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Resumen

El receptor Toll-like 4 (TLR4) es una molécula de reconocimiento de patrones
moleculares que juega un papel central en la inmunidad innata. Ese receptor inicia
y amplifica reacciones inflamatorias en el sistema nervioso central (SNC) y existen
evidencias de su participacion en padecimientos neurodegenerativos, como la
enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson (EP). La Enfermedad
de Huntington (HD), un padecimiento autosémico dominante que produce
discapacidad y muerte prematura, tiene componentes inflamatorios en los que
pudiera participar el TLR4. La presente tesis se centré en estudiar el papel de ese
receptor en el establecimiento del dafio neuroldgico, el estrés oxidante y los
defectos conductuales observados en dos modelos murinos de la EH, a saber, el
inducido por la inyeccion intraestriatal de acido quinolinico (AQ) y el de expresién
transgénica de la proteina Huntingtina mutante (mHTT) en ratones (cepa EH
B6CBA-Tg (HDexonl1)61Gpb/1 J, también llamada R6/1). Para llevar a cabo el
estudio, se utilizaron ratones silvestres (WT) y carentes del TLR4 (TLR4-KO) que
recibieron una inyeccién intraestriatal de AQ y fueron sometidos a pruebas de
actividad locomotora, conducta de ansiedad, y coordinacion motriz. En esos ratones
también se realizaron determinaciones de dafio neuronal y estrés oxidante.
Adicionalmente, para averiguar el tipo celular en el que pudiera expresarse el TLR4
y contribuir al dafio observado en el modelo del AQ, se utilizaron ratones deficientes
de células cebadas (CC) (Wsh), y ratones Wsh reconstituidos con CC de animales
WT y TLR4-KO, en donde se evaluaron distintos parametros de dafio inducidos por
el AQ. Finalmente, se cruzaron ratones R6/1y TLR4-KO vy, en la primera linea filial
(F1), se midio la ganancia de peso corporal, la coordinacién motora y conducta de
feet clasping. Los resultados mostraron que la ausencia del TLR4 atenta los
cambios en la actividad motora y reduce el dafio neuroldgico y oxidante observados
por la inyeccion de AQ. Sin embargo, la administracion de AQ no altera la conducta
de ansiedad ni coordinacion motora. Por otro lado, la ausencia del TLR4 en las CC
no afecta el establecimiento del dafio conductual y oxidante por la inyeccion del AQ.

En el modelo transgénico para la EH, observamos que una menor expresion del



TLR4 en los ratones R6/1 modifica la ganancia de peso corporal, retrasa la
aparicion de las alteraciones en la coordinacién motora y reduce la severidad de la
conducta de feet clasping. En conclusion, el TLR4 se encuentra involucrado en el
dafo neuronal y en las alteraciones motoras observables tanto en el modelo de
inyeccién con AQ como el modelo transgénico de la EH, promoviendo en ambos
modelos el dafio neuroldgico e incrementando la aparicion y severidad de las
alteraciones motoras y conductuales. Debido a lo anterior, se propone que el
receptor TLR4 puede considerarse un potencial blanco terapéutico para las

alteraciones bioguimicas y conductuales que acompafian a la EH.



Abstract

Toll-like receptor 4 (TLR4) is a pattern-recognition molecule that plays a central role
in innate immunity. That receptor initiates and amplifies inflammatory reactions
inside the Central Nervous System (SNC) and evidence points to its participation in
neurodegenerative pathologies, such as Alzheimer’s Disease (AD) and Parkinson’s
Disease (PD). Huntington’s Disease (HD), an autosomal-dominant pathology that
produces disability and premature death, has inflammatory components in which
the TLR4 receptor could participate. The present Thesis was focused on the study
of the role of TLR4 in the establishment of neurological damage, oxidative stress,
and conduct defects observed in two different murine models of EH, namely that
induced by the intrastriatal injection of quinolinic acid (QA) and the transgenic
expression of the mutant Huntingtin (MHTT) (strain EH B6CBA-Tg
(HDexon1)61Gpb/1 J, also known as R6/1). To perform the study, we utilized wild
type (WT) and tLR4-defective (TLR4-KO) that were administered
intracerebroventricularly (i.c.v.) with QA prior to being tested for motor activity,
anxiety conduct, motor coordination, and neuronal damage and oxidative stress.
Also, we tested the role of TLR4 in mast cells (MC) in QA-induced motor and
biochemical alterations using MC-deficient mice (Wsh mice) reconstituted with WT
or TLR4-KO MC. Finally, R6/1 and TLR4-KO mice were crossed to generate mice
with less expression of TLR4 and expression of mHtt. In those mice, changes in
body weight, motor coordination, and feet clasping were evaluated. Results show
that lacking TLR4 induce changes in motor activity and reduces neurological and
oxidative damage induced by QA injection, however, AQ administration does not
modify anxiety or motor coordination values. In the transgenic model of EH, less
expression of TLR4 in R6/1 mice reduces body weight loss, delays motor
coordination alterations, and reduces the severity of feet clasping observed in the
R6/1 mice. In conclusion, the TLR4 receptor is involved in neuronal damage and
motor alterations observed in the QA-induced and transgenic models of EH. We
propose that TLR4 can be considered a therapeutic target to control biochemical

and behavioral alterations present in EH.

10



1. Introduccién

La inflamacion es la respuesta de los tejidos ante el dafio por agentes infecciosos
o por algun factor fisico, su principal objetivo es combatir a los patégenos y preparar
los sitios dafiados para recuperar la homeostasis tisular. Para ello, el organismo
debe reconocer de manera adecuada estos insultos e iniciar asi una respuesta
reguladora (Brubaker et al., 2015; Takeuchi & Akira, 2010). Para promover la
reparacion del tejido dafiado (Schett & Sieper, 2009), la inflamacion promueve
cambios vasculares, el reclutamiento y activacion de células inmunolégicas, la
liberacion de mediadores inflamatorios (aminas biogénicas, citocinas,
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos) y la produccién de especies reactivas

a oxigeno (ERO) y nitrégeno (Kumar et al., 2008).

Es importante modular las respuestas inflamatorias, ya que dependiendo de su
intensidad y duracién pueden llevar a la reparaciéon o agravar el sitio dafiado. Segun
la duracion de la respuesta inflamatoria, ésta puede dividirse en aguda (de horas a
pocos dias), donde se realizan acciones inmediatas que permiten defenderse del
estimulo agresor y prepara al tejido para su reparacion; o cronica (de meses a
afios), que ocurre como consecuencia de estimulos persistentes con respuestas

inflamatorias repetidas, lo que conlleva a un mayor dafio tisular (Kumar, 2018).

Los sitios en procesos inflamatorios tienden a convertirse en regiones de baja
concentracion de oxigeno (tejidos hipoxicos), debido a la alta demanda de
utilizaciéon de este gas por las células encargadas de la defensa del organismo. Esa
condicién lleva a la produccién de ERO (Park et al., 2004). Las adaptaciones
celulares a la hipoxia se basan en la accion del factor inducido por hipoxia (HIF: por
sus siglas en inglés: Hypoxia Inducible Factor), que es degradado cuando el
oxigeno es abundante, y aumenta su concentracion en condiciones hipdxicas
(Eltzschig & Carmeliet, 2011). Aunque la generacion de sitios hipoxicos y de ERO
pueden ayudar en los procesos de reparacion, éstos (los procesos de reparacion)

pueden impulsar la disfuncion tisular y el desarrollo de enfermedades porque las
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células inmunes que participan en ellos pueden sufrir cambios fenotipicos,
agravando el dafio que dio inicio a la respuesta inflamatoria y convirtiéndola en una
reaccion cronica que contribuye a la degeneracion tisular (Taylor y Colgan, 2017;
Carta et al., 2009).

En el sistema nervioso central (SNC), el término neuroinflamacion describe eventos
cronicos inflamatorios, donde la activacion constante y mantenida de la microglia y
los astrocitos contribuye al efecto deletéreo neuronal (disfuncion, lesion y/o pérdida
neuronal) (Russo et al., 2011). Durante la neuroinflamacion, la microglia tiene la
capacidad de responder a las sefales inflamatorias procedentes de diversas
células de origen inmunoldgico, como las células cebadas (CC) (Thameem et al.,
2007). Diversas patologias del sistema nervioso central, entre las que se encuentra
la enfermedad de Huntington (EH), se caracterizan por cursar con procesos
neuroinflamatorios (Streit et al., 2004).

1.1. Reconocimiento de estimulos dafinos

El sistema inmune innato reconoce diversos estimulos provenientes de patégenos
o de células dafadas. Este tipo de moléculas son conocidas como patrones
moleculares y, dependiendo a su procedencia, se clasifican en “patrones
moleculares asociados a patégenos” (PAMP; por sus siglas en inglés: Pathogen-
associated molecular patterns) y “patrones moleculares asociados a dano”
(DAMPs; por sus siglas en inglés: Damage-associated molecular patterns) (Hato &
Dagher, 2015; Mesa-Villanueva & Patifio, 2006).

Los PAMP son estructuras moleculares presentes en los patdogenos. Entre éstos
podemos mencionar al lipopolisacarido (LPS) presente en la membrana celular de
bacterias Gram negativas, el peptidoglicano de bacterias Gram positivas, los
lipofosfoglicanos de protozoarios, la flagelina de bacterias, el zymosan de la pared
de hongos y el RNA viral, entre muchos otros mas (Kawai & Akira, 2006; Mesa-

Villanueva & Patifio, 2006). Por otro lado, los DAMP son moléculas que posee el
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organismo y que son liberadas tras una lesion tanto en ambientes infecciosos como
estériles. Estas sefales provienen de componentes intracelulares y de la matriz
extracelular propias del organismo, y entre ellas se encuentran las distintas
proteinas de choque térmico (HSP), la proteina de alta movilidad del grupo 1
(HMGB1), el ATP extracelular y muchos otros compuestos (Anders & Schaefer,
2014; Mesa-Villanueva & Patifio, 2006).

1.2. Receptores de reconocimiento de patrones

Para llevar a cabo el reconocimiento de las sefiales de dafio, el sistema inmune
innato cuenta con una amplia variedad de receptores de reconocimiento de
patrones (PRR). Los PRR se dividen en receptores membranales, como los
receptores tipo Toll (TLR) y los receptores de lectina de tipo C (CLR), y en
receptores intracelulares, como los receptores parecidos al gen inducido por el
acido retinoico (RLR) y receptores tipo NOD (NLR) (Brubaker et al., 2015; Takeuchi
& Akira, 2010).

1.2.1. Receptores tipo Toll

Los TLR son proteinas transmembranales tipo 1 caracterizadas por un dominio
extracelular rico en leucinas y una region citoplasmatica que contiene una regién
conservada conocido como dominio Toll/IL-1 receptor (TIR) (Choe et al., 2005).
Esos receptores se expresan predominantemente en los tejidos involucrados con
la funcién inmune como el bazo, en las células inmunolégicas periféricas, y en las
regiones que tienen contacto con el ambiente externo (Mesa-Villanueva & Patifio,
2006; Ozinsky et al., 2000). Los tipos de receptores TLR, su localizacion, sus
ligandos generales y su origen se muestran en la Tabla 1. En general, los ligandos
de esos receptores son PAMP y DAMP que se liberan en grandes cantidades
cuando se presentan infecciones (bacterianas o virales) o ruptura de células.
También se pueden liberar cuando se presenta hipoxia o se altera el metabolismo

energético de las células y se presenta disfuncién mitocondrial (Fleshner, 2013).
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Tabla 1. Ligandos principales para los receptores tipo Toll (TLR). (Modificada de
Takeuchi & Akira, 2010).

TLR | Localizacién Ligando Origen del ligando
1 Membrana plasmética Lipopéptidos Bacterias
triacialidados
2 Membrana plasmética Lipoproteinas Bacterias, virus, parésitos,
enddgeno
Endolisosomas dsRNA Virus
Membrana plasmatica LPS, lipoproteinas | Bacterias, suero
oxidadas
5 Membrana plasmatica Flagelina Bacterias
6 Membrana plasmatica Lipopéptidos Bacterias, virus
diacilados
7/8 | Endolisosomas SSRNA Virus, bacterias, endégeno
9 Endolisosomas CpG-DNA Virus, bacterias, parasitos,
enddgeno
10 Endolisosomas Desconocido Desconocido
11 Membrana plasmatica Profilinas Parésitos

Cuando un ligando se une a algun receptor TLR, éste se dimeriza con otra molécula
similar formado homodimeros, u otra molécula TLR diferente (formando

heterodimeros), evento que induce cambios conformacionales para el
reclutamiento de moléculas de sefializacién (Figura 1). Existen cuatro adaptadores
que se unen a los dimeros de los TLRs (los pares TIRAP-MyD88 y TRAM-TRIF). El
par TIRAP-MyD88 se une a receptores que sefializan desde la membrana
plasméatica y el par TRAM-TRIF a los receptores que sefializan desde vesiculas
intracelulares. De manera particular, el receptor TLR4 es el Unico que puede
sefalizar desde ambos compartimientos celulares, ya que, después de activar a
varias moléculas desde la membrana, es internalizados y activa otras moléculas
desde vesiculas en el citoplasma. Todos los receptores TLR activan vias
inflamatorias conservadas, que culminan en la activacion del factor nuclear de unién

al enhancer de la cadena « de células B (NFkB), el factor de respuesta al interferon

14



(IRF), el factor activado por AMP ciclico (CREB) y la proteina activadora 1 (AP-1)
(Akira & Takeda, 2004). La forma en que lo hacen es a través de cinasas
membranales de serina-treonina de la familia IRAK (IRAK 1-4) y la familia RIP
(RIP1), ligasas de ubiquitina (como TRAF 6 y TRAF3), cinasas citoplasmaticas de
serina y treonina (como TAK1, TBK1 e IKK), que pueden estar unidas o no a
adaptadores como TAB2/3. Las cinasas de las cinasas activadas por mitdgenos
(MKK 3/6, 4/7,y 1/2) son activadas en el citoplasma y fosforilan directamente a las
cinasas activadas por mitégenos (MAPK p38, JNK y ERK, respectivamente). Uno
de los puntos finales de la via de sefializacion es la fosforilacion directa de los
factores de transcripcion que, finalmente, se translocaran al nicleo e iniciaran la

sintesis de RNAm para diversas citocinas pro-inflamatorias e interferones tipo I.
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Figura 1. Principales receptores TLR y sus sistemas de transduccion de sefales. Los receptores
TLR se localizan en la membrana plasmética o en membranas de vesiculas intracelulares, activando
vias de sefalizacidon que inducen la sintesis de citocinas pro-inflamatorias y otros genes siguiente
una cascada de sefializacion que involucra cinasas de serina-treonina, ligasas de ubiquitina y
factores de transcripcién especificos (Ver el texto para detalles). Modificado de Duan, 2022.
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El NFkB es el factor de transcripcion més importante en la respuesta inflamatoria,
es un factor de transcripcion dimérico, que en la mayoria de los tipos celulares se
encuentra formado por las subunidades p65 y p50. Su ubicacion es citoplasmatica,
donde se encuentra en forma inactiva unido a proteinas inhibidoras NF-kB (IkB). La
activacion de NFkB regula la expresion de una amplia variedad de genes. Tras la
estimulacion con diversos ligandos de los TLR, IkB se fosforila en residuos de
serina, o que ocasiona su ubiquitinacion y su degradacion por la via proteosomal.
La cinasa que fosforila a IkB es el complejo IKK, que consiste en las proteinas
cinasas IKKa e IKKB y una molécula reguladora (IKKy/Nemo). Por otro lado, AP-1
es una proteina de cremallera de leucinas compuesta de miembros de Jun, Fos,
ATF y la subfamilia Maf. Entre las proteinas de la familia AP-1, la proteina c-Jun

desempeiia un papel central en las respuestas inflamatorias (Kawai & Akira, 2006).

El receptor TLR4 fue el primero en caracterizarse funcionalmente y es el Gnico de
los TLR que puede utilizar todas las proteinas adaptadoras. Varios ligandos
exdgenos y enddgenos pueden activar a este receptor, utilizando en algunos casos
moléculas accesorias para su reconocimiento y sefializacion (Brubaker et al., 2015).
En la tabla 2 se muestran algunos ligandos del TLR4, asi como los correceptores o
complejos necesarios para su sefializacion. La activacion del receptor TLR4 con el
LPS permite su acoplamiento a la NADPH oxidasa 4 (Nox4) (Park et al., 2004), lo
gue desencadena la produccién de ERO desde la membrana plasméatica o la
mitocondria, sin embargo, también pueden producirse tales especies reactivas
después de la activacion de NFkB y AP-1 (Kohchi et al., 2009).
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Tabla 2. Ligandos del TLR4 y proteinas involucradas en su sefalizacion.

Ligando Origen Proteinas

LPS Bacterias Gram negativas TLR4, CD14, MD2
Taxol Taxus brevifolia TLR4, MD2
Fibrinbgeno Trombina/trombos TLR4

HSP60/70 Enddgeno TLR4, MD2
Hialuronano Endogeno TLR4(TLR2)
Biglicano Matrix extracelular TLR4(TLR2)
HMGB1 Endogeno TLR4

LDL oxidada Endogeno TLR4 (TLR6, CD36)
Proteina surfactante A Endogeno TLR4

Proteina B-amiloide Endogeno TLR4, MD2, CD14
a-sinucleina Endogeno TLR4

1.3. TLR en células cebadas

Las CC son células inmunes del linaje mieloide. Se caracterizan principalmente por

contener una gran cantidad de granulos en los cuales almacenan mediadores

inflamatorios (Blank & Rivera, 2004). Las CC pueden participan en la defensa del

huésped a través de la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa (Morita et al.,

2016). En el ratén, las CC derivan del saco vitelino en etapas embrionarias y en el

adulto se derivan de precursores de la médula 6sea que transitan a través el

torrente sanguineo y se establecen en los tejidos periféricos para madurar (Dahlin

& Hallgren, 2015; Gentek et al., 2018). Las CC residen en los tejidos que tienen una

mayor interaccion con el medio externo (ambiente) (Lambracht-Hall et al., 1990),

sin embargo, podemos encontrarlas en casi todos los tejidos del cuerpo. En

particular, dentro del SNC se encuentran en las meninges, asi como el hipocampo,

talamo, habénula y estriado (Lambracht-Hall et al., 1990; Martinez-Gopar et al.,
2022; Silver et al., 1996; Varatharaj et al., 2012).
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La CC poseen un gran numero de receptores, como el receptor de alta afinidad
para la inmunoglobulina E (FceRl), el receptor para el factor de células madre (c-
KIT) y los TLR (Yu et al., 2016). Dependiendo del tipo de receptor activado, las CC
pueden liberar su contenido granular o promover la sintesis de citocinas para
participar en las respuestas inflamatorias (Gri et al., 2012; McCurdy et al., 2003;
Varadaradjalou et al., 2003). En la tabla 3 se muestra la expresion de los TLR en

CC de ratones y humanos, asi como también en lineas celulares.

Para el estudio in vivo de las CC se han generado ratones con deficiencias
inmunoldgicas que bloquean la diferenciacion de ese tipo celular. Los ratones c-
KitWsh/Wsh (Wsh), por ejemplo, presentan una inversion en el promotor del gen c-Kit
y, debido a eso, tienen diversas alteraciones fenotipicas, como la ausencia de
melanocitos, de células intersticiales de Cajal y de CC (Grimbaldeston et al., 2005).
Una ventaja de este modelo es que los ratones pueden ser reconstituidos con CC
provenientes de ratones silvestres (C-57BL/6J, WT) (Bennett et al., 2009;
Grimbaldeston et al., 2005; Nautiyal et al., 2011; Tanzola et al., 2003).
Recientemente, nuestro grupo de trabajo llevd a cabo, con éxito, la reconstitucion
de CC en el estriado de ratones Wsh, mediante la inyeccion intracerebroventricular
de los precursores obtenidos de médula 6sea (BMMC) de ratones WT, para asi
poder estudiar la participacion de este linaje celular dentro del SNC

especificamente en el estriado (Martinez-Gopar et al., 2021).
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Tabla 3. Expresion de los TLR en las CC de ratén, de humanos y lineas celulares
de diverso origen. (Modificada de Marshall & Jawdat, 2004; Sandig & Bulfone-Paus,

2012).
TLR Ratoén Humano Linea celular/
molécula detectada
1 BMMC mRNA PBDMC mRNA/Proteina HMC-1
FSDMC mRNA CBDMC mRNA mRNA/Proteina
LAD2 Proteina
2 BMMC mRNA/Proteina Pulmoén mRNA/Proteina LAD2 mRNA/Proteina
FSDMC mRNA/Proteina Piel mMRNA MC-9 mRNA
PBDMC mRNA/Proteina
CBDMC mRNA/Proteina
3 BMMC mRNA Pulmén mRNA LAD1 Proteina
FSDMC mRNA Piel mRNA HMC-1
PBDMC mRNA/Proteina mRNA/Proteina
Médula 6sea LAD2 mRNA/Proteina
4 BMMC mRNA/Proteina Pulméon mRNA MC-9 mRNA
FSDMC mRNA/Proteina Piel mMRNA HMC-1
PCDMC Proteina PBDMC mRNA/Proteina mRNA/Proteina
CBDMC mRNA/Proteina LAD2 mRNA/Proteina
5 No descrita hasta el Pulmén mRNA HMC-1
momento Piel mRNA mRNA/Proteina
PBDMC mRNA/Proteina LAD2 mRNA
6 BMMC mRNA PBDMC mRNA HMC-1
FSDMC mRNA mRNA/Proteina
LAD2 mRNA/Proteina
MC-9 mRNA
7 BMMC mRNA Pulmén mRNA HMC-1
FSDMC mRNA Piel mMRNA mRNA/Proteina
PBDMC mRNA/Proteina LAD2 mRNA/Proteina
8 BMMC mRNA HMC-1
mRNA/Proteina
9 FSDMC mRNA Pulmén mRNA HMC-1

mMRNA/Proteina
LAD2 mRNA/Proteina

CC derivadas de médula ésea (BMMC), CC derivadas de piel fetal (FSDMC), CC aisladas de
peritoneo (PCDMC), CC aisladas de sangre periférica (PBDMC), CC aisladas de sangre de cordén
umbilical (CBDMC).
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1.4. TLRs en el SNC

La expresion de los TLRs se ha detectado en practicamente todos los tipos
celulares que componen al SNC (Paschton, 2016), (Figura 2). De manera patrticular,
la microglia es el tipo celular donde se ha estudiado con mas detalle. Esas son
células inmunes residentes del SNC que sirven como sensores de los eventos
dafinos y proporcionan la primera linea de defensa contra los microrganismos
invasores (Olson & Miller, 2004). La microglia expresa los TLR 1-9 (Bsibsi et al.,
2002; Lee & Lee, 2002) y parece que esto ocurre porque este tipo celular deriva del
mismo linaje mieloide que los macrofagos, las células dendriticas y las CC (Becher
etal., 1996; Dalpke et al., 2002; Greaves & Gordon, 2002; Kielian et al., 2002; Olson
& Miller, 2004). Ademas, el sistema de sefializacién de los receptores TLR en la
microglia parece ser el mismo que opera en células inmunes que residen fuera del
SNC.

Tras el reconocimiento de PAMP y DAMP se ha observado la activacion de los TLR
mediante un aumento en la expresion de genes relacionados con la inflamacién,
como citocinas proinflamatorias, enzimas, moléculas de adhesion y radicales libres
en distintas areas cerebrales (Block et al., 2007; Gonzéalez-Scarano & Baltuch,
1999).
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Figura 2. Tipos celulares en el SNC con receptores TLR y sistemas de transduccion asociados.
Panel A. Distintos TLRs se han descrito en neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y microglia. Panel
B. Los sistemas de transduccion de los receptores TLR en el SNC son similares a los descritos en
células periféricas y culminan con la expresion de genes para citocinas pro-inflamatorias. Modificado
de Paschton, 2016.

Diversos estudios han demostrado que la estimulacion de la microglia de ratén con
agonistas de los TLR, incluyendo el LPS para el TLR4, el peptidoglicano para TLR2,
poli (I:C) para TLR3 y ADN de CpG para TLR9, conduce a un aumento de la
secrecion de citocinas como IFN-a, IFN-B, IL-18, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TNF-q,
NO (Olson & Miller, 2004). La liberacion de estos compuestos inflamatorios puede
llevar a eventos de exacerbacion de dafio tras un estimulo por PAMP o DAMP en
el SNC vy, por consiguiente, a la neurodegeneracion (Frenkel et al., 2010; Kielian,
2006; Lehnardt, 2010).

Las respuestas inmunes en el SNC desempeiian un papel importante en diversas
enfermedades cerebrales, ya que se ha observado la activacion de la microglia en
el parénquima cerebral (Kreutzberg, 1996). Como se menciona en la tabla 2, el
TLR4 puede reconocer a la proteina B-amiloide fibrilar y a la a-sinucleina, dos

proteinas relacionadas con enfermedades neurodegenerativas, tal
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es como la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson (EP)
(Noelker et al., 2013; Walter et al., 2007).

1.5. Enfermedades neurodegenerativas

La neurodegeneracion es caracterizada por la pérdida de manera progresiva de las
diversas estructuras y funciones neuronales que dan como resultado alteraciones
funcionales y mentales (Campbell et al., 1999). Aunque no se conocen del todo las
causas asociadas con el proceso de neurodegeneracion, éstas aumentan con la
edad (Hof & Mobbs, 2009). Asi pues, las personas mayores son las principales
afectadas y comparten procesos comunes, aunque de etiologia diferente con las
enfermedades denominadas como neurodegenerativas, dentro de las cuales
encontramos la esclerosis multiple, la esclerosis lateral amiotrofica, la EA, la EP y
la EH (Amor & Woodroofe, 2014; Chen et al., 2016). En conjunto, las enfermedades
neurodegenerativas son trastornos croénicos y degenerativos del SNC, incurables,
donde procesos como el estrés oxidante, la neuroinflamacion y neurodegeneracion

se encuentran presentes (Peterson & Toborek, 2014).

1.5.1. Enfermedad de Huntington

La EH es un desorden hereditario del SNC, derivado de la pérdida de la actividad
normal de la proteina huntingtina (Htt), ocasionada por la mutacién en el exén 1 del
gen de la huntingtina (Figura 3). El gen de la HTT se encuentra localizado en el
brazo corto del cromosoma 4. La mutacion que ocasiona la EH consiste en el
aumento de repeticiones del trinucledtido citosina-adenina-guanina (CAG) en el
primer exon del gen (Zheng & Diamond, 2012). La traduccion de este trinucledtido
repetido lleva a la sintesis de la glutamina, la cual se encuentra extendida en la
proteina Htt. El tracto de poli- glutaminas esta presente en todos los individuos de
manera normal, sin embargo, cuando el nimero de repetidos de CAG es mayor a
35, esa proteina se llama Huntingtina mutante (mHtt) y lleva al desarrollo de la EH
(Kremer et al., 1994). Un factor de suma relevancia dentro de la EH, es que, una

vez aparecidas las manifestaciones motoras de la enfermedad, el periodo de vida
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de los pacientes se estima de 15.5 afios después de iniciados los sintomas, lo cual

suele ocurrir en la cuarta década de la vida. (Ferrante, 2009).
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Figura 3. Origen molecular de la Enfermedad de Huntington (EH). Modificado de
https://www.cisbio.net/content/new-hope-for-huntingtons-disease-drug-discovery/

Existe evidencia que sugiere que los procesos excitotdoxicos y el estrés oxidante
estan involucrados en la etiologia de la EH (Browne et al.,, 1999). Esto esta
ampliamente reportado en pacientes y se ha logrado modelar en roedores (Browne
et al., 1997). Dicho estrés oxidante se caracteriza por un aumento en el dafio al
ADN, a las proteinas y a los lipidos, asi como un aumento en la actividad de las
enzimas antioxidantes tales como glutation peroxidasa, catalasa y superéxido
dismutasa (Sorolla et al., 2008). Alteraciones conductuales como cambios en el
estado de animo, la ansiedad y depresion suelen observarse en pacientes con EH
(Tampi et al., 2021).

1.5.2. DAMPy TLR en EH

La neuroinflamacién y la disfuncidbn mitocondrial se observan en numerosas

enfermedades neurodegenerativas (Beal, 1992; Brouillet et al., 1999; Mattson,
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2006), lo cual puede llevar a la liberacion de moléculas DAMP derivadas de
mitocondrias (Harper, 1992), las cuales generan reacciones inflamatorias. Dentro
de los DAMP mitocondriales se encuentran el ADN mitocondrial, el ATP, péptidos
unidos a formil metionina, el factor de transcripcion A y el citocromo C (Wilkins et
al., 2017).

En la EH se reportan defectos en la cadena respiratoria, uno de ellos consiste en la
reduccion severa en la actividad del complejo II/lll y una reduccién mas leve del
complejo IV en el caudado y putamen de pacientes con la EH (Brennan et al., 1985;
Browne et al., 1997; Butterworth et al., 1985; Gu et al., 1996), asi como la pérdida

del complejo piruvato deshidrogenasa (Butterworth et al., 1985).

Por otro lado, se ha reportado que en monocitos de pacientes con la EH, la mHtt
puede unirse al complejo IKK e inducir la degradacién acelerada de IkB,
permitiendo, asi, la translocacion al nucleo del factor de transcripcion NFkB, y
posteriormente la liberacion en condiciones basales de IL-6 y TNF-a, mostrando un
perfil pro-inflamatorio. De manera interesante, al activar los monocitos con el LPS
(ligando de TLR4), la liberacion de ambas citocinas fue mayor que la observada en

monocitos de personas sanas (Trager et al., 2014).

Existe evidencia experimental que indica que el TLR4 participa en el desarrollo de
la enfermedad de Huntington. Asi Griffioen en 2017, observé que al llevar a cabo
retro-cruzas de ratones TLR4-KO y ratones N171-82Q (ratones transgénicos de la
EH), el porcentaje de supervivencia fue mayor en las cruzas que poseian el gen de
la EH y eran heterocigotos para el TLR4, mientras que los ratones que expresaban
de manera normal el TLR4 y el gen de la EH tenian una supervivencia menor. Estos
resultados sugieren que el TLR4 estd mediando los efectos de dafio presente en

ese modelo transgénico (Griffioen et al., 2018).

Ademas de los modelos genéticos, existen modelos excitotoxicos para estudiar a

la EH. El modelo de la EH inducido por la administracién intraestriatal de &acido
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quinolinico (AQ) en ratones, reproduce la citotoxicidad que se observa en pacientes
con la enfermedad y en este modelo se observan cambios conductuales y motores
(Schwarcz et al., 1983). La administracion de AQ en el estriado ocasiona una
reduccion de los niveles de GABA y sustancia P, sin alterar los niveles de otros
neurotransmisores, asemejando las caracteristicas bioguimicas expresadas en los
pacientes con la EH (Beal et al., 1986). El AQ es un metabolito producido durante
la degradacion del triptéfano cuando éste es metabolizado por la via de las
kinureninas (Figura 4). Esta reportado que el AQ esta presente de manera normal
en el cerebro de rata y humano (Schwarcz et al., 1983). En 1981 Stone y Perkins
descubrieron que el AQ es un potente excitador de las neuronas en el SNC, debido
a que es un agonista de los receptores a NMDA (N-metil- D-aspartato) (Stone &
Perkins, 1981).
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Figura 4. Via de las kinureninas. Se muestran los principales elementos de la via (ver texto para
detalles). Modificada de Jones, 2013.
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La via de las kinureninas se encuentra en células gliales y en células inflamatorias
de la circulacion, asi como en otros grupos celulares. Diferentes grupos han
demostrado que una activacion inapropiada de la via de las kinureninas puede
conducir a un aumento de los niveles de AQ en el sistema nervioso central. La
alteracion en los niveles de AQ, esta implicada en diferentes patologias tales como
el EA, EP y EH, asi como en modelos experimentales de dichas enfermedades, que

tienen en comudn un proceso neurodegenerativo (Maddison & Giorgini, 2015).

Por otro lado, existe el modelo transgénico de la EH (linea R6/1), donde los ratones
expresan el exén 1 del gen HTT humano con 116 repeticiones de CAG. Esto lleva
a la expresion de la mHtt y la Htt normal en todos los tipos celulares del raton. La
linea R6/1 tiene un inicio tardio y una progresion lenta de la enfermedad y los
ratones muestran un déficit motor y reduccién del volumen cerebral a las 18-20
semanas de edad. Esto lo hace un modelo adecuado para estudiar la EH que se
desarrolla en adultos (Ferrante, 2009; Zheng & Diamond, 2012).

1.6. Antecedentes

En el 2021 demostramos que la ausencia de las CC en los animales Wsh disminuia
el dafio tanto conductual como oxidante, ocasionados por el AQ. La ausencia de
CC mostré un efecto protector ya que se evitd la reduccion del contenido del
neurotransmisor GABA en los animales sometidos al modelo excitotéxico del AQ.
Este efecto protector se aboli6 en animales Wsh que habian sido reconstituidos
intracerebroventricularmente (i.c.v.) con CC provenientes de ratones wild-type
(WT), lo cual demostré que las CC participan en el dafio que se induce con el AQ.
Por otro lado, en nuestro equipo de trabajo se observé que la Htt participa en las
vias de sefalizacion del TLR4 presente en las CC, y que la expresion de la mHtt
disminuye la respuesta secrecion del TNF en ese linaje celular (Pérez-Rodriguez et
al., 2020). A pesar de la informacién existente, no se conoce el mecanismo

mediante el cual las CC participan en la manifestacion de los sintomas de la EH en
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ratones sometidos al modelo neuroquimico de la EH y se desconoce el papel del
TLR4 en la inflamacion y dafio observados en ese modelo.

1.7. Justificacion

El estudio de los mecanismos involucrados en el desarrollo y/o severidad de
padecimientos crénico-degenerativos, como la EH, contribuir4 a encontrar nuevos
blancos terapéuticos para aminorar el dafio ocasionado por estas patologias. Las
evidencias que muestran la participacion de componentes inmunitarios (como las
CC y el TLR4) en la neuroinflamacion observada en modelos murinos que
mimetizan la EH, llevan a la necesidad de profundizar en el analisis de su posible
participacion en el desarrollo del dafio conductual y motor observado en la EH.

2. Hipotesis

El TLR4 presente en las CC, asi como en otras células del SNC, participa en los

procesos de neurodegeneracion observados en dos modelos murinos de la EH.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general
Estudiar la posible participacion del TLR4, con énfasis en las células cebadas, en

los procesos de neurodegeneracién observados en dos modelos murinos de la

enfermedad de Huntington.
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3.2.

1)

2)

3)

4)

5)

Objetivos especificos

Evaluar los cambios conductuales inducidos por la administracion
estriatal de AQ en ratones carentes del receptor TLR4 (TLR4-KO).

Determinar el dafio neuronal en ratones TLR4-KO sometidos al modelo

neuroquimico de la EH.

Evaluar el dafio oxidante en ratones TLR4-KO sometidos al modelo
neuroquimico de la EH.

Estudiar la participacion del TLR4 expresado en las células cebadas en

el modelo neuroquimico de la EH.

Examinar la participacion del receptor TLR4 en las manifestaciones

fenotipicas en un modelo transgénico de la EH.
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4. Materiales y métodos

4.1 Animales

En este trabajo se utilizaron ratones de las cepas C57BL/6J (WT, stock no. 000664),
B6.B10ScN-TLR4ps-del/Jth] (TLR4-KO, stock no. 007227), BGCBAF1/J (B6, stock
no. 100011, B6CbA.Tg (HDexonl)61Gpb (R6/1, stock no. 002809) y Kit
Wsh/HNihrJaeBsmJ (Wsh, stock no. 005051). Los ratones fueron comprados a The
Jackson Laboratory (Maine, USA) y criados en las instalaciones del Cinvestav y el
INNN.

Los ratones fueron mantenidos en condiciones de temperatura, humedad y ciclos
luz-oscuridad de 12:12 horas, con agua estéril y alimento Lab Diet® 5001 ad libitum.
Los ratones fueron hospedados en cajas Super Mouse® 750 (4-5 ratones por caja)
0 Super Mouse® 1500 (8-10 ratones por caja). Todos los experimentos fueron
realizados siguiendo el Guide for the Care and Use of Laboratory Animal (NIH) y la
Norma Oficial Mexica de Uso y Manejo de Animales de Laboratorio (Ochoa, 1999).
Los protocolos experimentales fueron aprobados por el CICUAL del Cinvestav y del
INNN bajo los protocolos 74-13 y 139-16, respectivamente. Las caracteristicas

relevantes de los animales utilizados para este trabajo se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Caracteristicas de las lineas de ratones empleados para la realizacion del
presente trabajo.

Nombre de la cepa Caracteristicas Nombre utilizado

en esta Tesis

C57BL/6J Ratones silvestres, expresan el receptor
TLR4 y la proteina Htt y ambas proteinas WT
son funcionales.
B6.B10ScN-TLR4"S Ratones carentes del receptor TLR4.
dely JthJ Expresan la Hit funcional. TLR4-KO
B6CBAF1/J Ratones silvestres con fondo genético
cercano al R6/1. Expresan al receptor B6
TLR4 y a la Htt en sus formas funcionales.
B6CbA.Tg Ratones que expresan al receptor TLR4
(HDexon1)61Gpb en su forma funcional y expresan dos
formas de la Htt: una forma silvestre R6/1

murina y una forma mutante humana
(mHtt).
C57BL/6JXB6CbA.Tg | Ratones generados en este trabajo. Son
(HDexonl1)61Gpb producto de la cruza de los R6/1y los
TLR4. Expresan una cantidad reducida del TLR4het/mHitt
TLR4 silvestre, ademas de expresar la Htt
silvestre y la mHtt.

Kit “s"/HNihrJaeBsmJ Ratones carentes de células cebadas
debido a una mutacion en el gen c-Kit,
gue codifica para el receptor del Factor de Wsh

crecimiento de células madre (SCF).

4.2. Reactivos y farmacos

El medio de cultivo celular (RPMI) y los componentes del medio de cultivo para las
BMMCs (HEPES, aminoacidos no esenciales, glutamina, mezcla de penicilina /
estreptomicina) y suero bovino fetal (FBS) se adquirieron de Gibco-Life
Technologies (Gaithersburg, MD, EE. UU.). Los reactivos para geles de agarosa,
PCR gendmico para genotipificacion y tincion de células con azul de toluidina fueron
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU). La IL-3 murina se adquirio a Peprotech
(Cranbury, NJ, EEUU). EIl acido quinolinico (AQ), el clorhidrato de apomorfinay el
acido ascérbico fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los reactivos para
peroxidacién de lipidos, quinina, metanol y cloroformo fueron de J.T. Baker (Toluca,
EdoMex, Mexico). El reactivo 2',7'-diacetato de diclorofluoresceina para la
medicion de ERO, fue de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). El Fluoro
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Jade B, fue de Millipore (Temecula, CA, USA), el kit de BCA para determinacion de
proteinas fue de Thermo Scientific (Rockford IL. USA). Los reactivos para la
determinacién del contenido de GABA, el acido betamercaptopropiénico, O-
ptaldehyde y GABA fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El pentobarbital
sodico Pisabital® fue de PiSA Pharmaceuticals (CDMX, Mx).

4.3. Lesion estriatal con AQ

Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.) ¥y
colocados en el aparato estereotaxico. Se utilizo solucion de yodopovidona al 10%
para esterilizar la zona de corte, se realizd un corte sagital (1.5-2.0 cm) en la linea
media entre los ojos para exponer el crdneo del raton. Se realiz6 un trepano
utilizando las siguientes coordenadas: +0.6 mm anterior y -2.0 mm lateral a bregma.
Con una jeringa Hamilton® se inyectd un microlitro de AQ (30 nmol/uL) o solucién
salina isotonica (0.9% NacCl, SSI), bajando -2.7 mm en el trepano para ubicar el
estriado derecho, de acuerdo con el atlas de cerebro de ratén (Paxinos & Franklin,
2001). La inyeccién del AQ o SSI se realizd bajo un flujo controlado de 0.5 puL/min,
utilizando una bomba de infusién, se esper6é un minuto después de la infusion para
permitir la difusién de la solucion inyectada. La piel fue suturada con un Unico punto
usando sedal y la asepsia se realiz6 nuevamente con la solucion de yodopovidona
al 10%. Se permitio la recuperacion de los ratones durante tres dias en cajas limpias
sin aserrin y, una vez recuperados se utilizaron para pruebas conductuales y otras

manipulaciones experimentales (ver siguientes secciones).

4.4. Determinacion del numero de giros ipsilaterales

Los animales recuperados de la cirugia recibieron una administraciéon de
apomorfina (1 mg/kg, s.c.) disuelta en SSI y conteniendo 1% de acido ascoérbico
para evitar su oxidacion. Cinco minutos después de la administracion de apomorfina
se empezo el conteo de giros ipsilaterales durante 60 minutos. Para ello, los ratones

fueron colocados de manera individual en cajas Super Mouse® 750 que
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previamente fueron desinfectadas con alcohol al 70% y que contenian una ligera
cama de aserrin estéril (Martinez-Gopar et al., 2022). Los animales fueron
observados durante 2 horas y se cuantific6 el nimero de giros ipsilaterales que
mostraron en ese periodo. Los resultados fueron expresados como namero de

giros/60 min.

4.5. Pruebaen la caja luz-oscuridad

Siete dias después de la cirugia estereotaxica, los ratones fueron colocados en una
caja de acrilico separada en dos compartimentos, uno claro y otro oscuro,
conectados por una puerta que permitia el libre movimiento de los ratones entre
ambos compartimentos. Antes de iniciar la prueba, la caja fue esterilizada con
alcohol al 70% vy el ratén fue colocado en el centro de la parte iluminada. Se dejo
durante 5 minutos para registrar el nimero de cruces entre ambos compartimentos,
la latencia de paso al compartimento oscuro (tiempo de latencia) y el tiempo total
de permanencia en cada compartimento (Bourin & Hascoét, 2003). La latencia y el

tiempo total de permanencia en cada compartimento se expresaron en minutos.

4.6. Prueba de campo abierto

Ocho dias después de la cirugia estereotaxica, los ratones fueron colocados en una
caja de acrilico de 42.5 x 42.5 x 20.5 cm, acoplada a un sistema de registro
automatizado de la actividad ambulatoria, ademés de los movimientos horizontales
y verticales del ratén (Auto-track Opto-Varimex 4). Antes de iniciar la prueba, la caja
fue desodorizada con alcohol al 70% vy el raton fue colocado en el centro de la caja
y observado durante 5 minutos (Garcia-Lara et al., 2018). Los resultados se

expresaron como movimientos horizontales, verticales o ambulatorios en 5 min.
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4.7. Prueba de malla invertida

Para realizar la prueba se us6 un cuadrado de 43 cm de malla de alambre que
consiste en cuadrados de 12 mm de alambre de 1 mm de didmetro, rodeado por un
marco de madera de 4 cm de profundidad que impide que algun ratén intente trepar
al otro lado. Doce dias después de la cirugia estereotaxica, se coloco el raton en el
centro de la malla, se inici6 un cronémetro y se giré la pantalla a una posicion
invertida durante 2 segundos, con la cabeza del ratdon declinando primero. Se
coloco la malla a 40-50 cm por encima de una cama de aserrin de 4 cm. Al momento
de caer el ratén se detuvo el cronémetro. Dependiendo el tiempo de permanencia
en la malla se asignaron los siguientes valores: caida entre 1-10 s = 1, caida entre
11-25 s = 2, caida entre 26-60 s = 3, caida después de 60 s = 4 (Deacon, 2013).

4.8. Andlisis de la marcha

Trece dias después de la cirugia estereotaxica, las patas traseras y delanteras de
los ratones se cubrieron con pinturas no toxicas negra y roja, respectivamente.
Luego se permitié que los ratones caminaran a lo largo de un tanel de acrilico de
50 cm de largo y 10 cm de ancho (con paredes de 10 cm de altura) hacia una caja
cerrada, se colocé una hoja de papel blanco en el suelo del tinel para obtener la
impresion de las pisadas de cada raton. Para caracterizar el patron de caminar de
cada raton, se medio la distancia promedio entre cada zancada en centimetros
(Carter et al., 1999).

4.9. Diseccion del tejido cerebral

Los ratones fueron sacrificados mediante decapitacion. Inmediatamente se fracturo
el craneo para exponer el cerebro. La extraccion del cerebro se realizo con ayuda
de una espatula, y fue lavado en un vaso de precipitado con SSI en hielo y
posteriormente colocarlo un vidrio de reloj con papel filtro, todo esto mantenido en

hielo. La diseccion estriatal se llevo a cabo con pinzas tipo relojero para separar los
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hemisferios y dejar expuesto el cuerpo estriado, disecando el lado lesionado
(estriado derecho) para colocarlo en tubos eppendorf® de 1.5 mL y almacenarlo a

-70°C hasta su analisis.

4.10. Medicién de GABA por HPLC

Un dia después de la cuantificacion de giros ipsilaterales, se administré acido 3-
mercaptopropiénico (1,2 mmol/kg, i.p.) para inhibir cualquier formacién de GABA
post-mortem (Morales-Martinez et al., 2017). Dos minutos después, se obtuvo el
cuerpo estriado lesionado y se congel6 a -70°C hasta su andlisis. Para el andlisis
por HPLC, se homogeneiz6 el tejido del estriado con 20 volimenes
(aproximadamente 400 pL) de metanol-agua (85% v/v) y las muestras se
centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos, el sobrenadante se colocé en viales
cromatograficos. La cuantificacion de los niveles de GABA se llevo a cabo utilizando
un equipo de HPLC con deteccion de fluorescencia Agilent® 1100. En primer lugar,
se realiz6 una reaccion de derivatizacion del tejido, mezclando 10 uL de reactivo de
O-ftaladehido (OPA) con 10 uL de sobrenadante de homogenizado. El volumen
resultante se mezclé 3 veces durante 10 segundos y luego se inyecto en el sistema
de HPLC usando una columna OPA-HS (PR 12.5 x 4.5 mm, ps 3 um Alltech®) con
una fase maovil que consiste en solucién tampon de acetato 50 mM (pH 5.9), que
contiene 1.5% v/v de tetrahidrofurano y metanol de calidad HPLC en un gradiente
lineal que varia de 10% a 65% de metanol. Se utilizd un detector de fluorescencia
a 232 nm de excitacion y 455 nm de emisién para detectar el GABA. Los niveles de
GABA obtenidos se normalizaron de acuerdo con el valor de concentracion de
proteina determinado para cada muestra (Morales-Martinez et al., 2017). Los

resultados se expresaron como pmol de GABA por mg de proteina.
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4.11. Cuantificacion de proteinas mediante lareaccion del acido bicinconinico
(BCA)

En una placa de 96 pozos se colocaron 95 pL de agua destilada, posteriormente se
adicionaron 5 pL de muestra. Adicionalmente se agregaron 100 uL de reactivo BCA
por muestra, la placa se incubé durante 20 minutos a 60°C. Se ley6 en equipo EON
BioTek a 540 nm y 450 nm de referencia. Antes de agregar el BCA por cada mililitro
de éste se agregaron 20 uyL de sulfato de cobre al 4%. Para obtener las
concentraciones de proteinas se realizé una curva con albumina bovina (Stoscheck,
1990).

4.12. Tincion de fluoro-jade B

Tres dias después de la cirugia estereotaxica, los ratones fueron anestesiados con
pentobarbital sédico (80 mg/kg, i.p.), posteriormente se perfundieron con 0.9%
NaCL (SSI) seguida de paraformaldehido (PFA) en buffer de fosfato 0.1 M (pH 7.4,
PBS). El cerebro fue removido y post-fjado en PFA a 4°C por 24 horas y
criopreservado en sacarosa al 20% en PBS por 24 horas y en sacarosa al 30% en
PBS por otras 24 horas a 4°C. Se realizaron cortes coronales de 30 uym en
vibratomo (Leica® VT1000 S). Los cortes fueron montados en portaobjetos
gelatinizados y se dejaron secar durante toda la noche. Al dia siguiente se
colocaron en una estufa a 50°C por 10 minutos, posteriormente se sumergieron en
solucion de NaOH al 1% en etanol al 80% por 2 minutos, seguido por 2 minutos en
etanol al 70% y 2 minutos mas en agua destilada. Después se incubaron en
solucion de KMnOa4 al 0.06% por 10 minutos, y se pasaron dos veces en agua
destilada por 2 minutos, en seguida se colocaron en solucion de fluoro-jade B al
0.0004% en acido acético al 0.1% por 20 minutos, se pasaron por agua destilada
por un minuto y se dejaron secar por 5-10 minutos en oscuridad a 50°C, se
sumergieron en xilol por 5 segundos y se sellaron con entelan. Las imagenes se

obtuvieron con microscopio de fluorescencia (Olympus® Bx51) con el objetivo 20x.
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(Martinez-Gopar et al., 2022). Los resultados se expresaron como el numero de

neuronas positivas a fluoro-jade B por campo, utilizando el software ImagenJ.

4.13. Cuantificacion de lipidos peroxidados

Dos horas después de la cirugia estereotaxica, los ratones fueron sacrificados por
decapitacion y el estriado derecho se homogenizé con 2 mL de SSI. Se separaron
dos alicuotas de 900 pL en tubos de vidrio forrados con aluminio (para evitar la
degradacion inducida por la luz). El homogenizado restante se almacené para la
cuantificacion de ERO y proteinas. A cada muestra de 900 uL se le adicionaron 4
mL de una mezcla de cloroformo-metanol (2:1, v:v), los tubos fueron agitados en
vortex por unos segundos y se dejaron reposar por 30 minutos a 4°C y protegidos
de la luz. La fase acuosa (fase superior) fue retirada. Se transfirieron 2 mL de la
fase organica a una celda de cuarzo y se adicionaron 200 uL de metanol, se mezclo
por inversion tres veces. Las muestras fueron analizadas con un espectrofotometro
de fluorescencia Perkin Elmer® LS50B a 370 nm de excitacion y 430 nm de
emision. Como referencia de la fluorescencia, se utiliz6 una solucién de quinina
(0.001 mg/mL). Los valores de fluorescencia se correlacionaron con el contenido
de proteinas de cada muestra (Pérez-Severiano et al., 2004). Los resultados se

expresaron como U.F./mg proteina.

4.14. Formacion de especies reactivas de oxigeno

Se utilizé el sobrante del homogenizado utilizado para la determinacién de lipidos
peroxidados. Se preparo una solucion de Tris-HEPES (18:1) a pH 7.4 HEPES (NaCl
120 mM, KCI 2.5 mM NaH2PO4 mM, MgClz 0.1 mM, NaHCOs3 5 mM, glucosa 6.0
mM, CaClz 1.0 mM, HEPES 10.0 mM). Se incubaron 5 pyL del homogenizado con
145 uL de la mezcla de Tris:HEPES (18:1) y 50 pyL de una soluciéon de dicloro
fluoresceina diacetato (DCFH2-DA) (50 uM) en una placa de 96 pozos a 37°C
durante 1 hora, en agitacion constante. La fluorescencia de cada muestra fue

determinada usando el equipo Biotek® FLx800 a 488 nm de excitacion y 525 nm
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de emision. Para obtener la concentracion, se utilizé una curva de DCF (Garcia-
Lara et al., 2015). Los resultados fueron expresados como nmoles DCF/mg

proteina/ 60 min.

4.15. Cruza de ratones R6/1y TLR4-KO

Para obtener ratones heterocigotos para el TLR4 con el gen de la huntingtina
mutada, se colocaron harems compuestos por un raton macho R6/1 y dos hembras
TLR4-KO. Esta cruza origind6 dos grupos diferentes de ratones, ambos
heterocigotos para el TLR4, y expresando o no el gen de la EH. Estos animales
fueron llamadas Het-TLR4 y TLR-Het/mHtt, respectivamente (ver seccién de

Disefio Experimental).

4.16. Extraccion del ADN y determinacién de genotipos

Para determinar el genotipo de cada ratén derivado del apareamiento de ratones
R6/1 y TLR4-KO, se realiz6 una PCR gendmica utilizando los cebadores
recomendados por Jackson Laboratory. Cuando la primera camada tenia 4
semanas de edad, se tom6 una biopsia de la cola, de 0.5 cm de largo, de cada
raton. A cada muestra se le afiadieron 500 uL de tampdn de lisis (Tris-base 1 M,
pH 8.5; EDTA 0.5 M; SDS 20%; NaCl 1 M) y 1.25 uL de proteinasa K (20 mg/mL).
Las muestras se mantuvieron en agitacion a 50 °C durante toda la noche. Al dia
siguiente, las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente. El sobrenadante se transfirio a un tubo limpio, se anadieron 500 uL de
isopropanol y se mezcldé vigorosamente hasta observar el ADN precipitado. El
sedimento se lavé con 500 pL de etanol al 70 % y el sedimento de ADN limpio se
dejé secar durante 5 min a temperatura ambiente. EI ADN se resuspendio en agua
destilada y la integridad se prob6 en un gel de electroforesis (1% de agarosa). La
cuantificacion y la pureza se confirmaron mediante de la determinacién de
absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotometro (Multilectora Cytation Biotek-
3) (Pérez-Rodriguez et al., 2020).
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El genotipo de los ratones R6/1 y TLR4-Het/mHtt se realizé6 mediante PCR de punto
final, amplificando el fragmento mutado del gen de la Huntingtina humana utilizando
el cebador up (3' GCA GCA GCA GCA GCA ACA GCC GCC ACC GCCQC) y el
cebador down (5' CGG CTG AGG CAG CAG CGG CTGT). Las reacciones de PCR
se prepararon de la siguiente manera (por tubo, a un volumen final de 25 yL): 1 yL
de ADN extraido (100-150 ng), 2.5 pL de solucion tampdn (Tris-base 670 mM,
(NH4).S0O4 166 mM, MgCl2 20 mM, albumina de suero bovino 1.7 mg/mL, B-
mercaptoetanol 10 mM, pH 8.8), 2.5 yL de DMSO al 100 %, 1 yL de cada cebador
(25 pmol/pL), 0.825 uL de MgClI2 50 mM, 1 uL de dNTP 12.5 mM, 0.25 pL (1,5 U/pL)
de Tag polimerasa y 12.92 uL de agua tratada con DEPC. Las condiciones
amplificacion fueron: 1 incubacion a 94 °C por 2 min, 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 65
°C por 30 s, 72 °C por 90 sy, finalmente, 1 incubacion a 72 °C por 10 min. Los
productos de PCR tenian un tamafio de 110 pares de bases y se analizaron en un
gel de agarosa al 3 %, que se tifid con gel rojo (GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
Biotium) y se observo con luz ultravioleta. La heterocigosidad para el gen TLR4 fue
confirmada por PCR gendmica
(https:/iwww.jax.org/Protocol?stockNumber=007227&protocollD23072), como lo
sugirio el proveedor y la expresion mas baja de la proteina TLR4 fue confirmada

por Western blot de biopsias de cola.

4.17. Evaluacion del fenotipo de los animales producto de la cruza TLR4-KO
X R6/1

Para la evaluacion del fenotipo de los ratones obtenidos de la cruza de los ratones
R6/1 con TLR4-KO, se seleccionaron Unicamente los machos obtenidos, dado que
se ha observado que, en hembras, la expresion del gen de mHtt suele provocar
manifestaciones mas intensas de la EH, llevando a presentar las alteraciones

bioquimicas y motoras de manera mas temprana (Naver et al., 2003).
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4.18. Seguimiento del peso corporal

Semanalmente, desde la semana 15 hasta la semana 25 de edad, de los ratones
macho obtenidos de la cruza de ratones R6/1 y TLR4-KO, asi como los ratones
R6/1, TLR4-KO, B6 y WT fueron pesados utilizando una balanza. Los resultados
fueron expresados en gramos (Q).

4.20. Prueba en rotarod

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 este trabajo
los ratones fueron sometidos a la prueba antes de cumplir la semana 15 de edad y

realizada semanalmente hasta las 25 semanas de edad.

En las sesiones de entrenamiento, los ratones son colocados a 3 diferentes
velocidades, 10, 20 y 30 rpm durante 5 min a cada velocidad. 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). La latencia (tiempo) en que los ratones cayeron de rotor,
asi como la velocidad fueron registrados (Garcia-Lara et al., 2018). Los resultados

fueron expresados en minutos para la latencia al fallo y en RPM para la velocidad.

4.21. Evaluacion de feet clasping

Desde la semana 15 hasta la 25 de edad, los ratones fueron suspendido por la cola
y sujetados durante maximo 2 minutos, a aproximadamente 10 cm de la superficie.
Durante ese tiempo, el movimiento de retraccion de patas traseras fue evaluado.
Se asignaron diferentes valores dependiendo del movimiento: ninguna contraccion
de las patas traseras durante mas de 30 segundos = 0, contraccién de una de las

patas traseras = 1, contraccion de ambas patas traseras = 2, contraccion de ambas
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patas traseras y sujecion con las patas delanteras =3 (Zhu et al., 2016). La
extension de las 4 patas fue tomada como negativo = 0.

4.22. Obtencién de células cebadas derivadas de médula 6sea (BMMC)

Se obtuvo la medula 6sea del féemur y tibia de ratones WT (Meurer et al., 2016). A
continuacion, las células de médula 0sea fueron colocados en medio RPMI 1640
suplementado con IL-3 murina recombinante (20 ng/mL), Stem cell factor murino
recombinante (10 ng/mL), 10% de suero fetal bovino, 100 Ul/mL de penicilina,
piruvato de sodio (1mM), 100 mg/mL de estreptomicina, 50 pM de
B.Mercaptoetanol, solucion antibiotica-antimicotica 1x y aminoacidos no esenciales
1 mM. Las células fueron cultivadas a 37°C con 5% de CO:2 por 5-7 semanas,

remplazando el medio cada 5-6 dias (Manetz et al., 2001).

4.23. Reconstitucion intracerebroventricular (i.c.v.) de células cebadas

Las BMMC de los cultivos se contaron en la cAmara de Neubauer y se colectaron
5x10° células de los cultivos y posteriormente fueron centrifugadas por 6 minutos a
750 g, el sobrenadante fue removido y el pellet celular fue lavado una vez y
resuspendido en buffer Tyrode (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgClz, 1.8 mM
CaClz, 5.6 mM glucosa, 20 mM HEPES, pH 7.4). Para la reconstitucion i.c.v., se
siguié el mismo procedimiento utilizado para generar la lesién con AQ, cambiando
las coordenadas: -1.0 mm lateral a bregma y -2.0 mm ventral para ubicar el
ventriculo derecho e infundiendo las 5x10° células en 100 uL de buffer Tyrode
(Martinez-Gopar et al., 2022). Los ratones se dejaron recuperar durante 2 semanas.

4.24. Tincién de azul de toluidina

Dos semanas posteriores a la reconstitucion i.c.v., los ratones fueron anestesiados
con pentobarbital sodico (80 mg/kg, i.p.), posteriormente se perfundieron con SSIy
con paraformaldehido (PFA) al 4% en buffer de fosfato 0.1 M (pH 7.4, PBS). El
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cerebro fue removido y post-fijado en PFA a 4°C por 2 horas y criopreservadas en
sacarosa al 30% en PBS a 4°C hasta su uso. Se realizaron 48 cortes coronales de
30 um (coordenadas 1.9 a -2.3 mm respecto a bregma), utilizando un microtomo
Zeiss® Hyrax C25, los cortes fueron colocados en cubreobjetos gelatinizados. Los
cortes fueron hidratados con agua destilada pasando las laminillas dos veces
rapidamente y sumergidos en una solucion de azul de toluidina [5 mL stock de azul
de toluidina (1 g azul de toluidina en 100 mL de etanol al 70%) + 45 mL NaCl 1%
(pH 2.5)] por 2 minutos. Después, los cortes fueron sumergidos en agua destilada
y deshidratados en etanol de 95% y 100% v/v y aclaradas con xilol. Se adicion6
medio de montaje Entelan. Los cortes fueron analizados usando un microscopio
Leica® DM750 equipado con camara digital Leica® ICC50E. Los cortes fueron
escaneados bilateralmente de manera manual usando el software LAS EZ v3.2.1.
Las imagenes fueron obtenidas con los objetivos 40x y 100x (Martinez-Gopar et al.,

2022). Los resultados fueron reportados como el nimero de CC en el estriado.

4.25. Andlisis estadistico

Los valores individuales fueron graficados indicando la media de cada grupo + el
ESM. Primeramente, la distribucién normal de los datos fue determinada utilizando
la prueba de Shapiro-Wilk. Posteriormente, para los datos con distribucién normal,
se utiliz6 ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey, para los datos que no
cumplian la distribucién normal se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis seguida por U
de Mann-Whitney. Para los datos del fenotipo de la cruza de ratones R6/1 y TLR4-
KO se realiz6 la prueba de ANOVA de dos vias. Un valor de p < 0.05 fue
considerado estadisticamente significativo. Todos los analisis y graficas fueron

realizados utilizando el Software GraphPad Prism v.9.
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4.26. Disefio experimental

Con el fin de alcanzar los primeros tres primeros objetivos de este trabajo, se
realizaron distintas pruebas bioquimicas y conductuales en ratones silvestres y

ratones carentes del receptor TLR4 (Figura 5).

[ objetivo3 | [ objetivo 2 Objetivo 1

WT

- Cuantificacién STk
‘ Administracién de EROS uoro-jade GABA
~ L intraestriatal
4 ‘/ Caja luz-

Acido |__oscuridad abierto invertida
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Campo malla Andlisis de

Prueba de
l la marcha
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TLR4-KO v v ipsi:chles — ] < ‘
7 Peroxidacién !
’ R p—— —f————
0 2 4 7 8 12
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Figura 5. Disefio experimental para el cumplimiento de los objetivos 1, 2 y 3. Grupos de ratones
macho adultos WT y TLR4-KO recibieron una administracién intraestriatal de SSI o de AQ.
Posteriormente, se realizaron pruebas bioguimicas y conductuales a los tiempos 6ptimos reportados
para cada parametro (ver seccion de Materiales y Métodos). Imagen disefiada con Biorender.com

De manera particular, ratones hembras adultos WT y TLR4-KO recibieron una
administracion de SSI o de AQ en el estriado. Para cumplir con el objetivo 1, los
animales se dejaron recuperar durante siete dias después de la administracion para
realizar las pruebas de caja luz-oscuridad, ocho dias para evaluar el movimiento en
campo abierto, 12 dias para realizar la prueba de malla invertida y 13 dias para
realizar el analisis de la marcha segun se describe en la seccion de Materiales y
Métodos. Para cumplir con el objetivo 2, grupos de animales tratados con SSI 0 QA
se dejaron recuperar durante tres dias. Después de ese tiempo, fueron
anestesiados con pentobarbital sédico y perfundidos por via intracardiaca, se les
extrajo el cerebro y se realizaron cortes coronales de 30 um. Posteriormente, se
procesaron las muestras para realizar la tincion de fluoro-jade B y se analizaron los
cortes por medio de microscopia de fluorescencia. Asimismo, tres dias posteriores

a la lesion estriatal con AQ, se midieron los giros ipsilaterales inducidos por la
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administracion de apomorfina. Al dia siguiente, los ratones fueron tratados con
acido 3-mercaptopropionico y sacrificados por decapitacion, se disecciond el
estriado lesionado y se llevé a cabo la medicion de GABA por HPLC y contenido de
proteinas por BCA. Finalmente, para cumplir el tercer objetivo, dos horas
posteriores a la lesion estriatal con AQ, los ratones fueron sacrificados por
decapitacion, se diseccioné el estriado lesionado y se homogenizo el tejido con
solucion salina isotdnica, a continuacion, se realizé la cuantificacion de lipidos
peroxidados y una parte del homogenizado fue destinado a medir la formacion de

especies reactivas de oxigeno (ERO) y contenido de proteinas por BCA.

Para el cumplimiento del objetivo 4, ratones Wsh fueron reconstituidos i.c.v. con
BMMC de ratones WT y TLR4-KO (Figura 6). Para asegurar la correcta
reconstitucion del estriado, dos semanas posteriores a la administracion i.c.v. los
ratones fueron perfundidos intracardiacamente, se extrajo el cerebro y se realizaron
cortes coronales de 30 um, posteriormente se realizo la tincion de azul de toluidina
y se analizaron los cortes bajo microscopio. Una vez asegurada la reconstitucion,
otro grupo de ratones fue reconstituido y dos semanas después los ratones de ese
grupo se sometieron al modelo neuroquimico de la EH. Tres dias posteriores a la
lesion se midieron los giros ipsilaterales inducidos por la administracion de
apomorfina, en un grupo independiente de ratones dos horas posteriores a la lesion
estriatal con AQ, los ratones fueron sacrificados por decapitacion, se disecciono el
estriado lesionado y se homogenizd el tejido con solucidn salina isotonica. A
continuacion, se realizé la cuantificacion de lipidos peroxidados, y una parte del
homogenizado fue destinado para medir la formacién de especies reactivas de
oxigeno y contenido de proteinas por BCA. Como controles fueron utilizados

ratones Wsh tratados i.c.v. con vehiculo.
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Figura 6. Disefio experimental para el cumplimiento del objetivo 4. Ratones Wsh fueron
reconstituidos intraestriatalmente con BMMCs generadas a partir de ratones WT o TLR4-KO. Como
control, se utilizaron animales Wsh que recibieron una administracion intraestriatal de ISS. Catorce
dias después, los animales fueron sometidos al modelo neuroquimico de la EH y se realizaron
distintas determinaciones bioquimicas y conductuales (ver seccion de Materiales y Métodos).

Imagen disefiada con Biorender.com

Con el fin de cumplir el objetivo 5, se realizo la cruza de ratones R6/1 con ratones
TLR4-KO, para generar animales que fueran heterozigotos para el receptor TLR4 y
gue expresaran la mHtt. Los genotipos esperados en la descendencia (F1) pueden
verse en la Figura 7, donde se muestra el cuadro de Punnett esperado para la

cruza.

44



Nombre:
TLR4-KO

Genotipo:
TLR4-/- Htt+/+

Gametos | ==P» TLR4- Htt+ TLR4-Htt+ TLR4- Htt+ TLR4- Htt+
TLR4- Htt+ | TLR4-Hit+ TLR4-Htt+ | TLR4-Htt+
TLR4+ Htt+ TLRA+ Htt+ TLR4+ Htt+ TLR4+ Htt+ TLRA+ Htt+
TLR4- Hit+ | TLR4-Htt+ | TLRA-Ht+ | TLR4-Hit+ Nombre:
TLRA+HU+ | 1) pa+ s | TLR4+Htt+ | TLRA+ Htt+ | TLRA4+ Htt+ TLR4-Het
Nombre:
R6/1
Genotipo: TLR4+ Hit- TLR4- Hit+ | TLR4-Htt+ TLR4- Htt+ TLR4- Hit+
TLRA+/+ Htt+/- TLR4+ Htt- | TLR4+Htt- | TLR4+Htt- | TLRA+ Htt-
TLR4-Htt+ | TLR4Htt | TLR4-Htt+ | TLR4- Hit+ Nombre:
TLRA+HW- | 7 R4+ Hit | TLR4+Ht | TLR4+Htt- | TLR4+ Hit- TLR4-Het/mHtt

Figura 7. Cuadro de Punnett con los genotipos posibles de los ratones producidos de la cruza de
ratones TLR4-KO y R6/1. Se muestran los genotipos de los ratones utilizados en la cruza y los
animales resultantes (F1). En los recuadros rojo y amarillo se muestran los nombres de los grupos
de animales utilizados en esta tesis, asi como sus correspondientes genotipos. Imagen disefiada
con Biorender.com

Una vez obtenidos los ratones TLR4-Het y TLR4-Het/mHtt se evalué semanalmente
el fenotipo (peso corporal, prueba de rotarod y feet clasping), desde la semana 15
hasta la semana 25 de edad. Como controles se evaluaron ratones R6/1 y TLR4-
KO, asi como ratones silvestres de sus respectivos fondos genéticos (ratones
B6CBAF1/J y C57BL/6J, respectivamente) los cuales fueron reunidos en un solo
grupo denominado como C57/B6 debido a que no se encontraron diferencias

significativas entre los parametros medidos en esos ratones (Figura 8).
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Figura 8. Disefio experimental para el cumplimiento del objetivo 5. Ratones TLR4-KO, TLR4-Het y
TLR4-Het/mHtt se dejaron crecer hasta la semana 15 y después se realizaron diversas evaluaciones
semanales hasta la semana 25. Como control, se form6 un grupo de animales silvestres con el fondo
genético C57BL6/J y el fondo genético B6CBA. Ese grupo de ratones fue nombrado C57/B6. Imagen
disefiada con Biorender.com
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5. Resultados

5.1. La ausencia del TLR4 modifica los cambios en la actividad locomotora
inducidos por la administracion estriatal de AQ

El efecto de la administracion de AQ ratones TLR4-KO se muestra en la Figura 9A,
donde se representa en promedio los giros ipsilaterales contabilizados en los
diferentes grupos durante 60 minutos. Los ratones WT y TLR4-KO inyectados con
SSI no mostraron giros ipsilaterales durante la evaluacion. Los ratones WT
inyectados con AQ mostraron un mayor nimero respecto a los giros contados en
los ratones WT inyectados con SSI. Los ratones TLR4-KO inyectados con AQ
mostraron un mayor nimero de giros ipsilaterales respecto a los ratones TLR4-KO
inyectados con SSI. Los ratones TLR4-KO inyectados con AQ presentaron un
menor numero de giros ipsilaterales en comparacion con los ratones WT inyectados
con AQ. Un grupo independiente de ratones fue inyectado con AQ, siete dias
después de la inyeccion con AQ se realizé la prueba de campo abierto y se registrd
el nimero de movimientos verticales, horizontales y ambulatorio (Fig. 9B, C y D).
Los ratones WT y TLR4-KO inyectados con SSI no presentaron ninguna diferencia
significativa en los movimientos verticales, movimientos horizontales y movimientos
ambulatorios. Los ratones WT inyectados con AQ no presentaron ninguna
diferencia significativa con los ratones WT inyectados con SSI en los movimientos
verticales, horizontales y ambulatorios. Los ratones TLR4-KO inyectados con AQ
mostraron un menor nimero de movimientos que los ratones TLR4-KO inyectados
con SSI, en movimientos verticales, horizontales y ambulatorios. Los ratones TLR4-
KO inyectados con AQ presentaron un numero menor de movimientos que los

ratones WT inyectados con AQ, en los movimientos verticales y horizontales.
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Figura 9. Efecto del AQ en la generacion de giros ipsilaterales y movimientos verticales en ratones.
Ratones TLR4-KO y WT intraestriatalmente administrados con AQ (30 nmol/uL) o 1 yL de SSI. A)
Giros ipsilaterales contados durante 60 minutos. Siete dias después de la administracién con AQ,
se realiz6 la prueba de campo abierto se conté el nUmero de movimientos: B) verticales, C)
horizontales y D) ambulatorios, en la, durante 5 minutos. Los datos representan el promedio de +
ESM de 5-8 ratones por grupo. Prueba de U de Mann-Whitney ¥P<0.05 vs SSI, °P<0.05 vs TLR4-
KO (ANOVA Kruskal-Wallis, Giros ipsilaterales: H (3,28) = 25.40, P<0.001; Mov. Verticales: H (3,27)
=8.29, P=0.040; Mov. Horizontales: H (3,27) = 12.19, P=0.007; Mov. Ambulatorios: H (3,27) = 11.53,
P=0.009).
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Los valores promedio de cada grupo + el error estdndar de la media (ESM), se
muestran resumidos en la Tabla 5. Estos resultados muestran que la inyeccion con
AQ no modifica la conducta locomotora en ratones WT, sin embargo, en ausencia
del TLR4, si se observan cambios locomotores después de la inyeccion estriatal
con AQ.

Tabla 5. Valores promedio de los giros ipsilaterales y de la actividad locomotora en
ratones inyectados intraestriatalmente con SSI o AQ.

WT + SSI TLR4-KO + SSI WT + AQ TLR4-KO + AQ
Giros ipsilaterales durante 60 min
0 giros | 0 giros | 109 £8giros® | 335 giros®
Movimientos verticales durante 5 min
29.20 + 3.89 49.83 +6.16 45.00 £ 7.21 31.50 + 6.67
movimientos © movimientos movimientos © movimientos

Movimientos horizontales durante 5 min

483.00 + 87.39
movimientos

870.80 + 147.50
movimientos

489.60 + 103.60
movimientos ¢

256.40 £ 50.34
movimientos#

Movimientos ambulatorios durante 5 mi

286.60 + 60.46
movimientos

539.00 + 98.91
movimientos

306.30 + 76.09
movimientos

153.5 + 34.97
movimientos &

Los datos representan la media £+ ESM de 5-8 ratones por grupo. Prueba de U de Mann-Whitney
&P<0.05 vs SSI, °P<0.05 vs TLR4-KO (ANOVA Kruskal-Wallis, Giros ipsilaterales: H 3,28y = 25.40,
P<0.001; Mov. Verticales: H 3,27)= 8.29, P=0.040; Mov. Horizontales: H 3,27)= 12.19, P=0.007; Mov.
Ambulatorios: H 3.27y= 11.53, P=0.009).

5.2. Lainyeccion intraestriatal con AQ no produce cambios en la conducta de
ansiedad y la coordinacién motora

Para evidenciar la participacion del TLR4 sobre los cambios en la conducta de
ansiedad inducida por la administracion estriatal de AQ, a los mismos ratones a los
gue previamente se habian evaluado en la prueba de campo abierto, fueron
también evaluados en la caja de luz oscuridad. El nimero de cruces entre ambos
compartimentos, asi como el tiempo que tardan en pasar al compartimento oscuro
(tiempo de latencia) o el tiempo total de permanencia en cada compartimento fue
registrado. Los ratones WT inyectados con AQ no mostraron diferencias
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significativas con respecto a los ratones WT inyectados con SSI en el tiempo de
latencia, tiempo en luz, tiempo en oscuridad ni el nimero de cruces. De igual forma,
no se encontré ninguna diferencia significativa entre los ratones TLR4-KO
inyectados con AQ y los TLR4-KO inyectados con SSI en los diferentes parametros.
Los ratones TLR4-KO y WT inyectados con AQ no mostraron diferencias
significativas en el tiempo de latencia, tiempo en luz, tiempo en oscuridad ni el

ndmero de cruces.

Tabla 6. Valores promedio en la conducta de ansiedad en ratones inyectados
intraestriatalmente con SSI o AQ.

WT+SSI | TLR4-KO+SSI |  WT+AQ | TLR4-KO+AQ
Latencia de entrada
62.88 + 21.45 68.64 + 14.61 66.79 £ 14.76 58.39 + 18.26
segundos segundos segundos segundos
Tiempo en luz
116.4 £ 15.75 116.0 £ 18.59 114.1+£11.18 117.6 £ 11.17
segundos segundos segundos segundos
Tiempo en oscuridad
184.1 £ 15.73 184.8 £ 18.71 187.1+10.98 1829+ 11.17
segundos segundos segundos segundos
Numero de cruces
15.80 + 2.25 16.00 + 1.59 17.25 +3.22 20.25 + 4.58
cruces cruces cruces cruces

Los datos representan la media + ESM de 5 ratones por grupo. Prueba de U de Mann-Whitney
P<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo. (ANOVA Kruskal-Wallis, Latencia
entrada: H z27y= 0.5713, P=0.903; Tiempo en luz: H 27= 0423, P=0.738; Tiempo en oscuridad: H
@27 = 0.4603, P=0.713; Numero cruces: H .27 = 0.3521, P=0.788).

La media de cada grupo + ESM se encuentra en la tabla 6. Estos resultados indican
gue la inyeccion estriatal con AQ no altera la conducta de ansiedad en ratones WT
ni TLR4-KO.

Continuando con las evaluaciones conductuales, en el mismo grupo de ratones

evaluados en la prueba de ansiedad, se midié la coordinacién motriz mediante dos

pruebas. Los ratones WT inyectados con AQ no mostraron cambios significativos

50



en el puntaje obtenido en comparacion con los ratones WT inyectados con SSI. De
igual forma, los ratones TLR4-KO inyectados con AQ no presentaron cambios
significativos en el puntaje obtenido en comparacion con los ratones TLR4-KO
inyectados con SSI. Al dia siguiente se analiz6 la marcha de los ratones.
Obteniendo impresiones de las patas, se midio la distancia de zancada de: pata
delantera derecha, pata delantera izquierda, pata trasera derecha y pata trasera
izquierda (Ningun cambio significativo se observo en la distancia de zancada entre
los ratones WT inyectados con AQ y WT inyectados con SSI, asi como entre los
ratones TLR4-KO inyectados con AQ y TLR4-KO con SSI. La media de cada grupo
+ el ESM se encuentran en la tabla 7. Estos resultados indican que la inyeccion

estriatal con AQ no altera la coordinacién de los ratones WT ni TLR4-KO.

Tabla 7. Valores promedio en la coordinacion motora modelo inyeccion de AQ.

WT+SSI | TLR4-KO+SSI |  WT+AQ | TLR4-KO+AQ
Puntaje malla invertida
24+024 | 25%022 | 214%026 | 1.714%0.8
Distancia de zanca pata delantera derecha
6.4+016cm | 6.8+025cm | 6.37+0.14cm | 6.34+0.16 cm

Distancia de zanca pata delantera izquierda
6.44+0.13cm | 6.83+0.23cm | 65+014cm | 6.33+0.18cm
Distancia de zanca pata trasera derecha
6.46+0.18cm | 6.93+0.12cm | 6.19+017cm | 6.3+0.33cm
Distancia de zanca pata trasera izquierda

6.32+020cm | 6.87+0.18cm | 631+0.18cm | 6.36+0.24cm

Los datos representan la media + ESM de 5 ratones por grupo. Prueba de U de Mann-Whitney
P<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo. (ANOVA Kruskal-Wallis, Puntaje malla
invertida: H 327y = 6.030, P=0.110; Zanca delantera derecha: H 327y = 0.6107, P=0.616; Zancada
delantera izquierda: H 327y = 0.6107, P=0.833; Zancada trasera derecha: H 3,27y = 0.432, P=0.130;
Zancada trasera izquierda: H (3,27 = 0.5065, P=0.205).

5.3. Laausenciadel TLR4 disminuye el dafio neuronal después de lainyeccion

estriatal con AQ

Para evaluar si el TLR4 contribuye al dafio neuronal después de la inyeccion con
AQ, grupos independientes de ratones TLR4-KO y WT fueron inyectados
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estriatalmente con AQ. Tres dias después de la inyeccion con AQ, se realizé la
tincion de fluoro-jade B para determinar neurodegeneracion (Fig. 10A, B, C, Dy F).
Los ratones WT inyectados con QA presentaron un mayor numero de células
positivas a fluoro-jade B en comparacion con los ratones WT inyectados con SSI.
De igual modo los ratones TLR4-KO inyectados con AQ presentaron un mayor
namero de células positivas en comparacion con los ratones TLR4-KO inyectados
con SSI. De manera interesante los ratones TLR4-KO inyectados con AQ
presentaron un menor namero de células positivas que los ratones WT inyectados
con ese compuesto. Para confirmar la contribucion del TLR4 en el dafio neuronal
inducido por AQ, en el grupo de ratones que fueron usados para evaluar los giros
ipsilaterales se determinaron los niveles de GABA estriatal por HPLC (Fig. 10G), al
dia siguiente de la evaluacion conductual. Los ratones WT inyectados con AQ
presentaron una menor concentracion de GABA estriatal respecto a los ratones WT
inyectados con SSI. Los ratones TLR4-KO inyectados con AQ no mostraron
diferencia significativa con los ratones TLR4-KO inyectados con SSI. Estos
resultados muestran que la ausencia del TLR4 reduce el dafio neuronal inducido

por la inyeccion estriatal de AQ en ratones.
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Figura 10. La ausencia del TLR4 reduce el dafio neuronal en ratones inyectados estriatalmente con
AQ. Ratones TLR4-KO y WT fueron inyectados en el estriado derecho con 1 yL de AQ (30 nmol/uL)
o 1 uL de SSI. A) Esquema representativo del corte coronal del sitio lesionado. B y C) Imagenes
representativas de los cortes coronales estriatales tefiidos con fluoro-jade inyectados con SSI, D y
E) imégenes representativas de estriado inyectados AQ, observados a 20x. F) nimero de células
positivas a fluoro-jade B por campo. G) Muestra la concentracion de GABA estriatal por HPLC. Los
datos representan la media + ESM de 3-6 ratones por grupo. Prueba de Tukey &P<0.05 vs SSlI,
9P<0.05 vs TLR4-KO (ANOVA de una via, Células positivas a fluoro-jade B: F (3,9) = 36.08, P<0.001;
pmol GABA: F(3,9) = 6.713, P=0.003).
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5.4. Laausenciadel TLR4 disminuye el dafio oxidante después de lainyeccion
estriatal con AQ

Para determinar si el TLR4 contribuye al dafio oxidante después de la inyeccion
estriatal de AQ, ratones TLR4-KO y WT fueron inyectados estriatalmente con AQ
(Fig. 11A). Los ratones WT inyectados con AQ presentaron una mayor formacion
de ERO que los ratones WT inyectados con SSI. El mismo efecto se observé en los
ratones TLR4-KO inyectados con AQ en comparacion con los TLR4-KO inyectados
con SSI. Ninguna diferencia significativa se observé entre los ratones WT y TLR4-
KO inyectados con AQ. En el mismo tejido estriatal homogeneizado, se midio la
cantidad de lipidos peroxidados (Fig. 11B). Los ratones WT inyectados con AQ
aumentaron la cantidad de lipidos peroxidados en comparacion con los ratones WT
inyectados con SSI En los ratones TLR4-KO inyectados con AQ de igual forma se
observé un aumento en la cantidad de lipidos peroxidados en comparacion con los
ratones TLR4-KO inyectados con SSI. Algo interesante es que los niveles de lipidos
peroxidados en los ratones TLR4-KO inyectados con AQ fue menor que el de los
ratones WT inyectados con AQ (2.45 + 0.21 vs 3.93 + 0.29 U.F.). Estos resultados
muestran que la ausencia del TLR4 disminuye la peroxidacion de lipidos de manera

independiente a la formacion de ERO en ratones inyectados estriatalmente con AQ.
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Figura 11. La ausencia del TLR4 reduce el dafio oxidante en ratones inyectados estriatalmente con
AQ. Ratones TLR4-KO y WT fueron inyectados en el estriado derecho con 1 yL de AQ (30 nmol/uL)
o 1 uL de SSI (como control de ausencia de dafio). Dos horas después de la inyeccion con AQ, se
midid: A) formacion de especies reactivas de oxigeno y B) peroxidacion de lipidos en el estriado.
Los datos representan la media £+ ESM de 7-9 ratones por grupo. Prueba de Tukey ¥P<0.05 vs SSI,
aP<0.05 vs TLR4-KO (ANOVA de una via, nmol DCF: F (3,33) = 21.03, P<0.001; U.F.: F(3,9) =
25.50, P<0.001).

5.5. Laausenciadel TLR4 en las células cebadas no modifica el dafio inducido
por lainyeccidn estriatal de AQ

Para determinar la participaciéon del TLR4 presente en las CC en el dafio
ocasionado por la inyeccién estriatal con AQ, se realiz6 la reconstitucion estriatal
de ratones carentes de CC (Wsh) con CC derivadas de médula 6sea (BMMC) de
ratones WT o TLR4-KO y se evaluo el éxito de la reconstitucion. Las BMMC fueron
inyectadas i.c.v. y las CC se cuantificaron dos semanas después de la inyeccion.
Se utilizaron ratones WT como referencia del niumero normal de CC presentes en

el estriado de ratones (Fig. 12).
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Figura 12. Reconstitucion de las CC en el cerebro de ratones Wsh. Imagenes representativas de las
rebanadas de estriado, A) WT, B) Wsh, C) Wsh + BMMC WT y D) Wsh + BMMC TLR4-KO, E) el
nuamero de CC fue determinado en todo el estriado de los ratones de manera bilateral. Los datos
representan la media + ESM de 3-5 ratones por grupo. Prueba de Tukey ***P<0.05 vs Wsh (ANOVA
de una via, Numero de células cebadas: F(3,13) = 22.70, P=0.822).
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Dos semanas después de la inyeccion i.c.v. de BMMC WT o TLR4-KO, se
obtuvieron cortes coronales del estriados de los ratones y se realizo tincion de azul
de toluidina para identificar las CC. Los ratones Wsh presentaron un menor niumero
de CC que los ratones WT. Cuando los ratones Wsh fueron reconstituidos con
BMMC WT, el numero de CC se incrementé en comparacion con los ratones Wsh.
De igual forma, en los ratones Wsh reconstituidos con BMMC TLR4-KO se observo
un incremento en el numero de CC en el estriado en comparacion con los ratones
Wsh. Ninguna diferencia significativa entre el nimero de CC en el estriado fue
observada entre los ratones Wsh reconstituidos con BMMC WT y TLR4-KO, asi
como con los ratones WT. Estos resultados indican que la ausencia del TLR4, no
afecta la capacidad de las CC para establecerse en el estriado de los ratones Wsh.
Para determinar la participacion del TLR4 presente en las células cebadas en el
dafo ocasionado por la inyeccién estriatal con AQ, ratones Wsh y ratones Wsh
reconstituidos con BMMC WT o TLR4-KO fueron inyectados estriatalmente con AQ.
Tres dias después de la administracién del AQ, se administr6 apomorfina i.p. para
inducir los giros ipsilaterales, los giros fueron contados durante 60 minutos (Fig.
13A). Los ratones Wsh reconstituidos con BMMC WT inyectados con AQ
presentaron un mayor numero de giros ipsilaterales que los ratones Wsh inyectados
con AQ. De igual forma, los ratones Wsh reconstituidos con BMMC TLR4-KO e
inyectados con AQ presentaron un mayor nimero de giros ipsilaterales que los
ratones Wsh inyectados con AQ. No se encontrd ninguna diferencia significativa en
el numero de giros ipsilaterales entre los ratones Wsh reconstituidos con BMMC
WT o TLR4-KO inyectados con AQ. En un grupo independiente de ratones, dos
horas después de la inyeccion con AQ, fue cuantificada la formacién de ERO en el
estriado usando DCFH-DA (Fig. 13B). Los ratones Wsh reconstituidos con BMMC
WT inyectados con AQ presentaron una mayor formacién de ROS que los ratones
Wsh inyectados con AQ. De igual forma, los ratones Wsh reconstituidos con BMMC
TLR4-KO e inyectados con AQ presentaron una mayor formacion de ERO que los
ratones Wsh inyectados con AQ. No se encontr6é ninguna diferencia significativa en

la formacién de ERO entre los ratones Wsh reconstituidos con BMMC WT o TLR4-
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KO inyectados con AQ. En las mismas muestras de tejido estriatal homogenizado,
se midi6 la cantidad de lipidos peroxidados (Fig. 13C). Los ratones Wsh
reconstituidos con BMMC WT inyectados con AQ presentaron una mayor cantidad
de lipidos peroxidados que los ratones Wsh inyectados con AQ. De igual forma, los
ratones Wsh reconstituidos con BMMC TLR4-KO e inyectados con AQ presentaron
una mayor cantidad de lipidos peroxidados que los ratones Wsh inyectados con
AQ. No se encontré ninguna diferencia significativa en la cantidad de lipidos
peroxidados entre los ratones Wsh reconstituidos con BMMC WT o TLR4-KO
inyectados con AQ. Estos resultados indican que no es necesario el TLR4 en CC
para establecer el dafio inducido por la inyeccion estriatal de AQ en ratones Wsh.
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Figura 13. La ausencia del TLR4 en CC no modifica los giros ipsilaterales y dafio oxidante en ratones
inyectados estriatalmente con AQ. Ratones Wsh (carentes de células cebadas), fueron
reconstituidos i.c.v. con células cebadas derivadas de medula 6sea (BMMC) obtenidas de ratones
WT (BMMC WT) o BMMC obtenidas de ratones TLR4-KO (BMMC TLR4-KO), dos semanas después
fueron inyectados en el estriado derecho con 1 pL de AQ (30 nmol/uL) o 1 puL de SSI (como control
de ausencia de dafio). A) Tres dias después de la administracién del AQ, se administré apomorfina
i.p. para inducir los giros ipsilaterales, los giros fueron contados durante 60 minutos. Dos horas
después de la inyeccién con AQ en un grupo independiente de ratones se midi6: B) formacion de
especies reactivas de oxigeno y C) peroxidacién de lipidos en el estriado. Prueba de U de Mann-
Whitney ***P<0.05 vs Wsh. (ANOVA Kruskal-Wallis, Giros ipsilaterales: H (2,17) = 9.02, P<0.001).
Prueba de Tukey ***P<0.05 vs Wsh (ANOVA de una via, nmoles DCF: F(2,15) = 27.95, P<0.001;
U.F.: F(2,15) = 34.87, P<0.001).
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5.6. El TLR4 participa en la ganancia de peso corporal en ratones R6/1

Para probar si el TLR4 participa en la aparicion del fenotipo caracteristico de los
ratones transgénicos de la EH (R6/1), ratones R6/1 y TLR4-KO fueron apareados,
los ratones obtenidos de dicha cruza dieron como resultado dos grupos de ratones,
ambos heterocigotos para el TLR4 y con el gen humano de la HD (mHtt) y sin él,
estos grupos de ratones fueron nombrados como TLR4-Het/mHtt y TLR4-Het,
respectivamente. Estos ratones fueron evaluados semanalmente desde la semana
15 a 25 de edad, y como referencia del fenotipo de cada uno se evaluaron a la par
ratones R6/1 y TLR4-KO, asi como los respectivos fondos genéticos B6 y C-57
respectivamente, Unicamente los ratones macho de los diferentes grupos fueron

evaluados.

El primer rasgo fenotipico evaluado fue la ganancia de peso corporal (Fig. 14). La
prueba de ANOVA de dos vias revel6 una interaccion estadisticamente significativa
entre el fondo genético de los grupos y la semana de evaluacion (Fz330=6.29, P =
0.0523; Cepa Fs3,330 = 15.09, P < 0.0001; Tiempo F3,330 = 21.90, P < 0.0001) en la
ganancia del peso corporal. El andlisis post hoc mostré que el peso corporal de los
ratones TLR4-KO, R6/1 y TLR4-Het/mHtt es diferente respecto al grupo C-57/B6.
Asi mismo el peso corporal de los ratones TLR4-Het/mHtt fue diferente respecto al
grupo R6/1. Este resultado indica que el TLR4 tiene un papel en la ganancia del

peso corporal en los ratones R6/1.
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Figura 14. Efecto del TLR4 en la ganancia de peso corporal en ratones R6/1. Ratones R6/1y TLR4-
KO fueron puestos en cruza, los ratones obtenidos de la cruza (TLR4-Het y TLR4-Het/mHtt) fueron
pesados semanalmente. Como controles se usaron ratones R6/1 y TLR4-KO asi como sus
correspondientes fondos genéticos B6 y C-57 respectivamente. Los datos representan la media +
ESM de 8-16 ratones por grupo. ANOVA de dos vias seguida de Tukey post hoc. P<0.05 fue
considerado como estadisticamente significativo. * Vs C-57/B6, a vs TLR4-KO, # vs R6/1, and - vs
TLR4-Het.

60



5.7. El TLR4 participa en la coordinacién motora de los ratones R6/1

La segunda caracteristica fenotipica evaluada fue la coordinacion motora usando
la prueba de rotarod (Fig. 15). La prueba de ANOVA de dos vias no revel6 alguna
interaccion estadisticamente significativa entre el fondo genético de los grupos y la
semana de evaluacion (Fs330=0.7276, P = 0.1433; Cepa F3330=5.234, P = 0. 0045;
Tiempo F3,330 = 5.894, P = 0. 0028) en el tiempo en que los ratones caian del rotor.
El analisis post hoc mostro que el tiempo en el rotor de los ratones TLR4-KO y R6/1
es diferente que el grupo C-57/B6. Al analizar la velocidad, la prueba de ANOVA de
dos vias no revel6 alguna interaccion estadisticamente significativa entre el fondo
genético de los grupos y la semana de evaluacion (Fs,330 = 2.255, P = 0.0656; Cepa
F3330=4.718, P = 0.0025; Tiempo Fs330= 14.37, P < 0.0001). El analisis post hoc
mostrd que los ratones TLR4-KO y R6/1 fueron diferentes que el grupo C-57/B6, de
igual forma la velocidad de caida de los ratones TLR4-Het/mHtt fue diferente del
grupo R6/1. Estos resultados muestran que el TLR4 esta involucrado en la

coordinacion motora de los ratones R6/1.
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Figura 15. Efecto del TLR4 en la coordinacion motora en ratones R6/1. Ratones R6/1 y TLR4-KO
fueron puestos en cruza, los ratones obtenidos de la cruza (TLR4-Het y TLR4-Het/mHtt) fueron
evaluados semanalmente en la prueba de rotarod desde la semana 15 a 25 de edad. Como controles
se usaron ratones R6/1 y TLR4-KO asi como sus correspondientes fondos genéticos B6 y C-57
respectivamente. A) Tiempo de caida del rotor y B) velocidad en RPM fueron registrados por cada
raton. Los datos representan la media + ESM de 8-16 ratones por grupo. ANOVA de dos vias
seguida de Tukey post hoc. P<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo. * vs C-
57/B6, a vs TLR4-KO, # vs R6/1, and - vs TLR4-Het.
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5.8. EI TLR4 participa en la conducta de feet clasping en los ratones R6/1

La ultima caracteristica fenotipica evaluada fue la conducta de feet clasping (Fig.
16). La prueba de ANOVA de dos vias reveld una interaccion estadisticamente
significativa entre el fondo genético de los grupos y la semana de evaluacion (Fs 330
=0.7276, p < 0.0001; Cepa Fs,330 = 85.24, p < 0. 0001; F3,330=26.30, p < 0. 0001)
en la escala de feet clasping. El analisis post hoc mostro reveld que la escala de
feet clasping de los ratones TLR4-KO, R6/1, TLR4-Het y TLR4-Het/mHtt es
diferente que el grupo C-57/B6. Asi mismo la escala de feet clasping de los ratones
TLR4-Het/mHtt fue diferente al del grupo R6/1. Estos resultados muestran que el

TLR4 participa en la aparicion de la conducta de feet clasping en ratones.
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Figura 16. Efecto del TLR4 en la conducta de feet clasping en ratones R6/1. Ratones R6/1 y TLR4-
KO fueron puestos en cruza, los ratones obtenidos de la cruza (TLR4-Het y TLR4-Het/mHtt) fueron
evaluados semanalmente desde la semana 15 a 25 de edad. Los datos representan la media + ESM
de 8-16 ratones por grupo. ANOVA de dos vias seguida de Tukey post hoc test P<0.05 fue
considerado como estadisticamente significativo. * vs C-57/B6, ® vs TLR4-KO, # vs R6/1, and - vs
TLR4-Het.
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6. Discusién

En este trabajo se evalu6 la participacion del receptor Toll-ike 4 en las
manifestaciones observadas en dos modelos de la EH. En el modelo de inyeccion
estriatal de AQ, la administracion estriatal de AQ no genera cambios en la conducta
de ansiedad y coordinacion motriz en el raton. Sin embargo, si ocasiona
modificaciones a la actividad locomotora, el dafio neuronal y la peroxidacion de
lipidos. En esos efectos, participa el receptor TLR4, ya que su ausencia disminuye
los dafios ocasionados por el AQ. A pesar de la participacién de las CC en el
modelo neuroquimico de la EH, la ausencia especifica del TLR4 en las CC del
estriado no tiene un efecto importante en el dafio ocasionado por el AQ. Finalmente,
la menor expresion del TLR4 modifica la aparicion y desarrollo de manifestaciones
fenotipicas (ganancia de peso corporal, coordinacion motora y conducta de feet
clasping) en el modelo transgénico de la EH (linea R6/1 de ratones).

6.1. Efecto de la ausencia del TLR4 en la actividad locomotora en el modelo
de inyeccion de AQ

Los resultados de este trabajo muestran una disminuciéon en el nimero de giros
ipsilaterales en los ratones TLR4-KO en comparacion con los ratones WT después
de la inyeccion de AQ. La lesion unilateral con AQ es uno de los modelos mas
usados para estudiar alteraciones relacionadas con la EH (Sanberg et al., 1989).
Este modelo permite el estudio de cambios en la actividad locomotora, como lo son
los giros inducidos por la administracion de apomorfina después de la lesion con
AQ (Marrannes & Wauquier, 1988). La apomorfina activa la via indirecta de los
ganglios basales, la cual regula el paro de los movimientos voluntarios (Costaix et
al., 1979). Noelker y colaboradores reportaron que los ratones TLR4-KO tienen
mayores niveles de dopamina en el estriado y mas células positivas a la tirosina
hidroxilasa (TH, enzima limitante para la sintesis de dopamina) en comparacion con
los ratones WT (Noelker et al., 2013). Este hecho nos condujo a la hipétesis de que

los ratones TLR4-KO podrian presentar mas giros ipsilaterales, sin embargo, se
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observé el efecto contrario. En el modelo de inyeccion estriatal con AQ, la
disminucién en el numero de giros ipsilaterales obtenida por un tratamiento suele
interpretarse como una sefial de neuroproteccion (Régulier et al., 2002), dado que
la capacidad de cualquier tratamiento para permitir la disminucion de esta alteracion
en este modelo experimental puede ayudar a disminuir los sintomas locomotores
presentes en la EH. Hasta el momento de la realizacion de este proyecto, no
existian reportes de cambios en la prueba de campo abierto después de la
inyeccion con AQ en ratones, sin embargo, los resultados muestran una
disminucién en la actividad locomotora medida en la prueba de campo abierto. No
obstante, Shear y colaboradores reportaron que ratas inyectadas con AQ en el
estriado de manera bilateral lleva a un aumento en la actividad locomotora evaluada
en la prueba de campo abierto dos y cuatro semanas después de la inyeccién con
AQ y realizando la prueba en el ciclo nocturno de las ratas (Shear et al., 1998). Esto
sugiere que factores como la especie (raton o rata), el ciclo circadiano de evaluacién
(dia 0 noche), tipo de lesion (unilateral o bilateral) y tiempo de evaluacién después
de la inyeccion de AQ (dias o semanas) pueden afectar de manera diferencial la
actividad locomotora espontanea. Este efecto observado en los ratones TLR4-KO
después de la inyeccion estriatal de AQ (disminucion en la actividad locomotora)
provee informacién nueva acerca de un posible efecto modulador del cerebro en la
actividad locomotora a través del receptor TLR4, en respuesta a un dafio como el

inducido por el AQ.

6.2. La inyeccion de AQ en las conductas de ansiedad y coordinacion en

ratones.

Los resultados muestran que la inyeccion con AQ no tiene efectos en la conducta
de ansiedad en ratones. La conducta de ansiedad esta asociada con alteraciones
de la via de la kinurenina en el estriado (Lago et al., 2017; Savitz et al., 2015). Se
ha observado que la inyeccion de AQ en el estriado de rata reduce el nivel de Nrf2
lo cual se asocia a depresion y ansiedad (Bansal et al., 2019), sin embargo, en

nuestro estudio no se observé que la lesion tuviera efectos en la conducta de
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ansiedad en la prueba de luz-oscuridad. Por otro lado, el dafio estriatal se asocia
con alteraciones en la coordinacion (Graybiel et al., 1994) y la inyeccion bilateral de
AQ en el cerebro de ratas ocasiona alteraciones en la coordinacion motora medidas
con la prueba de rotarod a los 7, 14 y 21 dias después de la administracion (Gill et
al., 2017). No obstante, en nuestras pruebas no logramos detectar ningn cambio
en dicha conducta. Las diferencias entre nuestros resultados y los reportados en
ratas podrian explicarse porque se ha reportado que el estriado caudal de los
ratones consta de tres regiones claramente diferenciadas (la region media, la
intermedia y la lateral) y que estas regiones difieren en la densidad de neuronas
espinosas medianas (MSN) del tipo D1 y del tipo D2 (Miyamoto et al., 2019). De
manera particular, se sabe que las MSN del tipo D1 son las responsables del control
del movimiento (Kravitz et al., 2012). El sitio en el que nosotros administramos el
AQ pudo ser parte de la region intermedia, donde las neuronas MSN del tipo D1
son poco abundantes y, por lo tanto, la lesién no afectd significativamente las
conductas motoras. Otra explicacidén podria estar relacionada con la compesasion
de uno de los hemisferios cerebrales en el control de la coordinacion, la especie o
el tiempo de evaluacion ya que el trabajo de Gill et al., 2017 se administré de
manera bilateral AQ en el estriado de ratas, observando cambios en la coordinacion
en la prueba de malla invertida a los 21 dias posteriares a la lesion. Futuros estudios
analizando cuidadosamente la zona de administracion y el tipo de amniistracion
(bilateral) de ese compuesto, y observando la densidad de MSN tipo D1 en esa
region, ayudaran a obtener una explicacibn mas adecuada para nuestros

resultados.

6.3. Efecto de la ausencia del TLR4 en el dafio neuronal inducido por la

administracién estriatal de AQ.

Los resultados muestran una disminucion en el numero de células positivas a la
tincion de fluoro-jade B (marcador de neurodegeneracion) en los ratones TLR4-KO
en comparacion con los ratones C-57 después de la inyeccion con AQ. La inyeccién

de AQ en el estriado lleva a una degeneracion selectiva de las neuronas
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GABAergicas (Schwarcz et al., 2010). Esta reportado que la inyeccion estriatal de
AQ activa vias de necrosis y apoptosis en distintas células (Silva-Islas et al., 2022).
Al respecto, diferentes grupos de trabajo han reportado una reduccion en el dafio
neuronal en ratones TLR4-KO en modelos agudos de la EP inducida por la
administracion de MPTP, una neurotoxina especifica para neuronas nigroestriatales
dopaminérgicas (Campolo et al., 2019a; Mariucci et al., 2018) y en un modelo
cronico de la EP inducido por MPTP y probenecid (agente que disminuye los
niveles de acido Urico y potencia la pérdida de neuronas dopaminérgicas por la
MPTP) (Shao et al.,, 2019). Por otro lado, Noelker y colaboradores reportaron
niveles menores del acido homovanilico (el principal metabolito de la degradacion
de la dopamina) en ratones deficientes del TLR4 después de la administracion de
MPTP, lo cual es interpretado como un menor dafio en las vias nigroestriatales
(Noelker et al., 2013). Esta reportado que la inyeccion de AQ conlleva a una
disminucién en el contenido de GABA en el estriado (Beal et al., 1986), sin embargo,
los resultados muestran que los ratones TLR4-KO inyectados con AQ tienen
mayores concentraciones de GABA en comparacion con los ratones WT inyectados
con AQ y al mismo tiempo no presentan diferencias significativas con el contenido
de GABA en los ratones TLR4-KO inyectados con SSI. Esto sugiere que el TLR4
podria modular el contenido de GABA estriatal, lo cual concuerda con el trabajo
realizado por Yan y colaboradores, donde observaron que la activacién del TLR4
reduce los sistemas GABAEérgicos a través de la supresion en la sintesis y liberacién
de GABA (Yan et al.,, 2015), pudiendo sugerirse que la ausencia del receptor

module de manera mas efectiva los niveles de GABA tras la lesién con AQ.

6.4. Ausencia del TLR4 en el dafio oxidante en el modelo de inyeccién de AQ.

Los resultados muestran una disminucion en el contenido de lipidos peroxidados
en los ratones TLR4-KO inyectados con AQ en comparacion con los ratones WT
sometidos al mismo tratamiento. El dafio oxidante generado por el AQ puede ser
inducido por la activacion del receptor NMDA llevando a eventos de excitotoxicidad,

sin embargo, otros mecanismos, como la formacion de reaccion de Fenton
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(formacién de complejos con Fe**), pueden incrementar la formacion de ERO y
lipidos peroxidados. Esta reaccion es independiente de la activacion del receptor
NMDA (Bansal et al., 2019). Se ha reportado que la ausencia del TLR4 reduce la
respuesta inflamatoria y dafio oxidante en modelos de la EP (Campolo et al., 2019a;
Noelker et al., 2013; Shao et al., 2019). Algunas células inmunolégicas necesitan
ERO para activar diferentes vias de sefializacion (Abg Abd Wahab et al., 2019). Gill
y colaboradores reportaron que la inyeccion estriatal de AQ en ratas produce un
incremento en citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-1p), niveles de nitritos y
lipidos peroxidados (Gill et al., 2017; Kalonia et al., 2011). Asi mismo, Park y
colaboradores reportaron que el dominio TIR del TLR4 tiene una interaccién directa
con el dominio COOH de la Nox4, y que la activacion del TLR4 por LPS lleva a un
aumento de ERO y produccion de TNF-a en células HEK293T (Park et al., 2004).
Algunos reportes puntualizan que el sistema de NADPH oxidasa (Nox) es el
principal productor de ERO en las células de mamiferos (Haslund-Vinding et al.,
2017). Campolo y colaboradores reportaron que la deficiencia del TLR4 disminuye
la produccion de ERO después del tratamiento con MPTP en ratones (Campolo et
al., 2019b). Por otro lado, todos los TLR pueden activar diferentes isoformas de la
Nox, lo cual lleva a un aumento en la produccién de ERO (Haslund-Vinding et al.,
2017). Como se habia mencionado antes, la capacidad el AQ en llevar a cabo la
reaccion de Fenton, abre la posibilidad de que existan cambios en la peroxidacion
de lipidos de manera independiente en la formacion de ERO, lo cual indica que el
TLR4 tiene un mecanismo de accion selectivo en respuesta al dafio oxidante

inducido por la inyeccion estriatal de AQ en ratones.

6.5. Ausencia del TLR4 en las células cebadas en el modelo de inyeccion de

AQ.

Los resultados muestran que la ausencia del receptor TLR4 no modifica el papel de
las CC en el dafio neuroquimico inducido por la inyeccion de AQ. Previamente
nuestro equipo de trabajo reportd que las CC presentes en el cerebro de los ratones

contribuyen de manera significativa al el dafio neuronal y bioquimico ocasionado
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por la administracion de AQ (Martinez-Gopar et al., 2022). Hasta el momento, no
se sabe silas CC son activadas directamente por el AQ o por algun producto de las
células danadas por ese compuesto. Por ejemplo, existen evidencias indirectas de
gue la activacion de las CC por el AQ dependeria de receptores distintos a los de
NMDA, dado que las CC del peritoneo de ratas no expresan las subunidades NR1,
NR2A, NR2B y NR2C (Daeffler et al., 1999). Sin embargo, el fenotipo de las CC de
la cavidad peritoneal es de tipo conectivo y hasta el momento no se ha definido si
las CC residentes en el parénquima cerebral son similares a las del peritoneo. Por
otro lado, las CC de distintos tejidos expresan al receptor de productos finales de
glicacion avanzada (RAGE) (Sick et al., 2010) y se sabe, por medio de estudios de
docking molecular, que ese receptor puede reconocer al AQ mediante su dominio
VC1 (Bongarzone et al., 2017). Si bien la participacion de las CC en el dafio
inducido por el AQ esta claro (Martinez-Gopar et al., 2022), el receptor TLR4 no
parece ser una molécula involucrada en la activacion de ese tipo celular en el
modelo neuroquimico de la EH. Otros receptores de la inmunidad innata
expresados en las CC pudieran ser los responsables de la activacion de esas
células después de la administracion del AQ, al reconocer no solamente a esa
molécula, sino a DAMP producidos por células dafiadas.

6.6. Participacion del TLR4 en la ganancia de peso corporal de ratones R6/1.

En el analisis de la ganancia de peso corporal en animales adultos se encontraron
varios resultados de particular interés. En primer lugar, aquellos animales carentes
del receptor TLR4 tuvieron una ganancia de peso mayor a la registrada en animales
WT. Esto concuerda con lo reportado por Barron et al., 2017, donde se mostré el
mismo fendmeno. La razén de este aumento de peso fue analizada por Li y
colaboradores, quienes reportaron que la deplecion del TLR4 en neuronas
dopaminérgicas de ratones incrementa el consumo de alimento, y, por lo tanto, el
peso corporal (Li et al., 2021). En segundo lugar, los animales TLR4-Het mostraron
una menor ganancia de peso en comparacion a los TLR4-KO, lo que permite

hipotetizar que la restitucion parcial de la expresion del TLR4 permite la
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regularizacion del consumo de alimento en los ratones. En tercer lugar, observamos
que los ratones R6/1 tienen una muy pobre ganancia de peso en comparacion a los
animales WT, lo que concuerda con datos ya reportados por otros grupos de
investigacion que observaron el mismo fendmeno (Garcia-Lara et al., 2018). La
razén parece estar relacionada a que en los animales R6/1 existen alteraciones en
las vias metabdlicas de la sintesis de glicolipidos y gangliésidos (Desplats et al.,
2007), asi como en las del colesterol (Gonzalez-Guevara et al., 2020). Finalmente,
los resultados de la presente tesis muestran una disminucion en la ganancia de
peso corporal en los ratones TLR4-Het/mHtt en comparacién con los ratones R6/1
a partir de la semana 22, lo que sugiere fuertemente que la expresiéon disminuida
del receptor TLR4 aumenta el dafio metabdlico inducido por la expresion de la mHtt.
Nuestros datos coinciden con los de Griffioen y colaboradores, quienes reportaron
una la reduccién del peso corporal en los ratones N171-82Q (otro modelo genético
de la EH) que eran heterocigotos para el TLR4 (Griffioen et al., 2018).

6.7. Participacion del TLR4 en la coordinacion motora de ratones R6/1

Los resultados muestran un retraso en la aparicion de las alteraciones en la
coordinacion motora en los ratones TLR4-Het/mHtt en comparacion con los ratones
R6/1. Se sabe que una caracteristica fenotipica de los ratones R6/1 es una
disminucién en la coordinacién motora evaluado mediante la prueba de rotarod
(Angeles-Lépez et al., 2021). La coordinacion motora es regulada por el cerebelo,
el cual se encuentra en constante comunicacién con el estriado y la corteza
(Lalonde & Strazielle, 2011). Zhu y colaboradores reportaron que los ratones TLR4-
KO tienen un menor nimero de neuronas en el cerebelo (especificamente las
células de Purkinje), asi como también tienen un mejor desempefio en la prueba de
rotarod en comparacion con ratones WT (Zhu et al., 2016), sin embargo en este
trabajo se observo el efecto contrario (un peor desempefio en el rotarod), lo cual
concuerda con lo reportado por Somensi y colaboradores quienes observan un peor
desempefio en la coordinacién motora de los ratones TLR4-KO (Somensi et al.,

2021). La discrepancia entre nuestros datos y los de Zhu y colaboradores podria
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deberse a que, en nuestro estudio, los ratones WT fueron generados y mantenidos
en una colonia diferente a la de los TLR4-KO, mientras que los utilizados por el
mencionado grupo de investigacion provenian de la cruza de los TLR4-Het
directamente. Por otro lado, en el estudio de Somensi, los ratones (tanto TLR4-KO
como los WT) fueron generados a partir de una colonia generada y mantenida por
cruzas consanguineas por un tiempo prolongado. Esto sugiere fuertemente que el
fondo genético de las cepas pudiera tener una influencia en el papel del TLR4 en
la coordinacion motora y este es un aspecto en el que debe profundizarse estudios

futuros.

6.8. Efecto del TLR4 en la conducta de feet clasping de ratones R6/1.

Los resultados de este trabajo muestran una disminucion en la severidad de la
conducta de feet clasping en los ratones TLR4-Het/mHtt en comparacion con los
ratones R6/1. La conducta de feet clasping es un parametro fenotipico mas de las
alteraciones observables en los ratones R6/1 (Garcia-Lara et al., 2018). La
conducta del feet clasping se ha asociado con diferentes estructuras cerebrales
como el estriado y el cerebelo (Lalonde & Strazielle, 2011). Zhu y colaboradores
proponen que esta conducta en los ratones TLR4-KO se encuentra asociada a un
menor numero de células de Purkinje en el cerebelo (Zhu et al., 2016), lo cual podria
explicar por qué los ratones TLR4-KO, TLR4-Het y TLR4-Het/mHtt expresan esta
conducta. La presencia de la conducta de feet clasping en los ratones TLR4-KO
sugiere que la menor expresion del TLR4 en los ratones R6/1 adelantaria y
agravaria la conducta de feet clasping, sin embargo, el efecto contrario se observo,
probablemente por un efecto neuromodulador del TLR4, ya que se ha reportado
una interaccion entre la neuroinflamacion y algunos neurotransmisores (como
glutamato, GABA y dopamina) en el estriado y cerebelo en la modulacién de
conductas motoras (Abg Abd Wahab et al., 2019). Yan y colaboradores reportan
gue el TLR4 atenua la sintesis de GABA y la actividad postsinaptica del receptor
GABA en el cuerno de la raiz dorsal (Yan et al., 2015) y Noelker y colaboradores

reportan que el TLR4 regula los niveles de dopamina en el estriado (Noelker et al.,
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2013). Adicionalmente, algunos estudios reportan que el TLR4 en el SNC esta
involucrado en la memoria y el aprendizaje (Qiang et al., 2018), en el decline
cognitivo (Lu et al., 2015), en la modulacion de la neurogénesis en el cerebro en
respuesta al dafio (Ye et al., 2017) y en distintos eventos de neuroplasticidad
(Lewitus et al., 2016). Por otro lado, la expresion de la mHtt ha sido relacionada con
procesos de neuroinflamacion y dafio neuronal (Crotti et al., 2014). Un incremento
en el dafio celular puede llevar a una elevada produccion de DAMP los cuales
pueden activar al TLR4, amplificando los efectos deletéreos de la respuesta
inflamatoria. La ausencia del TLR4 o su expresion reducida puede limitar la

respuesta inflamatoria y el consiguiente dafio neuronal.

7. Conclusiones

El TLR4 es un receptor de reconocimiento de patrones que se ha estudiado
recientemente en trastornos neurodegenerativos. Este trabajo muestra, por primera
vez, que ese receptor participa en el desarrollo de las manifestaciones fenotipicas
de la EH en dos modelos murinos de ese padecimiento. El receptor TLR4 esta
involucrado en el dafio neuronal inducido por la administracion intraestriatal de AQ,
asi como en los cambios en la produccion de ERO, peroxidacion de lipidos y las
alteraciones en los niveles de GABA observados ese modelo neuroquimico de la
EH. Ademas, el TLR4 participa en la aparicion del feet clasping en el modelo
genético R6/1 de la EH. Finalmente, aunque existe evidencia de que las CC
participan en la neuroinflamacién observada en el modelo del AQ, no son activadas
a través del TLR4. El presente trabajo contribuye a la caracterizacion celular y
molecular de los fendbmenos que subyacen al dafio producido en la EH, sugiriendo
gue el receptor TLR4 podria ser usado como un blanco para el tratamiento de

algunos sintomas de esa patologia (Figura 17).
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Figura 17. Conclusiones. El receptor TLR4 es una molécula central en la generacion de dafio por
administracion intraestriatal de AQ, asi como en la manifestacion de la conducta de feet-clasping en
el modelo genético R6/1 de la EH. Imagen disefiada con Biorender.com

8. Perspectivas

1) Profundizar en el estudio de las distintas regiones del estriado afectadas en
el modelo neuroquimico de la EH y la participacion de las neuronas
espinosas medianas D1 y D2 en los efectos motores de la administraciéon
unilateral del AQ.

2) Profundizar en el estudio del papel del TLR4 en la supresion de la sintesis y
liberacién de GABA en el estriado y otras estructuras cerebrales.

3) Analizar las vias de sefalizacidon que conectan la activacion del receptor
TLR4 con la peroxidacion de lipidos de manera independiente a la formacion
de ERO, dado que no se ha reportado esa via hasta el momento.

4) Caracterizar los mecanismos moleculares de activacion de las CCs en el
modelo de dafio por AQ, dado que, aunque ese tipo celular participa en la

manifestacion del dafo, el TLR4 no parece ser el receptor involucrado.
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5) ldentificar los principales tipos celulares en los cuales se activa el TLR4 y
contribuye al dafio neuronal después de la administracion del AQ.

6) Evaluar la influencia del fondo genético de las cepas de los ratones en las
funciones que el TLR4 tiene en la ganancia de peso y la coordinaciéon motora
en modelos murinos.

7) Evaluar la respuesta inflamatoria (sintesis de citocinas y otros mediadores
inflamatorios) desencadenada por el TLR4 y averiguar si alguna citocina o
mediador en particular contribuye de manera preponderante, a la
manifestacion de los sintomas de la EH, mediante antagonistas especificos.

8) Evaluar el efecto que un antagonista farmacologico del receptor TLR4 tiene
sobre las manifestaciones fenotipicas de la EH en el modelo del AQ vy el
modelo R6/1.
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