el liquido cefalorraquideo y en el cerebro esta en el rango
de 10 a 150 nM. Pero, la afinidad de KYNA por el sitio de glicina del NMDAr es
aproximadamente de 10 a 20 uM [80]. Por lo tanto, otros blancos participan en las
acciones fisioldgicas del KYNA cuando sus niveles aumentan debido a la ausencia del Ahr.
Las terminales de los axones glutamatérgicos de la corteza en humanos y del estriado en
rata expresan los receptores a7nAChR, los cuales regulan la liberacién de glutamato de la
neurona. Por lo tanto, el KYNA (antagonista no competitivo a7nACh) estd implicado en la
supresion de la liberacién presindptica de glutamato [35]. De esta manera, se ha
reportado que la inyeccidn de KYNA en el estriado de rata inhibe la liberacidn presinaptica
de glutamato sin modificar la funcién de los receptores iGIuR o mGIuR [81]. Ademas, el
KYNA activa a los receptores GPR35 expresados en los astrocitos, por lo tanto hay una

disminucion en los niveles de AMPc y de calcio intracelular lo cual conlleva a una
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reduccion de la liberacién de aminoacidos gliales y de mediadores inflamatorios de los

leucocitos [82].

Se pensaba que la presencia de KAT Il estaba restringida a los astrocitos ya que no se
habia encontrado una seial especifica en las neuronas o en la microglia [83]. Sin embargo,
recientemente, se observé que la enzima KAT |l esta localizada tanto en astrocitos como
en neuronas del cerebro de ratén adulto [84]. Por lo tanto, tanto ligandos exégenos como
el TCDD y el Rsv como los ligandos enddgenos como la Kyn y la KYNA pueden unirse al Ahr

tanto en los astrocitos como en las neuronas.

Por lo antes mencionado, es posible modular la funcién de las sinapsis excitadoras al
aumentar o disminuir la disponibilidad de KYNA. Si se incrementaran los niveles de KYNA
se podria obtener un efecto neuroprotector ya que incluso un leve aumento en la

concentracion de éste metabolito en el cerebro reduce la transmisidn excitadora [80].

2. Justificacion

Se ha reportado una disminucién de los niveles de KYNA en los cerebros de pacientes de la
EH, una enfermedad que aln no tiene tratamientos efectivos. La utilizaciéon de un modelo
murino con mutacién nula para el Ahr nos permitira evaluar si existe una mayor
disponibilidad de kinurenina y por consiguiente de KYNA en estos animales. Dado que a la
fecha no se ha estudiado si existe neuroprotecciéon contra el insulto farmacolégico del
QUIN en los ratones con mutacién nula para el Ahr. Este estudio nos permitira entender

mejor los procesos de dano en el modelo experimental de la EH.
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3. Hipétesis

La ausencia y/o el bloqueo del Ahr aumentara la biodisponibilidad de KYN, por lo que se
incrementara la sintesis de KYNA, lo cual tendrd un efecto neuroprotector ante insultos

excitotoxicos.

4. Objetivo general

Determinar la relacién que existe entre el receptor de hidrocarburos de arilo, la

biodisponibilidad de los metabolitos del triptéfano; KYN, KYNA y la proteccién neuronal.

5. Objetivos particulares

Determinar los niveles de metabolitos de la via de las kinureninas en el ratdn con

mutacion nula para el receptor de hidrocarburos de arilo y evaluar la conducta motriz.

Evaluar el efecto de la lesidn estriatal con acido quinolinico en ratones silvestres y nulos

para el receptor de hidrocarburos de arilo.

Evaluar farmacoldgicamente la ocupacién del Ahr y su efecto sobre los niveles del acido

kinurénico.

Evaluar el efecto de la lesidn con acido quinolinico sobre los ratones silvestres y knock-out

con el tratamiento farmacolégico del antagonista del Ahr.
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6. Materiales y métodos

6.1 Ratones C57BL/6 nulos para el Ahr

La generacién de los ratones C57BL/6 nulos para el Ahr fueron generados mediante la
interrupcion en el exén 1 del gen de Ahr [85] y generosamente fueron donados por el Dr.
Frank J. Gonzalez (National Cancer Institute, Bethesda, MD). Todos los estudios fueron
llevados a cabo bajo la Regulacién Mexicana del Cuidado y Mantenimiento Animal (NOM-
062-Z00-1999, 2001) y la regulacién interna del Cinvestav. Los ratones se mantuvieron en
el cuarto de experimentacién del laboratorio. El cuarto de experimentacién cuenta con un
sistema de filtracion del aire, temperatura ambiental (28 + 2°C) y humedad relativa (50 £
10%) controladas y ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas, con libre acceso de comida y
agua. El manejo de todo el equipo y de los animales se ha realizado en campana de flujo

laminar, lo que garantiza un adecuado control sanitario.

6.2 Genotipificacion

6.2.1 Extraccién del ADN

Después de cumplir 4 semanas de edad, se tomd una biopsia de la cola de cada ratdn,
aproximadamente de 1 cm de longitud. Para la digestion del tejido y liberacién del ADN,
se agregaron 500 pL de buffer de lisis (tris-base 1M a un pH de 8.5, EDTA 0.5 M, SDS 20%,
NaCl 1M) y 1.25 plL de proteinasa K (20 mg/mL). Se colocaron en un agitador a una
temperatura de 50°C durante toda la noche. Los tubos se centrifugaron a 13 000 rpm
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se tomé el sobrenadante y se agregaron a
otro tubo con 500 pL de isopropanol, se mezclaron vigorosamente hasta observar el ADN
precipitado. Para lavar el ADN, se transfirié a otro tubo con 500 pL de alcohol al 70% y se
mezcld vigorosamente. Se eliminé el exceso de alcohol por decantacién y se dejo secar al
aire durante 5 minutos. Para disolver el ADN, se le adiciond el agua inyectable necesaria.

Se realizo el corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 1% para evaluar la
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integridad del ADN. La cantidad y pureza del ADN se determind mediante un

espectrofotémetro.

6.2.2 Condiciones para la PCR

La identificaciéon del genotipo se realizé mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa

(PCR) punto final [86]. Los oligonucledtidos que se utilizaron para la amplificacién del gen

del receptor de hidrocarburos de arilo fueron (5° GGC TAG CGT GCG GGTTTCTC) y (5 CTA

GAA CGG CAC TAG GTA GGT CAG). La mezcla de reaccion tuvo un volumen final de 25 plLy

estuvo constituida por:

Receptor de hidrocarburos arilo
Volumen para 1 reaccion

(uL)
Buffer 10x 7.6
Mg(OAc), 25 mM 1.5
dNTP’s 10 mM 2.0
Oligo F 50 uM 1.0
Oligo R 50 uM 1.0
Tag ADN pol 0.3
H,0 inyectable 10.6
ADN 1.0
Vol. Total 25

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

Receptor de hidrocarburos arilo
Ciclos Temperatura Tiempo
1 94°C 3 min
94°C 1 min
30 60°C 1 min
72°C 2.30 min
1 72°C 10 min
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Los productos obtenidos por PCR se analizaron en un gel de agarosa al 3%, el cual es

tefiido con 2 pL de una solucién de bromuro de etidio (10 mg/mL) y se observaron con luz

uv.

6.3 Lesion estereotaxica con QUIN para generar el modelo de excitotoxicidad

Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital sddico a una dosis de 55 mg/kg, (i.p).
Los animales fueron colocados en un aparato estereotdxico y se les inyecté 1 plL de la
excitotoxina QUIN (30 nmol/uL) en el cuerpo estriado del hemisferio derecho. Las
coordenadas fueron las siguientes: 0.6 mm anterior, -2.2 mm lateral a bregma y -3 mm

ventral a la duramadre con respecto al atlas del cerebro de ratén [87].

6.4 Tratamiento farmacoldégico de los ratones

El TCDD se diluyé en aceite vegetal para que la dosis entregada tuviera un volumen de 100
pL. Ratones machos de 10 semanas de edad fueron tratados con una sola dosis de 250 uM
TCDD/kg o con aceite vegetal mediante sonda gastrica. Siete dias después de la
administracion de TCDD los ratones fueron sacrificados. El tratamiento con Rsv se realizo
de acuerdo al protocolo previamente descrito [56]. El Rsv fue disuelto en 40% de etanol y
después se diluyé con agua hasta que la concentracion final de etanol fuera de 2.5%
vol/vol. La dosis de Rsv fue de 25 mg/Kg de peso/dia. Ratones machos de 4 semanas de
edad recibieron la mezcla de Rsv o el vehiculo en el agua de beber durante 42 dias. Grupos
independientes de ratones machos de 7 semanas de edad recibieron Rsv o vehiculo
durante 21 dias. Tres dias antes de que terminara este tratamiento los ratones fueron

inyectados con QUIN.

6.5 Determinacion del dafio neuronal

6.5.1 Cuantificacion de la conducta de giro.

La medicion del dafio neuronal inducido por QUIN se realizé mediante la cuantificacién de
la conducta de giro. Después de tres dias de la lesion intraestriatal con QUIN se administro

de forma intraperitoneal R-(-)-apomorfina (1 mg/kg). Cada ratén fue colocado en una caja
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de policarbonato (25X40X20 cm) y se registrd el nUmero de giros ipsilaterales durante 30

minutos.

6.6 Determinacion del dafio oxidante

La medicién del estado oxidante, se realizé mediante la cuantificacién de la peroxidacién
de lipidos (PL) y la formacion de las especies reactivas de oxigeno (ERO), para lo cual se
obtuvo el cuerpo estriado de ambos hemisferios 2 horas después de la inyeccidon con

QUIN.

6.6.1 Cuantificacion de la peroxidacién de lipidos.

El cuerpo estriado del hemisferio derecho se homogenizé en 2.2 mL de solucién salina. A
un mL de dicho homogenado se le adicionaron 4 mL de una solucién cloroformo-metanol
(2:1, v:v). Posteriormente, la mezcla fue refrigerada durante 30 minutos en obscuridad
para permitir la separacion de las fases. La fase acuosa (fase superior) se aspiré con una
bomba de vacio. Finalmente, 2 mL de la fase organica (cloroférmica) se transfirié a una
celda de cuarzo y se agregaron 200 pL de metanol. La muestra se analizé6 usando un
espectrofotémetro de fluorescencia (Perkin ElImer LS50B) a una longitud de onda de 370
nm de excitacidon y 430 nm de emisién. La cuantificacién de proteinas se realizé por el
método de acido bicinconinico (Pierce) en placas de ELISA con una lectura de absorcién de
540 nm. Los resultados se reportaron como unidades relativas de fluorescencia/ mg de

proteina [20].

6.6.2 Cuantificacion de la formacién de especies reactivas de oxigeno.

La formacién de ERO se evalud utilizando diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCFH-
DA), el cual es oxidado por accién de las ROS para formar 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF),
la cual es capaz de generar fluorescencia. Cinco pL del homogenado utilizado en la PL
fueron mezclados con 45 pL de solucion amortiguadora TRIS-HEPES (18:1) (TRIS pH 7.4:
solucién HEPES conteniendo NaCl 120 mM, KCl 2.5 mM NaH2P0O4 mM, MgCI2 0.1 mM,
NaHCO3 5mM, glucosa 6.0 mM, CaCl2 1.0 mM, HEPES 10.0 mM). A partir de esta mezcla
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se tomaron 5 plL los cuales se incubaron con 145 uL de solucién amortiguadora TRIS-
HEPES (18:1) y 50 uL de DCF-DA 50 uM a 372C durante 1 hora con agitacién constante en
una placa de 96 pozos. Posteriormente, se realizé la determinacién de la fluorescencia de
cada muestra en un multi-lector de placa FLx800 (Biotek instruments, Inc.), a una longitud
de onda de 488 nm de excitacién y 525 nm de emisidon. Los valores obtenidos fueron
calculados a partir de la interpolacion en una curva de calibracion de diclorofluoresceina
DCF 100 nM. Los valores de proteinas de cada muestra se utilizaron para expresar los

resultados como moles de DCF /mg proteina/min.

6.7 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

6.7.1 Determinacion de los metabolitos de la via de las kinureninas.

Los animales se sacrificaron por decapitacion y se realizé la extraccién del tejido estriatal.
El contenido estriatal de los analitos se determind por HPLC (Sistema Agilent serie 1100)
utilizando una columna de fase reversa Alltech-adsorbosphere, OPA-HS, tamafio de
particulas de 5 um, 100 mm largo X 4.6 mm de didmetro interno. El cuerpo estriado se
homogenizd en 250 plL de agua miliQ, los homogenados se centrifugaron a 14,000 rpm
durante 15 minutos a 42C; 20 uL del sobrenadante obtenido se inyectaron al sistema para
su analisis. EI KYNA se analizé por medio de la deteccidon por fluorescencia a 246 nm de
excitacion y 400 nm de emisién. Por medio de la deteccidn de UV-visible a 238 nm se
analizaron la DL-kyn, 3 OH-kyn y el QUIN. Los cromatogramas se integraron y procesaron
utilizando el software ChemStation de Agilent, Rev. 10.02. Las condiciones para el andlisis
fueron: flujo: 1.1 mL/min; tiempo: 10 minutos; solventes: agua: 0%, metanol: 2%,

acetonitrilo: 0%, buffer de acetatos 10mM: 98%.

6.7.2 Determinacion estriatal del contenido de GABA
El contenido de GABA estriatal se llevd a cabo en HPLC con deteccién de fluorescencia
(excitacion 232 nm y emisidén 455 nm) seguido de una derivatizacidn con una precolumna

oftaldehido-mercaptoetanol y separada con una columna OPA HS (5mm de particulas, 100
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X 4.6 mm; Grace). Para evitar la formacién de GABA post-mortem, a cada raton se le
inyectd con el inhibidor de GAD, el acido 3-mercapto propidnico (0.25 mmol/kg) dos
minutos antes del sacrificio. El estriado se obtuvo cuatro dias después de la inyeccidn de
QUIN y las muestras se mantuvieron a -70°C hasta su analisis. El estriado se sometid a
sonicaciéon en 40 volumenes de 85% de metanol, grado HPLC. EIl homogenado se
centrifugé a 10,000 g durante 15 minutos a 4°C y se obtuvo el sobrenadante. La fase movil
consistié en un buffer de acetato de sodio 50 mM (pH 5.9)/ tetrahidrofurano grado HPLC
1.5% con un gradiente lineal con metanol. El tiempo de retencién es de aproximadamente
5.2 minutos. Los cromatogramas se integraron y procesaron con el programa Chemstation
10.02 con la curva de calibracidn. Este método es preciso y reproducible (CV < 10%), con

una recuperacion del 98-100%.

6.8 Western blot

La extraccién de proteinas se realizd siguiendo el manual del Kit comercial TriPure. La
cuantificacidon de proteinas se realizé6 por el método de acido bicinconinico (Pierce) en
placas de ELISA con una lectura de absorcion de 540 nm. Se tomd un volumen
correspondiente a 50 ug de proteina de cada muestra y se mezclé con un volumen igual
de solucién amortiguadora (4% SDS, 20% glicerol, 2% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul de
bromofenol, 0.125 M Tris-Hcl, pH 6.8). La desnaturalizacion de las proteinas se realizd
mediante un bano de agua en ebullicién durante 5 minutos. La electroforesis se llevé a
cabo a 100 V, durante 2 horas. La transferencia se realizé utilizando membranas de
nitrocelulosa con el sistema de electro-transferencia semiseco durante 1 hora a 100 mA.
El bloqueo de proteinas inespecificas se realizé con una mezcla de leche descremada al 5%
disuelta en TBS 1X (0.2 M NaCl, 0.02 M Tris, pH 7.6)-Tween 0.05%, incubandose por 1 hora
a temperatura ambiente. La inmunodeteccién de las proteinas se realizé incubando por
separado con los anticuerpos primarios (Tabla 2) durante toda la noche a 4°C con
agitacién constante. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con TBS-Tween al 0.05% vy la
membrana se incubd con el anticuerpo secundario (Tabla 2) durante 1 hora a temperatura

ambiente, con agitacién constante.
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Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
KAT Il (1:200) Santa Cruz, peroxidasa anti-conejo Invitrogen,
sc-67376 (1:4000) 656120
GADg7 (1:5000) Millipore, peroxidasa anti-ratén Life technologies,
MAB5406 (1:3000) 626520
NR 1 (1:500) Santa Cruz, peroxidasa anti-cabra Invitrogen,
sc-1467 (1:6000) 811620
Actina (1:5000) | Donado por el Dr. J.M. | peroxidasa anti-ratén Life technologies,
Hernandez (Cinvestav) (1:5000) 626520

La deteccion de las proteinas se realizé con un reactivo que genera quimioluminiscencia y
se utilizé una pelicula Kodak. Las imagenes fueron capturadas usando un instrumento
BIODOC-it System (UVP). Después de realizar el analisis densitométrico, los resultados
(normalizados con la expresidn de actina) fueron expresados como unidades arbitrarias de

densidad éptica (DO).

6.9 Actividad motora y conducta

6.9.1 Evaluacion de la actividad motora

La actividad motora fue registrada por medio de un sistema automatizado (Electronic
Motility Meter 40Fc; Motron Products). La sesién tuvo una duracién de 5 minutos. Cada
ratén se introdujo en una caja de acrilico transparente con las siguientes medidas: 21 cm

de ancho x 33 cm de largo y 29 cm de altura [88].

6.9.2 Test de Rotarod

La coordinacién y equilibrio motor fueron evaluados mediante el analisis por el rotarod
[88]. Los ratones fueron entrenados tres veces durante 3 dias consecutivos a diferentes
velocidades constantes (10, 20 y 30 rpm). La prueba se realizo al cuarto dia, los ratones se
sometieron a una rampa de velocidad de 2 a 40 rpm durante 5 minutos, los ratones

tuvieron un descanso mayor a una hora para su recuperacion y se realizé nuevamente la
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prueba. La latencia de caerse del rotarod y la velocidad a la cual cayeron fue registrada

para cada raton y el promedio de las dos pruebas fue utilizado para el analisis estadistico.

6.10 Andlisis histolégico

Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital y se perfundieron transcardialmente
con solucién salina al 0.9% seguido de una solucién de paraformaldehido al 0.4% en
buffer de fosfatos al 0.1M, pH de 7.4. Se obtuvieron los cerebros y se colocaron en la
misma solucién de fijacion. Se realizaron cortes coronales de 30 um de grosor en un

vibratomo.

6.10.1 Tincion de Nissl

Los cortes fueron tefiidos con violeta de cresilo. El volumen de la lesién fue calculado por
la observacion de todos los cortes en los cuales el dafio neuronal estuviera presente, area
palida causada por la pérdida de los cuerpos celulares. El area fue medida utilizando el
programa Image J y el volumen total de la lesidon se obtuvo de la suma de las areas

multiplicada por el ancho de los cortes (30 um).

6.10.2 Tincion de Fluoro-Jade B

La tincidon con fluoro-jade B se utiliza para determinar la degeneracién neuronal. Los
cortes fueron montados en porta-objetos y secados durante una noche. Las laminillas se
calentaron a 50 °C durante 10 minutos antes de ser sumergidas en etanol al 70% durante
2 minutos, después se colocaron en agua destilada durante 2 minutos mas. Las laminillas
se incubaron en una solucion de permanganato de potasio al 0.06% durante 15 minutos y
después se lavaron dos veces en agua destilada durante 2 minutos. Finalmente, las
laminillas se sumergieron en una solucion de acido acético al 0.1 % con Fluoro-Jade B al
0.0004% durante 30 minutos y se lavaron nuevamente en agua destilada durante 2
minutos, se secaron durante 1 hora en la oscuridad, y se sumergieron en xileno durante
10 minutos y se les colocd el cubre-objetos. La observacién de las células positivas a

Fluoro-Jade B se realizd usando la microscopia de fluorescencia (Olympus Bx51).
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6.10.3 Inmunofluorescencia

La astrogliosis se determind mediante la inmunofluorescencia para la proteina acida
fibrilar glial (GFAP). Los cortes coronales fueron incubados a temperatura ambiente
durante 30 minutos en PBS 1x/ Triton X-100 0.2% después fueron bloqueados durante 1
hora en una solucion de PBS 1x/BSA 1%. Los cortes se incubaron con el anticuerpo
primario GFAP (1: 750, DAKO, Z0334) durante toda la noche, a temperatura ambiente, y
después se incubaron con el anticuerpo secundario (FITC anti-conjeo IgG) durante 2 horas.
Los cortes se analizaron mediante microscopia de fluorescencia confocal (Leica TCS-SPE) y

empleando el software Leica LAS AF lite (Leica Microsystems).

6.11 Analisis estadistico.

Todos los resultados estan expresados como el promedio + el error estandar (ES). Los
datos obtenidos fueron analizados con la prueba estadistica de t de student 6 con la
prueba de ANOVA de dos factores seguida por la prueba post hoc de Tukey. El valor de P
<0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Los analisis se realizaron utilizando

el software Prism 6.0 (GraphPad).

7. Resultados

Objetivo 1. Determinar los niveles de metabolitos de la via de las kinureninas en el ratén

con mutacion nula para el receptor de hidrocarburos arilo y evaluar la conducta motriz.

Con el fin de analizar el efecto de la ausencia del Ahr sobre los metabolitos de la VK se
evaluod a la Kyn, la 3H-Kyn, el QUIN y el KYNA en el estriado, hipocampo y corteza tanto de
ratones intactos silvestres como de ratones knock-out. No se encontraron diferencias en
los niveles de Kyn, 3H-Kyn y de QUIN entre las dos genotipos en las estructuras analizadas.

Sin embargo, hay mayor nivel de KYNA tanto en la corteza como en el estriado de los
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ratones nulos para el gen Ahr en comparacién con los ratones silvestres. En el hipocampo

no hubo diferencias significativas (Fig. 3).
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Figura 3. Determinacion de los metabolitos de la VK mediante HPLC. Los niveles del KYNA
estdn aumentados significativamente en el estriado (Est) y corteza (Cx) de los ratones
knock-out (Ahr'/') en comparacion con los ratones silvestres (Ahr+/+). No hubo diferencias
en el hipocampo (Hip) en ninguno de los metabolitos de ambos genotipos. Cada barra
representa la media * ES, n = 4, t de Student, *p <0.05.

Para investigar las causas de éstas diferencias se determind, por medio de Western blot,
los niveles de expresidn relativa de la enzima KAT Il, enzima que convierte la Kyn en KYNA,
en las mismas estructuras analizadas tanto en ratones intactos silvestres y knock-out.
Encontramos que la expresion de KAT Il es mas alta en el estriado y en la corteza de los
ratones knock-out en comparacion con los ratones silvestres. No encontramos diferencias

en el hipocampo de ningun genotipo (Fig. 4).
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Figura 4. Efecto de la ausencia del Ahr sobre la expresion de la enzima KAT Il.

a) Experimento representativo de la expresidn, por Western blot, de la enzima KAT Il y B
actina en el estriado (Est), hipocampo (Hip) y corteza (Cx) de los ratones silvestres (Ahr +/+)
y knock- out (Ahr '/'). b) Andlisis densitométrico de KAT Il. Cada barra representa la media +

ES, n = 3-4, t de Student, ** p <0.01.

Con el fin de analizar el efecto de la ausencia del Ahr sobre la conducta motora en los
ratones de ambos genotipos, entrenamos animales intactos en el rotarod durante 3 dias
consecutivos a diferentes velocidades. La prueba de aprendizaje se realizé al cuarto dia.
En la prueba los animales fueron sometidos a una rampa de 2 a 40 rpm durante 5 minutos
y se registro el tiempo y la velocidad a la cual los ratones cayeron. Los ratones knock-out
se mantuvieron por mas tiempo en el rodillo (Fig. 5a) y cayeron a una velocidad mayor
que los ratones silvestres (Fig. 5b). Por lo tanto, la ausencia del Ahr y la consecuente
disponibilidad de KYNA producen una proteccidon constitutiva que mejora el desempefio

motor.
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Figura 5. Efecto de la ausencia del Ahr sobre la conducta motora en el rotarod. Los
ratones knock-out (Ahr'/') muestran un mejor desempefio y coordinacidn en comparacion
con los ratones silvestres (Ahr +/J'). a) Segundos que duraron los ratones en el rodillo. b)
Velocidad a la cual los ratones cayeron. Cada barra representa la media + ES, n =4-5,

t de Student. *p<0.05

Objetivo 2. Evaluar el efecto de la lesion estriatal con acido quinolinico en ratones

silvestres y nulos para el receptor de hidrocarburos arilo.

Para determinar si el aumento en los niveles de KYNA y de KAT Il proveen un efecto de
neuroproteccion por una lesidon excitotdxica, se administré una dosis de 30 nmol/ L de
QUIN en el estriado de ratones tanto knock-out como silvestres. Primero, se analizd el
estrés oxidante por medio del indice de peroxidacién de lipidos (PL) y de las especies
reactivas de oxigeno (ERO). La inyeccién de QUIN indujo tanto la PL como ERO en el lado
lesionado de los animales silvestres en comparacién con su lado control; mientras que no
hubo diferencias ente el estriado lesionado y control de los ratones knock-out (Fig. 6). Este
resultado muestra que los ratones knock-out estdn protegidos contra un insulto

neurotoxico.
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Figura 6. Efecto de la ausencia del Ahr sobre el dafio oxidante inducido por la lesion
estriatal con QUIN. El estriado de los ratones silvestres (Ahr +/J') presenta mayor a) PLy b)
ERO con respecto a su lado control. En los ratones nulos para el Ahr (Ahr '/') no presentan
cambios significativos. U.F: unidades fluorescentes. Cada barra representa la media + ES,

n =6, t de Student. *p<0.05.

La administracién sistémica de apomorfina en ratones lesionados con QUIN induce la
conducta de giro ipsilateral. Los ratones silvestres tuvieron en promedio 54.29 + 6.267
giros mientras que los ratones knock-out Unicamente tuvieron 28.29 + 4,965 giros (Fig. 7).
Por lo tanto, la conducta de giro en los ratones knock-out es significativamente menor

comparada con la de los ratones silvestres.
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Figura 7. Efecto de la ausencia del Ahr sobre la conducta de giro inducida por la lesién
estriatal con QUIN. Hay una reduccién en la conducta de giro en los ratones knock-out
(Ahr '/') con respecto a los ratones silvestres (Ahr +/"L). Cada barra representa la media * ES,
n =3, t de Student. *p < 0.05.
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Para evaluar el impacto de la administracidn de QUIN sobre la sintesis de KYNA se evalué
la expresién relativa de la KAT Il en la corteza y el estriado en los ratones silvestres y en los
ratones knock-out tanto en el lado lesionado como en el lado contralateral. En el estriado
y corteza de los ratones silvestres se encontré una mayor expresion de KAT Il en el lado
lesionado comparado con su lado control (Fig. 8a). Sin embargo, en los ratones nulos para
el gen Ahr no hubo diferencias significativas en la expresiéon de KAT Il (Fig. 8b). Este
experimento demuestra que los ratones knock-out no son sensibles a la administracion

intra-estriatal de QUIN.
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Figura 8. Efecto de la lesion con QUIN sobre la expresion de KAT Il. Experimento
representativo de la expresion, analizada por Western blot, de la enzima KAT Il y B actina
en el estriado (Est) y corteza (Cx) con la lesion de QUIN y en el estriado control (ctl) de a)
ratones silvestres (Ahr +/+) y b) ratones knock-out (Ahr ’/‘). Andlisis densitométrico de KAT

Il en c) Ahr * y d) Ahr - Cada barra representa la media % ES, n =6-8, t de Student.
*p < 0.05.

El contenido estriatal de GABA es un indicador del estado y de la integridad de las
neuronas GABAérgicas. Con esto en mente, determinamos el efecto de la ausencia del Ahr
en los ratones silvestres y knock-out lesionados con QUIN en el estriado, representado por
el contenido de GABA. Hubo un decremento significativo en el contenido de GABA

estriatal del lado lesionado del ratén silvestre comparado con el lado contralateral.

Mientras que la lesidon con QUIN no tuvo efecto sobre el lado lesionado comparado con su
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lado control del ratén knock-out, indicando una protecciéon neuronal en contra de la lesidon
(Fig. 9a). Los niveles basales de GABA de los ratones knock-out son menores en
comparacion con los ratones silvestres. Por lo tanto, quisimos caracterizar la
neurotransmisiéon GABAérgica, por medio de la expresién relativa de la enzima GADg;
(descarboxilasa de acido glutamico) en el estriado lesionado y el estriado control de los
ratones silvestres y knock-out. Encontramos un decremento significativo en la expresién
relativa de GADg; del lado lesionado en los animales silvestres comparado con su control.
Sin embargo, en el ratédn knock-out no hubo diferencias en la expresion de GADg; entre

ambos lados (Fig. 9b).
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Figura 9. Efecto de la ausencia del Ahr sobre el contenido de GABA estriatal después de
la administracion de QUIN. El estriado de los ratones silvestres muestra una disminucion
significativa en a) los niveles de GABA y b) de la enzima GADg; con respecto a su lado
controlateral. Los ratones Ahr’ no muestran diferencias significativas. c) Analisis
densitométrico. Cada barra representa la media + ES, n = 3, t de Student.

*p <0.05, ***p<0.001.

Para evaluar el impacto de la administracion de QUIN sobre la neuro-transmision
glutamatérgica, se evalud la expresion relativa de la subunidad NR1 del NMDAr en la
corteza y el estriado en los ratones silvestres y en los ratones knock-out tanto en el lado
lesionado como en el lado contralateral. En el estriado y corteza de los ratones silvestres
se encontrd una disminucion en la expresion de NR1 en el lado lesionado comparado con

su lado control (Fig. 10a). Sin embargo, en los ratones nulos para el gen Ahr no hubo
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diferencias significativas en la expresion de NR1 (Fig. 10b). Este experimento sugiere la

pérdida neuronal en el estriado lesionado con QUIN en los ratones silvestres.
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Figura 10. Efecto de la lesién con QUIN sobre la expresion de la subunidad NR1 del
NMDAr. Experimento representativo de la expresion, evaluada por Western blot, de la
subunidad NR1 y B actina en el estriado (Est) y corteza (Cx) lesionados con QUIN y del lado
contralateral en a) ratones silvestres (Ahr +/+) y b) ratones knock-out (Ahr '/'). Anidlisis
densitométrico de NR1 en ratones c) Ahr ' y d) Ahr "/, Cada barra representa la media +
ES, n =6, t de Student. *p < 0.05.

Para confirmar el efecto de neuro-proteccién como resultado de la ausencia del receptor
Ahr determinamos el volumen de la lesion inducida por QUIN en el estriado, por medio de
la técnica histolégica de violeta de cresilo (tincion de Nissl) en la cual la lesién se hace
presente como una regidon palida en los cortes teiiidos (Fig. 11a). La lesion es
significativamente mayor en el animal silvestre (1.44 + 0.21 mm?®) comparado con la lesién

en el animal knock-out (0.79 + 0.13 mm®) (Fig 11b).
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Figura 11. Volumen de la lesidn estriatal inducida por QUIN. a) Imagen representativa de
la tincién con violeta de cresilo en el estriado control y en el lado lesionado con QUIN de
ratones silvestres (Ahr+/+) y knock-out (Ahr '/'). b) Volumen de la lesidn en los ratones
Ahr**y Ahr 7. Cada barra representa la media + ES, n =6-8, t de Student. *p < 0.05.

Objetivo 3. Evaluar farmacolégicamente la ocupacion del Ahr y su efecto sobre los

niveles del acido kinurénico.

Para evaluar el efecto de la manipulacién farmacoldgica del Ahr sobre los niveles de KYNA;
se traté a ambos tipos de ratones con una dosis Unica del agonista selectivo del Ahr, el
TCDD, para después evaluar los niveles de KYNA cerebrales. En el ratén knock-out para el
gen Ahr no se observaron diferencias entre los ratones tratados en comparacién con los
ratones vehiculo. Sin embargo, el tratamiento con TCDD aumenté aproximadamente un
40 % los niveles de KYNA en el estriado (Fig. 12a) y en la corteza (Fig. 12b) de ratones
silvestres. Esto sugiere que la induccion de KYNA después del tratamiento con TCDD es
dependiente de la ocupacién del Ahr ya que en los ratones que no tienen al Ahr no tuvo

efecto alguno.

Después, quisimos poner a prueba el tratamiento con el antagonista del Ahr, el
resveratrol (Rsv). Los ratones knock-out tanto tratados como controles no mostraron

diferencias en los niveles de KYNA. Pero, el tratamiento con el Rsv sobre los ratones
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silvestres, resultd en la induccion de KYNA en el estriado (Fig. 12 c) y corteza (Fig. 12 d) en

comparacion con los ratones silvestres vehiculo.
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Figura 12. Determinacion de KYNA mediante HPLC. Los niveles de KYNA aumentan en el
estriado y corteza de los ratones silvestres (Ahr */*) tratados con a y b) TCDD y con cy d)
Rsv en comparacién con los ratones Ahr KA que recibieron el vehiculo respectivo. Los
ratones nulos para Ahr (Ahr '/') no muestran diferencias. Cada barra representa la media +
ES, n =4, t de Student. *p <0.05.

Para investigar la modulaciéon de ambos agentes sobre los niveles de KYNA, se evalué la
expresion relativa de KAT Il en el estriado de los ratones silvestres y en los ratones knock-
out. Se observé que la expresidon de la enzima KAT Il es mayor en el estriado de los ratones
silvestres tratados con TCDD y con Rsv en comparacién con su grupo vehiculo respectivo.
Sin embargo, en los ratones nulos para el gen Ahr no hubo diferencias significativas en la

expresion de KAT Il (Fig. 13).
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Figura 13. Efecto de la ocupacion farmacolégica del Ahr sobre la expresion de la enzima
KAT Il. Experimento representativo de la deteccion de la enzima KAT Il, mediante Western
blot, inducida por el tratamiento con a) TCDD y con b) Rsv en el estriado de los ratones
silvestres (Ahr +/+). Los ratones nulos para Ahr no muestran diferencias (Ahr '/'). Cada barra
representa la media * ES, n = 4, t de Student. *p <0.05.

Debido a los efectos secundarios que provoca el TCDD no se realizaron pruebas a largo
plazo con esta dioxina. En cambio, el tratamiento con el Rsv se realizé durante 6 semanas.
En este tiempo se llevaron a cabo varias pruebas motoras asi como la medicion del peso

de todos los grupos (Fig. 14).
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Figura 14. El tratamiento con resveratrol no afecta el peso de los grupos de ratones.

No hay diferencias entre los tratamientos pero si en el tiempo. n = 5-7, ANOVA de dos
factores de medidas repetidas con post-hoc de Tukey. *** p< 0.001.
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Los ratones fueron entrenados en la prueba del rotarod a la tercera y sexta semana del
tratamiento con Rsv. El grupo de ratones silvestres que recibieron el Rsv (Ahr +/+/Rsv) se
mantuvo por mas tiempo en el rodillo y por consiguiente se cayd a una velocidad mayor

+/+

que los ratones silvestres-vehiculo (Ahr”"/Veh). Los ratones knock-out para el gen Ahr con
o sin tratamiento tuvieron un mejor desempeiio (Fig. 15). Estos datos demuestran que la
ocupacion farmacolégica del Ahr por el Rsv y por consecuencia el aumento del KYNA

mejora el balance y el comportamiento motriz.
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Figura 15. Efecto de la ocupacion farmacolégica del Ahr mediante el resveratrol sobre la
conducta en la prueba del rotarod. a) Tiempo de permanencia sobre el rodillo. b)
Velocidad alcanzada. No hay diferencias en el tiempo pero si entre los tratamientos, es
decir, el grupo Ahr ** IVeh fue diferente de todos los demds. n = 5-7, ANOVA de dos
factores con post hoc de Tukey. p< 0.0001.

También se evalud la actividad espontanea mediante la prueba de campo abierto a la
tercera y sexta semana con el tratamiento con Rsv. Los ratones silvestres de 7 semanas de
edad y con tres semanas con el tratamiento mostraron un aumento en la actividad

*I*/\eh, sin embargo no hubo cambios en la

horizontal en comparacién con los ratones Ahr
actividad vertical. Asi tampoco hubo cambios en la actividad horizontal ni en la vertical
cuando los ratones cumplieron las 6 semanas del tratamiento con Rsv, es decir, cuando

tenian 10 semanas de edad (Fig. 16).
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Figura 16. Efecto de la ocupacion farmacolégica del Ahr mediante el resveratrol sobre la
conducta espontanea de los ratones silvestres en la prueba de campo abierto. Los
animales tratados con Rsv, a la edad de 7 semanas muestran un incremento en a) los
movimientos horizontales. No hay diferencias en b) los movimientos verticales. Cada barra
representa la media * ES, n = 4, t de Student. *p <0.05.

Por el otro lado, los ratones knock-out para el gen Ahr, no mostraron diferencias en la

actividad motora en ninguna semana del tratamiento (Fig. 17).
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Figura 17. Efecto de la ocupacion farmacolégica del Ahr mediante el resveratrol sobre la
conducta espontanea de los ratones knock-out en la prueba de campo abierto. No hubo
diferencias en a) los movimientos horizontales ni verticales en ninguna de las semanas
probadas. Cada barra representa la media *+ ES, n = 4, t de Student, *p <0.05.

Presumiblemente, el aumento en el KYNA y de KAT Il induce un mejor desempefio,

coordinacion y equilibrio motriz en los ratones silvestres en la prueba del rotarod.
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Objetivo 4. Evaluar el efecto de la lesidn con acido quinolinico sobre los ratones

silvestres y knock-out con el tratamiento farmacolégico del antagonista del Ahr.

La ocupacién farmacolégica del Ahr, ya sea mediante un antagonista o de un agonista,
provoca el aumento en los niveles de KYNA en el estriado y corteza de los ratones

silvestres con tratamiento; asi como un aumento en la expresién de KAT Il en el estriado.

De esta manera, inyectamos QUIN en el estriado de ambos genotipos previamente
tratados con Rsv durante tres semanas para analizar el dafno neuronal. Primeramente,
medimos la conducta de giro y encontramos que los ratones Ahr +/+/Veh mostraron un
promedio de 52.13 + 6.64 giros ipsilaterales mientras que los ratones Ahr +/"/Rsv
Unicamente mostraron un promedio de 33.00 + 3.19 giros. Por lo tanto, la conducta de
giro es menor en los ratones silvestres tratados con Rsv en comparacién con los ratones
silvestres que se les dio el vehiculo. En cuanto a los ratones knock-out para el gen Ahr, no
hubo diferencias. Los ratones Ahr '/'/Veh mostraron en promedio 24.75 + 3.30 giros

mientras que los que tomaron Rsv mostraron un promedio de 21.50 + 3.57 giros (Fig. 18).
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Figura 18. Efecto de la ocupacion farmacoldgica del Ahr mediante el resveratrol sobre la
conducta de giro. La administraciéon de QUIN induce en los ratones Ahr+/+/Veh mayor
nuimero de giros con respecto a los ratones Ahr +/"L/Rsv. No hay diferencias en los ratones
Ahr 7", Cada barra representa la media £ ES. n = 4-7, t de Student. **p <0.01.

Como la lesion con QUIN induce la PL [89], determinamos si la ocupacién farmacoldgica

del Ahr por parte de su antagonista Rsv y por consiguiente la induccidon en los niveles de
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KYNA proveen un efecto protector contra la lesidn excitotdxica. Se determind el indice de
la PLy los niveles de ERO dos horas después de la lesion. El insulto excitotdxico generd un
incremento significativo tanto en la PL (Fig. 19a) como en los niveles de ERO (Fig. 19b) en
el estriado lesionado de los ratones Ahr +/J'/Veh en comparacion con su lado contralateral.
Sin embargo la lesion con QUIN no generd el dafio oxidante en los ratones Ahr +/+/Rsv ya
que no mostraron diferencias significativas. Asi mismo, los ratones nulos para el gen Ahr
con o sin tratamiento no tuvieron diferencias entre el lado lesionado y contralateral tanto

en la PL (Fig. 19c) como en los niveles de ERO (Fig. 19d).
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Figura 19. Efecto de la ocupacion farmacolégica del Ahr mediante el resveratrol sobre el
daino oxidante. El estriado lesionado de los ratones Ahr +/J'/ Veh mostré un incremento
significativo en a) la peroxidacion de lipidos (PL) y b) especies reactivas de oxigeno (ERO)
en comparacion con su lado contralateral. No hubo diferencias en los ratones silvestres
con resveratrol ni en los ratones knock-out con o sin resveratrol. Cada barra representa la
media % ES. n = 3, t de Student. *p < 0.05, ***p < 0.001.

El déficit de la concentracién de GABA en la EH es mimetizado por el insulto excitotdxico
con QUIN [90]. Por esta razon, determinamos el efecto bioquimico de la ocupacion del Ahr

representado por el contenido de GABA en los dos genotipos de ratones, previamente
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tratados con Rsv y lesionados con QUIN. Encontramos un decremento significativo del
contenido de GABA en el estriado lesionado en comparacion con su lado contralateral de

los ratones Ahr */*

/Veh. Sin embargo, la lesion con QUIN no tuvo el mismo efecto sobre los
ratones Ahr +/+/Rsv, lo cual indica una proteccion en contra del insulto excitotdxico. En el
caso de los ratones nulos para el gen Ahr no hubo diferencias entre el lado lesionado y

contralateral sin importar si fueron tratados con resveratrol o no (Fig. 20)
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Figura 20. Efecto de la ocupacion farmacoldégica del Ahr mediante el resveratrol sobre el
contenido de GABA. El estriado de los ratones Ahr +/J'/ Veh muestra una disminucion
significativa en los niveles de GABA con respecto a su control. El estriado de los ratones
Ahr +/+/ Rsvy de los ratones Ahr “’~ con o sin tratamiento no muestran diferencias
significativas. Cada barra representa la media * ES. n = 3, t de Student. *p < 0.05.

Para caracterizar la neurotransmisién GABAérgica de una mejor manera, analizamos la
expresion de la enzima GADg; tanto en el estriado lesionado como contralateral en ambos
genotipos con Rsv y con vehiculo. Encontramos una disminucién significativa en la
expresion de GADg; en el lado lesionado con QUIN en los ratones silvestres-vehiculo en
comparacion con el lado control. Sin embargo, en los ratones silvestres-resveratrol no
hubo diferencias en la expresién de esta enzima (Fig. 21a). Ademas, tanto en los ratones
knock-out/vehiculo como en los knock-out/resveratrol la expresiéon de GADg; se mantuvo

sin cambios (Fig. 21b).
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Figura 21. Efecto de la ocupacion farmacolégica del Ahr mediante el resveratrol sobre la
expresion de la enzima GADg;. Experimento representativo de la disminucion de la
enzima GADg; en a) estriado de los ratones Ahr +/+/Veh con respecto a su control. El
estriado de los ratones Ahr +/J'/Rsv y b) de los ratones Ahr /" con o sin tratamiento no
muestran diferencias significativas. Cada barra representa la media + ES. n =3, t de

Student. *p < 0.05.

Para evaluar si la administracién de QUIN tiene un impacto sobre la sintesis de KYNA en
los ratones tratados con Rsv, evaluamos la expresién de KAT Il en el estriado de los
ratones de ambos genotipos mediante Western blot. Tanto el estriado como la corteza de
los ratones que recibieron el vehiculo (Ahr +/J'/Veh) muestran una expresion mayor de la
enzima KAT Il en comparacion con su lado contralateral (Fig. 22a y 22b). Sin embargo, el
tratamiento con Rsv inhibe el aumento de la expresién de KAT Il inducida por QUIN en el
lado lesionado de los ratones silvestres. Por otro lado, la expresion de KAT Il en los ratones

knock-out para el gen Ahr es independiente del insulto con QUIN (Fig. 22 cy 22d).
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Figura 22. Efecto de la ocupacion farmacolégica del Ahr mediante el resveratrol sobre la
expresion de la enzima KAT Il. En el panel superior se muestran experimentos
representativos del tratamiento con Rsv inhibiendo el incremento de la expresion de KAT
Il inducida por QUIN en el a) estriado lesionado y b) corteza de los ratones silvestres. En el
panel inferior se muestran experimentos representativos del tratamiento con Rsv en el ¢)
estriado lesionado y d) corteza de ratones knock-out en los cuales no hay diferencias.
Cada barra representa la media * ES. n = 3, t de Student. *p < 0.05.

El Fluoro-Jade B (FJB) es un derivado polianiénico de la fluoresceina el cual se une de
manera especifica a las neuronas que se encuentran en el proceso de degeneracién. De
esta manera, se analizd la degeneraciéon neuronal inducida por la lesion con QUIN en
cortes estriatales. No se detectd dafio alguno en el lado no lesionado de ningun grupo.

Pero el lado lesionado muestra células positivas a FJB en diferentes proporciones debido a
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la excitotoxicidad que tiene el QUIN sobre cada genotipo de ratones y del tratamiento

recibido (Fig. 23).
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Figura 23. Efecto de la ocupacion farmacolégica del Ahr mediante el resveratrol sobre la
degeneracion neuronal inducida por la lesion con QUIN. En el panel superior se observa
la degeneracién de las neuronas en el lado lesionado con QUIN. En el panel inferior se
muestra el lado contralateral y no se observan neuronas positivas a FJB. En el inserto se
muestra el nucleo de las neuronas. Escala de la barra =100 um.

El conteo celular muestra mas neuronas positivas a FJB en el grupo Ahr +/J'/Veh. Pero, el
pre-tratamiento con Rsv en los ratones silvestres induce un decremento del 57 % con
respecto al grupo vehiculo. En cuanto a los ratones knock-out para el gen Ahr, el grupo

qgue recibid el vehiculo no fue estadisticamente diferente del que recibié resveratrol,

aunque si se observaron escasas neuronas en proceso de degeneracion (Fig. 24).
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Figura 24. El pre-tratamiento con resveratrol inhibe la degeneracion neuronal inducida
por la excitotoxicidad del QUIN en los ratones silvestres. Cada barra representa
la media t ES. n = 3, t de Student. *** P< 0.001.
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La lesion con QUIN causa la pérdida de las neuronas estriatales y una reaccidon
inflamatoria. Por lo tanto, evaluamos la astrogliosis mediante la técnica de inmuno-

**/\Veh muestra un

fluorescencia contra la proteina acida fibrilar glial (GFAP). El grupo Ahr
mayor numero de células marcadas con GFAP alrededor del sitio de administracion del
QUIN. Mientras que el grupo que recibidé el antagonista del Ahr, el Rsv, presentd una
disminucion significativa de células positivas a GFAP. Adema3s, los ratones knock-out del

gen Ahr tratados con vehiculo o con Rsv muestran una escasa marca para GFAP (Fig. 25).
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Figura 25. Efecto de la ocupacion farmacolégica del Ahr mediante el resveratrol sobre la
astrogliosis inducida por la lesion con QUIN. El pre-tratamiento con resveratrol inhibe la
astrogliosis inducida por la excitotoxicidad del QUIN en los ratones silvestres.
Escala de la barra = 30 um.
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8. Discusion

La EH es un desorden neuro-degenerativo y hasta la fecha no tiene un tratamiento
efectivo. Por lo tanto, es imprescindible el estudio de nuevos enfoques terapéuticos,

como el abordaje del presente proyecto que sugiere elevar los niveles del KYNA.
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El cerebro de un paciente con EH tiene una alta produccién de QUIN, metabolito
enddégeno de la VK que actla como una excitotoxina al inducir el estrés oxidante.
Asimismo, la actividad de la enzima que lo produce, 3-hidroxiantranilato oxidasa, esta
elevada [70] en los pacientes de EH. Por el contrario, hay una pérdida de la biosintesis del
KYNA y en la actividad de la enzima kinurenina aminotransferasa [71-73]. Por lo tanto,
quisimos evaluar si la ausencia del Ahr o su ocupaciéon farmacolégica inducen la
disponibilidad de la Kyn y del KYNA para contrarrestar los efectos téxicos de la lesion

intraestriatal de QUIN.

Efecto de la ausencia del receptor de hidrocarburos de arilo sobre la via de las
kinureninas y sobre la conducta motriz.

Primero, caracterizamos la VK en el ratdn con mutacién nula para el receptor de
hidrocarburos arilo (Ahr '/') en comparacion con los ratones silvestres (Ahr+/+). Se
determinaron varios metabolitos de la VK en el estriado y corteza, las estructuras mas
afectadas en la EH, y en el hipocampo tanto de ratones intactos Ahr " como en ratones
Ahr*’*. Los metabolitos analizados fueron: Kyn, 3H-Kyn, QUIN y KYNA. Los metabolitos que
no tuvieron diferencias en las estructuras analizadas en ninguno de los 2 genotipos fueron
Kyn, 3H-Kyn y QUIN. Sin embargo, se observé un aumento en los niveles de KYNA tanto en
el estriado como en la corteza de los ratones Ahr 7 en comparacion con los ratones

+/+

controles, Ahr™". Estos datos indican que la ausencia del Ahr favorece la acumulacién de
KYNA, antagonista al NMDAr, en las regiones mas afectadas en la EH. Interesantemente, la
Kyn no mostré cambios significativos, especulamos que la conversion hacia el KYNA se
lleva a cabo de una manera continua y que, por tal razén, la Kyn no llega a acumularse.
Aproximadamente un 60% de la Kyn cerebral se deriva de fuentes extra-cerebrales [91].

Por lo tanto, siempre hay un flujo de Kyn hacia el cerebro. Tal vez, por esta razén tampoco

encontramos una disminucion en los niveles de este metabolito.

Aunque hubo una tendencia de incremento de los niveles de KYNA en el hipocampo, no

fue significativa. Creemos que la falta de efecto es debida a las diferencias del
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metabolismo de la VK asi como al tipo de neuronas en diferentes partes del cerebro, y/o al

numero y funcién de los astrocitos en esas regiones.

La Kyn entra a las células gliales a través de transportadores de aminoacidos largos
neutros [92] y es convertida irreversiblemente hacia el KYNA a través de la enzima KAT.
Aunque existen 4 isoformas de la KAT [93], la enzima KAT Il es la responsable de la
formacién de novo de KYNA [94]. La disponibilidad de Kyn es el factor principal que

controla tanto la formacion de KYNA asi como la concentracién local [80].

La enzima KAT Il estd presente tanto en los astrocitos cuyos procesos estan préximos a
las sinapsis glutamatérgicas asi como en las neuronas GABAérgicas [84]; por lo tanto, el
KYNA se libera al espacio extracelular para modular el tono glutamatérgico en el cerebro.
Con esto en mente, analizamos la expresion de KAT Il en el estriado, hipocampo y corteza
de ratones intactos Ahr */* y Ahr . Encontramos mayor expresion de KAT Il en el estriado
y corteza de los ratones Ahr 7 en comparacion con los ratones control, Ahr *I* Estos
resultados concuerdan con reportes previos, en los cuales el incremento en la sintesis del

KYNA enddgeno es el resultado de la expresion de la enzima KAT Il [95-97].

En funcién de esto, tanto la administracién exdgena de Kyn como la disponibilidad
causada por la ausencia del Ahr estimulan la sintesis de KYNA. Es posible que tal aumento
disminuya los efectos de la acumulacién excesiva del glutamato extracelular en la EH.
Los niveles de Kyn y de KYNA han sido asociados con neuroproteccion en diversos
modelos experimentales. El pre-tratamiento con Kyn muestra un efecto protector tanto
en el modelo de isquemia como en la lesion con NMDA, debido al aumento de KYNA en la
corteza cerebral [98]. Por otro lado, la administracién de un analogo de KYNA en un
modelo transgénico de la EH prolongé la vida de estos ratones, disminuyd la pérdida de

peso y la atrofia en las neuronas estriatales [99].
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Aunque un mayor nivel de KYNA ha sido asociado con déficits cognitivos y desdrdenes
psiquidtricos [100, 101], es posible que un aumento moderado de KYNA debido a la
ausencia del Ahr pueda modular el funcionamiento estriatal de una manera adecuada.
Para determinar el efecto de este aumento de KYNA sobre una conducta motora no
inducida farmacoldégicamente, analizamos la coordinacion motriz en ratones intactos
Ahr*’* y Ahr " mediante la prueba del rotarod. Encontramos que los ratones Ahr +
permanecen mas tiempo en el rodillo y por lo tanto caen a una velocidad mayor en
comparacion con los ratones Ahr H, Aunque, previamente se atribuyd esta conducta
principalmente al cerebelo [102], la importancia del estriado en este paradigma de
aprendizaje motor ha sido descrita [103]. Por otro lado, la depresidn y el suicidio son
desdrdenes psiquidtricos comunes en la EH, la modulacién del NMDAr a través del Ahr
puede ser benéfico para los pacientes con EH y de otras patologias; puesto que se ha
reportado, que en pacientes con desordenes depresivos el bloqueo del NMDAr mediante
la ketamina revierte los efectos de la depresidn mas efectivamente que la medicaciéon
tradicional [104]. Adema3s, puede reducir pensamientos suicidas en individuos resistentes

a su tratamiento [105].

Efecto de la lesion estriatal con acido quinolinico en ratones silvestres y nulos para el
receptor de hidrocarburos de arilo.

La administracién de QUIN estimula la disfuncidn mitocondrial [106], apoptosis [107] y la
liberacion de glutamato asi como su re-captura por los astrocitos [39]. Ademas, induce el
dafo oxidante por la produccion de radicales libres y PL [89] en una manera dependiente
del NMDA [41]. Por todo lo anterior, administramos QUIN en el estriado de ratones Ahr H
y Ahr + para determinar el efecto que tienen los niveles de KYNA sobre el indice de la PLy
formacién de ERO ante el insulto causado. Los ratones Ahr ** mostraron un incremento
significativo en ambos parametros en comparacién con su lado control. Sin embargo, los
ratones Ahr 7" no presentaron diferencias. Por lo tanto, los mayores niveles de KYNA,
producidos por la disponibilidad de este metabolito en el estriado de los ratones que no

tienen el Ahr, confieren una proteccidn neuronal hacia los insultos excitotoxicos.
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Estudios previos sugieren que el metabolismo de la VK se encuentra desplazado hacia la
produccién de KYNA después de un insulto excitotoxico [108, 109]. En el presente trabajo,
el impacto de la administracion de QUIN sobre la sintesis de KYNA se ve reflejado en una
mayor expresion de KAT Il en el estriado lesionado y corteza de los ratones Ahr ** Sin
embargo, el QUIN no tuvo el mismo efecto en los ratones Ahr '/', lo cual indica que la via

bioguimica no se encuentra afectada debido a la ausencia del Ahr.

La ausencia del Ahr y el incremento consecuente de KYNA pueden atenuar la
excitotoxicidad inducida por el QUIN, ya que los resultados conductuales y los bioquimicos
(conducta de giro y contenido de GABA, respectivamente) del presente trabajo,
demuestran la proteccion neuronal. Aunque el estriado de los ratones Ahr T ests
protegido en contra del insulto neuro-téxico se observa que los niveles basales de GABA
son menores en comparacién al nivel basal de los ratones silvestres. Este resultado
concuerda con el nivel de expresidn de la enzima GADg7. El menor contenido de GABA en
los ratones Ahr’ puede ser causado por una actividad excitadora glutamatérgica

constitutivamente disminuida; sin embargo, este punto requiere mayor investigacion.

Se ha reportado en cultivos primarios de neuronas corticales, que la excitotoxicidad del
NMDAr aumenta al activar al Ahr y disminuye con el tratamiento de un RNA interferente
disefiado para el Ahr. El knock-down del Ahr también reduce la concentracién de calcio
intracelular y la expresion del NMDAr [110]. Por lo tanto, estos datos indican una conexion
entre la expresion del Ahr y la neurotransmision glutamatérgica. Debido a esto,
determinamos los niveles de expresién de la subunidad NR1 del receptor NMDA en el
estriado control y lesionado en ambos genotipos. La expresién de NR1 esta disminuida
tanto en la corteza como en el estriado lesionado de los ratones Ahr **. Sin embargo, en
los ratones Ahr " no hubo diferencias, es decir, la lesién no disminuyé la expresion de la
subunidad NR1. Es posible que la disminucion del NR1 en los ratones silvestres se deba a
la muerte neuronal. Por lo tanto, determinamos el volumen de la lesién con QUIN en

ambos genotipos. Observamos que la lesidn estriatal es mayor en los ratones Ahr * en
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comparacion con los ratones Ahr '/', lo cual demuestra que los niveles de KYNA ejercen

una proteccién neuronal en contra de este tipo de insulto.

Efecto de la ocupacidn farmacolégica del Ahr sobre los niveles del acido kinurénico.

El Ahr es un factor de transcripcion distribuido en todo el cerebro, incluyendo la corteza,
hipocampo, hipotalamo, talamo y cerebelo [111]. Se encuentra en neuronas, células
endoteliales y en astrocitos [112]. La activacién del Ahr mediante toxinas, como el TCDD,
conlleva a citotoxicidad y carcinogénesis por la induccién del citocromo P450, lo cual

genera metabolitos toxicos y estrés oxidante [113].

Para evaluar el efecto de la ocupacién farmacoldgica del Ahr sobre los niveles de KYNA,

usamos al TCDD como agonista del Ahr y al Rsv como un antagonista competitivo.

Primero, analizamos si la ocupacion farmacolégica del Ahr tenia algun efecto sobre los
niveles del KYNA. Unicamente se midié este metabolito neuroactivo ya que en los
resultados anteriores fue el que mostré cambios significativos. Los niveles de KYNA tanto
en estriado como en corteza de los ratones Ahr ** aumentaron con el tratamiento del
agonista asi como con el antagonista del Ahr, en comparacién con su grupo vehiculo
respectivo. Estos datos indican que la ocupacién del Ahr favorece la acumulacion de KYNA,
antagonista del NMDAr. Ademas, el hecho de que los tratamientos no tuvieran efecto

sobre los niveles de KYNA en los ratones Ahr 7" refuerza este resultado.

Para determinar si la ocupacién farmacolégica del Ahr tenia un efecto sobre la VK al
favorecer la sintesis de KYNA, analizamos los niveles de expresion de la enzima KAT Il en el
estriado de ambos genotipos de ratones tratados con TCDD y Rsv. Encontramos una

+/+

mayor expresion de KAT Il en el estriado de los ratones Ahr ™" tratados con TCDD y Rsv en
comparacion con su respectivo grupo vehiculo. En los ratones Ahr 7 no encontramos

diferencias, ya que en estos ratones el Ahr esta ausente. Es interesante que Unicamente el
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blogueo del Ahr, ya sea por un agonista o un antagonista aumenten la disponibilidad del

KYNA, ya que un agonista activaria la expresidon génica.

Efecto de la lesion con acido quinolinico sobre los ratones silvestres y knock-out con el
tratamiento farmacoladgico del antagonista del Ahr.

Para determinar los efectos neuroprotectores de los niveles de KYNA causados por el
bloqueo del Ahr, utilizamos al resveratrol, puesto que no produce efectos secundarios

toxicos como el TCDD.

En algunos modelos animales de las enfermedades neurodegenerativas, la funcidn
motora es evaluada mediante pruebas conductuales [114]; por lo tanto, analizamos la
actividad motriz mediante la prueba del rotarod y de campo abierto en ambos genotipos
con el tratamiento de Rsv o vehiculo. En el rotarod los ratones Ahr 7", sin importar el
tratamiento, demostraron un mejor desempefio y equilibrio tanto a la tercer semana
como a la sexta. Interesantemente, el grupo silvestre tratado con resveratrol (Ahr+/+/Rsv)
mostré mejor coordinacion en comparaciéon con el grupo silvestre con vehiculo
(Ahr+/+/Veh). Este resultado es sorprendente ya que no se habia reportado una mejoria en
la conducta motora de ratones silvestres con Rsv. La administracién del fdrmaco SRT501-
M, una formulacién del Rsv, no mejord el desempeno motriz en esta misma prueba ni en
ratones silvestres ni en los ratones transgénicos de la EH, N171-82Q [115]. Por otro lado,
el tratamiento con Rsv restaurd por completo los déficits motores en otro modelo de la

EH, los ratones YAC128 [116].

La actividad horizontal en el campo abierto es una medida de la conducta de exploracién
y actividad en general. En esta prueba, encontramos mayor actividad horizontal
Unicamente a la tercera semana del tratamiento con Rsv en los ratones Ahr’* en
comparacion con el grupo Ahr+/+/Veh. Creemos que para la sexta semana con el
tratamiento, los ratones se habituaron al contexto y por lo tanto no encontramos

diferencias en esta semana. Por otro lado, un decremento en la actividad vertical esta
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relacionada con la sedacidn mientras que un incremento en esta medida esta asociada
con la ansiedad [117]. No encontramos diferencias en la actividad vertical en ninguna de

las semanas probadas en ambos genotipos, sin importar del tratamiento.

Como la inyeccion de QUIN desencadena la degeneracion de la neuronas estriatales y los
danos cognitivos caracteristicos de la EH [118]; y ademads, ya habiamos observado
neuroproteccion en los ratones Ahr " en contra de este insulto excitotoxico, quisimos
evaluar el dafio neuronal de la lesidn con QUIN en el estriado de ambos genotipos
tratados con Rsv o vehiculo. La conducta de giro es una forma de evaluar la integridad
funcional del estriado. El pre-tratamiento con Rsv redujo la conducta de giro en los

+/+

ratones Ahr */* en comparacion con los Ahr”"/Veh, mientras que en los ratones Ahr " ho

hubo diferencias.

La disminucién en el contenido de GABA o en la actividad y expresién de la enzima
GADg7, refleja la muerte de las neuronas GABAérgicas inducida por el insulto excitotoéxico.
Se ha reportado que una dosis de 8 mg/kg por dia de Rsv restaurd la actividad de la
enzima GAD en la corteza olfatoria y en el hipocampo de ratas lesionadas con acido
kainico [56]. En nuestros experimentos, el tratamiento con Rsv inhibe la reduccién del
contenido de GABA en el estriado lesionado del ratén Ahr™*. Mientras que el estriado de
los ratones Ahr” muestra protecciéon hacia el insulto neurotdxico ya que no hay
diferencias entre el lado lesionado y contralateral, sin importar el tratamiento recibido.
Ademas, estos datos concuerdan con los niveles de expresion de la enzima GADg7, ya que
estd disminuida en el lado lesionado de los ratones Ahr+/+/Veh pero no en los que

recibieron Rsv ni en los knock-out.

La administracion de QUIN induce el dafio oxidante por la produccién de radicales libres
[89]. Las ERO desestabilizan a los electrones de los lipidos en la membrana plasmatica,
resultando en dafio celular debido a la peroxidacién de lipidos. Por lo tanto, analizamos el

indice de estos parametros. Los ratones Ahr+/+/Veh lesionados mostraron un aumento
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significativo de peroxidacién de lipidos y de formacién de ERO en comparacién con su
estriado control. Pero, ni los ratones silvestres ni los knock-out lesionados mostraron
diferencias entre el lado lesionado y el control. Por lo tanto, los niveles de KYNA
producidos por la ocupacion del Ahr confieren neuroproteccién en contra del insulto

excitotdxico como se observa en los ratones knock-out que no expresan al Ahr.

También quisimos analizar si la VK estaba desplazada hacia la producciéon de KYNA como
resultado del dafio neuronal del QUIN. En los ratones Ahr*/Veh la administraciéon de
QUIN aumenta la expresion de la enzima KAT Il en el estriado; sin embargo, el pre-
tratamiento con Rsv inhibe este efecto. Por otro lado, el QUIN no tiene efecto sobre los
niveles de KAT Il en los ratones knock-out con o sin tratamiento, sugiriendo que no esta

afectando la via bioquimica que conlleva a la sintesis de KYNA causado por la falta del Ahr.

Los astrocitos tienen una respuesta dindmica a los insultos cerebrales. La lesién con
QUIN puede incrementar la respuesta inflamatoria de las células gliales [119] conllevando
a una degeneracion neuronal, ya que encontramos una alta expresién de células positivas
a Fluoro Jade B en el grupo Ahr*’* sin Rsv. Ademas, el area que rodea al sitio de inyeccién

+/+

con QUIN en el grupo Ahr”’"/Veh mostré una intensa marca de GFAP (proteina acida
fibrilar glial) en comparacién con el grupo Ahr*/Rsv, indicando un dafio mayor del
estriado. Por otro lado, en los ratones knock-out hay una baja respuesta a GFAP y escasas
neuronas en degeneracion, indicando que la falta o el bloqueo del Ahr protege a las

neuronas en contra de los insultos neurotoxicos.

Puesto que el Rsv no tuvo algin efecto en los ratones knock-out para el gen Ahr,
nosotros proponemos que la neuroproteccién del Rsv en los ratones silvestres es
directamente causada por su actividad como antagonista del Ahr y no a otras propiedades
como las de antioxidante. Es de gran interés que Unicamente la ocupacidon farmacoldgica
del Ahr produce el aumento en los niveles de KYNA, sin tomar en cuenta la expresion

génica que estaria siendo regulada por el agonista. Por lo mismo, la regulacidon génica a
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largo plazo dependiente del Ahr necesita ser explorada para asi poder comprender mejor

los efectos de la manipulacién farmacoldgica de este factor transcripcion.

La presente tesis demuestra que tanto la ausencia como la ocupacién farmacoldgica del
Ahr permiten mayor disponibilidad de la Kyn para su conversién hacia el KYNA por medio
de la enzima KAT Il y en consecuencia se observa un efecto neuroprotector en contra del
insulto excitotéxico del QUIN. Probablemente debido a la capacidad del KYNA de inhibir la
actividad glutamatérgica tanto a nivel presinaptico como post sindptico; sin embargo, este
aspecto necesita ser determinado. Por lo tanto, la modulacién farmacolégica de la
actividad del Ahr podria ser una opcidén para regular los niveles de KYNA y un tratamiento

para la EH u otras patologias en las que subyace la excitotoxicidad.

9. Conclusiones

Los ratones nulos para el gen Ahr presentan mayor nivel de la enzima KAT Il y de KYNA en

la corteza y en el estriado en comparacidén con los ratones silvestres.

Existe proteccién neuronal debida a la ausencia del receptor Ahr, al aumento de los

niveles relativos de la proteina KAT Il y de KYNA en los ratones knock-out.

La ocupaciéon farmacolégica del Ahr induce un aumento en los niveles de KYNA en el
estriado y corteza de los ratones silvestres con el tratamiento con TCDD y Rsv; asi como un

aumento en la expresién de KAT Il en el estriado.

El aumento en el KYNA y de KAT Il induce un mejor desempeno, coordinacidn y equilibrio

motriz en los ratones silvestres en la prueba del rotarod.

El incremento de KYNA debido a la ocupacion farmacoldgica del Ahr por parte del Rsv
confiere una neuroproteccion hacia el insulto excitotdxico del QUIN.
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10.Perspectivas

En los ratones silvestres y nulos para el gen Ahr:

e Evaluar otra estrategia terapéutica que permita la manipulacién de la ocupacién
del Ahr; por ejemplo, el agonista omeprazol.

e Investigar la expresién génica derivada del tratamiento con TCDD para elucidar las
diferencias entre el agonista y el antagonista del Ahr.

e Analizar el sistema glutamatérgico: niveles de glutamato, expresién de los
receptores y transportadores.

e Hacer un registro electrofisiolégico en rebanadas de cerebro para evaluar la
respuesta del NMDAr.

e Explorar la participacién del receptor 7-acetil colina nicotinico (a7nAChR) y del

receptor acoplado a proteina G (GPR35) en la modulacion de los niveles de KYNA.

Desarrollar un ratdn sin el receptor de hidrocarburos arilo pero que sobreexprese a la htt

mutada.
e Evaluar en el ratén doble transgénico si una mayor disponibilidad de Kyn tiene el

efecto neuroprotector ante el dafio causado por la sobre expresién de la htt

mutada.
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