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RESUMEN

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo
hereditario ocasionado por una expansion anormal de repetidos del triplete
CAG en el gen de la huntingtina, este gen codifica para una proteina con el
mismo nombre. Los pacientes con EH presentan movimientos coreiformes,
ocasionados por la pérdida de neuronas en el estriado y la corteza cerebral.
Un mecanismo propuesto relacionado con la pérdida neuronal causada por el
estrés oxidante, es el desbalance de algunos metabolitos de la via de las
kinureninas, ya que los pacientes con EH presentan un incremento de los
niveles de acido quinolinico y 3-hidroxikinurenina, sustancias productoras de
radicales libres, y reduccion en los niveles de acido kinurénico (KYNA),
metabolito antioxidante. Ademas, el KYNA es un neuroprotector,
anticonvulsivante y de manera interesante, es ligando enddégeno del receptor
de hidrocarburos de arilo (Ahr). Trabajos previos demostraron que los ratones
nulos para este receptor, presentan niveles elevados de KYNA y una mejora
en la coordinacion motora comparados con los ratones silvestres. Debido a lo
anterior, se han planteado estrategias que permitan aumentar la disponibilidad
de KYNA en modelos animales de la EH. Por lo tanto, en este estudio se
reprodujo a través de retrocruzas a un raton doble transgénico, con
sobreexpresion de la huntingtina mutada y knock-out para el Ahr (R6/1Ahr -/-
). Nuestros resultados muestran que a las 30 semanas el ratén doble
transgénico tiene un peso corporal similar al del raton R6/1, sin embargo, la
postura de feet-clasping, un indicativo de dafo neuronal en el R6/1, no fue
observada. Ademas, su coordinacion motora y su conducta ambulatoria no se
deterioraron a lo largo del tiempo a diferencia del ratén R6/1, pero su conducta
exploratoria disminuy6. Por ultimo, la conducta de ansiedad de los ratones
dobles transgénicos resulto similar a la de los ratones silvestres. Proponemos
que lo anterior puede ser atribuido al efecto del aumento en la disponibilidad
de KYNA en el raton doble transgénico. Este trabajo da evidencia de que la
ausencia del Ahr evita el deterioro motor y conductual presente en un modelo
transgénico de la EH.



ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is an inherited neurodegenerative disorder. HD is
caused by a CAG abnormal repeat expansion in the huntingtin gene (/715)
coding for a protein with the same name. Huntington disease patients present
or develop choreiform movements that are caused by the loss of neurons in
the striatum and cerebral cortex. One of the mechanisms proposed to explain
neuronal loss by oxidative stress is the imbalance of some metabolites of the
kinurenine pathway, and it was observed that HD patients have an increase in
the levels of quinoline and 3-Hydroxykinurenine, metabolites that produce free
radicals, and reduction in levels of kynurenic acid (KYNA), antioxidant
metabolite. In addition, KYNA is a neuroprotective, anticonvulsant and
interestingly, it is endogenous ligand of the aryl hydrocarbon receptor (Ahr).
Previous work has shown that null mice for this receptor have elevated levels
of KYNA and have improving motor coordination compared to wild type mice.
Due to the above, strategies have been proposed to increase the availability of
KYNA in animal models of HD. Therefore, in this study we used a double
transgenic mouse, with mutated huntingtin overexpression and knockout for
Ahr (R6/1 Ahr -/-). Our results show that at 30 weeks, the double transgenic
mouse has a body weight similar to R6/1 mouse, however, feet-clasping
posture, an indicative of neuronal damage in the R6/1, was not observed. In
addition, it motor coordination and ambulatory behavior did not deteriorate over
time unlike the R6/1 mouse, but it exploratory behavior decreased. Finally, the
anxiety behavior of transgenic double mice was similar to wild type mice. We
propose that the above can be attributed to the effect of increase in the
availability of KYNA in the transgenic double mouse. This work provides
evidence that the absence of Ahr avoids the motor and behavioral deterioration
present in a transgenic model of HD.



1. INTRODUCCION

La EH es un desorden neurodegenerativo progresivo que tiene una incidencia
de aproximadamente a 0.38 individuos por cada 100,000 habitantes por afo
en todo el mundo, siendo Europa, Norte América y Australia, los paises con
mayor prevalencia (5.70 por 100,000 habitantes), a diferencia de Asia que
presenta una prevalencia mucho menor (0.40 por 100,000) (Pringsheim et al.,
2012). Su nombre es en honor al médico George Huntington, quién fue el
primero en describirla en 1872. Sin embargo, fue hasta 1993 cuando se

descubri6 el gen causante de la EH (/T15).

El gen de la EH se localiza en la region 4p16.3 en el brazo corto del
cromosoma 4, consta de 67 exones y codifica para la proteina huntingtina (htt)
(Gusella et al., 1983). La EH ocurre por la expansion del codon CAG en el exén
1 del gen de la huntingtina (Mangiarini et al., 1996). El triplete CAG codifica
para el aminoacido glutamina, por lo cual la expansion de éste provoca un
numero anormal de glutaminas en el extremo N-terminal de la proteina htt
(Gusella et al., 1983). La presencia de un numero mayor a 35 repetidos de
CAG aumenta la posibilidad de que el individuo presente los sintomas
caracteristicos de la enfermedad, a diferencia de los individuos sanos que en
promedio presentan entre 17 y 20 repetidos (Kremer et al., 1994). Por otra
parte, los repetidos entre 36 y 39 presentan penetrancia genética reducida, por
ello un individuo con un numero de repetidos dentro de ese rango no
desarrollara necesariamente los sintomas caracteristicos de la enfermedad
durante su vida, sin embargo, su descendencia se encuentra en riesgo de
desarrollar la EH. Ademas, el numero de repetidos de CAG esta inversamente
relacionado con la edad de inicio de la sintomatologia (Andrew et al., 1993;
Rubinsztein et al., 1993); por tal razén, un numero mayor a 60 repetidos esta
asociado a una edad temprana de inicio de los sintomas de EH, que también
es conocido como EH juvenil. También se ha observado que los pacientes
homocigotos presentan una edad de inicio igual a los pacientes heterocigotos,

sin embargo, la progresion de la enfermedad es mas severa en los



homocigotos (Lee et al., 2012). El numero de repetidos tiende a extenderse
cuando se da la formacién de las células sexuales y generalmente sucede
cuando el gen es heredado por via paterna (Kehoe et al.,, 1999). Las
mutaciones espontaneas son muy raras y solo explican el 0.1% de los casos
de la EH.

1.1 Signos y sintomas

Los primeros sintomas de la EH se presentan entre la tercera y quinta década
de vida y se dividen principalmente en sintomas psiquiatricos, cognitivos y
motores, siendo los psiquiatricos y cognitivos los primeros en presentarse. Las
anomalias motoras resultan progresivas, asi como el deterioro intelectual
(Budworth & McMurray, 2013).

La progresiéon de las alteraciones motoras sigue tres estadios. Inicialmente,
los movimientos voluntarios son acompafiados por temblores;
progresivamente, durante una segunda fase o fase hipercinética, los pacientes
pierden la coordinacion de su cuerpo, debido a la presencia de movimientos
involuntarios abruptos (coreiformes) incluyendo los musculos de las piernas,
cabeza y tronco, limitando las capacidades diarias de los pacientes. Ademas,
en esta fase hay deterioro de las funciones cognitivas y pérdida de peso debido
a un estado hipermetabdlico por el que cursan los pacientes. En la etapa final
(aproximadamente 20 anos después de la edad de inicio), los movimientos
coreiformes son sustituidos por rigidez y bradicinesia. La muerte de los

pacientes generalmente ocurre en esta etapa (Grimbergen et al., 2008).

1.2 Neuropatologia

Las principales alteraciones fenotipicas en la EH son consecuencia de la
pérdida selectiva de neuronas espinosas medianas en el caudado, el putamen
y el globo palido (Graveland et al., 1985; Vonsattel et al., 1985). Las neuronas
espinosas medianas estriatales son las mas vulnerables; éstas contienen
encefalina y proyectan al globo palido externo (Rubinsztein, 2003). Otras

regiones del cerebro que también resultan muy afectadas incluyen la sustancia
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negra, las capas corticales 3, 5y 6 y la regién CA1 del hipocampo (Spargo et
al., 1993), el giro angular en el I6bulo parietal (Macdonald et al., 1997), las
células de Purkinje del cerebelo (Barban & Paris, 1984), el nucleo tuberal
lateral del hipotalamo y el complejo centromedial-parafascicular del talamo
(Heinsen et al., 1999).

Otra de las caracteristicas patolégicas de la EH es la presencia de inclusiones
nucleares y citoplasmaticas que contienen la htt mutada (Davies et al., 1997);
sin embargo, algunos estudios sugieren que estas inclusiones no son
predictores de la disfuncién celular, por el contrario, parecen ser mediadas por

estados intermedios de agregados de poliglutamina (Mukai et al., 2005).

1.3 Huntingtina (htt)

La htt humana es una proteina de 350 kDa expresada en todas las células
humanas, aunque su expresion es mayor en el sistema nervioso central y en
los testiculos (DiFiglia et al., 1995). Su funcién aun no es bien conocida. Sin
embargo, es una proteina necesaria para el desarrollo y el funcionamiento
normal del cerebro en humanos. Ademas, ha sido asociada con multiples
organelos en la célula como son nucleo, membrana plasmatica, vesiculas
endociticas, reticulo endoplasmico, endosomas, aparato de Golgi y
mitocondria (Trottier et al., 1995), por lo anterior se cree que puede tener

funciones de andamiaje.

La htt presenta muchas modificaciones postraduccionales incluyendo
ubiquitinacién, fosforilacion, acetilacion, sumoilaciéon y palmitoilacion. Estas
modificaciones pueden regular su estabilidad, localizacion y funcion (DiFiglia
et al., 1997; Goldberg et al., 1996). Algunos estudios también han implicado a
la htt en transcripcion, debido a que interactia con varios factores de
transcripcion y proteinas reguladoras de la transcripcion. Por ejemplo, se ha
propuesto que la htt regula la produccion del factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF) (Zuccato et al., 2003; Zuccato & Cattaneo, 2007).
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1.4 Alteraciones mitocondriales y estrés oxidante en EH

La mitocondria es una fuente importante de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y ademas es un blanco clave del daio generado por las ERO. Las ERO
ocasionan peroxidacién de lipidos y dafio oxidante al DNA por la formacion de
8-hidroxy-2’-deosiguanosina (8-OHdG). En modelos de ratones transgénicos
de la EH ha sido encontrado un incremento en la peroxidacion de lipidos en el
estriado (Pérez-Severiano et al., 2000). Ademas, también se ha encontrado
dano oxidante al DNA tanto en modelos de ratones transgénicos como en
pacientes con EH (Polidori et al., 1999; Bogdanov et al., 2001). El dafio a la
mitocondria observado en la EH ocasionado por la htt mutada ocurre por
diversos mecanismos que incluyen la reduccion de la produccion de energia y
el potencial de membrana, alteraciones en la homeostasis del calcio, aumento
del estrés oxidante y la activacion de vias apoptoticas mediadas por caspasas
(Browne et al., 1997; Browne et al., 1999; Brustovetsky et al., 2005; Panov et
al., 2002).

También se ha reportado la reduccion en la actividad de varias enzimas
involucradas en el metabolismo energético que incluyen los complejos I, I, Il
y IV (Arenas et al., 1998; Browne, 2008; Gash, & Mann, 1996). La reduccion
en la produccion del ATP vy el fallo energético pueden hacer a las neuronas

estriatales mas vulnerables a otros dafios patologicos.

1.5 Modelos de la enfermedad de Huntington
1.5.1 Modelos bioquimicos

Los primeros modelos para el estudio de la EH aparecieron una vez que la
mutacion que ocasiona la enfermedad fue descubierta y se basaron en el uso
de excitotoxinas administradas de forma intra-estriatal como el acido kainico y
el acido quinolinico que causan la muerte selectiva de las neuronas espinosas
medianas (Coyle & Schwarcz, 1976; McGeer & McGeer, 1976; Schwarcz et
al., 1983; Beal et al., 1986). Posteriormente, fueron usados farmacos que

alteraran la funcion de la mitocondria como son el acido 3-Nitropropionico, el
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cual induce un dafio patologico similar en el estriado de ratones (Bogdanov et
al., 1998).

1.5.2 Modelos transgénicos

Los primeros modelos transgénicos se desarrollaron en cultivos celulares y
animales como Drosophila, C. elegans, rata y raton, los cuales fueron
modificados genéticamente para expresar a la htt mutada. Hoy en dia se han

desarrollado varios modelos transgénicos y knock-in.

1.5.2.1 R6/1y R6/2
La linea R6 fue la primera linea de ratones transgénicos portadores de la
mutacion de la EH. Los ratones expresan el exén 1 del gen de la huntingtina
humana con una expansion de repetidos CAG bajo el control del promotor de
la htt humana. La linea R6/1 tiene alrededor de 116 repetidos del triplete CAG.
El transgén se expresa en un 31% de los niveles endogenos. La linea R6/2
tiene alrededor de 150 repetidos de CAG que son expresados en un 75% de

los niveles endogenos (Mangiarini et al., 1996).

1.5.2.2 N171-82Q
El raton transgénico N171-82Q expresa un cDNA que codifica para el
fragmento N-terminal de la htt con 82 glutaminas bajo el control del promotor
prion del raton. Los sintomas conductuales en este raton comienzan a las 10

semanas de edad (Schilling et al., 1999).

1.5.2.3 Modelos transgénicos YAC y BAC

Los ratones transgénicos con YAC fueron generados por la expresion del gen
completo de la htt humana con numeros variables de repetidos CAG (Hodgson
et al., 1999). Los modelos transgénicos por la técnica BAC asi como los YAC,
permiten la expresion del gen de la htt humana bajo el control de los elementos
endogenos regulatorios de la htt. Este modelo ha sido usado principalmente
para definir el efecto de mutaciones especificas en la region N-terminal del gen
de la htt (Gu et al., 2009).
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1.5.2.4 Modelos knock-in
En los modelos knock-in el gen enddgeno de la htt en el ratdn es reemplazado
por la htt mutada que posee la expansion de repetidos CAG (Menalled et al.,
2003). A pesar de que en teoria estos modelos deberian reproducir de forma
“fiel” la enfermedad de los humanos, se ha observado que el fenotipo que
muestran es mas leve que el observado en otros modelos y en los humanos
(Chang et al., 2015).

1.6 Via de las kinureninas

El triptéfano es un aminoacido esencial para los seres humanos y la principal
ruta por la cual se metaboliza es la via de las kinureninas (VK) (Figura 1), la
VK produce algunos metabolitos neuroactivos y otros que tienen la capacidad
de generar radicales libres, asi como también permite la formacion del cofactor

nicotinamin-adenin-dinucleétido (NAD*) (Amaral et al., 2013).

El &cido quinolinico (QUIN), metabolito producto de la via de las kinureninas,
es un agonista competitivo del receptor NMDA que contiene las subunidades
NR2A y NR2B; su potencial neurotoxico puede atribuirse a distintos
mecanismos que incluyen la estimulacién de la liberacion de glutamato
sinaptosomal, la inhibicion de la recaptura del glutamato por los astrocitos, la
generacion de intermediarios reactivos de oxigeno, la eliminacion de
antioxidantes endogenos y la peroxidacién de moléculas lipidicas (Guillemin,
2012).

EI KYNA es un antagonista endogeno del receptor NMDA que actua inhibiendo
el sitio de unién a glicina del receptor. Ademas, también es antagonista de los
receptores de glutamato que responden al acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico (AMPA) o &cido kainico, aunque con menor afinidad
(Perkins & Stone, 1982; Stone & Darlington, 2002).

También se sabe que el KYNA puede bloquear las acciones de la acetilcolina
en el SNC debido a que actua sobre los receptores a7nicotinacetilcolinérgicos
(a7nAChR). Lo anterior resulta importante debido a que se ha reportado que
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las terminales axonales glutamatérgicas en la neocorteza del humano y el
estriado de la rata expresan estos receptores a7nAChR que promueven la
liberacion de glutamato, por lo cual se plantea que el KYNA puede suprimir la
liberacion presinaptica de glutamato, es decir, es un antagonista presinaptico

de estos receptores (Marchi et al., 2002).

Ademas, el KYNA induce la produccion de inositol trifosfato a través del
receptor acoplado a proteina G 35 (GPR35), con lo cual promueve la
movilizacion de Ca?*. Sin embargo, la expresion de GPR35 en el cerebro es
baja (Wang et al., 2006). Estudios in vivo e in vitro sugieren que el KYNA es
un potente secuestrador de radicales libres y ademas actua como un
antioxidante endogeno, aumentando asi su efecto neuroprotector (Lugo-
Huitron et al., 2011).

15



2 Triptofano

7 COOH

H Indolamina 2-3 dioxigenasa (IDO 1-2)

lTriptéfano 2,3-dioxigenasa
N-Formilkinurenina
lFormamidasa

Kinurenina (Kyn)

0 NH Kinurenina

2 aminotransferasa

cooH {7

Kinureninasa/ NHZ
Kinurenina 3-monooxigenasa
COOH (KMO)
@NHz O  NH,
COOH

3-Hidroxikinurenina (3-HK)

lkinureninasa

COOH

g

Acido antranilico

:
A z
Lid 1

OH

NH,

0

3-Hidroxi antranilato oxidasa
l (3-HAD)

_~._-COOH
- | Acido quinolinico (QUIN)
N~ "COOH

l Quinolinico-fosforibosil-transferasa

(QPRT)

'

+

NAD

Acido kinurénico (KYNA)

OH

9Pl
N~ ~COOH

Acido 3-Hidroxiantranilico (3-HANA)

Figura 1. Via de las kinureninas. Modificado de Amaral et al., 2013.
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1.7 Receptor de hidrocarburos arilo

El Ahr es un factor de transcripcion de la familia hélice-bucle-hélice/Per-Ant-
Sim. En el cerebro de mamiferos el Ahr es ampliamente expresado en la
corteza cerebral, hipocampo, hipotalamo y cerebelo (Petersen et al., 2000;
Powers et al., 2005; Lin et al., 2008). El Ahr esta involucrado en el ritmo
circadiano e induce genes del citocromo P450 como son el CYP1A2 y el
CYP1B1.

La kinurenina (Opitz et al., 2011) y el acido kinurénico (DiNatale et al., 2010)

son ligandos endogenos del Ahr.
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2. ANTECEDENTES

En multiples modelos experimentales donde se ha inducido neurotoxicidad por
la aplicacion de kainato, ibotenato, acido quinolinico y NMDA se ha probado

que el acido kinurénico tiene un papel neuroprotector (Winn et al., 1991).

En pacientes con EH se han encontrado niveles bajos de KYNA en corteza
(Beal et al., 1992), estriado (Beal et al., 1990; Jauch et al., 1995) y liquido
cefalorraquideo (Heyes et al., 1992), de igual forma se ha observado
disminucién en la actividad de la enzima kinurenina aminotransferasa (KAT)
en el estriado, la cual da origen al KYNA (Beal et al., 1990; Jauch et al., 1995).

También se ha encontrado que la actividad de la enzima 3-hidroxi antranilato
oxidasa (3-HAO), la cual ademas de permitir la generacion de QUIN es
productora de radicales libres, esta elevada en el cerebro de los pacientes con
EH, al igual que los niveles de 3-hidroxi-L-kinurenina (3-HK) (Pearson &
Reynolds, 1992; Guidetti et al., 2000).

Un desbalance en la relaciéon KYNA/QUIN y KYNA/3-HK han sido relacionados

con la aparicion de sintomas tempranos de la EH (Guidetti et al., 2004).

En modelos transgénicos de la EH se han encontrado niveles elevados de la
enzima Kinurenina-3-monooxigenasa (KMO), que controla la produccion de
QUIN y 3-HK; y un decremento en la actividad de la kinureninasa
(Sathyasaikumar et al., 2010), ademas se ha reportado el incremento de QUIN
y 3-HK (Guidetti et al., 2006).

Niveles elevados de KYNA y sus andlogos han mostrado brindar
neuroproteccion en modelos in vivo de la EH (Zwilling et al., 2011; Zadori et
al., 2011; Giorgini et al., 2005; Campesan et al., 2011; Harris et al., 1998;
Santamaria et al., 1996).

Asi mismo se ha encontrado que la aplicacion de analogos de KYNA en
modelos transgénicos de la enfermedad, resulta en mejora en el peso de los

ratones como en su actividad horizontal (Zadori et al., 2011).
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La inhibicion crénica de KMO en un modelo transgénico de la EH muestra
mejoras en la transmision sinaptica excitadora, sin embargo, no disminuye la

progresion de la enfermedad (Beaumont et al., 2016).

Estudios previos del laboratorio han demostrado que la ausencia del receptor
de hidrocarburos arilo incrementa los niveles de KYNA enddgeno y éste a su
vez tiene un efecto neuroprotector ante el dafio excitotdxico ocasionado por la
administracion de QUIN en ratones nulos para este receptor (Garcia-Lara et
al., 2015)
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3. JUSTIFICACION

La EH presenta una secuencia de fendmenos fisiopatolégicos que implica
tanto alteraciones bioquimicas como conductuales y motrices. Entre los
mecanismos moleculares asociados a este fendmeno, se encuentra un
desbalance en los compuestos de la via de las kinureninas y su participacion
en la regulaciéon de la neurotransmisién. Con base en los antecedentes, la
ausencia del receptor arilo en un modelo murino que sobreexprese la htt
mutada podria estar asociado a un efecto de neuroproteccion debido al
aumento en la disponibilidad de KYNA. Por lo cual es de importancia el analisis
motriz y conductual de estos ratones para determinar los mecanismos
implicados en el dano, lo que permitiria el desarrollo de estrategias

terapéuticas en la enfermedad.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto que ejerce la ausencia del receptor de hidrocarburos arilo en
un modelo murino transgénico de la enfermedad de Huntington (R6/1) en el

perfil conductual del ratén.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

e Desarrollar un raton doble transgénico sin el receptor de hidrocarburos
arilo que sobreexprese a la huntingtina mutada.

e Evaluar conductualmente al ratén doble transgénico (R6/1** Ahr )
usando como controles a: 1) los ratones que sobreexpresan la
huntingtina mutada y al receptor arilo (R6/1** Ahr **), 2) ratones que no
presentan el receptor de hidrocarburos arilo ni tienen sobreexpresada
la huntingtina (R6/17- Ahr ) y 3) ratones que no sobreexpresan la
huntingtina pero si presentan el receptor de hidrocarburos arilo (R6/1
Ahr **),
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6. MATERIAL Y METODOS

Figura 2. Diagrama general del disefio experimental.

6.1 Animales

Los ratones se mantuvieron en el cuarto de experimentacion, el cual cuenta
con sistema de filtracion de aire, temperatura ambiental (30 £ 2°C) y humedad
relativa (50 £ 10%) controladas asi como ciclos de luz-oscuridad de 12:12 hrs.,
con libre acceso a comida y agua. El equipo y los animales se manipularon en

campana de flujo laminar, lo que garantiza el adecuado control sanitario.

6.1.1 Ratones C57BL/6 nulos-Ahr

La generacion de los ratones C57BL/6 nulos-Ahr se realizé por medio de la

interrupcidn en el exon 1 del gen de Ahr (Fernandez-Salguero et al., 1995).

6.1.2 Ratones de la linea R6/1

Los ratones de la linea R6/1 de la cepa B6CBA (Mangiarini et al., 1996)
provienen de los Laboratorios Jackson (Bar Harbor, ME, EUA) y fueron
importados y donados por la Dra. Francisca Pérez Severiano del Instituto

Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”.

21



6.2 Reproduccion de los ratones R6/1-Ahr-nulos

Para la obtencién del ratdén con la htt mutada que no exprese el receptor de
hidrocarburos arilo, se llevd a cabo una primera cruza con un macho
transgénico R6/1 y dos hembras Ahr *-; las crias resultantes de esta cruza (F1)
fueron destetadas y se les realiz6 el analisis del genotipo. La segunda cruza
se llevé a cabo con un macho R6/1 Ahr *-y con dos hembras R6/1 Ahr*-; las
crias resultantes (F2) se utilizaron para mantener la colonia y fue hasta la F3
que fueron usados para realizar los experimentos. Debido a que la mutacion
de los ratones transgénicos sigue una herencia de tipo Mendeliana, los

genotipos obtenidos dependen de la cruza parental.

6.3 Genotipificacion
6.3.1 Extraccion del ADN de ratones transgénicos

Al cumplir 4 semanas de edad, se tomd una biopsia de la cola de cada raton,
de aproximadamente 1 cm de longitud. Para la digestion del tejido y liberacién
del ADN, se agregaron 500 ul de buffer de lisis (tris-base 1M a un pH de 8.5,
EDTA 0.5 M, SDS 20%, NaCl 1M) y 1.25 pl de proteinasa K (20 mg/ml). Se
colocaron en un agitador a una temperatura de 50°C durante toda la noche.
Se centrifugaron los tubos a 13000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente;
se tomo el sobrenadante, se agregd a otro tubo con 500 pl de isopropanol y
se mezcld vigorosamente hasta observar el ADN precipitado. Para lavar el
ADN, se transfiri6 a otro tubo con 500 ul de alcohol al 70% y se mezcld
vigorosamente. El exceso de alcohol se eliminé por decantacion y se dejo
secar al aire durante 5 minutos. Para disolver el ADN, se le adicion¢ el agua
inyectable necesaria. Para evaluar la integridad del ADN extraido se realizo su

corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 1%.

6.3.2 Condiciones para la PCR

La identificacion del genotipo se realizé mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) punto final. La amplificacién del fragmento del gen de la htt

mutada de humano se realizé con los oligonucleétidos (5° GCA GCA GCA
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GCA GCA ACA GCC GCC ACC GCC)y (5" CGG CTG AGG CAG CAG CGG
CTGT).

Los reactivos y las condiciones que se usaron en la PCR para la htt mutada y
el receptor de hidrocarburos arilo se muestran en la tabla 1 y 2

respectivamente.

Tabla 1. Reactivos utilizados en la PCR de la htt mutada y el Ahr.

Receptor de hidrocarburos
Huntingtina mutada i
arilo

Volumen
Volumen para
. para 1
1 reaccién (ul) .
reaccion (pl)

Buffer AM* 2.5 Buffer 10x 7.6
DMSO 2.5 - -
MgCl2 25 Mm 0.825 Wg(OAc)2 25 15
mM
dNTP’s 10 Mm 1.0 dNTP’s 10 mM 2.0
Oligo F 25 Mm 1.0 Oligo F 50 uM 1.0
Oligo R 25 Mm 1.0 Oligo R 50 uM 1.0
Taq ADN pol 0.25 Taq ADN pol 0.3
H20 Gibco 14.92 H20 inyectable 10.6
ADN 1.0 ADN 1.0
Volumen Total 25 Volumen Total 25

*Tris-base 670mM, NH4SO4 166 mM, MgCl2 20mM, albumina de suero bovino
1.7 mg/ml, betamercapto etanol 10 mM, pH de 8.8.

Ademas, para la PCR de la htt mutada se realizaron dos reacciones

independientes, una como control negativo con 1 pyL de agua inyectable y otra
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como control positivo con el ADN de un paciente con EH del Instituto Nacional

de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”.

Tabla 2. Condiciones en las que se realizaron la PCR de la htt mutada y
el Ahr.

Huntingtina mutada Receptor de hidrocarburos arilo
Ciclos  Temperatura Tiempo Ciclos Temperatura Tiempo
1 94°C 2 min 1 94°C 3 min
1 min
94°C 0.30 min 94°C .
1 min
65°C 0.30 min 60°C
35 30 2.30
72°C 1.30 min 72°C .
min
1 72°C 10 min 1 72°C 10 min

Los productos obtenidos por PCR se analizaron en geles de agarosa al 3% los
cuales fueron tefiidos con 2 ul de una soluciéon de bromuro de etidio (10 mg/pl)
y se observaron con luz UV. El amplicon de la htt mutada tiene un tamafno de

110 pares de bases.

6.4 Actividad motora y conducta
6.4.1 Evaluacion de la actividad motora

La evaluacion de la actividad motora de los ratones se llevd a cabo a las
edades de 5, 20 y 30 semanas de edad. La actividad motora se registré por
medio de un sistema automatizado (Electronic Motility Meter 40Fc; Motron
Products, Stockholm, Sweden). Cada raton fue introducido en una caja de
acrilico transparente de 21 cm de ancho x 33 cm de largo x 29 cm de altura.
La evaluacién de la actividad motora se realizé una sola vez para cada ratén

en una sesion de 5 minutos.

6.4.2 Evaluacion de la conducta de feet clasping

La conducta de feet clasping de los ratones R6/1 Ahr**, R6/1 Ahr’- y de los

controles se realiz6 a las 15 y 25 semanas de edad. La evaluacién consistio
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en sujetar a los ratones de la cola y observar si son capaces de sujetar sus

patas traseras con las delanteras por al menos 5 segundos.

6.4.3 Test de Rotarod

La coordinacion y equilibrio motor fueron evaluados mediante el rotarod. Los
ratones fueron entrenados tres dias consecutivos; cada dia a 3 distintas
velocidades (10, 20 y 30 rpm) por un maximo de 5 minutos. La prueba se
realizd al cuarto dia. El dia de prueba los ratones fueron evaluados en una
rampa de velocidad de 2 a 40 rpm en 5 minutos. La latencia de caerse del
rotarod fue registrada. Esta prueba se realizé por duplicado; el promedio

obtenido fue usado para el analisis estadistico.

6.4.4 Prueba de la Caja claro-oscuro (Light-dark box test).

Es un modelo basado en la aversion-ansiedad innata de los roedores a las
areas iluminadas. El aparato consiste en un compartimento negro y un
compartimento claro conectados mediante una puerta. Se colocé a cada raton
individualmente en el compartimento claro y se registrdo el tiempo que
permanece en cada compartimento, asi como los cruces realizados entre los
dos compartimentos durante 5 minutos. El inicio de la prueba en el
compartimento claro se considera un ambiente mas estresante (Hascoét &
Bourin, 2009).

6.5 Analisis estadistico.

Los valores obtenidos de cada experimento fueron analizados mediante un
ANOVA de dos factores.
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7. RESULTADOS

7.1 Se desarroll6 un ratén doble transgénico sin el receptor de
hidrocarburos arilo que sobreexpresa a la huntingtina mutada
(Genotipo: R6/1 Ahr -/-)

El genotipo de los ratones fue determinado mediante la técnica de PCR; en la
figura 3 se observan geles representativos de la identificacion del genotipo. En
el inciso a) se muestra el corrimiento electroforético de los productos de PCR
para la htt mutada y en el inciso b) observamos los productos de PCR para la
determinacion del Ahr. De izquierda a derecha podemos observar en ambos
geles en un recuadro rojo a un ratbn Wt Ahr -/-, en un recuadro amarillo
observamos al ratén doble transgénico (R6/1 Ahr -/-) y en un recuadro azul
observamos a un raton Wt Ahr +/-, los ratones cuyos genotipos se encuentran
en rojo y amarillo fueron usados para las pruebas motoras y conductuales,
mientras que el del genotipo en azul fue usado como pie de cria para continuar

la colonia.
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b)

Figura 3. Imagen representativa de la identificacion del genotipo. a) Se
muestra un gel de agarosa representativo de los productos amplificados por
PCR para la determinacion del gen de la htt mutada. C-: control negativo de la
reaccion, C+: control positivo donde se observa la banda de 110 pares de
bases (pb). Se muestra unicamente la banda del peso esperado en el ratéon
R6/1 y no se observa en el raton silvestre. b) Gel de agarosa representativo
de los productos amplificados por PCR para la determinacion de la presencia
0 ausencia del gen de Ahr. La banda de mayor peso corresponde al gen neo
con el que fue sustituido el gen Ahry la banda de menor peso corresponde al
gen Ahr. La banda de mayor peso se observa sélo en los ratones nulos para

el Ahr. M= marcador de peso molecular.
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7.2 El fenotipo del ratén R6/1 Ahr -/- es diferente al del ratén R6/1 Ahr

+/+

En la figura 4 se observa una imagen representativa de los genotipos en
estudio, en el inciso a) y b) observamos a un raton Wt Ahr +/+ y a un ratén Wt
Ahr -/-, respectivamente, entre estos ratones no se observan diferencias en
cuanto a su complexion y pelaje. En los incisos c) y d) se muestra un raton
R6/1 Ahr +/+ y R6/1 Ahr -/-, estos ratones presentan una complexién similar,
sin embargo, el raton R6/1 Ahr +/+ presenta la clasica curvatura en el dorso
propia de la cepa R6/1, misma que se encuentra ausente en el ratén doble

transgénico.

Figura 4. Imagen representativa del fenotipo de los animales obtenidos.
a) Se observa al ratén Wt Ahr +/+ con pelaje normal y peso corporal normal.
b) El raton Wt Ahr -/- presenta un aspecto muy similar al observado en el inciso
a). ¢) Ratén R6/1 Ahr +/+ en el que se muestra la clasica curvatura del dorso
(marcada con una flecha roja) y bajo peso corporal. d) El ratébn R6/1 Ahr -/-
presenta un aspecto similar al del inciso c), sin embargo, no presenta la

curvatura en el dorso caracteristica del transgénico R6/1.
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7.3 La ausencia del receptor Ahr en el R6/1 no disminuye la pérdida

del peso corporal

En la figura 5 se encuentran graficados los pesos de los ratones de los cuatro
genotipos de interés cada 5 semanas, desde la semana 5 hasta la 30. Alas 5
semanas se observo que los ratones R6/1 Ahr +/+ tuvieron un peso promedio
de 16.33£1.02, que resultd ser significativamente menor en comparacion con
el peso de los ratones Wt Ahr +/+ y Wt Ahr -/- que pesaron en promedio
21.15£1.37 y 19.87+1.14, respectivamente, mientras que los ratones dobles
transgénicos (R6/1 Ahr -/-), pesaron en promedio 18.67+0.50. A la semana 10
los ratones Wt Ahr +/+ y Wt Ahr -/- pesaron en promedio 26.01+0.50 vy
28.91+1.28, respectivamente, mientras que los ratones R6/1 Ahr +/+ pesaron
en promedio 25.59+1.01 y los ratones R6/1 Ahr -/- tuvieron un peso promedio
de 24.78+0.53; en esta semana no se observo diferencia significativa entre
ninguno de los genotipos. En la semana 15 los ratones R6/1 Ahr +/+ tuvieron
un peso promedio (24.20+1.41) significativamente menor al de los ratones Wt
Ahr +/+ (29.36+0.80), mientras que los ratones Wt Ahr -/- y R6/1 Ahr +/+
tuvieron un peso promedio de 29.63+0.73 y 26.10£0.98, respectivamente. A la
semana 20 los ratones R6/1 Ahr +/+ presentaron un peso promedio de
24.79%0.75, que resultod ser significativamente menor al de los ratones Wt Ahr
+/+ y Wt Ahr -/-, que presentaron un peso promedio de 30.18+0.74 y
32.11+£1.06, respectivamente, los ratones R6/1 Ahr -/- presentaron un peso
promedio de 26.77+1.47. A las 25 semanas los ratones R6/1 Ahr +/+ y R6/1
Ahr -/- tuvieron un peso promedio de 24.61+0.61 y 25.55+0.21,
respectivamente, éstos valores fueron significativamente menores al peso
promedio que tuvieron los ratones Wt Ahr +/+ (31.31+£0.57) y Wt Ahr -/-
(32.55£2.00). A las 30 semanas el peso promedio de los ratones R6/1 Ahr +/+
(23.3210.54) y R6/1 Ahr -/- (25.42+1.53), fue significativamente menor al que
tuvieron los ratones Wt Ahr +/+ (33.95+£0.99) y Wt Ahr -/- (36.15+£2.69).
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Figura 5. Peso corporal de ratones Wt Ahr +/+, Wt Ahr -/-. R6/1 Ahr +/+y
R6/1 Ahr -/- a las 5, 10, 15, 20, 25 y 30 semanas. Los ratones R6/1 Ahr +/+
muestran diferencias significativas en la semana 5 y posteriormente a partir de
la semana 15 en comparacion con los ratones Wt Ahr +/+. De la misma forma
estos ratones muestran diferencias significativas a la semana 5 y a partir de la
semana 20 respecto a los ratones Wt Ahr -/-. Los ratones R6/1 Ahr -/- muestran
diferencias significativas a partir de la semana 25 en comparacién con los
ratones Wt Ahr +/+ y Wt Ahr -/-. Los datos se muestran con su promedio *
SEM, ANOVA de dos factores, post-hoc Tukey; Wt Ahr +/+ n = 18; Wt Ahr -/-
n =9; R6/1 Ahr +/+ n = 18; R6/1 Ahr -/- n = 4, *P<0.05 Wt Ahr +/+ vs R6/1 Ahr
+/+, # P<0.05 Wt Ahr -/- vs R6/1 Ahr +/+, « P<0.05 Wt Ahr +/+ vs R6/1 Ahr -/-,
% P<0.05 Wt Ahr -/- vs R6/1 Ahr -/-.
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7.4 Los animales R6/1 Ahr ”- no presentan feet-clasping

En la figura 6 a) se muestra la postura de feet-clasping caracteristica de cepa
R6/1, mientras que en el raton R6/1 Ahr -/- (b) no se observé la presencia de
ésta postura. Esta prueba fue realizada a las 15 y a las 25 semanas (tabla 3)
en donde se observd que los ratones con genotipo R6/1 Ahr +/+ fueron los

unicos en mostrar esta postura en ambas edades.

Figura 6. Postura de feet-clasping. a) Raton macho transgénico R6/1 Ahr
+/+ de 15 semanas mostrando la postura caracteristica de feet-clasping. b) En
el ratén doble transgénico, R6/1 Ahr -/- observamos que la postura de feet-

clasping esta ausente.
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Tabla 3. Postura de feet-clasping en ratones a las 15 y 25 semanas de
edad.

Feet-clasping

Genotipo 15 25
semanas semanas

Wt Ahr +/+ X X

Wt Ahr -/- X X

R6/1 Ahr +/+ v v

R6/1 Ahr -/- X X

7.5 Los ratones R6/1 Ahr 7~ no presentan deterioro en su coordinacion

motriz a las 30 semanas

La coordinacién motora de los ratones de los cuatro genotipos fue evaluada
mediante el test del rotarod a las 5, 10, 20 y 30 semanas. En cada edad se
determiné la latencia de caida que present6é cada raton. A las 5 semanas el
promedio de la latencia de caida de los ratones Wt Ahr +/+ fue de
249.90+18.34, de los ratones Wt Ahr -/- fue de 295.71+£3.16, mientras que los
ratones R6/1 Ahr +/+ y R6 Ahr -/- tuvieron un promedio de 286.44+5.52 y
289.25+10.75, respectivamente; a esta edad no se observd ninguna diferencia
significativa en la coordinacion motora entre genotipos. A las 10 semanas los
ratones Wt Ahr +/+ presentaron un promedio en la latencia de caida del rotarod
de 197.60+16.47, mientras que los ratones Wt Ahr -/- tuvieron un promedio de
latencia de caida de 262.600+£12.160, los ratones R6/1 Ahr +/+ y R6/1 Ahr -/-,
por su parte, tuvieron un promedio de 214.09+15.63 y 265.88+7.86,
respectivamente. A esta edad tampoco existieron diferencias significativas
entre los genotipos. A las 20 semanas el promedio de latencia de caida de los
genotipos Wt Ahr +/+ (138.60+19.38), Wt Ahr -/- (202.50+7.50), R6/1 Ahr +/+
(117.35£29.22) y R6/1 Ahr -/- (229.50+37.51) no tuvieron diferencias
significativas entre los genotipos. A la semana 30 el promedio de latencia de
caida de los ratones R6/1 Ahr +/+ fue de 45.81+11.55, que resultd
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significativamente menor al promedio de latencia de caida de los genotipos Wt
Ahr +/+ (155.04+17.19), Wt Ahr -/- (200.37£25.52) y R6/1 Ahr -/- (152.37+443)

(figura 7).
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Figura 7. Coordinacion motora. A las 30 semanas se observa una diferencia
significativa en la latencia de caida de los ratones R6/1 Ahr +/+ comparados
con los ratones Wt Ahr +/+, Wt Ahr -/- y R6/1 Ahr -/-. Los datos se muestran
con su promedio + SEM, ANOVA de dos factores, post-hoc Tukey; Wt Ahr +/+
n =18; Wt Ahr -/- n = 9; R6/1 Ahr +/+ n = 18; R6/1 Ahr -/- n = 4, *P<0.05 Wt
Ahr +/+ vs R6/1 Ahr +/+, # P<0.05 Wt Ahr -/- vs R6/1 Ahr +/+, P<0.05 R6/1
Ahr -/- vs R6/1 Ahr +/+.
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7.6 Los ratones R6/1 Ahr 7~ no presentan deterioro en su conducta

ambulatoria a las 30 semanas

La actividad espontanea fue determinada por un sistema automatizado en una
caja de acrilico de 21 cm de ancho x 33 cm de largo y 29 cm de altura, los

resultados se muestran en la figura 8.

La actividad ambulatoria se determind por el numero de movimientos
horizontales. A las 5 semanas el promedio de movimientos de los ratones Wt
Ahr +/+ fue de 69.60+5.29, el de los ratones Wt Ahr -/- fue de 37.6616.06, los
ratones R6/1 Ahr +/+ tuvieron un promedio de movimientos de 51.37+5.00 y el
promedio de movimientos de los ratones R6/1 Ahr -/- fue de 53.33116.49, a
esta edad no existio diferencia significativa en el niumero de movimientos entre
genotipos. A las 20 semanas tampoco existieron diferencias significativas en
el numero de movimientos que presentaron los cuatro genotipos de estudio,
los ratones Wt Ahr +/+ tuvieron un promedio de movimientos de 53.35+4.65,
los ratones Wt Ahr -/- de 23.80+4.76, los ratones R6/1 Ahr +/+ de 24.20+4.86
y los ratones R6/1 Ahr -/- de 44.00£10.00. En la semana 30 se observaron
diferencias significativas entre los ratones Wt Ahr +/+ y R6/1 Ahr +/+, con un
promedio de movimientos de 69.16£9.69 y 17.16+£5.94, respectivamente,
ademas el numero de movimientos de los ratones R6/1 Ahr +/+ fue
significativamente menor en comparaciéon con los ratones R6/1 Ahr -/- que
tuvieron un promedio de movimientos de 95.75+75.17; los ratones Wt Ahr +/+,

por su parte, tuvieron un promedio de movimientos de 69.16+9.69 (a).

La actividad exploratoria fue determinada por el numero de movimientos
verticales de cada raton. A las 5 semanas los promedios de movimientos de
los ratones fueron de 33.25+10.61, 31.33+4.37, 25.00+£3.76 y 35.331£12.81
para los genotipos Wt Ahr +/+, Wt Ahr -/-, R6/1 Ahr +/+ y R6/1 Ahr -/-,
respectivamente, entre los que no se observaron diferencias significativas. En
la semana 20 los ratones R6/1 Ahr +/+ tuvieron un promedio de movimientos
de 6.200%0.940 que resulto significativamente menor a los movimientos de los
ratones Wt Ahr +/+ que tuvieron un promedio de movimientos de 23.70+2.46;
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los ratones Wt Ahr -/- y R6/1 Ahr -/- tuvieron un promedio de movimientos de
9.80+3.65 y 24.66+3.84, respectivamente, entre los que no existieron
diferencias significativas ni con los demas genotipos. A las 30 semanas, los
ratones R6/1 Ahr +/+ presentaron un promedio de movimientos de 4.35+1.38,
que fueron significativamente menores a los movimientos de los ratones Wt
Ahr +/+, cuyo promedio de movimientos fue de 25.42+4.29. El promedio de
movimientos de los genotipos Wt Ahr -/- y R6/1 Ahr -/- fue de 17.2014.66 y
7.7512.65, respectivamente, entre los que no se observaron diferencias

significativas ni con los demas genotipos (8b).
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Figura 8. Actividad motora. La conducta ambulatoria de los ratones R6 Ahr
+/+ es significativamente menor a la conducta de los ratones Wt Ahr +/+ y R6/1
Ahr -/- (a). Los ratones R6/1 Ahr +/+ y R6/1 Ahr -/- disminuyen
significativamente su conducta exploratoria de la semana 5 a la 30; a la
semana 20 y 30 se observa diferencia significativa en los ratones R6/1 Ahr +/+
y los Wt Ahr +/+ (b). Los datos se muestran con su promedio + SEM, ANOVA
de dos factores, post-hoc Tukey; Wt Ahr +/+ n = 18; Wt Ahr -/- n = 5; R6/1 Ahr
+/+ n = 8; R6/1 Ahr -/- n = 4, *P<0.05.
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7.7 La conducta de ansiedad en el raton R6/1 Ahr *- es normal

La prueba de la caja claro-oscuro se uso para determinar la ansiedad en los
ratones de los cuatro genotipos de estudio a las 30 semanas de edad (figura
9). Los ratones R6/1 Ahr +/+ pasaron un promedio de 21.30+£317 segundos en
el lado oscuro, que resulto ser significativamente menor al tiempo que pasaron
los demas genotipos en este lado, cuyos promedios fueron de 226.09+6.23,
226.00+11.91y 251.66+10.52 segundos para los genotipos Wt Aht +/+, Wt Ahr
-/- y R6/1 Ahr -/-, respectivamente (figura 9a). En cuanto al numero de cruces
que realizaron los ratones entre el lado oscuro y el lado claro, se observé que
los ratones R6/1 Ahr +/+ presentaron un promedio de 4.07£0.916 cruces entre
un lado y otro, valor que fue significativamente menor a los cruces realizados
por los ratones Wt Ahr +/+ y Wt Ahr -/- cuyos promedios fueron de 13.08+1.54
y 11.00+£1.51 cruces, respectivamente (figura 9b). Los ratones R6/1 Ahr -/-
tuvieron un promedio de 6.3312.02 cruces y no fueron significativamente

diferentes comparados con los demas genotipos.
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Figura 9. Prueba de ansiedad de la caja luz-oscuridad. a) Los ratones R6/1
Ahr +/+ pasan mas tiempo en el lugar con luz de forma significativa en
comparacioén con los ratones Wt Ahr +/+, Wt Ahr -/- y R6/1 Ahr -/- a las 30
semanas. b) El numero de cruces realizados por los ratones R6/1 Ahr +/+ entre
el lado con luz y el de oscuridad, es significativamente menos al numero de
cruces que realizan los ratones Wt Ahr +/+ y Wt Ahr -/-. Los datos se muestran
con su promedio + SEM, ANOVA de dos factores, post-hoc Tukey; Wt Ahr +/+
n =12; Wt Ahr -/- n = 5; R6/1 Ahr +/+ n = 10; R6/1 Ahr -/- n = 4, ****P<0.0001
(a). Los datos se muestran con su promedio + SEM, ANOVA de un factor, post-
hoc Tukey; Wt Ahr +/+ n = 12; Wt Ahr -/- n = 5; R6/1 Ahr +/+ n = 10; R6/1 Ahr
-/- n =4, *P<0.05, ****P<0.0001 (b).
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8. DISCUSION

La EH es un trastorno neurodegenerativo hereditario ocasionado por la
expansion de repetidos del triplete CAG en el gen IT15, que codifica para la
proteina htt. Los pacientes con esta enfermedad manifiestan sintomas
motores, psiquiatricos y déficit cognitivo, principalmente (Ross et al., 2014).
Ademas, estos pacientes cursan con pérdida de peso corporal de forma
progresiva (Djoussé et al., 2002). Existen modelos transgénicos en ratones
para el estudio de la EH, que presentan algunos de los sintomas antes
mencionados y recrean la progresion de la EH de inicio temprano, como el
modelo R6/2 o de inicio tardio, como el modelo R6/1. En este estudio se
empled el modelo transgénico R6/1 que posee 116 repetidos del triplete CAG
en el exdn 1 del gen de la htt (Mangiarini et al., 1996). En la figura 3 se muestra
la identificacion del genotipo de los ratones por PCR punto final. El ratén R6/1
Ahr +/+ fue usado como control de un modelo transgénico de la EH y mostré
la caracteristica curvatura en el dorso a las 30 semanas de edad de la cepa
antes mencionada (figura 4c), misma que no fue observada en el raton Wt Ahr
+/+ (4a), asimismo mostré una disminucién en la ganancia de peso y la
presencia de la postura de feet-clasping a partir de la semana 15 (figura 5y 6),
como anteriormente habia sido reportado por Mangiarini et al. en 1996, estas
caracteristicas resultan propias de la cepa R6/1, y no fueron observadas en el
ratén con genotipo Wt Ahr +/+. La coordinacion motora del ratén R6/1 Ahr +/+
se vio disminuida en la prueba del rotarod (figura 7) entre la semana 10 y 20,
comparada con la coordinacion motora de los ratones silvestres, ésto
concuerda con lo reportado por Hansson y colaboradores en 2001, donde ellos
también reportan que el déficit motor ocurre con la aparicion de la postura de
feet-clasping y los agregados intranucleares de htt, sin embargo, los ultimos
no fueron evaluados en este estudio. La disminucién en la conducta
ambulatoria y exploratoria de los ratones R6/1 Ahr +/+, evaluada por la prueba
de campo abierto (figura 8), se observé desde la semana 20, aun no se sabe
si este efecto es ocasionado por la disminucion en la locomocién o la

disfuncién cognitiva de los ratones R6/1, sin embargo es propio de la cepa y
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corresponde a lo reportado por Naver y colaboradores en 2003. Los ratones
R6/1 Ahr +/+, ademas, mostraron disminuir su conducta de ansiedad en la caja
de luz-oscuridad, asi como el numero de cruces entre un lado y otro, en
comparacion con los ratones Wt Ahr +/+ (figura 9), ésto también fue reportado
por Naver y colaboradores en 2003 y refleja el déficit cognitivo presente en los
ratones R6/1 Ahr +/+.

Por otra parte, Garcia-Lara et al. reportaron en 2015 que los ratones con
ausencia del Ahr (Wt Ahr -/-) presentan mayores niveles de KYNA (metabolito
neuroprotector y antioxidante), en la corteza y estriado, comparados con
ratones silvestres, por lo tanto en este estudio se us6 a este ratdn y se realiz6
una cruza con el ratéon R6/1, para generar a un ratéon doble transgénico con
sobre expresion de la htt mutada y ausencia del receptor Ahr y evaluar su perfil

conductual y motor.

El raton doble transgénico generado (R6/1 Ahr -/-), presenté un fenotipo
diferente al del raton R6/1 Ahr +/+ (figura 4c), sin embargo, disminuyo la
ganancia en su peso corporal a partir de la semana 20 de forma similar al raton
R6/1 Ahr +/+ (figura 5), algunos autores han atribuido éste efecto en los
ratones R6/1 Ahr +/+ y en los pacientes con EH, al aumento en su gasto
energético que ocasiona la pérdida de masa muscular (Goodman et al., 2008);
otros autores también han relacionado de forma indirecta la pérdida de peso
observada en pacientes y modelos de EH con el numero de repetidos de CAG
(Gilbert, 2009). Por lo anterior, nosotros planteamos que la ausencia del arilo
no tuvo efecto en el peso de los animales debido a que en la EH existe la
desregulacion de varias vias metabdlicas y el Ahr no tiene influencia en todas
ellas. En cuanto a la postura de feet-clasping, ésta solo estuvo presente en los
ratones con genotipo R6/1 Ahr +/+ a partir de la semana 15 y estuvo ausente
en los demas genotipos (Wt Ahr +/+, Wt Ahr -/- y R6/1 Ahr -/-) hasta la semana
25 (figura 6, tabla 3). La postura de feet-clasping ha sido relacionada con la
presencia de repetidos CAG y con el dafio neurologico presente en
enfermedades como la EH (Naver et al., 2003), es por esto que la ausencia de
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ésta postura en el raton doble transgénico generado nos indica la disminucion
en el dafo neurolégico en éstos ratones, sin embargo esto debe ser
corroborado mediante estudios donde pueda comprobarse la disminucion en
la pérdida neuronal. Los ratones dobles transgénicos, ademas, mostraron una
coordinaciéon motora similar a la de los ratones Wt Ahr -/-, la cual a su vez es
diferente a la de los ratones Wt Ahr +/+ como anteriormente habia sido
reportado por Garcia-Lara y colaboradores en 2015 (figura 7). En cuanto a la
conducta ambulatoria y exploratoria determinada por la prueba de campo
abierto, se observo que los ratones R6/1 Ahr -/- no presentan deterioro en su
conducta ambulatoria a lo largo de su desarrollo, sin embargo su conducta
exploratoria disminuyd significativamente con el paso de las semanas (figura
8). La disminucién en el deterioro motor observado en los ratones dobles
transgénicos (figura 7) y de su conducta ambulatoria (figura 8), se plantea que
fue ocasionado por la disponibilidad de KYNA debido a la ausencia de Ahr en
este raton, lo que permite a este metabolito modular a los receptores NMDA y
a7nAChR vy asi disminuir los efectos excitotoxicos observados en EH.
Referente a la disminucién en la conducta de ansiedad que presentan los
ratones R6/1 Ahr +/+, se observd que los ratones dobles transgénicos no
presentan esta disminucion y ademas se comportan de manera similar a los
ratones Wt Ahr +/+, lo cual refleja una disminucion en el déficit cognitivo

presente en los ratones R6/1 Ahr +/+.
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9. CONCLUSIONES

El modelo transgénico de la EH usado en este trabajo (R6/1 Ahr +/+), mostré
todas las caracteristicas fenotipicas, motoras y conductuales ya reportadas v,
ademas, mostro tener la ventaja de recrear el progreso de la EH de inicio
tardio. Respecto al raton doble transgénico generado en éste estudio (R6/1
Ahr -/-), éste muestra disminucion en el deterioro motor y conductual respecto
al raton R6/1 Ahr +/+, el cual es atribuido al efecto del aumento en la
disponibilidad de KYNA en el raton doble transgénico. Este trabajo da
evidencia de que la ausencia del Ahr evita el deterioro motor y conductual

presente en un modelo transgénico de la EH.

10.PERSPECTIVAS

e Caracterizar bioquimicamente la via de las kinureninas en el ratén doble
transgénico.

e Determinar la expresion de enzimas de la via de las kinureninas.

e Evaluar el estrés oxidante en los ratones R6/1 Ahr -y R6/1 Ahr */*

e Observar las inclusiones de mhtt en el ratén R6/1 Ahr - y compararlos
con el ratéon R6/1 Ahr **

e Realizar una curva de sobrevida en los ratones R6/1 Ahr 7 vy
compararlos con el raton R6/1 Ahr */*

e Evaluar electrofisiolégicamente a los ratones R6/1 Ahr -y R6/1 Ahr **

e Administrar una molécula que ocupe farmacolégicamente al Ahr en los

ratones R6/1.
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