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RESUMEN

La Enfermedad de Huntington (EH) es un padecimiento
hereditario neurodegenerativo progresivo que clinicamente se caracteriza por la
presencia de movimientos involuntarios y sintomas psiquiatricos y conductuales,
siendo una de las alteraciones presentes en esta enfermedad la disfuncion
energética y la neuroinflamacién conduciendo a la pérdida neuronal en la corteza y
el estriado de los pacientes. Actualmente existen tratamientos que tienen por
objetivo contrarrestar los sintomas de la enfermedad, sin embargo, no existen

tratamientos que puedan retrasar la aparicion de sintomas o detener su progresion.

El laquinimod (Lag) actia sobre el sistema nervioso central modulando la
inflamacion, promoviendo la expresion del factor neurotrofco derivado del cerebro
(BDNF) y disminuyendo la activacion de los astrocitos. Por otra parte, se ha
reportado que una dieta rica en acidos grasos esenciales ejerce un efecto
neuroprotector contra el dafio neuronal en un modelo de la EH inducido por la
administracion intraestriatal de acido quinolinico (AQ), un agonista del receptor a N-
metil-D-aspartato (NMDA). El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el
efecto de la combinacion de Laq y una dieta rica en acidos grasos esenciales en un
modelo de EH inducida por la administracion intraestriatal de AQ. Los resultados
obtenidos muestran que la terapia combinada (DE50 Laq + DE5O0 dieta rica en
acidos grasos) tiene un efecto neuroprotector sinérgico en los parametros
evaluados. Se encontré que el pretratamiento de la combinacion evitd el dafio
neuronal evidenciado por la disminucién de los giros ipsilaterales en los ratones
lesionados con AQ, ademas en el analisis del tejido estriatal se encontré una
reduccion en el numero de las células degeneradas y la expresion del BDNF se
encontré6 aumentada. Por otro lado, al explorar el estado oxidante en el modelo
inducido por AQ, posterior al pretratamiento combinado observamos una prevencién
significativa del dafio oxidante y en el aspecto de modulacion del sistema inmune,
reportamos una disminucion en la activacion de los astrocitos. Este trabajo aporta
evidencia del beneficio de una combinacion de terapias que actian por diferentes

vias que se ven afectadas en la EH.



ABSTRACT

Huntington’s disease (HD) is a progressive neurodegenerative inherited disorder
that is clinically characterized by the presence of involuntary movements and
psychiatric and behavioral symptoms. Some alterations in this disorder are energy
dysfunction and neuroinflammation leading to neuron loss in the cortex and striatum
of the patients. Currently, there are treatments aiming to counter the symptoms of
the disease; however, no medication can delay the onset of symptoms or their

progression.

Laquinimod (Laqg) acts on the central nervous system modulating inflammation,
promoting the expression of the brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and
decreasing astrocytes activation. Additionally, an essential fatty acid-rich diet exerts
a neuroprotective effect against the striatal administration of quinolinic acid (QA), an
agonist of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor. The present work had the
objective to determinate the effect of the combination of Lag and an essential fatty
acid-rich diet in a HD model induced by the intraestriatal injection of QA. The results
show that the combined therapy (EDso Laq+ EDso essential fatty acid-rich diet) has
a neuroprotective synergic effect. The pre-treatment using the combination avoid the
neuronal damage by the diminution of the rotatory behavior, and in addition avoid
the loss in motor coordination in mice administrated wit QA, also the analysis of the
striatal tissue shows the reduction of cells in neurodegeneration and the increased
expression of BDNF. On the other hand, the analysis of oxidative stress induced by
QA shows a significative prevention of the oxidative damage by the combined
therapy, also have a beneficial effect in the astrocyte’s activation. This work provides
evidence of the benefit of a therapy combination that act by different pathways that

are affected in HD.



1. Introduccién

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad hereditaria,
neurodegenerativa y progresiva. La mutacion causante de esta enfermedad es la
expansion del trinucleétido CAG (>36) en el gen que codifica para la proteina
Huntingtina (HHT), produciendo asi a la huntingtina mutada (mHTT). El trinucle6tido
CAG codifica para el amino&cido glutamina y en condiciones normales se repite
entre 6 y 35 veces, cuando existen mas de 36 repetidos en el gen se produce la
mHTT; las personas que heredan el gen mutado presentaran los sintomas de esta
enfermedad en una etapa temprana o tardia de su vida dependiendo del nimero de
repetidos del trinucleétido (Tellone et al., 2019). Aquellas personas con mas de 40
repetidos desarrollan la enfermedad en una etapa tardia de su vida, mientras que
aquellos con 60 repetidos desarrollan una forma severa de EH (EH juvenil) con
sintomas antes de los 20 afios de edad, mientras que, las expansiones de 80 y
hasta 100 repetidos de CAG ocasionan una forma infantil de esta enfermedad. Los
individuos que padecen EH en una etapa tardia de su vida normalmente cursan con
una triada caracteristica de sintomas motores, cognitivos y psiquiatricos (Ghosh &
Tabrizi, 2018). Los sintomas de la EH suelen aparecer entre los 35-40 afios y los

pacientes tienen una sobrevida promedio de 18 afios (Bates et al., 2015).

La HTT tiene una expresion ubicua y su funcion fisiolégica no se ha definido
completamente, sin embargo, se sabe que controla el transporte de organelos,
coordina la division celular y regula la ciliogénesis y transcripcion génica de factores

como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Saudou & Humbert, 2016).

La mHTT, de igual forma, se expresa de manera ubicua y en los pacientes con EH
se ha observado una pérdida selectica de neuronas GABAérgicas espinosas
medianas (MSN) en el putamen y globo péalido (Kim et al., 2021). Ademas, la
estructura alterada de la mHTT modifica su interaccidén con otras proteinas dando
como resultado una ganancia de funcion téxica y pérdida de funcién en algunos
procesos, lo que provoca fendmenos como excitotoxicidad, respuesta inmune
alterada, desbalance en la via de las kinureninas (VK), anormalidades en la funcion

mitocondrial y generacion de estrés oxidante, entre otros procesos, lo que da lugar



a la degeneracion neuronal (Frank, 2014; Sepers & Raymond, 2014; Szalardy et al.,
2012).

1.1 Excitotoxicidad

Las MSN constituyen aproximadamente el 95% de la poblacion total de neuronas
en el estriado y reciben aferencias glutamatérgicas de la corteza, y dopaminérgicas
del mesencéfalo. El glutamato ademas de ser el principal neurotransmisor excitador
en el cerebro también esta involucrado en la muerte neuronal a través de un
mecanismo conocido como excitotoxicidad. La excitotoxicidad fue uno de los
primeros mecanismos patogénicos descritos en la EH (Estrada Sanchez et al.,
2008).

En condiciones fisiolégicas normales, después de que el glutamato es liberado de
las terminales sinapticas, puede activar a 3 distintos subtipos de receptores
ionotropicos postsinapticos: acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico
(AMPA), kainato y N-metil-D-aspartato (NMDA) (Raymond, 2003).

Los receptores a NMDA (rNMDA), se localizan predominantemente en las espinas
dendriticas, pero también se encuentran en regiones presinapticas y extra-
sinapticas. La activacion de rNMDA sinapticos es asociada con supervivencia
neuronal, plasticidad sinaptica, neurogénesis, aprendizaje y memoria. De forma
contraria, la activacion de rNMDA extra sinapticos promueve vias de muerte celular
(Féo et al., 2022; Verma et al., 2022). La funcion alterada de los rNMDA ha sido

relacionada con la EH a través del mecanismo previamente mencionado.

La excitotoxicidad es un fendmeno ocasionado por el aumento en la liberaciéon de
glutamato y sobre activacion de los rINMDA extra sinapticos que a su vez ocasionan
la disminucion de BDNF (Jurcau, 2022). Ademas, se sabe que células gliales como
los astrocitos y la microglia, asi como el aumento de metabolitos de la via de las
kinureninas como el acido quinolinico (AQ) y la 3-hidroxiquinurenina (3HK),
contribuyen al desbalance en la homeostasis del calcio intracelular y la funcién

mitocondrial favoreciendo la degeneracién y la muerte neuronal (Kim et al., 2021).
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1.2 Procesos inflamatorios en la EH

La neuroinflamacion es un proceso benéfico para el tejido neuronal, ya que permite
la eliminacién de restos celulares y promover el proceso de reparacion tisular, sin
embargo, cuando este proceso se exacerba o se desregula, los mediadores
inflamatorios pueden actuar directamente sobre las neuronas, contribuyendo a la
muerte y resultando asi en un circulo continuo de neuroinflamacion y
neurodegeneracion (Kaushik & Basu, 2013). Durante la neuroinflamacion los niveles
excesivos de mediadores como el factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucinas
y quimiocinas pueden influir en la neurogénesis, la neurodegeneracién y la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE) (Skaper, et al., 2014). La
elevacion del TNF-a es una caracteristica comun de las enfermedades
neurodegenerativas y los inhibidores de TNF-a son farmacos potenciales para tratar
la neurodegeneracion (Zheng et al., 2014). El TNF-a actua como un mediador
importante de la neuroinflamacion, mientras que varias citocinas y quimiocinas co-
estimulantes actian para potenciar los efectos de TNF-a (Hensley et al., 2003). En
la EH existe un incremento en la secrecion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-
a, interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interleucina 1 beta (IL-1B) e
interleucina 12 (IL-12), y de quimiocinas como la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (CCL2) tanto en estadios presintomaticos como en etapas tardias de
la enfermedad, sugiriendo que la liberacion de estas sustancias proinflamatorias no
s6lo es un proceso que sucede a consecuencia del establecimiento de la
enfermedad, sino ademas es un proceso activo en su progresion (Jimenez-Sanchez
et al., 2017).

1.2.1 Papel de las células gliales en la patogénesis de la EH

Los astrocitos son células abundantes en el sistema nervioso central (SNC), dan
soporte a las neuronas, promueven la formacion y el funcionamiento de las sinapsis
y capturan el glutamato extracelular previniendo asi la excitotoxicidad, entre otras
funciones (Liddelow et al., 2017). El funcionamiento anormal de estas células afecta
varios circuitos neuronales y produce comportamientos anormales (Wilton &
Stevens, 2020).
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Los astrocitos responden a dafos y enfermedades que afectan el SNC modificando
Su expresion génica, su estructura celular y su funcion. La respuesta a un dafio o
enfermedad causa la activacion de los astrocitos que cominmente se conoce como

astrocitosis reactiva o astrogliosis (Sofroniew, 2015).

En el cerebro post mortem de pacientes con EH se han detectado agregados de
MHTT en astrocitos asi como la pérdida del transportador de glutamato 1 (GLT1) y
del transportador de aminoacidos excitadores 2 (EAAT?2) correlacionandose con un
aumento de glutamato en la sinapsis y contribuyendo asi a la generacién de
excitotoxicidad (Jurcau, 2022). Ademds, se ha observado el incremento en
astrogliosis de acuerdo con la severidad de la enfermedad en tejidos humanos post
mortem. En modelos murinos de la EH, los astrocitos en el estriado muestran
cambios morfolégicos previos a la manifestacion de sintomas motores y cognitivos.
Algunos de estos cambios son la reduccion en el area de superficie del astrocito,

asi como en sus procesos (Jimenez-Sanchez et al., 2017; Wilton & Stevens, 2020).

La microglia son las células del sistema inmune residentes del SNC (Frost &
Schafer, 2016). Cuando no existe ningun estimulo inflamatorio, la microglia se
mantiene en un estado de “vigilancia” en el que presenta una morfologia ramificada
gue le permite monitorear el area alrededor de sus cuerpos celulares, ademas,
promueve el desarrollo y la funcién de las conexiones neuronales a través de la
liberacidén de sustancias neuroactivas: (factor de crecimiento nervioso (NGF), factor
de crecimiento similar a la insulina (IGF-1)) y el BDNF, asi como la remocion de los

excesos de sinapsis.

Después de un estimulo inflamatorio proveniente de patrones moleculares
asociados a dafo (DAMPS) o citocinas, la microglia se vuelve “activa”, estado que
le permite participar en la respuesta inflamatoria. Actualmente se ha postulado que
la microglia activa puede adoptar dos estados M1 (clasica) y M2 (alternativa), siendo
el primero el que promueve una respuesta inflamatoria innata y adaptativa en el
cerebro liberando factores citotoxicos como 6xido nitrico (NO), especies reactivas
de oxigeno (ERO) y AQ induciendo neurotoxicidad, mientras que la microglia M2

libera mediadores anti-inflamatorios y neuroprotectores (S. Guo et al., 2022).
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Durante la transicién entre la microglia en estado de “vigilancia” a microglia “activa”
ocurren una serie de cambios morfolégicos, asi como la transcripcion de ciertos
genes; su mal funcionamiento conduce a la alteracion en el numero de sinapsis,
generando asi cambios en los circuitos neuronales que inducen alteraciones en la

conducta (Palpagama et al., 2019; Wilton & Stevens, 2020).

En el cerebro de pacientes con EH, asi como en modelos murinos, la microglia
adopta una forma ameboide y presenta una disminucidn en sus procesos primarios.
Ademas, regula a la alta la expresién de citocinas pro-inflamatorias como son TNF-
a, IL-6, IL-10, interleucina 1 beta (IL-1B) e interleucina 12 (IL-12) en el estriado de
modelos murinos de la enfermedad (Pido-Lopez et al., 2018). También, se ha
observado la activacion de la microglia en personas portadoras de la mutacion en
el gen de la HTT previo a la manifestacion de sintomas (Politis et al., 2015; Tai et
al., 2007).

1.3 Via de las kinureninas

La VK es la principal via metabdlica por la que se metaboliza el aminoacido
triptéfano (Figura 1), su principal metabolito es el cofactor nicotinamina-adenina-
dinucledtido (NAD*) (Amaral et al., 2013). En esta via, se producen metabolitos

neuroactivos como el AQ, la 3-HK y el acido kinurénico (KYNA).

El AQ es un metabolito neurotdéxico que actia como un agonista competitivo a los
rNMDA; su potencial neurotdoxico puede atribuirse a distintos mecanismos que
incluyen la estimulacion de los receptores previamente mencionados, la liberacion
de glutamato sinaptosomal, la inhibicion de la recaptura del glutamato por los
astrocitos, la generacion de intermediarios reactivos de oxigeno, la eliminacién de
antioxidantes endogenos y la peroxidacion de moléculas lipidicas, que seran
explicados a continuacion (Guillemin, 2012). La sobre estimulacién de los rINMDA
causa influjo de Ca?" que promueve la activacion de proteasas y endonucleasas
causando la generaciéon de ERO y NO y disminuye la actividad de la enzima super
oxido dismutasa (SOD) causando disfuncion mitocondrial y ocasionando muerte

neuronal por peroxidacion de lipidos y apoptosis. Ademas, estimula la proliferacion
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de astrocitos aumentando la liberacion de citocinas y como inhibe la recaptura de

glutamato incrementa la activacion de los rNMDA (Addae & Stone, 2014).

El KYNA, por su parte, es un antagonista endégeno del receptor NMDA que actta
inhibiendo el sitio de unién a glicina del receptor. Ademas, también es antagonista
a los receptores a AMPA, 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 actla sobre los receptores a7-nicotinicos de
acetilcolina (a7nAChR). Al respecto, esta reportado que las terminales axonales
glutamatérgicas en la neocorteza del humano y el estriado de la rata expresan
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).

Adicionalmente, el KYNA induce la produccion de inositol trifosfato a traves 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 (Jinghong Wang
et al., 2006). Estudios in vivo e in vitro sugieren que el KYNA es un potente
secuestrador de radicales libres y ademas actia como un antioxidante enddgeno,
aumentando asi su efecto neuroprotector (Ver figura 1) (Sathyasaikumar et al.,
2018).

En la EH se han observado alteraciones en las concentraciones de algunos
metabolitos de la VK. La 3-HK y el AQ se encuentran elevados en el cerebro de
pacientes en estadios tempranos de EH. También se ha observado la disminucion
cortical, estriatal y en el liquido cefalorraquideo (LCR) de KYNA, asi como de las
enzimas kinurenina aminotransferasas (KATs) (Beal et al., 1992; Beal et al., 1990;
Guidetti et al., 2004; Jauch et al., 1995; Pearson & Reynolds, 1992).
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1.4 Disfuncion mitocondrial y estrés oxidante en EH

La deficiencia bioenergética en pacientes con EH se ha evidenciado por la reduccion
en la captacién de glucosa en la corteza y estriado previos a la muerte neuronal en
el estriado y a la aparicién de otros sintomas patoldgicos de la enfermedad (Gil &
Rego, 2008). También se ha observado el incremento de lactato en la corteza de
pacientes sintomaticos y presintomaticos, este incremento se ha relacionado con la
deficiencia de los complejos mitocondriales Il y Il de la cadena mitocondrial
limitando el ciclo del &cido citrico y la oxidacion del piruvato (originado en la
glucdlisis) que pasa a ser metabolizado a lactato promoviendo su
acumulacién(Jenkins et al., 1998), ademas de que los pacientes cursan con pérdida
de peso y de musculatura independiente de su ingesta de alimentos (Djoussé et al.,
2002; Kirkwood et al., 2001; Sanberg et al., 1981).

Por lo anterior, la disfuncion mitocondrial en la EH se ha descrito como un factor
fisiopatoldgico en lugar de ser solo un efecto causal (Saft et al., 2005) y que precede
la aparicion de sintomas motores (Panov et al., 2002). Algunos estudios en tejido
cortical muestran morfologia mitocondrial anormal (Goebel et al., 1978; Tellez-Nagel
et al., 1974), deficiencia en la actividad del complejo I, Ill y IV de la cadena de
transporte de electrones (Benchoua et al.,, 2006; Gil & Rego, 2008; Stahl &
Swanson, 1974) ademas de actividad deficiente de enzimas esenciales para el ciclo
de los acidos tricarboxilicos como la aconitasa en la corteza y el estriado (Tabrizi et
al., 2000). Aunado a lo anterior existe disminuciéon en el ADN mitocondrial en la
corteza cerebral en pacientes con EH, esta disminucion también compromete la
funcién de las mitocondrias presentes en esta region (Horton et al., 1995; Wang et
al., 2021).

Periféricamente, se ha observado disminucién de los complejos mitocondriales en
el musculo esquelético (Turner et al., 2007), morfologia mitocondrial anormal en

linfocitos y alteracion en el ADN mitocondrial en leucocitos (Liu et al., 2008).

La alteracion en la funcién mitocondrial resulta en defectos en la produccién de ATP
y la regulacion de Ca?* (Quintanilla & Johnson, 2009), asi como en el incremento en

la produccién de ERO (Elfawy & Das, 2019). Algunos estudios sugieren que la
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MHTT puede interactuar con la membrana externa mitocondrial provocando
anormalidades en los niveles de Ca?* intracelular que resultan en el colapso del
potencial de membrana de las mitocondrias promoviendo la apertura del poro de
transicion de permeabilidad de la membrana interna mitocondrial liberando
mediadores apoptéticos al citosol como el citocromo C (Mackay et al., 2018),
ademas se ha descrito su interaccion con la traslocasa de transporte interno 23
(TIM23), inhibiendo el transporte interno de la mitocondria (Yablonska et al., 2019).
La mHTT también interfiere con el transporte axonal de organelos, lo que puede
provocar la reduccion del transporte de la mitocondria a la sinapsis (Choo et al.,
2004). Ademas, la presencia de mHTT se asocia al decremento en la transcripcion
de genes mitocondriales que median la biogénesis de la mitocondria y la respiracion
mitocondrial, en particular la transcripcion del coactivador del receptor gamma 1-«
activado por el proliferador de peroxisomas (PGC1a), involucrado en el metabolismo
de la glucosa, B-oxidacion de acidos grasos y la induccion de la biogénesis
mitocondrial (Lv et al., 2018) (ver figura 2).
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Figura 2. Disfuncién mitocondrial en la EH. Franco-lborra et al., 2018.
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1.5 Modelos experimentales para el estudio de la EH

Los primeros modelos para el estudio de la EH se basaron en el uso de excitotoxinas
administradas de forma intraestriatal como el acido kainico (KA) y el AQ, los cuales
causan la muerte selectiva de las neuronas espinosas medianas por excitotoxicidad
(Coyle & Schwarcz, 1976; McGeer & McGeer, 1976; Schwarcz et al., 1983; Beal et
al., 1986). Posteriormente, fueron usados compuestos que alteran la funcién de la
mitocondria como el &cido 3-nitropropiénico, inhibidor de la succinato
deshidrogenasa que induce un dafio patolégico similar a las toxinas anteriormente
mencionadas en el estriado de los ratones (Bogdanov et al., 1998). Debido a las
limitaciones que los modelos anteriores presentaban en cuanto a estudios sobre la
progresién de la enfermedad y a que no es posible replicar la neuropatologia

observada en los pacientes con EH, varios modelos genéticos fueron desarrollados.

Los primeros modelos transgénicos surgieron una vez que la mutacion que ocasiona
la enfermedad fue descubierta y se desarrollaron cultivos celulares y animales
invertebrados como gusanos, moscas de la fruta, animales vertebrados como ratas
(Van et al., 2005), cerdos y en monos (Chan et al., 2015) y ovejas (Jacobsen et al.,
2010). Los modelos de la EH desarrollados en raton tienen insertado en su genoma
un fragmento o el gen completo de la HTT mutada, ademas, poseen su propia htt
silvestre; los modelos knock-in tienen aumentado el nimero de repetidos CAG en

el gen enddgeno bajo el control del promotor murino (Pouladi et al., 2013).

1.5.1 Modelo excitotéxico por inyeccidn intraestriatal de AQ

El AQ es un metabolito endoégeno de la via de las kinureninas y es un agonista a los
receptores rINMDA. Este modelo es el mas utilizado en roedores y primates no
humanos. La inyeccion intraestriatal de AQ produce la despolarizacion de las
neuronas por influjo de calcio intracelular que provoca la produccion de radicales
libres que a su vez producen la muerte selectiva de neuronas GABAérgicas y se
presenta una disminucion en los niveles de ATP en el estriado de las ratas (Bordelon
et al., 2010); estos efectos son similares a los observados en los pacientes con EH.
Ademas, mediante la inyeccién de apomorfina (agonista de receptores a dopamina

D1 y D2), es posible inducir giros ipsilaterales a la lesion y cuantificar la conducta
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rotatoria que presentan los ratones lesionados con AQ (Vazey et al., 2006). Asi
mismo, se ha descrito que en el modelo de AQ en rata, existe disfuncién mitocondrial
similar a la observada en pacientes con EH y otros modelos animales (Bordelon et
al., 2010).

Debido a las caracteristicas antes mencionadas, este modelo es util para el estudio
de compuestos con potenciales terapéuticos, previo al uso de modelos

transgénicos.

1.6 Tratamientos para la EH

Hasta el momento no existe ningln tratamiento disponible para contrarrestar la
enfermedad. Los tratamientos usados actualmente son sélo para tratar los sintomas
motores, psiquiatricos y cognitivos y pueden categorizarse en medicamentos para
tratar las alteraciones motoras, antipsicoticos, antidepresivos, estabilizadores del

animo y terapias no farmacoldgicas (tabla 1) (Ferguson et al., 2022).

Tabla 1. Medicamentos usados actualmente para tratar los sintomas de la EH.

Medicamentos Antipsicéticos Antidepresivos Estabilizadores del
para tratar las animo
alteraciones
motoras
Tetrabazina Olanzapina Citalopram Lamotrigina
Deutetrabenazina Ridisperona Fluoxetina Carbamazepina
Haloperidol y flufenazina = Sertralina
Aripiprazol
Clozapina

Modificada de Ferguson et al., 2022 y Kim et al., 2021.

En los Ultimos afios se han desarrollado tratamientos experimentales que
actualmente se encuentran en fase de ensayos clinicos y que tienen como objetivo
disminuir los niveles de la mHTT usando oligonucléotidos antisentido (ASO), ARN
de interferencia (iIARN), terapias basadas en el uso de células troncales, anticuerpos
y terapias que tiene como objetivo contrarrestar la neuroinflamacién observada en
la EH. Ademas, algunos tratamientos que se encuentran en fase pre-clinica incluyen
el uso de dedos de zinc (ZFP), nucleasas efectoras similar a un activador de la
transcripcion (TALEN) y terapias usando el sistema CRISPR/Cas9 (tabla 2)
(Ferguson et al., 2022; Jimenez-Sanchez et al., 2017).
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Tabla 2. Tratamientos en desarrollo para la EH

Terapia Fase de

desarrollo

ASO

Tominersen Fase 3

WVE-120102/ Fase

120101 1b/2a

(CuG)7 Pre-clinica

TTX-3360 Pre-clinica

iARN

AMT-130 Fase
1b/2a

AAV.shHD2.1 Pre-clinica

VY-HTTO1 Pre-clinica

Dedos de Zinc

TAK-686 Pre-clinica

ZF-KOX1 Pre-clinica

CRISPR/Cas9

(Sin nombre) Preclinica

Células troncales

Administracion y
mecanismo de accién

Intratecal-multiples  dosis/
union a HTT silvestre y
mHTT, induce su
degradacion.
Intratecal-multiples  dosis/
union a SNPs especificos
(rs362331 y rs362307).
Infusion intraventricular-
multiples dosis/ uni6on a
repetidos CAG en ARNm.
Infusion intraventricular-
multiples dosis/ union a
proteinas de la via de
reparacion de los errores de
emparejamiento.

Inyeccion intraestriatal-una
dosis/ miARN que activa
RISC y detiene la sintesis
de mHTT y HTT silvestre.
Inyeccidén intracraneal-una
dosis/ shARN que reduce la
expresion de mHTT.

Inyeccidon intracraneal-una
dosis/ MIARN que
promueve la degradacion

del ARNm de HTT.

Inyeccidon intraestriatal-una
dosis/ dirigido a repetidos
CAG, reduce mHTT.
Inyeccién intraventricular-
una dosis/ dirigido a
repetidos CAG, reduce
MmHTT  (compatible con
ratén).

Lineas celulares-una dosis/
dirigido a repetidos CAG,
reduce HTT.

Promotor

Hoffmann-La Roche

Wave life Sciences

BioMarin

Triplet Therapeutics

UniQure

Spark

Voyager

Takeda and Sangamo

European Research

Council

Harvard University
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Cellavita HD Fase 2/3

Terapias con anticuerpos
ANXO005 Fase 3

VX15/2503 Fase 2

Otras moléculas pequefias

Pridopidina Fase 3
Laquinimod  Fase 2
Fenofibrato Fase 2

Infusién intravenosa-
multiples  dosis/ terapia
basada en células
mesenquimales.

Infusion intravenosa-

multiples dosis/ previene |
inicio de la cascada del
complemento por su union a
Clq.

Infusion intravenosa-
multiples  dosis/  inhibe
SEMA4D disminuyendo la
activacion de células gliales.

Oral-multiples dosis/ se une
a receptores a dopamina
tipo 2 disminuyendo
sintomas motores y activa al
receptor sigma-1
incrementando BDNF.
Oral-multiples dosis/
Incremento de BDNF vy
disminucion de activacion
de astrocitos y microglia.
Oral-multiples dosis/ regula
a PGC-1q, involucrado en la
disfuncion mitocondrial.

Azidus Brasil

Annexon, Inc

Vaccinex, Inc

Prilenia Therapeutics

Teva Pharmaceutical
Industries Ltd

University of California,
Irvine

SNPs: polimorfismos de nucleétido Unico; ARNm: ARN mensajero; miARN: micro ARN;
RISC: complejo de silenciamiento inducido por ARN; shARN: ARN de horquilla corta;
SEMAA4D: semaforina 4D; PGC-1a: coactivador del receptor gamma 1-a activado por el

proliferador de peroxisomas. Modificada de Ferguson et al., 2022.
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1.6.1 Laquinimod y sus sitios de accion

El laquinimod (C19H17CIN203) es un compuesto sintético desarrollado para el
tratamiento de la esclerosis multiple. En estudios clinicos, se ha administrado por
via oral, en dosis que van de 0.1 a 2.4 mg/dia en estudios de fase |, mientras que
en estudios clinicos de fase Il las dosis usadas van de 0.1 a 0.6 mg/dia, en
administraciones diarias de 24 hasta 36 semanas; mientras que en estudios clinicos
de fase lll se ha usado una dosis de 0.6 mg/dia hasta por 24 meses (Théne & Linker,
2016). La seguridad y tolerancia a este medicamento se ha demostrado en todos

los estudios clinicos.

Tabla 3. Uso de Laquinimod en diferentes modelos experimentales de
enfermedades neurolégicas.

Tiempo de Via de

Compuesto - <. . <. Dosis Modelo Referencia
administracion administracién
- 16, 1.6, Neuritis
L\a/gﬁ‘lnlzl,rggd 35 dias Subcutanea 0.16 autoinmune (Z%%S;_)al"
' mg/kg/dia (ratas Lewis)
16. 1.6 Encefalitis
Laquinimod . . P autoinmune (Brunmark et
) 24 dias Subcutanea 0.16 :
Veh: H20 ma/ka/dia experimental  al., 2002)
9/kg (ratas Lewis)
16. 1.6 Encefalitis
Laqu'lnlmod 24 dias Subcutanea 016 autommune (Yang, et al.,
Veh: Hx0O ma/ka/dia experimental 2004)
9/kg (ratas Lewis)
- Inicio a los 30-32
L\.’;\g#'ln;_rrlgd dias de edad Gavage 0'55’ 2155 EH (Ellrichmann
- e hasta ser 200 yL ’ (R6/2) et al., 2017)
e mg/kg
sacrificados
. 5 dias/semana, .
L\a/gﬁl'nll_lmgd comenzando a los Gavage 1,10 EH I\/I(icr;ae}lrglsa(-at
-2 2 meses de edad (4mL/kg) mg/kg (YAC128) al., 2016)
por 6 meses "

El laguinimod actta sobre el SNC modulando la inflamacion mediante la reduccién
de la activacion del factor nuclear-xB (NF-xB) en astrocitos, que resulta en la
disminuciéon de la secrecion de factores pro-inflamatorios. Ademas, se ha

demostrado que promueve la expresion de BDNF en modelos de enfermedades en
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el SNCy reduce los niveles de IL-6 en suero (Figura 3) (Caron et al., 2018). Ademas,
tiene gran homologia estructural con el KYNA, por lo que se ha propuesto que varios
de sus efectos neuroprotectores pueden deberse a la activacidén de las mismas vias
que activa el KYNA. Este farmaco se ha usado en distintos modelos de
enfermedades neuroldgicas disminuyendo los niveles de interleucinas
proinflamatorias y aumentando los niveles de BDNF (Ellrichmann et al., 2017; Yang
et al., 2004), algunos de ellos se resumen en la tabla 3.

Astrocito Neurona

L /,",‘ \ 7‘/‘{’: /'7, Q‘,
N produccion de BDNF S~
\ : /

y

\ ’ !'
Ll

) N o G .
Qe b activacion UnivelesdeBAX
i NFkB > Oligodendrocito
. S bR )
/ >// ¢ Nintegridad de la QJA\G<
Y % L materia blanca J NN
C // & ateria blanc : {ﬁu

[ 2
\g J Astrogliosis /—\

Sais

Figura 3. Sitios posibles de accién de laquinimod. Modificado de Caron et al., 2018.

1.6.2 Acidos grasos y su mecanismo de accién

Los acidos grasos se dividen (de acuerdo a la estructura de su cadena
hidrocarbonada), en acidos grasos saturados (SFAs), monosaturados (MUFAS) y
poliinsaturados (PUFAS) (Kaur et al., 2014).

El acido oleico es un MUFA contenido en el aceite de oliva (AO). El acido oleico,

provee fluidez a las membranas bioldgicas. Ademas otros componentes del AO han
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mostrado tener efectos antioxidantes, anti-tumorigénico y anti-microbianos, asi

como modulacion de la transcripcion génica (Wani et al., 2018).

El mecanismo por el que acttan los acidos grasos no estd completamente descrito,
sin embargo, se propone que, ademas de los efectos que tiene sobre la fluidez de
las membranas biolégicas, también puede activar receptores nucleares y algunos
factores de transcripcion, incluyendo los receptores activados por los proliferadores
de peroxisomas (PPARS), el factor nuclear hepatico 4a, el elemento regulador de
esteroles 1y 2 y la proteina de union al elemento regulador de carbohidratos/ factor
X Max-like (ChREBP/MLX) (Morales-Martinez et al., 2020).

En la tabla 4 se muestran otros modelos de enfermedades neurodegenerativas en
los que se ha administrado aceite de oliva, asi como los parametros que se han

modificado después de su administracion.
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Tabla 4. Uso de acidos grasos en diversas patologias

Compuesto

Aceite de

oliva

Aceite de

oliva virgen

Aceite de

oliva virgen

Aceite de
oliva extra

virgen

Aceite de

oliva

Enfermedad
10% AC/ 14

Huntington

0.250r0.5
mL/kg/30

0.25,0.5, 0
0.75 mL/kg/30

Esclerosis
enriquecida

amiotrofica,

SOD1G93A

Enfermedad

semanas

Huntington peso/peso

por AQ en

Resultado

| PL,t GSH

1 Succinato

deshidrogenasa

| PL, | PGE2
| ON ,1 GSH

| Volumen de

infarto, |

Permeabilidad de

BHE

1 Supervivencia,

1 coordinacion

motora

| Autofagia

| Dafno muscular

Niveles normales

GABA
| PL
1 PPARy

Referencia

Tasset et al., 2011

Gonzalez-Correa
et al., 2007

Mohagheghi et al.,

2010

Olivan et al., 2014

Morales-Martinez
etal., 2017

3-NP: acido 3-nitropropidnico; AC: aporte cal6rico; PL: peroxidacion de lipidos; ON: éxido
nitricoPGE2: prostaglandina E2; ON: 6xido nitrico; GSH: glutation reducido; BHE: barrera
hematoencefalica; PPARy: receptor gamma activado por proliferadores de peroxisomas.
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1.7 Combinacion de farmacos para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas

El uso de varios farmacos para tratar una enfermedad es una estrategia usada en
padecimientos complejos como artritis, diabetes, enfermedades cardiacas, cancer
y en padecimientos neurodegenerativos (He et al., 2016; Jie Wang et al., 2020).

El uso de farmacos con distintos mecanismos de accién puede ser favorable en los
siguientes aspectos: 1) incrementando la eficacia del efecto terapéutico, 2)
disminuyendo las dosis usadas incrementando o manteniendo su eficacia evitando
efectos toxicos y 3) minimizando o disminuyendo el desarrollo de
farmacorresistencia (Chou, 2006). Es por lo que en este estudio nos propusimos
probar la combinacion de farmacos que actuan por distintos mecanismos que se
encuentran afectados en EH. El efecto conjunto de los farmacos propuestos, podria

reducir o prevenir la sintomatologia que conlleva a la EH.

La terapia combinada en padecimientos neurodegenerativos a incluido el uso de
farmacos sintéticos, farmacos biolégicos y productos naturales como podemos
observar en la tabla 5, ademas, ha permitido visualizar la necesidad de la busqueda
de terapias que tengan como blanco procesos comunes afectados en diversas

enfermedades neurodegenerativas.
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Tabla 5. Combinaciones de farmacos usadas para el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas.
Padecimiento Terapia usada Efecto

OG (antioxidante para | Neuroinflamacion,

Alzheimer preservar alimentos). estrés oxidante,
(modelo . -
o sinaptotoxicidad.
transgénico) FA (antioxidante y
antiinflamatorio). 1 Funcion cognitiva.
Minocilina (inhibicion .
. | Atrofia neuronal,
de apoptoésis y dos de htt
o _ agregados de htt.
EH (modelo actividad inmune
transgenico innata y adaptativa). 1 Supervivencia de
R6/2) ) los ratones, funcion
CoQ1o0 (necesario para
y motora y conductual.
la produccion de ATP).
Encefalitis Epo (regulador de
autoinmune eritropoyesis).

1 Proteccion

experimental  pmpred (antiinflamatorio neuronal y axonal.

(ratas) e inmunosupresor).

Referencia

Mori et al., 2017

(Stack et al.,
2006)

Diem et al., 2005

OG: galato de octilo; FA: acido felurico; Epo: eritropoyetina; Mped: metilprednisolona; Co

Q10: Coenzima Q1o
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2. Justificacion

El diagndstico genético predictivo para la EH, brinda una oportunidad de administrar
un tratamiento previo a la manifestacion de los sintomas, por lo que, ante la
inexistente cura para la enfermedad, la oportunidad de comprobar el efecto
neuroprotector de un pretratamiento permitiria un retraso en el progreso de la

misma.

Debido a que existe evidencia de que la inflamacion y alteraciones en la mitocondria
estan involucradas en la patogénesis de la EH, es relevante proponer tratamientos
con farmacos o compuestos que actien en estas dos vias y puedan disminuir o

retrasar el dafio presente en esta patologia.
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3. Hipotesis

La modulacion de la activacion de los astrocitos por el laquinimod mas la prevencion

del dafio mitocondrial por una dieta enriquecida con &cidos grasos retrasaran el

dafio que se presenta en un modelo de la EH.

4. Objetivo general

Demostrar que la terapia combinada de laquinimod mas una dieta enriquecida en

acidos grasos modificara la activacion de los astrocitos y prevendra el dafio

mitocondrial, en un modelo de excitotoxicidad inducido por acido quinolinico.

5. Objetivos particulares

1.

Determinar el E2s y la DEsp de laquinimod y de la dieta rica en acidos grasos

sobre los giros ipsilaterales en el modelo inducido por AQ.

Determinar la combinacion adecuada de laquinimod y de la dieta rica en

acidos grasos para su administracion como pretratamiento en el modelo de

AQ.

Evaluar el efecto neuroprotector de la administracion conjunta de una dieta
rica en acidos grasos y laquinimod en la conducta, niveles de GAD 67, BDNF

y en la tincion de Fluoro Jade B en el modelo inducido con AQ.

Evaluar el complejo Il de la cadena respiratoria y el dafio oxidante después
de la administracion individual y conjunta de una dieta rica en acidos grasos

y laquinimod en el estriado en el modelo de AQ.

Evaluar la activacidon de astrocitos y microglia después de la administracion
individual y conjunta de una dieta rica en acidos grasos y laquinimod en el

estriado de ratones lesionados con AQ.
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6. Materiales y métodos

6.1 Sujetos de experimentacion

Se usaron ratones de la cepa C57BL/6 de 25-30 g de peso. Los ratones se
mantuvieron en el cuarto de experimentacién con un sistema de filtracién de aire,
temperatura ambiental de 24 + 2 °C, humedad relativa de 50 + 10%, ciclos de luz
oscuridad de 12:12 hrs y libre acceso a comida y agua. La manipulacion de los
sujetos de experimentacion, asi como las evaluaciones conductuales (conducta de

giro, campo abierto y rotarod) se realizaron en una campana de flujo laminar.

Los animales que fueron utilizados en este protocolo se manipularon de acuerdo
con la reglamentacion especifica para el uso y cuidado de animales, establecida por
el comité del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia MVS y la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, que refiere las especificaciones técnicas para la

reproduccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

6.2 Disefio experimental para cumplir con el objetivo |

El laguinimod se ha usado en dosis que van desde 0.1 hasta 25 mg/kg de peso en
diferentes modelos de enfermedades como neuritis autoinmune, encefalitis
autoinmune y enfermedad de Huntington (Pitarokoili et al., 2014; Garcia-Miralles et
al., 2016; Ellrichmann et al., 2017; Katsumoto et al., 2018). En el presente estudio
se us6 laguinimod MedChemExpress (MCE®) Cat# HY-13010 y las dosis

administradas se calcularon en mg/kg de peso de los ratones.

Por su parte, los acidos grasos se han empleado en el tratamiento de distintas
enfermedades neuroldgicas en diferentes dosis, considerando el aporte calérico
(AC) en la dieta, de acuerdo al peso corporal del modelo experimental empleado
(Gonzéalez-Correa et al., 2007; Mohagheghi et al., 2010; Olivan et al., 2014; Tasset
et al., 2011). En el presente estudio se utilizé aceite de oliva Filippo Berio® como
fuente de enriquecimiento de la dieta de los ratones empleando como dosis el % de

AC que el AO proporciono a la dieta.
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6.2.1 Disefio de la curva dosis de laquinimod y respuesta a los giros
ipsilaterales en el modelo inducido por AQ.

Se realiz6 una curva dosis respuesta del efecto neuroprotector del laquinimod,
tomando en cuenta cuatro dosis (0.1, 0.2, 0.6 y 1.6 mg/kg), empleando DMSO al 10
% como vehiculo. El laquinimod a la dosis correspondiente, se administré durante
3 dias de forma subcutanea (sc); en el ultimo dia de tratamiento éste se administréd
2 hrs antes de la lesiébn con AQ. Fueron evaluados los giros ipsilaterales de cada
ratén 3 dias después de la lesién a la dosis respectiva de laquinimod.

La curva dosis-respuesta se construyd empleando las dosis en unidades
logaritmicas y se realiz0 el calculo del efecto 25 (E2s) y de la dosis efectiva 50 (DEso).

6.2.2 Disefio de la curva dosis de % de aporte calérico (% AC) en la dieta y
respuesta a los giros ipsilaterales en el modelo inducido por AQ.

Se realizO una curva dosis respuesta del efecto neuroprotector de la dieta
enriquecida con acidos grasos probando diferentes dosis (20, 40 y 80 % del AC).
Los ratones no tratados recibieron un alimento regular (PicoLab® 5058. Mouse diet
20), mientras que a los ratones tratados se les formul6 una dieta especial, en la que
se realizo una variacion en el AC, sustituida por los acidos grasos contenidos en el
AO (Filippo Berio®) usado, como se muestra en la tabla 6. Ambos grupos de ratones
recibieron contenido caldrico similar en la dieta de alimento regular o dieta especial
preparada, y fueron alimentados durante 10 dias. En el dltimo dia de tratamiento,
los ratones fueron lesionados intraestriatalmente con AQ vy tres dias después, se
cuantificd el numero de giros ipsilaterales. De las graficas obtenidas se determino

el Exs y la DEso.
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Tabla 6. Formulacién de dietas conteniendo aceite de oliva* en diferentes porcentajes
gue fueron empleados para realizar la curva dosis-respuesta.

20% 40% 80%
Ingrediente

g kcal g kcal g kcal

Caseinato de sodio* 259 88 259 88 259 88

Aceite de oliva% 10 90 20 180 40 360
Almidon# 27 108 18 72 0 0
Sacarosa# 203 81 135 54 0 0
Glucosa# 203 81 135 54 0 0
Vitaminas 4 0 4 0 4 0
Minerales 2 0 2 0 2 0
Celulosa 0 0 3.1 0O 281 O

Total 109.5 100 100
Contenido energético/100g 448 448 448

Aceite de oliva: Filippo Berio; * proteinas; % grasas; # carbohidratos. Contenido energético
de la dieta control: 460 kcal/100g.

6.3 Disefio experimental para cumplir con el objetivo Il

Se determiné la combinacion de dosis adecuada de laquinimod y la dieta rica en
acidos grasos para usarla como pretratamiento en el modelo de lesion con AQ. Para
ello se utilizo el software CompuSyn donde se obtuvo el indice de combinacion (Cl)
y el indice de reduccion de dosis (DRI) que se interpretaron de acuerdo con la

informacion de la tabla 7.

Tabla 7. Descripcion e interpretacion del Cly DRI.

Rango de CI Interpretacion DRI Interpretacién
<0.10 Sinergismo muy fuerte =1 No reduccién de dosis
0.10-0.30 Sinergismo fuerte >1 Reduccién favorable
0.30-0.70 Sinergismo <1 Reduccion no favorable
0.70-0.85 Sinergismo moderado
0.85-0.90 Sinergismo leve
0.90-1.10 Cercano a aditivo
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Modificado de Chou, 2006 y Zhang et al., 2016.

Para cumplir con este objetivo se realizaron 3 grupos: 1) con la combinacion del Ezs
de laquinimod y % de AC por los &cidos grasos, 2) se realiz6 con la combinacion de
las DEso de ambos tratamientos y 3) administrando el vehiculo de ambos
tratamientos, DMSO al 10% (solvente del laquinimod) y alimento regular. En los
grupos 1 y 2, ambos tratamientos se administraron conjuntamente, el laquinimod
fue administrado durante 3 dias y la dieta rica en acidos grasos durante 10 dias
(haciéndolos coincidir combinados a partir del dia 7 de administracién de la dieta),
se usaron las dosis determinadas en el objetivo anterior siguiendo el esquema que
se muestra en la tabla 8, el grupo 3 fue administrado con los vehiculos de los

tratamientos bajo el mismo esquema que los grupos 1y 2.

Ademas, con el propésito de determinar que el tratamiento no altera parametros
bioquimicos, se realizé la determinacion de glucosa, colesterol y triglicéridos en

sangre en los 3 grupos experimentales al inicio y al final del tratamiento.

Tabla 8. Esquema de administracién de tratamientos.

. . Tiempo de
Farmaco 1) Ezs 2) DEso 3) Vehiculos tratamiento
Laquinimod | 014 Ma/kg de | 0.28 makg | hy\yer g0, 3 dias
peso de peso
Dietaricaen | 5, g, 4o AC | 38% de ac | AlMeNto 10 dias
acidos grasos regular

DMSO: dimetilsulfoxido

6.4 Disefio experimental para cumplir con el objetivo lli

Una vez elegida la combinacién de dosis, se realizaron 4 grupos. En los grupos 1y
3 se llevo a cabo la administracion de la dieta enriquecida con acidos grasos y
laquinimod de acuerdo con el objetivo anterior (Il); y en los grupos 2 y 4 se realiz6
la administracion de los vehiculos para cada tratamiento. Después de concluir el
esquema de administracion de los tratamientos y sus vehiculos, los grupos 1y 2
fueron lesionados con AQ y los grupos 3 y 4 con solucion salina (SS). Al tercer dia
posterior a la lesion con AQ o SS, se midié la conducta de giro y al cuarto dia se

realizaron las pruebas conductuales (rotarod y campo abierto), posterior a las
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pruebas, se realizo el sacrificio de los ratones, que fueron divididos en dos grupos:
uno para perfusion y la obtencion de cortes cerebrales para inmunotincion (Fluoro
Jade B) y el segundo grupo, en el que se realizara diseccion del estriado para la
extraccion de proteinas y la identificacion de GAD67 y BDNF por Western blot.

6.5 Disefio experimental para cumplir con el objetivo IV
La actividad del complejo Il de la cadena mitocondrial se evalu6é por medio del kit
MitoCheck® Complex Il Activity Assay Kit de Cayman CHEMICAL.

Se formaron 4 grupos como se describié en el objetivo anterior y 4 hrs después de
la lesién con AQ o SS, se realiz6 la extraccion de membranas enriquecidas con

complejos mitocondriales del estriado de los ratones en tratamiento.

En los 4 grupos independientes se realizo la diseccion del estriado de los ratones
en tratamiento para la evaluacion del dafio oxidante mediante las técnicas
fluorométricas de peroxidacion de lipidos (PL) y formacion de EROs dos hrs

después de la lesién con AQ o SS.

6.6 Disefio experimental para cumplir con el objetivo V
La activacion de astrocitos se determiné por inmunofluorescencia por el marcaje de
la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) y por Western blot se determino la molécula

adaptadora de union a calcio ionizado (Ibal) como marcador de microglia.

6.7 Modelo de la enfermedad de Huntington

Los ratones se mantuvieron bajo anestesia profunda durante todo el procedimiento
mediante la inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico a una dosis de 40
mg/kg de peso. La inyecciéon de 1 yL de AQ Sigma Chemical Co. Cat# P63204 (30
nmol/uL o 1 yL SS se realiz6 con ayuda de un equipo estereotaxico soelting Cat#
68037 en el cuerpo estriado del hemisferio derecho en las siguientes coordenadas:
0.6 mm anterior, -2.0 mm lateral a bregma y -2.7 mm ventral a la duramadre
(Paxinos & Franklin, 2004).

6.7.1 Evaluacién de conducta de giro
La conducta de giro se evalu6 3 dias posteriores a la inyeccién de AQ en el estriado.

Para poder evaluar esta conducta se administré de forma sc R-(-)-apomorfina (1
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mg/kg, disuelto en &cido ascorbico al 1%) Sigma Chemical Co. Cat# PHR2621 y se
colocaron a los ratones en cajas de policarbonato individuales (25x40x20 cm)
deodorizadas con etanol y una cama delgada de aserrin y se contaron los giros

ipsilaterales que realiz6 el raton durante 60 minutos.

6.8 Pruebas conductuales

Las pruebas conductuales se realizaron al cuarto dia posterior a la lesién con AQ o
SS de la menos estresante a la mas estresante debido a la influencia que puede
tener el orden de las pruebas en el comportamiento de los animales (Saré et al.,
2021). Primero se realizé la prueba de campo abierto, y posteriormente la prueba
de rotarod, con una hr de espera entre cada prueba.

6.8.1 Campo abierto

La prueba de campo abierto se usa comunmente para medir la conducta
exploratoria y la actividad general tanto en ratones como en ratas. Esta se realiza
en un area cerrada para evitar que los sujetos de experimentacion escapen y puede
tener una forma cuadrada, rectangular o circular. En esta prueba pueden
determinarse una serie de parametros que van desde el nimero de movimientos

hasta la defecacion del sujeto de experimentacion (Gould et al., 2009).

En el presente estudio la prueba fue utilizada para evaluar la actividad motora
espontanea. Esta fue registrada por medio de un sistema automatizado (Electronic
Motility Meter 40Fc; Motron Products, Stockholm, Sweden), por lo que, los animales
fueron colocados en una caja de acrilico trasparente de 21x33x29 cm y se les
permitio explorarla por 5 min, la caja fue deodorizada con etanol al 70% entre cada
raton. El nUmero de movimientos horizontales y verticales fue cuantificado y usado

para el andlisis de la conducta motora espontanea de los ratones.

6.8.2 Rotarod

La prueba de rotarod evalia la coordinacion motora y el equilibrio del sujeto de
experimentacion, esta prueba es aplicada en ratas y ratones con lesiones inducidas
en el SNC asi como en sujetos de experimentacién que reciben algin compuesto

terapéutico experimental (Precious et al., 2018).
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Esta prueba consiste en un rodillo giratorio en el que son colocados los ratones, y
se registra el tiempo y la velocidad a la que caen del rodillo. Para llevar a cabo esta
prueba se entrena a los ratones 3 dias previos al dia de la prueba. En las sesiones
de entrenamiento, los ratones son colocados a 3 diferentes velocidades, 10, 20y 30
rpm. El dia de la prueba los ratones son colocados el rodillo giratorio en una rampa

de velocidades de 2 a 40 rpm en 300 s (5 min).

6.9 Determinacion de parametros bioquimicos

La determinacion de triglicéridos, glucosa y colesterol en sangre se realiz6 al inicio
y al final del tratamiento de los esquemas de tratamiento de los objetivos Il y IlI
mediante el sistema Accutrend Plus (Roche Diagnostics) y el uso de tiras reactivas
para la deteccion de cada parametro, las determinaciones se realizaron de acuerdo

a las instrucciones del fabricante.

6.10 Extraccidn de proteinas y Western blot

La extraccion de proteinas se realizo usando soluciéon amortiguadora de lisis (Tris
1M, NaCl, NP 40 0.5%, Tritobn 0.5%, EDTA 0.5M, NaF 100 Mm, NazVO4 100 Mm,
PMSF 100 Mm) y un coctel de inhibidor de proteasas (Complete, Roche
Diagnostics). El contenido de proteinas se determind usando el método del acido
bicinconinico (Pierce, Rockford, IL). Se obtuvieron alicuotas de 50 ug de proteina
gue fueron separados en geles SDS-PAGE al 10 o0 15%, dependiendo de la proteina
a analizar, posteriormente se realizo la transferencia a membranas de polivinilideno
(PVDF) (BioRad, Hercules, CA). Las membranas fueron bloqueadas durante una hr
a temperatura ambiente con caseina/TBST (0.05% Tween-20, TBS) al 5% e
incubadas con el anticuerpo primario correspondiente (B-actin 1:50000, Sigma-
Aldrich Cat# A3854; BDNF 1:800, Abcam Cat# ab108319, GAD67 1:5000; Millipore
Cat# MAB5406 e Ibal 1:500, Abcam Cat# ab153696) diluido en caseina/TBST al
5% toda una noche a 4°C. Las membranas incubadas con anticuerpos primarios
contra BDNF, GAD67 e Ibal fueron incubadas, posteriormente, con un anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa anti-conejo (1:2000, Invitrogen Cat# 656120) IgG
diluido en la misma solucién del anticuerpo primario por una hr a temperatura

ambiente. La deteccion de la quimioluminiscencia se realizd usando el sustrato ECL
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(Perkin Elmer). Las imagenes de la luminiscencia fueron adquiridas con el equipo
fusion solo-7s edge (Vilber Lourmat) y analizadas por densitometria utilizando el
software ImageJ (NIH).

6.11 Tincién de Fluoro Jade B

Los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital (80 mg/kg
i.p.) y perfundidos intracardiacamente con PBS 1X seguida de paraformaldehido
(PFH)/PBS al 4%. Los cerebros fueron disecados y post-fijados en PFH/PBS al 4%
a 4°C por 24 hrs y, posteriormente, fueron criopreservados en diferentes
concentraciones de sacarosa/PBS: 10, 20 y 30%, durante 24 hrs por cada
concentracion a 4°C. Después, se realizaron cortes coronales de 30 yum en un
vibratomo (Leica VT1000 S) que fueron colectados en PFH/PBS al 2% vy
almacenados a 4°C hasta su uso. Se realizaron cortes del cerebro de 3 animales
por cada condicion y se analizaron 3 cortes provenientes por cada raton para

realizar el grafico correspondiente.

Los tejidos fueron montados en portaobjetos gelatinizados y permanecieron por 24
hrs a 4°C, después, se secaron a 50°C por 10 min. Posteriormente, los tejidos se
sumergieron brevemente en una solucion que contenia NaOH al 1% y etanol al 80%,
luego en una solucidén de etanol al 70% por 2 min seguido de 2 min en agua
destilada, después, se colocaron en una solucién de permanganato de potasio al
0.06% por 10 min y se lavaron dos veces en agua destilada por 2 min; luego fueron
transferidos a la solucion de Fluoro Jade B (Millipore, Cat# AG310) al 0.0004% y
0.1% de acido acético durante 20 min en oscuridad y rapidamente se sumergieron
en agua destilada por 1 min. Las laminillas se secaron por 5-10 min a 50°C en la
oscuridad, luego se realiz6 el aclaramiento en xilol por 5 s seguido del montaje con
medio Entellan (Sigma-Aldrich, Cat# 107961).

Las imagenes fueron obtenidas usando un microscopio de fluorescencia (Olympus
Bx51) con un objetivo 20x usando el filtro FITC 488nm. Todos los cortes fueron
capturados usando el mismo tiempo de exposicion y amplificacion y el nUmero de

neuronas Fluoro Jade B positivas fueron contabilizadas con el software ImageJ.
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6.12 Inmunofluorescencia

Secciones de tejidos obtenidos anteriormente fueron usados para la deteccion de
GFAP por inmunofluorescencia. Los cortes fueron incubados en flotacion libre en
PBS/TritonX-100 al 0.2% por 30 min y bloqueados durante 1 hr en PBS/BSA al 1%.
Después, los tejidos fueron incubados toda la noche con el anticuerpo primario
antiproteina acida fibrilar glial (GFAP 1:1000, Dako Cat# Z0334) diluido en PBS/BSA
0.1%/Triton X-100 0.02% a 4°C. Posteriormente los tejidos se lavaron en PBS/Triton
X-100 0.02% y fueron incubados una hr a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario FITC anti-conejo IgG (1:300, Jackson Immunoresearch Cat# 111-095-
003) diluido en la misma solucion del anticuerpo primario. Los nucleos fueron

marcados usando 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Vector Laboratories).

Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio confocal (Leica TCS-SPE),
usando el objetivo 63x con aceite de inmersion. Las imagenes con doble marcaje
fueron obtenidas con un laser de argon para la deteccion de FITC con un rango de
excitacidon/emision de 490nm/520nm y un laser ultravioleta (UV) para ver DAPI con
un rango de excitacion/emision de 358 nm/460 nm. La identificacion del estriado se
realizé usando al cuerpo calloso y a los ventriculos como referencias. La presencia
de gliosis reactiva fue evaluada por el conteo de células GFAP positivas en el
estriado. También se realiz6 el conteo del niumero de nucleos por campo para
determinar el porcentaje de astrocitos GFAP positivos con respecto al total de
nacleos por campo. Las imagenes fueron analizadas con los softwares Leica LAS

AF lite e ImageJ.

6.13 Evaluacién del complejo Il de la cadena respiratoria

6.13.1 Aislamiento de membranas enriquecidas con complejos mitocondriales
Cuatro horas posteriores a la lesion estereotaxica con AQ o SS, se realizd el
sacrificio de los ratones por decapitacion y la diseccion del estriado lesionado.
Inmediatamente, el tejido disecado se homogenizé en medio | (manitol 220 mM,
sacarosa 70 mM, MOPs 2 mM, EGTA 1 mM) con ayuda de un homogeneizador
vidrio-vidrio. Del homogenado obtenido se aislaron por centrifugacion diferencial las

membranas enriquecidas con complejos mitocondriales de acuerdo al siguiente
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protocolo (Hinkle, 2005) (todo el proceso fue realizado a 4°C): el homogenado se
centrifugd en un tubo de polipropileno a 2500 rpm por 10 min, posteriormente el
sobrenadante se colocé en un tubo nuevo y se desechd el sedimento; el
sobrenadante se centrifugé a 7500 rpm por 10 minutos, el sobrenadante resultante
se desechd y al sedimento se le agregaron 200 uL de medio | para resuspenderlo.
Una vez resuspendido, se agregaron 2 mL de medio Il (manitol 220 mM, sacarosa
70 mM, MOPS 2 mM) y 1.25 mg de albumina. La mezcla anterior se centrifug6 a
7500 rpm por 10 min y se desecho el sobrenadante, el sedimento se resuspendi6
en 250 uL de medio | y se agregaron 2 mL de medio Il, la mezcla se centrifugé a
9000 rpm por 10 min. Finalmente, el sobrenadante fue desechado y las membranas
enriquecidas con complejos mitocondriales fueron resuspendidas en 250 uL de

medio Il.

Una vez obtenidas las membranas enriquecidas con complejos mitocondriales, se
cuantificaron las proteinas totales con el método mencionado en el apartado 6.10 e

inmediatamente se midio la actividad del complejo Il de la cadena mitocondrial.

6.13.2 Actividad del complejo Il de la cadena mitocondrial
La actividad del complejo Il de la cadena mitocondrial fue determinada con el uso
del MitoCheck® Complex Il Activity Assay Kit, un método enzimatico colorimétrico

(Cayman Cat# 700940), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

6.14 Evaluacion del dafio oxidante

El dafio oxidante fue evaluado mediante la determinacion de la PL y la produccién
de EROs. Para la determinacion de los parametros anteriores se realiz0 el sacrificio
de los ratones por decapitacion 2 hrs posteriores a la lesion con AQ o0 SS, se extrajo
el cerebro y se realizo la diseccion del estriado en el hemisferio lesionado. El tejido
obtenido fue homogeneizado en SS utilizando un sistema teflon-vidrio y
posteriormente se realiz6 la cuantificacion de la peroxidacion de lipidos y la
formacion de EROs, asi como la determinacion de las proteinas totales como se

menciona en el apartado 6.10.
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6.14.1 Cuantificaciéon de la peroxidacién de lipidos (PL)

En un tubo de vidrio se coloc6 1 mL del tejido homogeneizado y 4 mL de una mezcla
de cloroformo-metanol (2:1, v:v) y se mezclé con ayuda del vortex. La mezcla se
incubd a 4°C durante 30 min en oscuridad permitiendo la separacién de dos fases
(fase acuosa= fase superior y fase organica= fase inferior), posteriormente se aspird
la fase acuosa con la ayuda de una bomba de vacio. Finalmente, se colocaron 2 mL
de la fase orgénica y 200 uL de metanol en una celda de cuarzo y se realizo la
lectura en un espectrofotometro de fluorescencia una longitud de onda de
excitacion/emision de 370 nm/430 nm. Los resultados se reportaron como unidades

relativas de fluorescencia por mg de proteina.

6.14.2 Cuantificacion de la formacion de EROs

Para la cuantificacion de EROs se usaron 5 pyL del homogenado usado para la
cuantificacion de la PL, y se mezclaron con 145 pL de una solucién amortiguadora
(TRIS-HEPES 18:1) (TRIS pH 7.4: solucion HEPES con NaCl 120 mM, KCI 2.5 mM,
NaH2PO4 1.2 mM, MgCl2 0.1 mM, NaHCO3 5 mM, glucosa 6.0 mM, CaCl. 1.0 mM,
HEPES 100 mM) y 50 L de solucion de diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (DCF-DA 50 uM) en una microplaca de 96 pozos. La
fluorescencia de cada muestra fue determinada en el lector de placas FLx800
(Biotek Instruments, Inc.), en el que se mantuvo la microplaca a 37°C por una hora
en agitacion constante, usando longitudes de onda de excitacion/emision de 488
nm/525 nm. Los valores obtenidos fueron calculados a partir de la interpolacion en
una curva de calibracién de diclorofluoresceina de 2 a 50 mg. Los resultados se

expresaron como nmol de DCF/mg de proteina/min.

6.15 Analisis estadistico
El andlisis de datos para la obtencion de la DE2s y la DEsp para ambos farmacos,
asi como el célculo de la Cl y DRI para cada combinacion se realiz6 con el programa

CompuSyn, (Combosyn, Inc.).

La normalidad del resto de los datos fue evaluada por la prueba de Shapiro-Wilk y
la significancia estadistica fue determinada mediante las siguientes pruebas

estadisticas: Kruskal Wallis seguido de la prueba de Dunn para los datos del
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consumo de alimento; Kruskal Wallis seguido de Mann Whitney para los giros
ipsilaterales del tratamiento seleccionado (combinacion de DEso); ANOVA de una
via seguida de Tukey para los datos obtenidos de: giros ipsilaterales de las
combinaciones de dosis, la tincion de Fluoro Jade B, campo abierto, rotarod, PL,
EROs, conteo de células positivas a GFAP y determinacién de la expresién de
GADG67 y BDNF; prueba de t para muestras no pareadas para la determinacién de
la actividad del complejo Il de la cadena mitocondrial y ANOVA de dos vias seguida
de Sidak para los datos del peso de los ratones y para los datos de las pruebas
bioguimicas: glucosa, colesterol y triglicéridos en sangre. Los resultados se
expresan con la media el error estdndar o con la mediana, de acuerdo con el caso,
P<0.05 fue considerada como estadisticamente significativa. Todos los andlisis se
realizaron con el programa estadistico GraphPad Prism v.8.
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7. Resultados

7.1 Determinacion de curvas dosis-respuesta

El nimero giros ipsilaterales fue evaluado para la construccion de las curvas dosis-
respuesta para cada tratamiento. En las figuras 4 y 5 se muestra la curva dosis-
respuesta del laquinimod y de la dieta rica en acidos grasos respectivamente, en
ambos casos se realizd el pretratamiento con laquinimod (por 3 dias) a diferentes
dosis (0.1, 0.2, 0.6 y 1.6 mg/kg de peso) o con la dieta rica en acidos grasos (por 10
dias) en distintos % de AC (20, 40 y 80) por parte de los acidos grasos contenidos
en el AO; el Ultimo dia de tratamiento se realizé la lesion con AQ vy tres dias
posteriores se evaluaron los giros ipsilaterales inducidos por la administracién de

apomorfina.
80=
= 60= Log dosis | mg/kg
@
% -0.997 0.1
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g 40 0597 0.2
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Figura 4. Curva dosis-respuesta de laquinimod donde se evallo el nimero de giros
ipsilaterales inducidos por apomorfina, tres dias después del pretratamiento con
laquinimod. Los datos se muestran con su promedio + SEM. DE50= 0.28 mg/kg.
E25= 0.14 mg/kg. n = 3-4 por grupo.

En ambos casos fue posible observar la disminucién de los giros ipsilaterales con el
aumento de la dosis y empleando el programa Compusyn determinamos el Ezs y
DEso. Para el laquinimod fueron: Ezs= 0.14 mg/kg y DEso= 0.28 mg/kg; y para el %
AC por los &cidos grasos del AO fueron: Ezs= 24.9% AC y DEso= 38% AC.
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Figura 5. Curva dosis-respuesta del % AC por el aceite de oliva en la dieta donde
fue evaluado el numero de giros ipsilaterales inducidos por apomorfina (1 mg/kg
s.c.) diez dias después del pretratamiento con la dieta enriquecida con acidos
grasos. Los datos se muestran con su promedio + SEM. DE50= 38% AC. E25=
24.9% AC. n = 3-4 por grupo. % AC: porcentaje de aporte calérico; AO: aceite de
oliva.

La determinacion de parametros como el consumo de alimento y el peso de los
ratones se realizo al inicio y al final de la dieta para corroborar que la variacion en
la dieta y la consistencia de lo pellets hechos en el laboratorio no indujeran cambios
en los mismos. El analisis de estos parametros mostré que no provocan ni el

aumento ni la disminucion en la ingesta de alimento de los ratones 0 en su peso.

En la figura 6 podemos observar que la dieta no tuvo ninguna influencia en el
consumo de alimento de los ratones. Mostrando una media de 4.3 g con la dieta
control y una mediana de 4.4, 4.5y 4.3 g con las dietas de 20, 40 y 80% AC,

respectivamente.
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Figura 6. Consumo de alimento de los ratones bajo tratamiento con los diferentes %
AC en la dieta. Se muestra la mediana de los datos, prueba de Kruskal-Wallis
seguido de la prueba de Dunn; n=5-6 por grupo; ns: no significativo.
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Figura 7. Evaluacion del peso de los ratones bajo tratamiento con los diferentes %
AC. Los datos se muestran con su promedio =+ SEM; ANOVA de dos vias, seguido
de Sidak; n=3 por grupo; ns: no significativo.
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El peso de los ratones tampoco tuvo cambios con la dieta (Figura 7). Al final del
tratamiento, el promedio del peso de los ratones alimentados con dieta control fue
de 32.2+1.2 g y en los ratones con las dietas de 20, 40 y 80 % AC fue de 30.5+2,
31.8£1.9y 31.2 g1, respectivamente.

7.2 Determinacion de la combinacion de dosis adecuada de laquinimod y la
dieta rica en &cidos grasos

La determinacion de la combinacion de dosis adecuada se realizé6 empleando el
software Compusyn. Las combinaciones que fueron evaluadas fueron el Exs del

laguinimod y de la dieta rica en acidos grasos, asi como sus DEsy.
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Figura 8. Determinacion de glucosa (A), colesterol (B) y triglicéridos (C) al inicio y al
final del tratamiento con dieta control y con las diferentes combinaciones de
tratamiento. Los datos se muestran con su promedio + SEM; ANOVA de dos vias,
seguido de Sidak; n=4 por grupo; ns: no significativo.
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En la figura 8 se muestran los pardmetros bioquimicos evaluados para cada grupo,
en donde podemos observar que ninguna de las combinaciones tuvo influencia
sobre los valores de glucosa, colesterol y triglicéridos al finalizar el tratamiento. El
promedio de los valores de glucosa en sangre al final del tratamiento fue de
129+11.7 mg/dL para los ratones tratados con los vehiculos y para las
combinaciones del E»s y las DEspo fue de 150.2+4.5 y 146.5+12.4 mg/dL,
respectivamente. En cuanto a los valores de colesterol total al finalizar el
tratamiento, el promedio de estos fue de 156.2+2.2 mg/dL para el grupo que recibio
los vehiculos y 157.5+3.7 y 153.7+1.9 mg/dL para los grupos que recibieron las
dosis del E2s y DEso, respectivamente. Los valores de triglicéridos en sangre fueron
en promedio de 133.5+5.9 mg/dL para los ratones que recibieron los vehiculos de
las combinaciones y de 137.5+5.2 y 125.7+12.4 mg/dL para los grupos que

recibieron las combinaciones de las dosis del Exs y DEso, respectivamente.

El nimero de giros ipsilaterales, evaluados 3 dias posteriores a la lesion con AQ
también fue cuantificado en los grupos descritos anteriormente (Figura 9), donde
podemos observar diferencias estadisticamente significativas entre el nUmero de
giros ipsilaterales que presentaron los ratones administrados con los vehiculos de
los tratamientos y ambas combinaciones. Los ratones administrados con los
vehiculos tuvieron un promedio de 87.2+12.6 giros ipsilaterales por hr, mientras que
el grupo con la combinacion de dosis del E2s tuvo un promedio de 34+4.6 giros
ipsilaterales por hr y el grupo con la combinacion de DEso presenté un promedio de
4.2+1.6 giros ipsilaterales por hr. La diferencia en los giros ipsilaterales podemos
observarla en el efecto de cada combinacion (tabla 8). La combinacion de las dosis
del E2s tuvo un efecto de 0.61 (61% en la reduccion de giros ipsilaterales) y la

combinacion de DEso de 0.95 (95% en la reduccion de giros ipsilaterales).
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Figura 9. Efecto de las combinaciones de las E2s y DEsp de laquinimod y la dieta rica
en acidos grasos en los giros ipsilaterales inducidos en los ratones lesionados con
AQ. Se muestra el promedio + SEM; ANOVA de una via, seguido de Tukey; n=4
por grupo; **p=0.0024; ****p<0.0001.

Ademas, en la tabla 9 es posible observar el Cl de cada combinacion. La Cl de la
combinacion de dosis del E>s fue de 0.91 lo que significa, de acuerdo con la
informacion de la tabla 6, que tenemos un efecto cercano al aditivo al realizar la
combinacion de los tratamientos, en cambio, el Cl de la combinacion de DEsg fue
de 0.46 indicando un efecto sinérgico al combinar nuestros tratamientos a esas
dosis. Estos resultados se muestran también graficamente en la figura 10, donde se

presenta el isobolograma de las combinaciones de farmacos.

Tabla 9. indice de combinacion de dosis, determinado con el programa Compusyn.

S Dosis laquinimod .
Combinacién Dosis % AC Efecto Cl
(mg/kg)
E,s 0.14 24.9 0.61 0.91
DEs5q 0-28 38.4 0.95 0.46
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Figura 10. Isobolograma de las combinaciones de tratamientos. El circulo azul
representa la combinacién de Es y el cuadrado rojo representa la combinacion de

DEsqo.

Respecto al DRI podemos notar en la tabla 10 (4 primeras columnas) los datos

referentes a las dosis usadas en cada combinacion y el efecto obtenido; en las

siguientes columnas se muestra la dosis individual necesaria para obtener el efecto

logrado con cada combinacion: 0.37 y 1.83 mg/kg de laquinimod y 45.72y 121.53%

AC para obtener el efecto de la combinacion dosis del E2s y DEso. Ademas, podemos

observar que el DRI del laquinimod y del % AC fue mayor usando las DEso, (6.53 y

3.16, respectivamente) indicando el numero de veces que se disminuye la dosis de

cada farmaco usando la combinacion.

Tabla 10. indice de reduccion de dosis determinado con el programa Compusyn.

. . . Dosis % DRI
) ) Dosis | Dosis Dosis laq DRI
Combinacion Efecto| AC %
lag | % AC (individual) | Laq
(individual) AC
Ezs 0.14 | 249 | 0.61 0.37 45.72 2.67 |1.84
DEso 0.28 | 384 | 0.95 1.83 121.53 6.53 | 3.16
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Tomando en cuenta los parametros de Cl y DRI se eligio la combinacion de las dosis
DEso, que fueron usada para cumplir los siguientes objetivos. Para simplificar la
forma de nombrar a las dosis combinadas de Laquinimod y % AC de los &cidos
grasos, a dicha combinacion se le nombrara “el Tratamiento” y se nombrara como
“Vehiculos” a la combinacion de DMSO al 10% y alimento regular, que son los
vehiculos para el laquinimod y la dieta enriquecida con acidos grasos
respectivamente, desde esta seccién del escrito en adelante.

7.3 Efecto neuroprotector de la administracion del tratamiento en el modelo
de AQ

Al igual que en el objetivo anterior, se realizdé la determinacion de parametros
bioquimicos como la glucosa, el colesterol y los triglicéridos para asegurar que el
tratamiento no tuviera influencia sobre éstos. En la figura 11 podemos observar las
graficas con las determinaciones de los parametros bioquimicos ya mencionados al
inicio y al final del tratamiento en los que no existen diferencias estadisticamente
significativas al inicio y al final del tratamiento. Al final del tratamiento los valores de
glucosa del grupo administrado con vehiculos fue en promedio 161.7+9.8 mg/dL,
mientras que el promedio de los tratamientos fue de 171.4+8.7 mg/dL (Figura 11A).
El promedio de los valores de colesterol en el grupo administrado con vehiculos fue
de 153.2+1.1 mg/dL y el del grupo con tratamiento 155.7+0.6 mg/dL (Figura 11B).
En cuanto a los valores de triglicéridos al final de tratamiento, el grupo administrado
con vehiculos tuvo un promedio de 149.7+9.9 mg/dL, mientras que el grupo con

tratamiento presenté un promedio de 151.2+5.6 mg/dL (Figura 11C).
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Figura 11. Determinacion de glucosa (A), colesterol (B) y triglicéridos (C) al inicio y
al final de la administracion de los vehiculos y el tratamiento. Se muestra el
promedio £ SEM de n=9-12 por grupo; ANOVA de dos vias, post-hoc Sidak; ns: no
significativo.
Las evaluaciones conductuales, en conjunto, mostraron mejoria en la coordinacion
motora y la conducta ambulatoria de los ratones en tratamiento y lesionados con
AQ en comparacion con aquellos que recibieron vehiculos y también fueron

lesionados con AQ.

En la figura 12 podemos observar los resultados de la evaluacion de campo abierto,
gue como se menciond anteriormente, es un indicativo de la conducta motora
espontanea en los ratones. Los ratones lesionados con AQ que recibieron vehiculos
tuvieron un promedio de 421.6+17.3 movimientos horizontales en 5 min que fue
significativamente menor que los movimientos horizontales que presentaron los

ratones lesionados con SS, administrados con vehiculos (734+44.9) o tratamiento
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(716.4+49.3) y principalmente con los ratones lesionados con AQ que recibieron el
tratamiento que presentaron un promedio de 852+38.6 movimientos horizontales
(Figura 12A).
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Figura 12. Conducta motora espontanea evaluada con la prueba de campo abierto.
A) Movimientos horizontales, B) movimientos verticales. Se muestra el promedio *
SEM de n=5 por grupo; ANOVA de una via, post-hoc Tukey; *P<0.01, ***P<0.001.

Al analizar los movimientos verticales, también resulté significativamente menor el
promedio de los movimientos verticales en el grupo de animales que recibieron los
vehiculos y la lesion con AQ comparado con los demas grupos, con un promedio de
10.4£1.61 movimientos verticales, mientras que el promedio de movimientos
verticales de los grupos que recibieron la lesion con SS fue de 31.8+4.4 movimientos
para los que recibieron vehiculos y 39£3.4 movimientos para los que recibieron el
tratamiento, mientras que el grupo que recibid la lesién con AQ y el tratamiento

presentd un promedio de 41.2+2.6 movimientos verticales (Figura 12B).

La coordinacién motora fue evaluada por la prueba de rotarod, donde se registré el
tiempo al que caian del rodillo giratorio (Figura 13A) asi como la velocidad a la que
se registraba su caida (Figura 13B). En ambos casos se observo que el grupo que
recibié vehiculos y fue lesionado con AQ presentd valores significativamente
menores en el tiempo en el que se registraba su caida, asi como en la velocidad del
rotarod a la que caian, 36.51£5.7 s y 6.3+£0.8 rpm, respectivamente. Los grupos que
fueron lesionados con SS cayeron del rodillo giratorio a los 81.4+2.8 s (vehiculos) y

103.9+£11.2 s (tratamiento) mientras que el grupo que recibi6 el tratamiento y fue
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lesionado con AQ cayo del rodillo alos y 110.2+16.2 s en promedio. En cuanto a la
velocidad de rotacion a la que cayeron del rodillo, se registré un promedio de
12.240.3, 15.3£1.6 y 16+2.1 rpm para los grupos Vehiculos+SS, Tratamiento+SS 'y
Tratamiento+AQ, respectivamente.
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Figura 13. Coordinacion motora evaluada con la prueba de rotarod. A) Latencia de
caida, B) velocidad a la que se registra su caida. Se muestra el promedio + SEM

de = SEM de n=5 por grupo; ANOVA de una via, post-hoc Tukey; *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001.

El efecto neuroprotector del tratamiento en el dafio neuronal inducido por la lesion
con AQ fue evaluado mediante la determinacion de los giros ipsilaterales, asi como
la expresion de la proteina GAD67 por WB y el nimero de células positivas a Fluoro

Jade B por tincién.

El grupo de vehiculostAQ (mediana=75) tuvo significativamente mas giros
ipsilaterales comparado con los grupos de vehiculos+SS (mediana=1) vy
tratamiento+SS (mediana=1), mientras que el grupo tratamiento+AQ no presento

diferencias estadisticamente significativas con ningun grupo (Figura 14).
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Figura 14. Giros ipsilaterales en ratones administrados con los vehiculos y con el
tratamiento, lesionados con AQ y SS. Se muestra la mediana de los datos, prueba
de Kruskal-Wallis seguido de Mann Whitney; n=3 por grupo; **P<0.01, ***P<0.001.

La expresion de GADG67 en el hemisferio lesionado fue significativamente menor en
el grupo vehiculos+tAQ comparado con el grupo que recibié vehiculos y fue
lesionado con SS, mientras que el grupo que recibié el tratamiento y fue lesionado
con AQ present6 una expresion significativamente mayor de GAD67 (Figura 15). La
expresion de GADG67 es usado como indicador de la sintesis de GABA demostrando
gue el tratamiento logra prevenir la disminucion en los niveles de expresion de esta

proteina en ratones lesionados con AQ.
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Figura  15.

Expresion de GAD67 por Western blot. A) Blots representativos de la expresion de
GADG67 en el hemisferio lesionado con AQ o SS. B) Densitometria que muestra la
relacion de GAD67/( actina en unidades arbitrarias. Se muestra el promedio + SEM
de n=3 por grupo; ANOVA de una via seguida de Tukey; *P<0.05, **P<0.01.

La tincion de fluoro jade B, por su parte, nos ayuda a identificar a las neuronas que
se encuentran en degeneracion, siendo un indicativo del dafio neuronal ocasionado
por la lesion con AQ. En La figura 16 podemos apreciar que en el estriado el grupo
vehiculos+AQ presenta un mayor marcaje de células Fluoro Jade B positivas
(Figura 16C), lo que también se ve reflejado en la cuantificacion (Figura 16E)
mostrando un numero promedio de células marcadas de 86.6+20.1, numero de
células que fue estadisticamente mayor al promedio de células marcadas que
presentaron los grupos lesionados sdlo con solucién salina: vehiculos+SS (4.8+0.4
células) y tratamiento+SS (6.1+1.8 células), y el grupo tratamiento+AQ (12.4+1.4
células), indicando que el tratamiento previene la neurodegeneracion ocasionada
por el AQ.

La expresion de BDNF fue determinada por Western blot. En el grupo vehiculos+AQ
podemos observar la disminucion significativa de expresion de BDNF comparada

con los grupos que recibieron el tratamiento, con un promedio de 0.08+0.02

55



unidades arbitrarias, mientras que el grupo con tratamiento y lesionado con AQ tuvo

un promedio de 0.72+0.09unidades arbitrarias (Figura 17).
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Figura 16. Tincion con Fluoro Jade B. A-D) Microfotografias de neuronas en
degeneracién en el estriado lesionado con AQ o SS. A) Vehiculos+SS, B)
Tratamiento+SS, C) Vehiculos+AQ, D) Tratamiento+AQ. E) Cuantificacién del
numero de células Fluoro Jade B positivas por campo. Se muestra el promedio +
SEM de n=3 por grupo; ANOVA de una via, post-hoc Tukey; **P<0.01.
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Figura 17. Expresion de BDNF por Western blot. A) Blots representativos de la
expresion de BDNF en los diferentes grupos experimentales. B) Densitometria que
muestra la relacibn de BDNF/B actina en unidades arbitrarias. Se muestra el
promedio + SEM de n=3-5 por grupo; ANOVA de una via seguida de Tukey;

*P<0.05, **P<0.01.

7.4 Efecto del tratamiento en la actividad del complejo Il de la cadena
respiratoria mitocondrial y el estrés oxidante en el modelo de AQ

La actividad del complejo Il de la cadena mitocondrial fue determinada por el uso
del kit MitoCheck® Complex Il Activity Assay Kit con el que pudimos determinar una
disminucién estadisticamente significativa en la actividad porcentual del complejo I
gue presento el grupo de vehiculos+AQ en relacién con su control (vehiculos+SS)
con un promedio de 74.2+4.4%, comparada con los ratones del grupo con el

tratamiento+AQ/tratamiento+SS que tuvieron un promedio de 96.8+3.5% (Figura
18).
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La disminucion de la actividad del complejo Il mitocondrial en el grupo vehiculos+AQ

puede relacionarse el aumento de PL y EROs que también fue detectado en este
grupo.
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Figura 18. Actividad del complejo Il mitocondrial. Se muestra el promedio + SEM de
n =4 por grupo; t-student no pareada; **P =0.0071.

Los valores promedio de PL para el grupo vehiculos+AQ fueron de 5.8+1.2 unidades
relativas de fluorescencia (URF), significativamente mayores que los presentados
por los grupos lesionados con SS: vehiculos+SS (0.9+0.42 URF) y tratamientos+SS
(1.5£0.5 URF); de igual forma, los ratones lesionados con AQ que fueron
administrados con el tratamiento mostraron niveles significativamente menores

(0.9+£0.3 URF), que aquellos que sélo recibieron los vehiculos (Figura 19A).
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Figura 19. Evaluacion del estrés oxidante. A) Cuantificacion de PL; B)
Cuantificacion de la formacion de ERO. Se muestra el promedio + SEM de: A) n =
3-4 por grupo, B) n = 4-5 por grupo; ANOVA de una via, post-hoc Tukey; *P<0.05.

La formacion de EROs en el grupo vehiculos+AQ también fue significativamente
mayor que la que presentaron los demas grupos, con un promedio de 74.7+11.5
pmol DCF, mientras que los grupos lesionados con SS tuvieron un promedio de:
33.7+4.0 (vehiculos) y 33.4+3.4 pmoles DCF (tratamiento), al igual que el grupo
lesionado con AQ que recibio el tratamiento y tuvo un promedio de 40.8+2.6 pmoles
DCF (Figura 19B).

Los parametros anteriores nos muestran el efecto protector del tratamiento en la

actividad del complejo Il y el estrés oxidante generado por la lesion con AQ.

7.5 Efecto del tratamiento en la activacion de astrocitos y microglia en el
estriado de ratones lesionados con AQ Yy en la presencia de IL-6 en el suero.

La activacion de los astrocitos fue evaluada por inmunofluorescencia con el marcaje
con GFAP, la cantidad de células GFAP* fue relacionada con el nUmero de ndcleos
contabilizados por campo para la obtencion del % de células GFAP*. En la figura 20
podemos observar que la imagen correspondiente al grupo vehiculos+AQ presenta
mayor numero de células GFAP* (Figura 20D-F) comparada con el resto de los

grupos. Lo anterior podemos corroborarlo al observar la grafica (Figura 20M) donde
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se observa que el grupo lesionado con AQ y tratado con los vehiculos, presenta un
mayor % de células por campo GFAP* (65.3+20.1) comparado con los grupos
lesionados con SS: vehiculos (4.8+0.4) y tratamiento (6.1+1.8), asi como con el
grupo lesionado con AQ que recibi6 el tratamiento que tuvo un promedio de
12.4+1.4 % de células GFAP* mostrando que el tratamiento previene la activacion

de los astrocitos producida por la lesiéon con AQ.

Merge

Figura 20. Activacion de astrocitos. A-L) Microfotografias representativas de la
presencia de astrocitos reactivos marcados con GFAP (columna izquierda), DAPI
para marcar ndcleos (columna media) y Merge (columna derecha), se observan
todos los grupos evaluados: A-C) vehiculos+SS, D-F) vehiculos+AQ, G-I)
tratamiento+SS y J-L) tratamiento+AQ. M) Conteo de células GFAP+. Se muestra
el promedio £+ SEM de n = 3 por grupo; ANOVA de una via, post-hoc Tukey;
***P<(0.001.
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La activacion de la microglia, fue evaluada mediante la expresion de Ibal por WB
(Figura 21), donde podemos observar que existe una mayor expresion de la proteina
en el grupo lesionado con AQ que recibio los vehiculos (Figura 21A) comparado con
los grupos lesionados con SS. El grupo tratamiento+AQ también presenta mayor
expresion de lbal, sin embargo, al realizar la densitometria, podemos observar que
la expresion de Ibal es significativamente mayor soélo en el grupo vehiculos+AQ
(0.94£0.1 unidades arbitrarias) comparado con los grupos lesionados con SS:
vehiculos (0.4+0.2 unidades arbitrarias) y tratamiento (0.2+0.08 unidades
arbitrarias). El grupo lesionado con AQ y que estuvo bajo tratamiento 0.6%0.1
unidades arbitrarias), no presentd diferencias estadisticamente significativas con

ningan grupo (Figura 21B).
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Figura 21. Activacién de microglia con y sin lesién de AQ y pretratado con vehiculos
o tratamiento combinado. A) Blots representativos de la expresion de Ibal de todos
los grupos evaluados: B) Densitometria que muestra la relacién de Ibal/f actina en
unidades arbitrarias. Se muestra el promedio + SEM de n = 4 por grupo; ANOVA
de una via, seguida de Tukey; *P<0.05, **P<0.01, ns: no significativo.
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8. Discusion

En la actualidad, no existe algun tratamiento que pueda detener o retrasar el curso
de la EH o detenerla, los farmacos usados por los pacientes estdn enfocados en
tratar los sintomas motores, psiquiatricos y cognitivos. Sin embargo, en los ultimos
afos se han buscado y desarrollado tratamientos enfocados en la etiologia de la
enfermedad y en procesos afectados en el curso de ésta (Ferguson et al., 2022).
En este estudio se comprobé el efecto neuroprotector de la combinacion de un
inmunomodulador (laguinimod) y una dieta rica en acidos grasos (enriquecida con
aceite de oliva) en un modelo neuroquimico de la EH. Los resultados obtenidos
evidencian la importancia de usar compuestos que tengan efecto en diferentes
procesos alterados en la EH, asi como la importancia de la determinacion de
parametros farmacolégicos, como el indice de combinacion y el indice de reduccion
de dosis, en la eleccion de la combinacion de dosis adecuada que garantice el

maximo efecto de cada compuesto.

Ademas, la combinacion de dosis seleccionada de cada farmaco (denominado “el
tratamiento”), mostré un efecto positivo en los parametros evaluados de dafio
neuronal (Figuras 14-17), pruebas motoras (Figuras 12,13), actividad del complejo
Il de la cadena respiratoria mitocondrial (Figura 18), dafio oxidante (Figura 19) y
activacion de astrocitos y microglia (Figuras 20 y 21) en el modelo neuroquimico de
la EH.

Respecto a la combinacién de compuestos, se ha demostrado que la combinacion
de farmacos con diferentes mecanismo de accion resulta benéfico al tratar
diferentes tipos de cancer (Mejia-Rodriguez et al., 2023; Zhang et al., 2016), ya que
es posible aumentar la eficacia del efecto terapéutico y disminuir las dosis de los
compuestos usados manteniendo su efecto sin llegar a dosis toxicas (Chou, 2006).
En este estudio, la combinacion de las DEsp de laquinimod y una dieta en acidos
grasos contenida en el aceite de oliva fue seleccionada debido a que su CI (indice
de combinacién) indicé la obtencién de un efecto sinérgico, al inhibir en un 95% los
giros ipsilaterales en el modelo neuroquimico de la EH (Figura 9), ademas su DRI

nos indico la reduccion favorable de la dosis (tabla 8 y 9).
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En el modelo neuroquimico de la EH, los giros ipsilaterales son un indicativo de la
muerte de las neuronas GABAérgicas ocasionada por la lesion con AQ, mientras
que la baja expresion de GAD67 evidencia indirectamente la disminucion de GABA,
al ser la enzima limitante para su sintesis (Hsu et al., 2018), la disminucién de
GADG67 también ha sido evidenciada en otros modelos de la EH al determinar los
niveles de ARNm en corteza y estriado (Gourfinkel-An et al., 2003). En este estudio,
es posible observar que al administrar el tratamiento se obtuvo la disminucién de
los giros ipsilaterales (Figura 14), asi como la prevencion de la disminucion de los
niveles de GAD67 (Figura 15); esto podemos atribuirlo al aumento en la expresion
de BDNF que observamos al administrar el tratamiento (Figura 17), que
corresponde con lo reportado en estudios en otros modelos de EH asi como en otras
enfermedades neuroldgicas donde también se ha demostrado que el laguinimod
aumenta la expresion de BDNF (Ellrichmann et al., 2017; Thone et al., 2012).
Posiblemente el BDNF al unirse a su receptor TrkB, regula tanto la transcripcion de
GAD67 como de GADG65 promoviendo la supervivencia de las neuronas
GABAérgicas asi como la sintesis de GABA previniendo asi el dafio funcional

ocasionado por la administracion de AQ.

La prevencion del dafio neuronal en el estriado de los ratones también se evidencié
con la tincion de Fluoro Jade B, en la que se observo la disminucion de células en
neurodegeneracion en el grupo que recibio el tratamiento y la lesion con AQ (Figura
16). La prevencion del dafio neuronal en el estriado de los ratones se correlacioné
con la mejoria motora en los sujetos de estudio, evaluados con las pruebas de

campo abierto y rotarod (Figuras 12 y 13).

Por otra parte, se sabe que los metabolitos contenidos en la dieta rica en acidos
grasos actian a nivel de membrana lipidica (Morales-Martinez et al., 2017) como
atrapadores de radicales libres a través de la activacion de los PPARs o los NRF 1
y 2, que a su vez regulan genes necesarios que participan en la respiracion
mitocondrial y ademas son coactivados por PGC1-a, este efecto puede explicar el
aumento en la actividad del complejo Il de la cadena respiratoria mitocondrial

(Figura 18), asi como la disminucion de la peroxidacion de lipidos y de las especies
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reactivas de oxigeno (Figura 19). Ademas, existe evidencia de que los PUFAs
participan en la via de sefalizacion de CREB involucrada en la expresion de BDNF,
lo que contribuiria al efecto del laquinimod y que conjuntamente podrian evitar el
deterioro motor que se observa en los ratones lesionados intraestriatalmente con
AQ que recibieron los vehiculos (Guo et al., 2020; Jin, 2020; Yu et al., 2021)

Adicionalmente, varios estudios han mostrado el efecto del laquinimod en la
modulacion de la via de NF-kB, esta via esta involucrada en la respuesta inmune
celular, asi como en procesos como apoptosis e infecciones. Esta via es inhibida
por la administracion de laquinimod en varios modelos de enfermedades
autoinmunes como esclerosis multiple por mecanismos que no han sido descritos.
Sin embargo se ha observado que por esta via el laguinimod reduce la activacion
de astrocitos y la liberacion de citocinas proinflamatorias como TNF-«, IFNa, IL-
23p19 e IL-12p35 y promueve el aumento de citocinas antiinflamatorias como TGF(3,
IL-10 e IL-4 (Bruick et al., 2012; Jolivel et al., 2013; Leibowitz & Yan, 2016). En este
estudio determinamos la activacion de los astrocitos (Figura 20) donde pudimos
observar su diminucion en el grupo lesionado con AQ, provocada por la
administracion del tratamiento debido al efecto del laquinimod, ademas, es probable
gue también exista la disminucién de citocinas proinflamatorias en el sitio de la

lesion con AQ, sin embargo, no realizamos su determinacion.

Los resultados de este trabajo en conjunto demuestran que la combinacion del
laquinimod y una dieta rica en acidos grasos, es una terapia eficaz en el modelo
experimental para la EH inducido por AQ. ElI mecanismo de accion del
inmunomodulador y la dieta involucran vias neuroprotectoras que no estan
completamente relacionadas pero se ha probado que tienen un efecto sinérgico
como tratamiento. La combinacién de estos compuestos como pretratamiento
podria emplearse en otros modelos experimentales de enfermedades
neurodegenerativas que tienen en comun dafio excitotoxico, procesos inflamatorios,

dafo oxidante y la alteracion en la cadena respiratoria mitocondrial.
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9. Resumen de resultados
La combinacion de las DE50 de laquinimod y una dieta rica en &cidos grasos tiene

un efecto sinérgico.

La combinacion de laguinimod y una dieta rica en acidos grasos disminuye el dafio
neuronal, asi como el deterioro conductual en el modelo de excitotoxicidad

ocasionado por la administracion de AQ.

El tratamiento mejora la actividad del complejo Il de la cadena respiratoria y
disminuye el estrés oxidante generado por el AQ.

El tratamiento disminuye la astrogliosis en los ratones administrados con AQ.

10. Conclusion

La combinacion de laquinimod y una dieta rica en acidos grasos ejerce su efecto
neuroprotector en un modelo de la EH por la administracion intraestriatal de AQ
modulando tres vias. Por un lado, proponemos que aumenta la expresion de BDNF
gue al unirse a su receptor TrkB promueve la transcripcion de GAD67 previniendo
el dafio neuronal ocasionado por la neurotoxina (Figura 22a), lo que se ve reflejado
en la mejoria en la coordinacion motora y la conducta ambulatoria de los sujetos de
estudio. Por otra parte, los acidos grasos principalmente previenen el dafio
ocasionado por el AQ en las membranas celulares mediante su integracion directa,
disminuyendo como consecuencia el estrés oxidante (Figura 22b), ademas de que,
probablemente, modulan la expresion de cofactores y factores de transcripcion
como PGCla y PPARy, respectivamente, que incrementan la biogénesis
mitocondrial, asi como el consumo de oxigeno y finalmente, el laquinimod disminuye
la activacion de NF-kB, que a su vez disminuye la activacion de astrocitos y
posiblemente también ocasione la disminucién en la liberacion de citocinas

proinflamatorias (Figura 22c).
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Figura 22. Posibles vias en las que participa el tratamiento en el modelo de
enfermedad de Huntington inducido por AQ. El tratamiento puede ejercer su efecto
neuroprotector por tres vias: a) aumentando la expresién de BDNF que se une a su
receptor TrkB y promueve la transcripcion de GADG67; b) los acidos grasos
previenen el dafio ocasionado por el AQ en las membranas celulares mediante su
integracion directa, disminuyendo como consecuencia el estrés oxidante y c) el
laquinimod disminuye la activacion de NF-kB, que a su vez disminuye la activacion
de astrocitos. Modificada de Lee et al., 2019; Mor et al., 2021; Morales-Martinez et
al., 2017.

11. Perspectivas

Evaluar el efecto del tratamiento en un modelo transgénico de la enfermedad de

Huntington.

Evaluar los metabolitos de la via de las kinureninas posterior a la administracion de

laquinimod.
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