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RESUMEN

La glucosa es el principal sustrato energético utilizado por el cerebro, sin embargo, durante
la cetogénesis inducida por el ayuno o la hipoglucemia prolongada, los cuerpos cetonicos
(CC), acetoacetato (AcAc) y B-hidroxibutirato (BHB) pueden servir como sustratos alternos
ala glucosa. Los CC aumentan la viabilidad neuronal en diferentes modelos de dafio, pero
los mecanismos por los cuales ejercen su efecto protector todavia no estdn del todo
dilucidados. En este estudio se investigo si el efecto protector del isémero D del BHB (D-
BHB) sobre la muerte inducida por la ausencia (AG) y reintroduccion de glucosa (RG), esta
relacionado con la autofagia. La autofagia es un proceso de degradacion lisosomal que se
activa bajo estrés energético en el que se degradan proteinas y organelos dafados,
suministrando energia para mantener la viabilidad. Dicho proceso es regulado
negativamente por el complejo mTORC1 durante condiciones normales; sin embargo,
durante el estrés energético, éste es fosforilado e inhibido por la cinasa activada por AMP
(AMPK) en el residuo de serina 792, estimulando asi la activacién de la autofagia.

Los resultados muestran que el proceso de autofagia se activa en las neuronas corticales
cultivadas en condiciones de AG, como lo indica el aumento en los niveles de la forma
lipidada y activa de la proteina LC3-II (microtubule associated protein light chain 3), la cual
es necesaria para la formacion de autofagosomas, y por el aumento en el nimero de
autofagosomas. En una etapa temprana de RG ocurre la degradacion del contenido
autolisosomal, ya que los niveles de la proteina p62/SQSTM1 disminuyen. Esta proteina se
encarga de capturar proteinas ubiquitinadas y transportarlas al autofagosoma donde seran
degradadas junto con p62/SQSTM1 después de la fusién con el lisosoma. En cultivos
expuestos a AG y RG en presencia de D-BHB, los niveles de LC3-Il y p62/SQSTM1 decaen
rapidamente y permanecen cercanos al nivel control durante toda la fase de RG, sugiriendo
que el D-BHB estimula el flujo autofagico, previniendo asi la acumulacion de
autofagosomas y mejorando la viabilidad neuronal.

Por el contrario, el isémero L del BHB, que es metabdlicamente inactivo, no modificé los
niveles de LC3-Il ni de p62/SQSTM1 ni durante la AG o la RG. Evidencia experimental
indica que la activacion de la autofagia durante la AG y las etapas tardias de la RG
correlaciona con un aumento en la fosforilacion de la proteina RAPTOR (la cual fosforila e
inhibe a mTORCL1), sugiriendo que la inhibicion de mTORCL1 participa en la activacion de la
autofagia. En presencia de D-BHB, la fosforilacion tardia de RAPTOR no tiene lugar
sugiriendo que la homeostasis celular se restablece y no se estimulan las respuestas de
alarma en contra del estrés energético, como es la inhibicion mTORCL1 y la consecuente

activacion de la autofagia.



ABSTRACT

Glucose is the major energy substrate in brain, however, during ketogenesis induced by
starvation or prolonged hypoglycemia, the ketone bodies (KB), acetoacetate and -
hydroxybutyrate (BHB) can substitute glucose. KB improve neuronal survival in diverse
injury models, but the mechanisms by which KB prevent neuronal damage are still not well
understood. In the present study we have investigated whether protection by the D isomer
of BHB (D-BHB) against neuronal death induced by glucose deprivation (GD), is related to
autophagy. Autophagy is a lysosomal-dependent degradation process activated during
nutritional stress, which leads to the digestion of damaged proteins and organelles providing
energy for cell survival. It is negatively regulated by mTORCL1 during normal conditions,
however, during energy stress, mMTORC1 is phosphorylated and inhibited by AMP-activated
kinase (AMPK) at Ser 792 residue, thus, stimulating autophagy activation.

Results show that autophagy is activated in cortical cultured neurons during GD, as
indicated by the increase in the levels of the lipidated form of the microtubule associated
protein light chain 3 (LC3-Il), a protein involved in the formation of autophagosomes, and
the augmented number of autophagic vesicles. At early phases of glucose reintroduction
(GR), the levels of p62/SQSTM1 declined suggesting that the degradation of the
autophagolysosomal content takes place at this time. p62/SQSTM1 recruits and transports
ubiquitinated proteins to the autophagosome for their degradation, and it is itself degraded
after the autophagosome-lysosome fusion. In cultures exposed to GD and GR in the
presence of D-BHB, the levels of LC3-1l and p62/SQSTML1 rapidly declined and remained
close to basal levels during GR, suggesting that the KB stimulates the autophagic flux
preventing autophagosome accumulation and improving neuronal survival. In contrast, the
metabolically inactive L isomer of BHB did not alter neither LC3-1l nor p62/SQSTML1 content,
either during GD nor during GR, although it partially improved neuronal viability.
Experiments indicate that autophagy activation during GD and the late stages of GR
correlates with  RAPTOR phosphorylation (which inhibits mTORC1) suggesting that
MTORCL1 inhibition is involved in autophagy activation. In presence of D-BHB, RAPTOR
phosphorylation at late stages of GR does not take place suggesting that cellular
homeostasis has been reestablished and the responses against energy stress such as

inhibition of MTORCL1 and autophagy activation are not stimulated.



ABREVIATURAS

3-MA: 3-metiladenina

o-KG: Alfa-cetoglutarato

AcAc: Acetoacetato

Acetil-CoA: Acetil coenzima A

AG: Ausencia de glucosa

AA: Aminoécidos

AMPK: Cinasa activada por AMP

Asp: Aspartato

ATP: Adenosin trifosfato

BECNL1: Beclina 1

BHB: B-Hidroxibutirato

BHB-DH: B-Hidroxibutirato deshidrogenasa

Cat: Catalasa

CC: Cuerpos cetobnicos

CQ: Cloroguina

D-BHB: Isbmero D del B-Hidroxibutirato
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GD: Glucose deprivation
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EFECTO DEL B-HIDROXIBUTIRATO SOBRE LA AUTOFAGIA INDUCIDA POR
LA PRIVACION DE GLUCOSA EN NEURONAS CORTICALES DE RATA EN
CULTIVO

Introduccion

I.- Cuerpos cetobnicos

Los cuerpos cetonicos (CC), acetoacetato (AcAc), B-hidroxibutirato (BHB) y acetona (figura
1A), son el producto de la degradacion de los &cidos grasos y se forman en condiciones
especificas, como el ayuno prolongado, durante el periodo de lactancia en los neonatos, al
consumir una dieta alta en grasas y proteina (80-90%) y baja en hidratos de carbono (10%)
(dieta cetogénica); asi como también durante episodios de hipoglucemia o en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 descontrolada, entre otras (Robinson, 1980). Durante un periodo
de estrés energético, el AcAc y el BHB pueden utilizarse como sustratos alternativos,
aportando 4.2 y 4.7 Kcallg, respectivamente (Morris, 2005; Desrochers, 1995); La acetona
es producto de la descarboxilacion espontanea del AcAc, es volatil y se elimina por via
respiratoria, por lo que no puede integrarse al metabolismo. Los CC pueden aportar mas
del 60% del gasto energético de las neuronas, dependiendo de la concentracién alcanzada
en plasma (Hashim & Vanltallie, 2014).

La tabla 1 muestra el porcentaje de aporte de energia al cerebro por los cuerpos cetdnicos

dependiendo de la concentracién alcanzada durante diferentes periodos de ayuno.

Duracion del Concentracién de CC % de aporte de
ayuno alcanzada (mM) energia al cerebro
12-24 horas 0.3-0.5 3-5
2-3 dias 15 18
8 dias 5 60
> 20 dias 7 >60

Tabla 1. Proporcion de energia aportada por los CC al cerebro durante periodos de
ayuno en funciéon de su concentracion en plasma. (Modificada de Hashim &
Vanltallie, 2014).

En condiciones fisioldgicas y con niveles normales de glucosa en plasma (70-100 mg/dl),
la concentracion de los CC en sangre es menor a 0.2 mM, y la relacion BHB:AcAc es 1:1.
En un periodo de induccién de cetogénesis bajo los estimulos anteriormente mencionados,
los niveles aumentan (>0.2 mM, hipercetonemia); si rebasan los 7 mM puede ocurrir
cetoacidosis, condicidn comun en pacientes diabéticos descontrolados cuyos niveles de
cetonas pueden alcanzar los 25 mM, y en la que la relacién BHB:AcAc es 10:1 (Robinson,
1980; Laffel, 1999).
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La sintesis de cuerpos cetdnicos (cetogénesis) ocurre en las mitocondrias del higado como
consecuencia de la B-oxidacion de acidos grasos a una tasa proporcional a ésta (McGarry
y Foster, 1980; Cotter et al., 2013); el acetil-CoA liberado se utiliza para formar compuestos
que, al oxidarse, puedan dar lugar a acetil-CoA nuevamente, disponible para la produccién
de energia (figura 1B). La cetogénesis se da en una serie de reacciones a partir de la
condensacién de dos moléculas de acetil-CoA por medio de la enzima tiolasa, quien al
liberar una molécula de coenzima A, da lugar a acetoacetil-CoA; posteriormente, la
hidroximetil glutaril-CoA sintetasa (HMG-Co0A-S) integra un grupo acetilo proveniente de
una tercera molécula de acetil-CoA para formar hidroximetil glutaril-CoA. La enzima
hidroximetil glutaril-CoA liasa (HMG-CoA-L) dara lugar al AcAc, el cual al reducirse por la
B-hidroxibutirato deshidrogenasa (BHB-DH) se convertira en B-hidroxibutirato. Este ultimo
paso es reversible y depende del equilibrio redox determinado por la proporciéon de
NAD*/NADH.

Estos cuerpos cetdnicos se liberan al torrente sanguineo y son captados en el sistema
nervioso por los transportadores de monocarboxilatos (MCT), localizados en las células
gliales (MCT1) y las neuronas (MCT2). Estos son oxidados en la mitocondria (cetdlisis)
produciendo acetil-CoA de nueva cuenta (figura 1C), suplementando al ciclo de Krebs y
promoviendo la sintesis de ATP (Sokoloff, 1973; Cotter et al., 2013). La cetdlisis comienza
con la oxidacién del BHB por la misma BHB-DH para convertirlo a AcAc, que al reaccionar
con una molécula de coenzima A derivada del succinil-CoA del ciclo de Krebs, se convertira
a acetoacetil CoA. Finalmente, la enzima tiolasa agregara una molécula de coenzima A
para poder liberar dos moléculas de Acetil Co-A que se integraran al ciclo de Krebs.

Este mecanismo de obtencién de energia a partir de sustratos alternos a la glucosa en
casos de estrés energético es muy importante, sobre todo en tejidos tan vulnerables a la

falta de glucosa como el cerebro.
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Figura 1. Cuerpos ceténicos y su metabolismo. A) Estructura de los cuerpos cetdnicos. B) Cetogénesis. C) Cetdlisis.

Il.- Muerte neuronal inducida por ausencia de glucosa

La glucosa es el principal sustrato energético en los humanos, y el cerebro, a pesar de
constituir solamente el 2% del peso corporal, consume cerca del 25% de la glucosa total
disponible en la sangre (Mergenthaler et al., 2013). Lo anterior implica que el cerebro es un
organo altamente dependiente de glucosa y, por lo tanto, vulnerable ante un desequilibrio
en la glucemia (Swanson & Suh, 2010). Los episodios repetitivos de hipoglucemia
moderada (60-40mg/dl) pueden impactar negativamente en la memoria y atencion tanto en
individuos sanos como pacientes diabéticos tipo |, quienes presentan mayor riesgo de
hipoglucemia que los pacientes con diabetes tipo 2 debido al tratamiento estricto con

esquemas de insulina (Rovira, 2002; Langurén, et. al., 2013).
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En estudios in vitro de ausencia de glucosa (AG) e in vivo de hipoglucemia severa (<40
mg/dl) y prolongada, se ha observado muerte neuronal (Suh et al., 2005; Suh et al., 2007;
Paramo et al., 2010; Garcia de la Cadena et al., 2014; Julio-Amilpas et al., 2015). La falla
energética en las neuronas secundaria a la privacion de glucosa desata diferentes
mecanismos que conducen a la muerte (figura 2). Primeramente, la baja disponibilidad de
glucosa reduce la produccién de piruvato y posteriormente acetil-CoA para suplementar al
ciclo de Krebs, por lo tanto, como mecanismo compensatorio, la glutamina se transforma
en glutamato, quien donara su grupo amino al oxaloacetato (por medio de la aspartato
aminotransferasa), produciendo asi o-cetoglutarato y aspartato, funcionando el primero
como sustrato anaplerético y el segundo como neurotransmisor excitador (Sutherland, et
al., 2008). Este proceso se conoce como ciclo de Krebs truncado en el que, a partir de la
sintesis de a-cetoglutarato de la glutamina, se da lugar al resto de los intermediarios del
ciclo de Krebs hasta la sintesis de oxaloacetato, continuando con el ciclo en compensacion
de la baja concentracion de acetil CoA y la insuficiente sintesis de citrato e isocitrato. Por
otro lado, el glutamato también puede ser transformado a a-cetoglutarato por accién de la
glutamato deshidrogenasa durante la privacion de glucosa, contribuyendo asi al
mantenimiento del ciclo de Krebs (Sutherland, et al., 2008).

Simultaneamente, la falla energética impide el funcionamiento de la bomba de Na*/K*
ATPasa, induciendo despolarizacién de las neuronas debido al aumento de Na* intracelular.
Dicha despolarizacion conduce a la liberacién de aminoacidos excitadores, glutamato y
aspartato, particularmente de aspartato debido al aumento en su concentracion durante el
ciclo de Krebs truncado (Sandberg, et al., 1986). Debido a que el gradiente de sodio se
disipa, los transportadores de aminoacidos excitadores (EAAT) funcionan de manera
inversa (tanto en la glia como en las neuronas), liberando glutamato al espacio sinaptico,
en lugar de recapturarlo para su almacenamiento, por lo que permanece mas tiempo en el
espacio sinaptico ocasionando un proceso excitotoxico (Sandberg, et al., 1986; Camacho
& Massieu, 2006; Vandenberg & Ryan, 2013). La excesiva liberacion de glutamato
sobreactiva los receptores a NMDA (N-metil-D-aspartato), a los receptores a acido a-amino-
3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPA) y a los de &cido kainico. Los receptores
NMDA son altamente permeables a calcio causando un influjo de este cation a la célula. La
misma falla energética inhibe el funcionamiento de la bomba ATPasa de calcio del reticulo
endoplasmico/sarcoplasmico (SERCA), por lo que se libera calcio reticular, contribuyendo
al aumento en su concentracion en el citoplasma (Herndndez-Fonseca, et al., 2005).

Los eventos subsecuentes desatan varios procesos que conducen a la apoptosis, entre

ellos destacan los siguientes:
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¢ Aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno:

Estudios in vivo mostraron que las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) se producen principalmente durante la fase de reintroduccion de glucosa (RG); es
decir, cuando la glucosa se encuentra disponible nuevamente luego de un periodo de
hipoglucemia o isquemia cerebral. Sin embargo, durante la fase de ausencia de glucosa
(AG) el aumento de calcio intracelular también desata la produccion de ROS por la
activacion de reacciones enzimaticas. Se forma principalmente superdxido producido por
enzimas dependientes calcio, como la xantina oxidasa (XO), la fosfolipasa Az (PLA2) y la
NADPH oxidasa (NOX) (Suh, et al., 2007; Paramo et al., 2010).

e Estrés del reticulo endoplasmico y respuesta a proteinas no plegadas:

Dado que el plegamiento de proteinas es un proceso que requiere altas cantidades de
energia, la falta de glucosa induciria la acumulacioén de proteinas no plegadas debido a la
falta de glucosa necesaria para modificaciones postraduccionales (glucosilacién), o a la
misma falla energética, ya que el plegamiento proteico es un proceso celular
energéticamente costoso. Dicha acumulacion de proteinas no plegadas induce una
respuesta ante la alteracion en la homeostasis celular ocasionada por los agregados
proteicos, denominada respuesta a proteinas no plegadas, o UPR, por sus siglas en inglés
(unfolded protein response) (Malhotra, et al., 2007).

Se haidentificado la activacion de elementos de la via de las proteinas no plegadas durante
la AG en neuronas cultivadas de hipocampo y la activacion subsecuente de las caspasas-
7 y -12, lo cual contribuye a la muerte neuronal (Garcia de la Cadena et al. 2014). La
participacién de la via mitocondrial de la apoptosis en el dafio hipoglucémico también se ha
sugerido, dada la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria y la activacion de la caspasa-

3 durante la hipoglucemia inducida in vivo (Ferrand Drake et al. 2003).

e Activacion de la calpaina:
La entrada de calcio y la produccion de ROS estimulada por la privacion de glucosa también
induce la activacion de la calpaina, que es una proteasa dependiente de calcio implicada
en la muerte neuronal excitotoxica. Los inhibidores de NOX, XO y PLA,, o inhibidores de la
liberacion de calcio del reticulo endoplasmico disminuyen la produccion de ROS vy la
actividad de la calpaina durante la AG, contribuyendo a la sobrevivencia neuronal en células

hipocampales (Paramo et al., 2013).
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e Activacion de la poli-ADP-ribosa polimerasa 1:
Los eventos promovidos por el proceso excitotoxico eventualmente llegan a dafar al DNA,
por lo que los mecanismos de reparacion se activan; uno de esos mecanismos es llevado
a cabo por la poli-(ADP-ribosa)-polimerasa 1 (PARP-1, por sus siglas en inglés). Dicha
enzima utiliza las ADP-ribosas del NAD*, por lo tanto, durante la AG, la excesiva activacion
de la PARP-1 consume el NAD™ disponible para su funcionamiento, contribuyendo a la falla
energética y desatando la apoptosis. En ratas sometidas a hipoglucemia inducida por
insulina, los inhibidores de la PARP-1 reducen significativamente el dafio y la muerte

neuronal en distintas regiones del cerebro (Suh et al. 2003).

En la figura 2 se esquematizan los eventos que se desatan durante la falla energética y que

conducen al dafio excitotoxico en neuronas.
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Figura 2. Mecanismos de muerte neuronal por ausencia de glucosa. La falla energética induce la
transaminacion compensatoria del Glu para producir a-KG y contribuir a la generacion de energia, lo cual
ocasiona que aumente simultdneamente la concentracion de Asp. La falta de ATP impide la funcién de la bomba
Na*/K* ATPasa, por lo que el Na* intracelular también aumenta, estimulando la despolarizaciéon de la célula y
posterior liberacion de AA excitadores, Glu y Asp. Por otro lado, el aumento de Na* intracelular estimula la funcién
reversa de los EAAT, que liberaran Glu en lugar de recapturarlo. El exceso de AA excitadores en el espacio
sinaptico sobreactiva a los INMDA, quienes permiten la entrada de Ca?* a la célula; la SERCA también contribuye
al aumento de Ca?* intracelular al detenerse su actividad dada la falta de ATP; secundario a ello, la activacion de
enzimas como PLA;, NOX, XO, estimulan la produccién de ROS vy el dafio al DNA; la PARP-1 se activa para
reparar el dafio al DNA, sin embargo depleta el NAD* intracelular, empeorando la falla energética. La calpaina se
activa por calcio y contribuye a la activacion de las caspasas-7 y -12. Lo anterior conduce a la apoptosis mediada
por la liberacién de citocromo C de la mitocondria y la activacién de las caspasas-3 y -7. La linea punteada en el
ciclo de Krebs indica que esta truncado y no hay sintesis de citrato e isocitrato por la falta de acetil-CoA. GIn=
Glutamina. Glu= Glutamato. Asp= Aspartato. a-KG= a-Cetoglutarato. AA= Aminoacidos. EAAT= Transportadores
de aminoécidos excitadores. INMDA= Receptores a NMDA. SERCA= bomba ATPasa de calcio del reticulo
endoplasmico/sarcopldsmico. PLA,= Fosfolipasa A2. NOX= NADPH oxidasa. XO= Xantina oxidasa. ROS=
Especies reactivas de oxigeno. Cit. C= Citocromo C. PARP-1= Poli-(ADP-ribosa)-polimerasa 1. rAMPA/rKa=
Receptores a AMPA y receptores a acido kainico.
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lll.- Efecto protector de los cuerpos ceténicos sobre enfermedades
neurodegenerativas y dafio agudo

Alrededor del afio 1910 se comenzaron a describir los efectos del ayuno sobre la
salud, reportando que éste mejoraba la calidad de vida e incluso podia eliminar
manifestaciones de enfermedad, entre ellas los ataques epilépticos (Wheless, 2008), cuya
fisiopatologia se asociaba a desbalances en el equilibrio acido-base del organismo,
inclinandose hacia la alcalinizacién sistémica (Barborka, 1928). Es por eso que se propuso
que la dieta alta en grasas y baja en carbohidratos simularia los efectos del ayuno y ademas
induciria la produccion de moléculas que acidificaran el ambiente celular (cuerpos
cetdnicos), revirtiendo asi los ataques convulsivos (Barborka, 1928; Wheless, 2004). A
principios de 1920 comenz6 a utilizarse la dieta cetogénica en la clinica Mayo, en relacién
4:1 grasas:hidratos de carbono y proteinas, dirigida a pacientes pediatricos con epilepsia
refractaria, disminuyendo considerablemente el nUmero de episodios convulsivos, incluso
eliminandolos por completo en algunos pacientes (Barborka, 1928; Freeman, 1999). A partir
de entonces se amplio la aplicacion de la terapia con dieta cetogénica hacia diversos
trastornos neurodegenerativos. Se ha reportado que reducen la degeneracién en modelos
de enfermedad de Parkinson, Alzheimer y Huntington (Kashiwaya et al. 2000; Tieu et. al
2003; Ruskin et al. 2011). Por otro lado, los CC protegen a las neuronas ante un evento de
dafio agudo, como la hipoglucemia inducida por insulina o la isquemia cerebral, al
administrarse exdgenamente en etapas tempranas (hasta 24 horas) posteriores al dafio
(Julio-Amilpas, et al., 2015; Suzuki, et al., 2002).

Los monocarboxilatos tales como los CC, pueden mantener la transmision sinaptica durante
la ausencia de glucosa o inhibicién de la glucdlisis con iodoacetato (Izumi, et al., 1997). El
pre-tratamiento con dieta cetogénica en ratas a las que se les indujo hipoglucemia con
insulina previene la muerte de neuronas corticales e hipocampales en ratas inmaduras,
efecto asociado a una elevacién en la concentracion plasméatica de BHB aproximadamente
de 1.7 mM (Yamada, et al., 2005).

Resultados anteriores de nuestro laboratorio demuestran que el AcAc puede prevenir
eficientemente la muerte neuronal en el hipocampo de ratas y en cultivo primario de
hipocampo, secundaria a un evento excitotoxico inducido por la administracion del inhibidor
de los transportadores de glutamato, PDC (L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxylato), o a la
inhibicion de la glucdlisis con iodoacetato, ya sea administrado como pre-tratamiento o en

una fase aguda (Massieu et al. 2003).
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Hasta hace apenas unos afios, a partir de diversos estudios tanto in vitro como in vivo,
comenzaron a dilucidarse los mecanismos por los cuales los CC procedentes de la dieta
cetogénica conferian un efecto neuroprotector, siendo su papel metabdlico al que mas se
atribuia dicho efecto. Estudios previos de nuestro laboratorio demuestran que tanto el
isomero “D” del BHB (D-BHB) como el AcAc previenen la muerte neuronal secundaria a la
hipoglucemia en un modelo in vivo, y a la AG y la inhibicidn de la glucdlisis (con iodoacetato)
in vitro, a través de un mecanismo mediado por la preservacion de los niveles de ATP.
También se descubrié que los CC, incluyendo al isémero “L” no metabolizable del BHB (L-
BHB), tienen la capacidad de disminuir la produccién y atrapar ROS (Massieu, et al., 2003;
Haces, et al., 2008; Julio-Amilpas et al. 2015).

Los CC preservan la funcién mitocondrial, proporcionando NADH y succinato para los
complejos | (NADH deshidrogenasa) y Il (succinato deshidrogenasa) respectivamente,
como se vio en modelos in vitro e in vivo de la enfermedad de Parkinson y Huntington. En
estos estudios se report6é que el D-BHB evita el dafio tisular secundario a la inhibicién de la
cadena respiratoria con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) y &cido 3-
nitropropionico (3-NP), respectivamente (Tieu, et al., 2003; Lim, et al.,, 2011). El BHB
también preserva el estado redox mitocondrial y el potencial de membrana mitocondrial,
como se report6 en células SH-SY5Y de neuroblastoma, luego de la inhibicién del complejo
Il mitocondrial con 3-NP (Imamura, et al. 2006).

Posteriormente, se descubrio que los CC, especialmente el BHB, poseian otras
propiedades més alla de su funcion metabdlica. Una de ellas es su papel en la regulacion
epigenética. De hecho, el BHB se ha encontrado como una marca en la cromatina,
modificacion epigenética conocida como B-Hidroxibutirilacion (Xie, et al., 2016).

En un estudio en el que se usé un modelo transgénico de la enfermedad de Huntington, los
ratones R6/2, cuyas caracteristicas son atrofia estriatal, agregacion de huntingtina mutada
(Httm) y desacetilacién de la histona H4, asi como en células PC12 con expresion de
Httm®1% (mutada agregada a 103 residuos de glutamina), se observé que el tratamiento
tanto con D-BHB como L-BHB (4 mM) preserva la acetilacion en dicha histona; el efecto se
asocia a que el BHB mantiene la actividad de las acetilasas de histonas (Lim, et al., 2011).
En concentraciones de 1-2 mM en plasma (inducidos por dieta cetogénica, o en modelos
de restriccion calorica o ayuno), el D-BHB puede inhibir directamente a las desacetilasas
de histonas (HDACS); el D-BHB preserva la acetilacion de residuos de lisina de la histona
H3, lo cual se asocia con la estimulacién de la expresion de genes encargados de la defensa

antioxidante, como el factor de transcripcion NRF2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like
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2), que promueve la expresién de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa y
la catalasa (Newman y Verdin, 2014; Shimazu, 2013; Xie, 2015).

En otros aspectos, existen estudios que asocian al BHB con la modulacion de procesos
inflamatorios, reduciendo la actividad del inflamasoma NLRP3, sistema asociado a la
enfermedad de Alzheimer (Youm, 2015). También, la oxidacibn de CC promueve la
activacion de los canales de potasio dependientes de ATP, lo cual impide la salida de K* de
la célula, induciendo asi hiperpolarizacién y menor excitabilidad, proceso asociado a la
disminucion de los ataques convulsivos (Yellen, 2008; Lutas & Yellen, 2013). En relacion a
la inhibiciéon de la hiperexcitabilidad, los CC pueden inhibir al transportador vesicular de
glutamato en las neuronas, impidiendo su almacenamiento y liberacién al espacio sinaptico
(Juge, et al., 2010).

El campo de investigacion acerca del efecto protector de los cuerpos ceténicos y sus
mecanismos es cada vez mas amplio, incluso se han comenzado a aplicar distintos
enfoques terapéuticos para inducir la cetogénesis y aprovechar sus efectos de manera mas
practica y llevadera para el paciente, en contraste con la dieta cetogénica, como el uso de
triglicéridos de cadena media, los cuales, al no necesitar transporte a través de los
quilomicrones desde el intestino hasta el higado, ni requieren carnitina para introducirse a
la mitocondria, son rapidamente oxidables, por lo tanto inducen una rapida sintesis de acetil

CoA que se convierte en cuerpos ceténicos (Page, et al. 2009).

IV.- Autofagia como mecanismo de rescate ante el estrés energético en las
neuronas

e |V.I Descripcién de la autofagia

En casos de estrés energético, la célula cuenta con mecanismos encargados de mantener
la viabilidad, y uno de ellos es la macroautofagia (también llamada simplemente autofagia).
Esta consiste en el reciclaje de organelos dafiados o proteinas de larga vida por medio de
su degradacion via lisosomal, tanto en condiciones basales para mantener la homeostasis
celular, o bien, en situaciones de estrés energético para el suministro de sustratos que
restauren los niveles de ATP (figura 3) (Laplante et al. 2013; Rubinsztein et al. 2012,
Kroemer et al. 2010; Tanida et al. 2011).

La autofagia consta de varias fases orquestadas por una gran cantidad de proteinas
especificas, lo cual hace que ésta tenga diversos puntos criticos de control. De manera

inicial implica la formacion de un fagoéforo, que es una estructura que se forma a partir de la
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membrana de algunos organelos, como el reticulo endoplasmico, las mitocondrias, o
incluso el nucleo, que al elongarse se convertird en una vesicula de doble membrana
(autofagosoma) que debera fusionarse con los lisosomas (autolisosoma) para dar lugar a
la degradacion de su contenido (Levine et al. 2005; Yang & Klionsky, 2010; Baek et al. 2012;
Kim, 2014; Kishi-ltakura, et al., 2014).

Luego de un estimulo de estrés celular como la falta de nutrimentos, se desatan sefiales
que iniciaran la autofagia. Una de esas sefiales es el aumento en el indice AMP/ATP debido
a la falta de sustratos que promuevan la fosforilacion oxidativa del AMP luego de la cadena
de transporte de electrones; en dichas circunstancias se activa la cinasa activada por AMP
(AMPK) que tiene diversos blancos de fosforilacién que regulan la autofagia, positiva o
negativamente (Sarkar, 2013).

El complejo ULK1 (UNC-51-like kinase complex 1), integrado por la cinasa ULK1, ATG13,
FIP200 (focal adhesion kinase family-interacting protein of 200 kDa) y ATG101, participa
como regulador positivo de la autofagia (Kishi-ltakura, et al., 2014). Durante el estrés
energético, la AMPK puede fosforilar directamente a ULK1 en los residuos de serina 317 y
777 (Kim, et al., 2011), promoviendo la estabilidad del complejo y con ello el reclutamiento
de proteinas necesarias para la formacion del fagéforo, como lo es el complejo
Ptdins3K/Vps34 (class Il phosphatidylinositol 3-kinase / mammalian vacuolar protein
sorting 34) formado por VPS34, BECN-1 (Beclina 1), ATG14 y VPS15 (Wirawan, et al.,
2012; Rubinsztein, et al., 2012; Sarkar, 2013; Kishi-ltakura, et al., 2014).

Por otro lado, el complejo mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) mantiene
inhibida a la autofagia bajo condiciones basales. Dicho complejo estd compuesto por las
proteinas mMTOR (mammalian target of rapamycin), PRAS40 (proline-rich AKT substrate 40
kDa), mLST8 (mammalian lethal with Sec13 protein 8), DEPTOR (DEP-domain-containing
mMTOR-interacting protein) y RAPTOR (regulatory-associated protein of mammalian target
of rapamycin). mTORC1 funciona como cinasa de treoninas y serinas y responde a
estimulos energéticos (en presencia de nutrimentos, sobretodo aminoacidos), promoviendo
la traduccion y el crecimiento celular (Gwinn et al., 2008; Sengupta & Sabatini, 2010). El
complejo mTORC1 fosforila a ULK1 en el residuo de serina 757, induciendo su disociacion
e inactivacion y regula negativamente a la autofagia (Jung et al., 2010). Sin embargo, en
las condiciones de estrés energético AMPK puede fosforilar a RAPTOR en el residuo de
serina 792, inhibiendo al complejo mTORC1 e impidiendo que fosforile a ULK1, estimulando

asi el inicio de la autofagia (Gwinn, et al., 2008; Shimobayashi et al., 2014).
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Una vez iniciada la sefializacion que promueve la autofagia, comienza a formarse el
fagoforo, éste es una estructura de aislamiento la cual puede nacer a partir de la membrana
de algunos 6érganos como el reticulo endoplasmico o las mitocondrias, y se va elongando a
la vez de que va encerrando contenido citoplasmatico destinado a degradarse; cuando se
cierra completamente queda como una estructura de doble membrana (Hamasaki, et al.,
2013; Shibutani & Yoshimori, 2014).

Para la formacion y elongacion del fagéforo, son necesarias las reacciones de conjugacion
de tipo ubiquitinacion (Sarkar, 2013; Kishi-ltakura, et al., 2014). Primero se hace un enlace
covalente entre las proteinas ATG5 y ATG12, mediado por las proteina ATG7 (tipo E1) y
ATG10 (tipo E2). Una vez conjugados, ATG5 y ATG12 se asocian a ATG16 (tipo E3),
formando asi el complejo ATG5-ATG12-ATG16, quien es el encargado de la elongacion del
fagéforo (Sarkar, 2013).

Por otro lado, la proteina LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3) se asocia al
fagéforo para promover su cierre (Sarkar, 2013). LC3 es una proteina citosoélica asociada a
microtibulos que se corta constitutivamente por Atg4B en un residuo de glicina en el
extremo carboxilo terminal; esta forma cortada se denomina LC3-l y es todavia inactiva
(Tanida, 2011). Para que pueda ser completamente funcional requiere lipidarse con
fosfatidiletanolamina en el fagéforo durante el proceso de elongacion, y a esta forma
lipidada se le denomina LC3-Il. El proceso anterior también se realiza a través de
reacciones de tipo ubiquitinacion, en las que ATG?7 (tipo E1) traspasa a LC3-I hacia ATG3
(tipo E2), para que ésta pueda ser lipidada, con ayuda del complejo ATG5-ATG12-ATG16
(tipo E3). La proteina WIPI2 (49 kDa WD-40 repeat containing protein that Interacts with
PtdIns) interactia con ATG16 y con ULK1 para cooperar al proceso de lipidacién de LC3-I
y para su ubicacién en el fagéforo, lo cual promovera el cierre de éste (Polson, et al., 2010;
Sarkar, 2013; Kim et al. 2014; Russell, et al., 2014). Las moléculas de LC3-II que queden
ubicadas dentro del autofagosoma seran degradadas junto con todas las estructuras
citoplasmaticas engullidas, y junto con la membrana interna de la estructura. Dado que LC3-
Il se va formando conforme se estimula la autofagia, el aumento en los niveles de LC3-II
funciona como un excelente indicador de la formacion de autofagosomas (Sarkar, 2013;
Kim et al. 2014).

Para que el autofagosoma madure debe fusionarse con los lisosomas (formando asi
autolisosomas) para dar lugar a la fase de degradacion. Los lisosomas se fusionan con la

membrana externa del autofagosoma (Hamasaki, et al.,, 2013). Entre otras proteinas,
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dineina y LC3-Il, participan mediando el transporte vesicular asociado a microtabulos
dirigiendo los autofagosomas hacia los lisosomas (Pankiv et al., 2010).

En la membrana externa quedan unidas las proteinas restantes de LC3-Il que pueden ser
cortadas y recicladas para utilizarse posteriormente. En la membrana interna también hay
moléculas de LC3-ll; a ellas se une la proteina p62/SQSTM1, que es una proteina
encargada de dirigir a proteinas ubiquitinadas destinadas a degradarse por autofagia vy,
dado que queda dentro del autolisosoma junto con dichas proteinas, también se degrada
con todo el cargo (Komatsu & Ichimura, 2010); por lo tanto, experimentalmente,
p62/SQSTML1 funciona como un indicador del flujo autofagico (Komatsu & Ichimura, 2010;
Katsuragi, et al., 2015). Las hidrolasas lisosomales como las catepsinas B y D, lipasas y
enzimas lisosomales son las encargadas de degradar el contenido reclutado (Bjorkoy et al.,
2009; Tanida, 2011; Dodson et al., 2013).

La recuperacion del indice ATP/AMP, secundaria al suministro de sustratos, y la presencia
de aminoacidos liberados posteriormente a la etapa de degradacion, vuelve a activar a
MTORCL1 y se detiene la autofagia (Rubinsztein, 2012; Li et al. 2013; Sarkar, 2013; Russell
et al. 2014).

o V.l Evidencia de lainduccién de la autofagia durante la ausenciay
reintroduccioén de glucosa

A pesar de que la autofagia se describié en principio como un proceso citoprotector, la
evidencia de la intercomunicacién entre ésta y otros procesos de muerte celular como la
apoptosis va en aumento (Yousefi, et al. 2006; Maiuri et al. 2007; Shi et al. 2012; Delgado,
et al., 2014).

Hasta hace pocos afios el papel de la autofagia durante la hipoglucemia/AG o la isquemia
cerebral era controversial. Se habia asociado su activacion con la muerte neuronal, a la que
se le denominé muerte autofagica (Jang et al., 2013; Maiuri, et al., 2007; Liu, et al., 2010).
En modelos de isquemia/hipoxia cerebral, se observé que la inhibicién de la autofagia
previene la muerte neuronal (Levine, et al. 2005; Koike et al. 2008; Kang et al. 2011; Shi, et
al. 2012) sugiriendo su contribucion al dafio cerebral.

Por el contrario, se report6 que la administracion de inhibidores de la autofagia (bafilomicina
y 3-MA) durante la fase de RG, luego de un periodo de AG, induce la activacion de proteinas
proapoptéticas (Jang et al. 2013), sugiriendo un papel protector de la autofagia.

En estudios de privacion de oxigeno y glucosa (OGD, oxygen-glucose deprivation, por sus

siglas en inglés) en células PC12 sometidas a un protocolo de precondicionamiento
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isquémico in vitro, se observé que la autofagia funciona como un mecanismo que contribuye
a mantener la viabilidad celular en dichas condiciones, ya que tanto la formacion de
autofagosomas como su degradacion aumentan luego del evento de OGD, y esto se asocio
con menor nimero de células apoptdticas (Park et al. 2009).

En modelos de enfermedad de Huntington, la autofagia previene la neurodegeneracion ya
que constituye un mecanismo de degradacion de proteinas agregadas como la huntingtina
mutada (Bjorkoy et al. 2005; Nixon, 2013), y en concordancia con esto, se ha observado
que los ratones con una mutacion nula en el gen Atg5 desarrollan neurodegeneracion, al
igual que la mutacion del gen de Atg7 (Hara, et al., 2006: Komatsu, et al., 2006).
Experimentos recientes de nuestro grupo muestran que la autofagia se activa de manera
temprana después de retirar la glucosa del medio de cultivo en neuronas de corteza cerebral
de rata; sin embargo, el proceso ocurre de manera aberrante dando lugar a una autofagia
no funcional que contribuye a la muerte. Los resultados sugieren que la asociacion de la
autofagia con la muerte neuronal esté relacionada a su mal funcionamiento, que involucra
la disfuncién lisosomal y liberacién de catepsinas (Gerénimo-Olvera et al., 2017).

Existen estudios que plantean que la integridad de los lisosomas, tanto en la fase de
iniciacion como en la fase de degradacion, es esencial para que el proceso de autofagia
se dé adecuadamente (Li et al., 2013). Por lo tanto, se requiere que el proceso autofagico
funcione 6ptimamente en todas sus fases para que pueda tener efecto citoprotector (Liu, et
al., 2010).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La autofagia se activa en respuesta a la privacion de nutrientes a través de la inhibicion de
la via de mTORCL1, pero puede ocurrir de manera aberrante y contribuir a la muerte celular.
Los CC se oxidan en las neuronas como sustratos alternativos a la glucosa, suministran
energia y reducen la muerte neuronal en condiciones de hipoglucemia in vivo y de AG in
vitro. Por lo tanto, en este estudio nos propusimos investigar si el efecto protector del D-
BHB esté relacionado con la induccién de una respuesta autofagica funcional dependiente
de mTORC1.
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Figura 3. Proceso autofagico. Durante condiciones normales, el complejo mTORC1 regula negativamente a la
autofagia por medio de la fosforilacién inhibidora del complejo ULK1 en el residuo de serina 757. Sin embargo,
durante el estrés energético inducido por la AG se activa la AMPK al aumentar los niveles de AMP. ULK1 se activa
secundario a su fosforilacion por AMPK en los residuos de serina 317 y 777, ya que se permite su estabilidad
gracias a la inactivacion del complejo mTORC1, quien es inhibido gracias a la fosforilacion del residuo de serina
792 mediada por AMPK. La activacion de ULK1 estimula el reclutamiento de proteinas necesarias para la
formacién del fagéforo, que, al elongarse y madurar, se convertird en un autofagosoma maduro, con ayuda de
LC3-II. p62/SQSTM1 conduce hacia el autofagosoma al contenido citoplasmético que se va a degradar. Tanto las
moléculas de LC3-Il que quedan dentro del autofagosoma, como p62/SQSTM1, se degradan durante la dltima
fase, luego de la fusién con los lisosomas.

HIPOTESIS

El D-BHB favorecera la viabilidad neuronal durante la AG y RG a través de la induccion de

la autofagia funcional dependiente de la via de mTORCL.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto del D-BHB sobre la formacién y degradacion de
autofagosomas durante la AG y la RG.

2. Evaluar sila induccion de la autofagia durante la AG y RG es dependiente de la via
de mTORCL1.

3. Determinar si el efecto neuroprotector del D-BHB esta relacionado con la

activacion de la via de mTOR.

METODOLOGIA

Cultivo celular: Se extrajeron cortezas de embriones de ratas de 17 dias de gestacion,
posteriormente se sometieron a un proceso de disgregacién mecanica y a otro proceso de
disgregacion con tripsina al 0.5%. Se sembraron en condiciones adherentes con poli-L-
lisina en cajas de 35 mm o cajas de 12 pozos, segun lo requerian los experimentos, a una
densidad de 2.5x10° o 10x10°8 células por caja, respectivamente (2.2x10° células/cm? en
todos los casos. Se utiliz6 medio neurobasal suplementado con 0.5 mM de glutamina, 1%
de B27 con antioxidantes (acetato de DL-a-Tocoferol, DL-a-Tocoferol, catalasa, superéxido
dismutasa) + 1% de B27 sin antioxidantes y 2% de gentamicina. A los 4 dias in vitro (DIV)
se adicioné medio fresco suplementado con citosina-D-arabinosa (0.8uM) para reducir el

crecimiento de glia. Los experimentos se realizaron a los 8 DIV.

Tratamiento durante la AG: Transcurridos 8 DIV se someti6 a las células a un tratamiento
con un medio de cultivo sin glucosa (DMEM, Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium sin
glucosa) durante 1 y 2 horas seguidos de 3, 6 y 20 horas de RG adicionando el medio
Neurobasal previamente retirado. Inmediatamente después se extrajeron las células y se
obtuvieron homogenados para posteriromente realizar los inmunoblots para las proteinas
de autofagia. En el caso de la identificacion de la fosforilacion de RAPTOR se extrajeron
las células alas 3, 12y 20 h después de la RG. Ambos protocolos se realizaron en presencia
0 ausencia de D-BHB, a una concentracion final de 10 mM durante el periodo de AGy 5
mM durante la RG. Este protocolo de administracion de D-BHB derivd de experimentos

previos que indicaron que éste es éptimo para prevenir la muerte de las neuronas. Los
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cultivos también fueron tratados con 10 mM de 3-metiladenina (3-MA inhibidor de la
fosfatidilinositol 3-cinasa de clase I1l) y 20 uM de cloroquina (CQ, inhibidor de la degradacion
autolisosomal por alcalinizacién del medio intralisosomal), para inhibir la formaciéon de
autofagosomas y la etapa de la degradacion de la autofagia, respectivamente. También se
utilizé 150 mM de trehalosa, un disacéarido que induce la autofagia impidiendo la captacion
de glucosa por medio de la inhibicion de los transportadores GLUT (Mardones, et al., 2016;
Chen, et al, 2016).

Evaluacién de viabilidad por MTT: Luego del periodo de AG (2 h) y RG (22 h) en presencia
o0 ausencia de D-BHB, se realiz6 un ensayo colorimétrico basado en la reduccion del
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), el cual se convierte en sal de
formazan. El método consiste en incubar a las células por 50 minutos con 30 ul de MTT por
cada 500 ul de medio de cultivo, después se aspira el medio para luego solubilizar el MTT
con isopropanol y leer su absorbancia en el espectrofotometro a 570 nm. La cantidad de
células viables es proporcional a la cantidad de formazan producido.

Evaluacién de viabilidad por LDH (lactato deshidrogenasa): Se realiz6 el ensayo luego
de 2 hde AGy 17 h de RG en presencia o ausencia de D-BHB. La determinacion se realiza
monitoreando la disminucién de la absorbancia a 340 nm que resulta de la conversién del
NADH a NAD+ utilizado por la enzima lactato deshidrogenasa que se libera al medio de
cultivo cuando hay dafio a la membrana y muerte celular, al transformar el piruvato a lactato.
El ensayo se prepara agregando piruvato (20 mM) y NADH (9.4 mM) a una alicuota de
medio, se deja incubar por cinco minutos y después se lee la absorbancia inicial; se deja
incubar otros cinco minutos y se vuelve a leer la absorbancia. Se reporta la diferencia de
las dos lecturas de absorbancia para identificar la cantidad de NADH utilizado por la enzima
lactato deshidrogenasa para reducir al piruvato y convertirlo a lactato. Una mayor diferencia
entre la absorbancia inicial y la final significa una mayor utilizacion del NADH, indicando
que hubo mayor liberacion de lactato deshidrogenasa al medio, y por lo tanto, mayor

cantidad de células dafiadas.

Evaluacién de la viabilidad con fluorescencia: Para corroborar la viabilidad se utilizaron
marcadores fluorescentes para las células vivas y muertas, calceina-AM y homodimero de
etidio, respectivamente. La calceina-AM es un marcador que es captado y procesado por

esterasas inespecificas dentro de las células vivas, emitiendo una coloracion verde. En
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cambio el homodimero de etidio es un compuesto impermeable que solo logra entrar a las
células cuando la membrana estd comprometida, se une al DNA y emite una coloracion
roja. Dichos marcadores se afiadieron al medio de cultivo (calceina 2 uM y homodimero de
etidio 1 uM) después de 22 h de RG durante 30 min, posteriormente se enjuagaron con
medio Lockey y se tomaron imagenes usando microscopia confocal (FV 1000; Olympus)

con laser Ar 488 nm (para la calceina) y Ar 596 nm (para el etidio).

Observacion de la formacion de autofagosomas mediante microscopia confocal: Se
evalué la presencia de los autofagosomas en neuronas cultivadas en ausencia de glucosa
con o sin D-BHB utilizando el marcador fluorescente Cyto-ID en células vivas a diferentes
tiempos de AG siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se pre-incubaron 20
min con Cyto-ID antes de ser expuestas a 30, 60 y 90 minutos de AG con o sin D-BHB en
la camara de perfusién. Se utilizé Hoechst para identificar los ndcleos. Se cuantificd la
cantidad de particulas positivas a Cyto-ID utilizando el sistema de andlisis Fiji del software

ImageJ, tomando en cuenta particulas positivas con un tamafio promedio de 0.52 um?.

Inmunocitoquimica: Luego de 2 h de AG y 2 h de AG + 3 h de RG, las células se
enjuagaron con PBS 0.1M, se fijaron con metanol durante 20 minutos y luego se bloquearon
con PBS/albimina al 5% con suero de caballo al 5% y tritdbn X-100 al 0.1% durante una
hora. Se incubaron los anticuerpos primarios (LC3 0 p62/SQSTM1) en concentracién 1:500
(para ambos anticuerpos) durante toda la noche a 4°C; Se utilizaron anticuerpos
secundarios acoplados a fluoréforos (FITC anti-conejo en una dilucién 1:500 para LC3 y
p62/SQSTM1). Los nucleos se identificaron con Hoechst. Se observé presencia de puncta
positivos a LC3 como indicador de la formacién de autofagosomas y positivos a de

p62/SQSTM1 como indicador de la fase de degradacién de la autofagia

Western blot: Luego de los tratamientos de AG/RG, en presencia o no del D-BHB, en el
cultivo de neuronas corticales, se prepararon extractos proteicos de las células cultivadas
en cajas de 35 mm, previamente enjuagadas con 1 ml de PBS, utilizando 100ul de buffer
de lisis celular a base de cloruro de sodio (150 mM), dodecil sulfato de sodio (SDS) 1 %,
triton 1 %, y deoxicolato de sodio 0.5 %, todo disuelto en buffer de tris-HCl 50 mM. Se
afiadi6 complete en concentracion 2:1 en el buffer, que consiste en una preparacion
comercial de inhibidores de proteasas y fosfatasas (cOmplete ®, Roche). Posteriormente,

el lisado fue centrifugado a 10,000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se obtuvo el sobrenadante
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y se desecho el pellet. La concentracion de proteinas en el sobrenadante se cuantifico por
medio del método de Lowry. Las proteinas fueron desnaturalizadas con buffer de Laemmli
4x + mercaptoetanol mientras se hervian durante 3 minutos. Las proteinas en los extractos
celulares se separaron mediante electroforesis, en geles de acrilamida / bis-acrilamida al
18 % (para LC3-1) y al 10 % (para BECN1, p62/SQSTM1, y pRAPTOR); posteriormente se
realizd una electrotransferencia a una membrana de PVDF previamente activada con
metanol, después se bloquearon con leche descremada en polvo, diluida al 5 % en buffer
TBS-Tween. Posteriormente se incubaron los anticuerpos primarios durante toda la noche
en una solucién de leche + TBS-Tween igual a la que se utilizd para bloquear las
membranas. Los anticuerpos primarios se incubaron a una concentracion 1:1000, para LC3-
I, BECN1, pRAPTOR, 1:500 para p62/SQSTML1, y 1:3000 para actina (como control de
carga). Se utilizé6 anticuerpo secundario anti-conejo a una concentracién igual de 1:7000
para la reaccién con los anticuerpos primarios para LC3-1l, BECN1, p62/SQSTML, y
pRAPTOR, asi como anticuerpo secundario anti-raton en concentracion 1:7000 incubado
durante 2 horas a temperatura ambiente. La reaccion del inmunoblot se detectd con sustrato

de quimioluminiscencia acoplado a peroxidasa de rabano.

Andlisis estadistico: Los datos se expresan como la media + error estandar y fueron
analizados con ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de comparacién multiple
de Fisher.

RESULTADOS

El B-hidroxibutirato preserva la viabilidad de neuronas sometidas a la ausenciay
reintroduccién de glucosa.

Experimentos previos del laboratorio han mostrado que concentraciones de 5y 10 mM de
D-BHB reducen eficientemente la muerte neuronal en cultivos expuestos a condiciones de
deficiencia de energia inducida por privacion de glucosa (Julio-Amilpas, et al. 2015). En
experimentos piloto se establecieron las condiciones de incubacion de D-BHB tanto durante
la AG como la RG que redujeran eficientemente la muerte de las neuronas corticales. Con
base en los resultados que se muestran en la figura 1 se escogié una concentracion de D-

BHB de 10 mM durante la AG y de 5 mM durante la RG para prevenir la muerte neuronal.
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Figura 1. ElI D-BHB preserva la
viabilidad neuronal durante la
AG/RG, no asi el AcAc. A) Las células
fueron incubadas con 10 mM de D-BHB
ya sea solo durante la AG o la RG, 0 10
mM durante la AG + 5 mM durante la
RG. Las barras representan porcentaje
de actividad de LDH en el medio
(izquierda) y porcentaje de reduccién de
MTT en la mitocondria de las células
vivas (derecha) luego de 2 h de AG + 17
y 22 h de RG, respectivamente.

B) Curva dosis-respuesta del efecto del
AcAc para MTT y LDH. Las células se
incubaron con 1, 2, 5y 10 mM de AcAc
durante la AG y se repitio6 la dosis
durante la fase de RG. Las barras
representan porcentaje de actividad de
LDH en el medio (izquierda) vy
porcentaje de reduccion de MTT en la
mitocondria de las células vivas
(derecha) luego de 2 hde AG + 17y 22
h de RG, respectivamente.

Los datos representan la media +
error estandar y fueron analizados
con ANOVA de una via y prueba post-
hoc de Fisher. *P < 0.05 relativo a AG
(n = 3-4).

Con el objetivo de estudiar si el BHB era el Unico CC que tenia un efecto protector en las

neuronas expuestas a AG/RG, se realiz6 una curva dosis-respuesta del efecto del AcAc

sobre la viabilidad de los cultivos usando los ensayos de MTT y LDH. No se observé ningln

efecto reductor de la muerte a ninguna de las concentraciones probadas (figura 1B). Con

base en estos resultados se continué investigando Unicamente el efecto del D-BHB.

Para corroborar el efecto protector del D-BHB en contra de la muerte inducida por la AG/RG,

se realizaron ensayos con marcadores de células vivas y muertas (calceina-AM y

homodimero de etidio, respectivamente). Como se observa en la figura 2, la AG induce

muerte neuronal, detectada por el aumento de las células positivas a homodimero de etidio

(rojo) y la reduccion de las células positivas a calceina-AM (verde). La adicion de D-BHB

revierte este efecto.

Control

20pm

AG + D-BHB

Figura 2. El D-BHB protege contra la muerte neuronal inducida por AG en cultivos de neuronas
corticales. Imagenes representativas de células tefiidas con calceina (verde) y homodimero de etidio (rojo)

para monitorear células vivas y muertas, respectivamente.
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El D-BHB disminuye los niveles de diferentes indicadores de autofagia en neuronas
corticales sometidas ala ausenciay reintroduccién de glucosa

Una vez corroborado el efecto protector del D-BHB durante la AG/RG, se cuantificaron por
medio de western blot los niveles de proteinas importantes para el desarrollo de la autofagia
en dichas condiciones, con el objetivo posterior de asociar ambos sucesos.

Para realizar los ensayos de western blot de los indicadores de autofagia, las células fueron
expuestasaly2hde AGya3,6,y20hdeRG,y se trataron con o sin 10 mM de D-BHB
Unicamente durante la AG, o 10 mM durante la AG + 5mM durante el periodo de RG, dosis
que resultaron mas efectivas en la sobrevivencia durante la AG/RG.

Inicialmente se considerd importante el estudio de los niveles de BECN1, ya que es una
proteina importante para el inicio de la formacion de autofagosomas.

Los niveles de BECN1 en neuronas cultivadas en AG durante 2 horas no cambiaron,
mientras que disminuyeron después de 3 h de RG. Cuando el D-BHB se incuba durante la
AG y la RG, los niveles de BECN1 disminuyen, en particular en el periodo de RG (figura
3A). Esto implica que, posiblemente, el D-BHB regule negativamente la produccion de
BECNL1, o que aumente su degradacion.

El aumento en los niveles de LC3-Il es considerado como un indicador de la formacion de
autofagosomas. Los resultados muestran que la ausencia de glucosa indujo un aumento en
la lipidacién de LC3. Los niveles de LC3-1l aumentan a las 2 h de AG; sin embargo, estos
disminuyen cuando se reintroduce glucosa por un periodo de 3 h. Cuando se agrega D-
BHB durante el periodo de AG se observé una disminucion en los niveles de LC3-Il desde
las 2 h de AG y regresaron a los niveles control en el periodo de RG (figura 3B). Se utiliz6
trehalosa como control positivo de la induccién de autofagia (Mardones, et al., 2016).

Lo anterior sugiere que el D-BHB induce una menor produccién de autofagosomas durante

la AG, asi como una recuperacion de la autofagia basal mas rapida al momento de la RG.

Para evaluar la fase de degradacion de la autofagia se cuantificaron los niveles de
p62/SQSTML1, ya que esta proteina se queda secuestrada junto con todo el cargo debido a
gue se transporta hacia el autofagosoma con proteinas ubiquitinadas destinadas a
degradarse.

De acuerdo a los resultados no hubo cambio en la cantidad de dicha proteina durante la
fase de AG, pero ésta disminuye después de 3 h de RG. En presencia de D-BHB, los niveles

de p62/SQSTM1 son menores al control tanto en la fase de AG como en la de RG (figura
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3C), sugiriendo que el cuerpo cetdnico promueve la degradacion autofagica desde etapas

tempranas de AG y durante la RG.
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Dado que los resultados de los western blot sugieren que el D-BHB disminuye la
acumulacién de autofagosomas, y esto podria deberse a una mayor degradacién de los
autofagosomas formados, se realizé una inmunocitoquimica para observar la agregaciéon
de LC3 y corroborar lo anterior.

Dado que LC3 es una proteina citosélica que en condiciones normales esta asociada a
microtubulos, al momento de la estimulacién de la formacién de autofagosomas, LC3 se
activa (cortandose vy lipiddndose) y se dirige hacia los autofagosomas, por lo que en la
inmunocitoquimica se puede observar en la célula un patrén punteado distribuido por el
citosol.

La figura 4 muestra una disminucién en la inmunoreactividad de LC3 (puncta) en presencia
de D-BHB luego de la AG y durante la fase de RG. Esto significa que, probablemente el

cuerpo ceténico disminuye la formacion de autofagosomas.

31



Se usO cloroquina como control positivo para detener la degradacion autolisosomal y
observar claramente los agregados (puncta) de LC3, ya que la cloroquina es un farmaco
que detiene el proceso de degradacion impidiendo la acidificacion de los lisosomas.
También fue posible el observar como la agregacion de p62/SQSTM1 fue menor en
presencia del D-BHB durante toda la etapa de RG (3, 6 y 20 horas), como se muestra en la
figura 5.

Otra manera de corroborar los hechos anteriores es observando la formacion de
autofagosomas, lo cual es posible utilizando un marcador de autofagosomas, como los es
el Cyto-ID, que es un colorante fluorescente que identifica estructuras como autofagosomas
inmaduros, autofagosomas, y autolisosomas. Con lo anterior, se pudo identificar y
cuantificar la formacion de los autofagosomas durante la AG en presencia o ausencia de D-
BHB (figura 6A), y se observo que en presencia de D-BHB se formd un nimero menor de
autofagosomas después de 1 h de AG y una tendencia a formar un menor nimero de
autofagosomas hasta las 1.5 h de AG, aunque no resulto significativa (figura 6B). Lo anterior
corrobora los resultados obtenidos con los western blot y la inmunocitoquimica.

Hasta el momento, los resultados sugieren que durante la AG hay formacion de
autofagosomas y que en presencia del D-BHB esta formacién es menor, e incluso hace que
la cantidad de éstos disminuya mas rapidamente, sugiriendo que probablemente el cuerpo

cetbnico estimule la degradacién autofagica.
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2hAG/3hRG 2hAG/3hRG + D-BHB 2hAG/3hRG + D-BHB + CQ

Figura 4. El D-BHB disminuye la agregaciéon de LC3 durante la AG/RG.

Inmunocitoquimica de LC3 (verde) y tincion hoechst para nudcleos (azul). Los cultivos fueron expuestos
Unicamente a2 hde AG 6 a2 h AG + 3 h RG en presencia 6 ausencia de D-BHB. También fueron expuestos a
2hde AG + 3 hde RG + D-BHB + cloroquina (CQ). En presencia de D-BHB se observan menos puncta positivos
a LC3 tanto durante la AG como la RG. La CQ revierte el efecto del D-BHB observandose agregados de LC3.

P62/SQSTM1 Hoechst Merge

A) B)
C
D-BHB
P62/SQSTM1 Hoechst Merge
h RG- - - - - -

Figura 5. El D-BHB disminuye la agregacion de p62/SQSTM1 durante la AG/RG. Inmunocitoquimica para
p62/SQSTM1 (verde) y cotincion nuclear con hoechst (azul) después de 3, 6 y 20 h de RG posteriores a 2 h
de AG. (20X).

2h Q+6hRG
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Figura 6. El D-BHB induce una rapida disminucién del numero de autofagosomas durante la AG. A)
Cultivos corticales expuestos a AG en presencia o0 ausencia de D-BHB. Imagenes representativas muestran
la formacion de los autolisosomas usando el kit Cyto-ID (verde) y cotefiidas con Hoechst (azul) durante 0.5-
1.5 h de AG. B) Cuantificacion de particulas positivas a Cyto-ID.

Posteriormente se investigé si la disminucion en los niveles de LC3-Il y de p62/SQSTM1
por el D-BHB puede deberse a la estimulacion del flujo autofagico. Para esto, se utilizo
cloroquina (CQ), un inhibidor de la degradacion autofagica debido a que impide la
acidificacion de los lisosomas. Como se puede observar en la figura 7, en presencia de CQ
los niveles de p62/SQSTM1 y LC3-1l se recuperaron en la fase temprana de RG (3 h). El
efecto del D-BHB fue completamente revertido por la CQ, sugiriendo que, efectivamente, el
flujo autofagico esta activo durante la RG y es estimulado por el D-BHB. A tiempos largos

de RG (6 y 20 horas) se observé el mismo efecto.
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Figura 7. El D-BHB estimula la fase de degradacion de la autofagia. Efecto de la CQ sobre los niveles
de LC3-1l y p62/SQSTM1 en cultivos expuestos a 2 h de AG y 3, 6 y 20 h de RG en presencia 0 ausencia
de D-BHB. Western blots representativos de la cuantificacion del indice LC3-1I/LC3-I (A) y niveles de
p62/SQSTM1/Actina (B). Las barras representan la media + error estdndar (n=3-6). Datos analizados con
ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de Fisher. *p<0.05 vs. control, & p<0.05 vs AG sin D-
BHB, # p<0.05 vs. células expuestas a AG/RG sin CQ.

Para determinar el papel de la autofagia sobre la sobrevivencia después de la AG/RG, se
utilizé un inhibidor del complejo Ptdins3K/Vps34, (3-MA). La inhibicion de la autofagia
previene la muerte neuronal inducida por la AG (figura 8Ay 8B). Ademas, el 3-MA disminuy6
los niveles de LC3-II (figura 7C), sugiriendo que la autofagia contribuye al proceso de
muerte neuronal desatado después de la AG/RG.
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Figura 8. Lainhibicion de la autofagia con 3-MA protege contra la muerte neuronal inducida por AG.
Cultivos expuestos a 2 h de AG en presencia de 3-MA y 22 h de RG. La viabilidad se evalué cuantificando
la liberacion de LDH (A) y la reduccién de MTT (B). Las barras representan la media + error estandar (n=6).
Los datos se analizaron por ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de Fisher. *p<0.005 vs

control y &p<0.05 vs AG. Un western blot representativo del efecto inhibidor del 3-MA sobre la
transformacion de LC3-I a LC3-1l se muestra en (C).

Por otro lado, se determiné si el papel del D-BHB sobre la viabilidad neuronal est4 asociado
principalmente a su accion metabdlica mas que a otros mecanismos (por ejemplo:
mecanismos antioxidantes). Para ello, utilizamos el isémero no fisiolégico del BHB, el
isdbmero L-BHB, ya que éste no contribuye a la generacion de ATP pero si es capaz de
disminuir la produccién de ROS ejerciendo un efecto protector contra la muerte, aunque de
menor magnitud que el del D-BHB (Julio-Amilpas, et al. 2015). Los resultados (figura 9)
muestran que los niveles de BECN1 y LC3-II no se alteraron por la presencia de L-BHB
durante la fase de AG o durante la RG temprana; sin embargo, los niveles de p62/SQSTM1

mostraron una tendencia a disminuir durante ambas fases, aunque no fue significativa.
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Figura 9. El L-BHB no tiene efecto sobre la autofagia durante la AG y la RG temprana. Western blots
representativos y gréficas con la cuantificacion respectiva de la densidad optica de cada indicador de
autofagia, BECN1/actina (A), indice LC3-II/LC3-I (B) y p62/SQSTM1/Actina (C) (n=4).

Los resultados anteriores en su conjunto sugieren que, durante la AG, la célula se vale de

mecanismos de respuesta al estrés energético para mantener su viabilidad y uno de ellos

es la autofagia; sin embargo, la degradacion autofagica no ocurre eficazmente a menos de

que el D-BHB esté presente.
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El D-BHB restablece la activacién basal del complejo mTORC1 a las 12 horas de
reintroduccion de glucosa.

La proteina cinasa activada por AMP (AMPK) es un sensor energético que responde ante
el estrés por disminucién en el indice ATP/AMP. Al ser activada, estimula la induccién de la
autofagia de manera indirecta, mediante la fosforilacion inhibidora de la proteina RAPTOR
(en la serina 792), que forma parte del complejo mTORC1, y de manera directa fosforilando
a ULK1 en los residuos de serina 317 y 777. Dado que el D-BHB funciona como un sustrato
energético y que restaura los niveles de ATP durante la AG (Julio-Amilpas, 2015), es
probable que AMPK se encuentre inactiva en presencia del D-BHB y no fosforile a
RAPTOR. En esta condicion la autofagia se encontraria inhibida, ya que la sefial de estrés
disminuye y la sintesis de proteinas u otros procesos dependientes de energia podrian
reactivarse.

Debido a lo anterior, evaluamos el estado de activacion de la proteina RAPTOR por medio
de western blot con un anticuerpo especifico para la forma fosforilada en el residuo de
serina 792, la cual es fosforilada directamente por AMPK, inhibiéndola.

Resultados preliminares (figura 10) muestran que los niveles de p-RAPTOR aumentan
durante las 2 h de AG, coincidiendo con los resultados anteriores que muestran que en ese
periodo la autofagia estd activa; dicho efecto no es modificado en presencia del D-BHB. A
tiempos cortos de RG (3 h), los niveles de fosforilacion de RAPTOR disminuyen, sugiriendo
gue el complejo mTORCL1 podria estar activo nuevamente y por lo tanto inhibiendo a la
autofagia. Las células incubadas con D-BHB a estos tiempos presentan el mismo efecto.
Nuestros resultados descritos anteriormente muestran que a las 6 h de RG, el D-BHB
estimula el flujo autofagico en comparacion con las células que no fueron incubadas en
presencia del cuerpo cetbnico. Sin embargo, los resultados de la cuantificacién de los
niveles de RAPTOR fosforilado fueron muy variables a este tiempo de RG (datos no
mostrados), por lo que se monitorearon los niveles de p-RAPTOR a un tiempo mas largo
de RG (12 h). Resultados de nuestro grupo muestran que a las 12 h de RG las células se
encuentran en un estadio determinante para la sobrevivencia, en el que aproximadamente
el 50% de las células han comenzado a desarrollar apoptosis y el otro 50% se mantienen
viables y presentan una gran cantidad de autofagosomas (Gerénimo-Olvera, et al., 2017).
Es por eso que evaluamos si mTORC1 podria participar en la induccion de la autofagia
desatada en estas etapas tardias de la RG (12 h) manteniendo la viabilidad celular. Los
resultados muestran que a las 12 h de RG, la fosforilacion de RAPTOR vuelve a aumentar

significativamente a un nivel similar al que alcanz6 durante la AG, mientras que aquellas
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células incubadas en presencia del D-BHB mantienen la fosforilacién de RAPTOR a niveles
basales (figura 9). Estos resultados sugieren que la inibicion de mTORC1 a las 12 h
posiblemente participa en la induccion de la autofagia tardia en las células incubadas sin
D-BHB. Por el contrario en las células incubadas con D-BHB, la actividad de mTORCL1 se
reestablece y la autofagia no se activa tardiamente. A tiempos mas largos de RG (20 h), p-
RAPTOR vuelve a disminuir y el D-BHB sigue manteniendo los niveles basales de
fosforilacion. Los niveles bajos de p-RAPTOR a este tiempo coinciden con niveles menores
de lipidacion de LC3-lI (figura 7), sugiriendo que la autofagia ha alcanzado niveles cercanos
a los basales tanto en las células incubadas en ausencia como en presencia del D-BHB.
Son necesarios mas experimentos para sustentar el papel de la via de mTORC1 en la
induccién de la autofagia en este modelo. Entre ellos la determinacion por western blot de
los niveles de fosforilacion de proteinas blanco de mTORC1, como la proteina p705¢K
(ribosomal protein S6 kinase-1), o el factor 4EBP1 (translation initiation factor 4E-binding
protein-1), en los residuos Thr389/ Thr421/ Ser424 y Thr37/ Thr46, respectivamente
(Sarkar, 2013; Bockaert & Marin, 2015); la inhibicién de la AMPK con el compuesto C, para
corroborar que la fosforilacion de RAPTOR es dependiente de AMPK.
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Figura 10. El D-BHB previene la fosforilacion de RAPTOR (Ser 792) por la cinasa activada por AMP
(AMPK) a las 12 horas de RG. Western blot representativo y grafica con la cuantificacion de los niveles de
p-RAPTOR/Actina durante la etapa de AG y durante 3, 12 y 20 horas de RG en presencia o ausencia del D-
BHB. (n= 3-5).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio indican que la presencia del D-BHB (no asi de
AcAc) promueve la viabilidad de las neuronas expuestas a la AG y RG independientemente
del momento en el que éste sea administrado, ya sea Unicamente durante la AG 6 la RG o
durante ambas fases. Por otra parte, en presencia del D-BHB hay menor transformacion de
LC3-1 a LC3-ll y niveles menores de BECN1 y de p62/SQSTML1 tanto durante el periodo de
AG como de RG. El efecto més importante se observo durante el periodo de RG, sugiriendo
que los autofagosomas formados durante el periodo de AG son degradados rapidamente
gracias a la estimulacion del flujo autofagico en presencia del D-BHB, observado mediante
la disminucion de los niveles del indicador de la fase de degradacion, p62/SQSTML1. Lo
anterior se pudo comprobar con el uso de CQ, ya que se observé un aumento de los niveles
de p62/SQSTM1 y LC3-1l durante la RG vy el efecto del D-BHB sobre los niveles de estas
proteinas fue revertido. Por otra parte, a través de inmunocitoquimica y marcaje de
autofagosomas con Cyto-ID, se comprobd que en presencia del D-BHB el nimero de
autofagosomas disminuye. Hasta ahora, los resultados sugieren que la ausencia de glucosa
promueve la acumulacion de autofagosomas, posiblemente debido una disminucién en el
flujo autofagico. EI D-BHB estimula el flujo autofagico promoviendo la degradacion
autolisosomal, desahogando la acumulacion de proteinas y organelos dafados, resultantes
de la falla energética al no haber ATP suficiente para el plegamiento correcto de las
proteinas, o glucosa suficiente para la modificacién post-traduccional (glucosilacién). De
esta manera contribuye a mantener la viabilidad neuronal. En este sentido, seria interesante
investigar si el D-BHB tiene un papel en el mantenimiento de la integridad lisosomal y que
éste sea el mecanismo por el cual permite que el flujo autofagico funcione correctamente.
Estudios del laboratorio sugieren que durante la AG, se pierde la integridad lisosomal
debido a la activacion de la calpaina (Ger6nimo-Olvera, et al., 2017). Esta es una proteasa
dependiente de calcio que es capaz de cortar proteinas de la membrana lisosomal e inducir
la liberacion de hidrolasas lisosomales al citosol contribuyendo asi a la muerte celular
(Yamashima et al. 1996). Ademas, tanto la fusion como la degradacion autofagica se alteran
al perderse la integridad de los lisosomas. Experimentos previos del laboratorio indican que
la privacion de glucosa aumenta la concentracion citosélica de calcio activando a la calpaina
(Paramo et al. 2010, 2013). Es posible que en presencia de D-BHB, la homeostasis del
calcio intracelular se restablezca mas rapidamente gracias a su contribucién al metabolismo
energeético, inhibiendo la actividad de la calpaina y por tanto preservando la integridad

lisosomal.
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Ademas de la estimulacién del flujo autofagico, el D-BHB podria estar inhibiendo la
activacion de la autofagia a nivel de la fase de iniciacion. La enzima AMPK es una cinasa
que se activa durante el estrés energético y promueve la autofagia por medio de la
fosforilacion del complejo ULK1 quien inicia las sefiales para la formacion de
autofagosomas (Kim, et al., 2011). Es probable que el D-BHB mejore el estado energético
durante la AG y eso evite la activacion de AMPK y por lo tanto la estimulacion de la
formacion de autofagosomas por ULK1. Probablemente, lo anterior podria cooperar al
mantenimiento de la viabilidad neuronal al conservar una homeostasis de la autofagia.
Nuestros datos sugieren que el efecto del D-BHB sobre la autofagia estd més asociado a
su papel metabdlico, ya que el L-BHB no parece afectar significativamente los niveles de
las proteinas asociadas a la induccién de la autofagia y maduracion de autofagosomas
(BECN1 y LC3-II, respectivamente). Previamente hemos reportado que el L-BHB ejerce un
efecto protector, aunque mas modesto que el del D-BHB, en contra de la muerte neuronal
inducida por la AG/RG (Julio-Amilpas, et al., 2015). Sin embargo, de acuerdo a los
resultados del presente estudio el efecto protector del L-BHB no podria explicarse por un
aumento del flujo autofagico. Su efecto podria estar asociado a otros mecanismos, tales
como la disminucién del estrés oxidante, ya que se ha reportado que abate la produccién
de ROS producidas por la inhibicion de la glucdlisis o la AG/RG (Haces, et al., 2008; Julio-
Amilpas, et al., 2015). Por otro lado, el L-BHB también tiene efectos epigenéticos, como se
describié en un modelo in vivo de la Enfermedad de Huntington, en el que se demostr6 que
preserva los niveles de acetilacion de la histona H4, la cual se encuentra desacetilada en
este modelo (Lim, et al., 2011).

Hasta ahora, los datos obtenidos sobre la fosforilacion de RAPTOR muestran que durante
la AG, RAPTOR estd mas fosforilada (disociada del complejo mTORC1 vy
consecuentemente inhibiéndolo). Esta observacion sugiere que la inhibicion de la via de
MTORC1 puede inducir la autofagia durante la fase de AG. Este resultado es esperado,
dado que durante la AG disminuyen los niveles de ATP (Julio-Amilpas et al. 2015) y es
congruente que la AMPK esté activa fosforilando a RAPTOR, dando lugar a un mecanismo
de defensa ante el estrés energético, como la autofagia. Por otra parte observamos que en
la fase de RG la fosforilacion de RAPTOR regresa a los niveles basales probablemente
porque el estrés energético es menor al haber glucosa nuevamente y AMPK podria
disminuir su actividad. Esto sucede independientemente de la presencia del D-BHB,
sugiriendo que el cuerpo cetonico no tiene efectos significativos sobre la fosforilacion de

RAPTOR al menos durante la AG y las primeras horas de la RG. En contraste, después de
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12 h de RG, la fosforilacion de RAPTOR aumenta nuevamente y la presencia de D-BHB la
mantiene a niveles control. Experimentos previos del laboratorio indican que a las 12 h de
RG muchas de las células estdn en proceso de muerte, pero aquellas que sobreviven
mantienen la autofagia activa, posiblemente como una respuesta homeostética (Gerénimo-
Olvera, et al., 2017). De aqui que es posible que la inactivacion de mTORCL1 en estas
etapas tardias participe en la activacion de la autofagia en las células que sobreviven. En
presencia de D-BHB, un mayor nimero de células sobrevive y mantiene la autofagia a
niveles basales sugiriendo que se encuentran en un estado energético mas favorable, por
lo que posiblemente la actividad de mTORC1 se encuentre a niveles del control. Es
necesario realizar mas experimentos para explorar si la inhibicion de mTORC1 por la AMPK
contribuye al mantenimiento de la autofagia durante las etapas tardias de la RG y si la
actividad de mTORC1 recupera sus hiveles basales en presencia de D-BHB.

Por otra parte, se ha reportado que bajo condiciones de privacién de nutrientes (suero o
aminoacidos) la cinasa ULK1 puede inhibir la sefializacion de mTORC1 a través de la
fosforilacion de RAPTOR en los residuos de serina 855y 859 (Dunlop, et al., 2011). De aqui
que seria interesante explorar si en la condiciones de AG/RG la activacion de la autofagia

podria estar mediada por ULK1 y conocer si en presencia del D-BHB la disminuye.

CONCLUSION

El D-BHB es capaz de mantener la viabilidad de las neuronas corticales durante la AG y la
RG por medio de la estimulacién del flujo autofagico. La autofagia se activa inicialmente
como una respuesta ante la privacion de glucosa, posiblemente por un mecanismo
dependiente de la inhibicibn de mTORCL1, el cual no se altera por la presencia del D-BHB.
Por otra parte, el D-BHB promueve que las células mantengan un estado energético mas
competente durante la fase de RG, lo cual evitaria la actividad de la AMPK y por tanto la
inhibicion de mTORC1, permitiendo que las neuronas recuperen la homeostasis

manteniendo la autofagia a sus niveles basales (figura 11).
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PERSPECTIVAS

e Confirmar el papel de la via de mTORC1 sobre la autofagia inducida por la AG
utilizando un inhibidor de la AMPK (compuesto C) durante la fases de AG y a etapas
tardias de la RG (12 h), en las que se observd una elevacién importante de la
fosforilacion de RAPTOR por AMPK.

e Investigar el estado de activacion de mTORC1 en las distintas fases de la AG y la
RG a través de la fosforilacion de alguno de sus sustratos (p705¢).

e Cuantificar los niveles de AMP/ADP/ATP durante los tiempos mas largos de RG (6,
12 y 20 horas) después de 2 h de AG, en presencia o ausencia del D-BHB.

e Investigar papel de ULK1 sobre la fosforilacion de RAPTOR vy la induccién de la
autofagia durante la AG y la RG.
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Abstract Glucose is the major energy substrate in brain,
however, during ketogenesis induced by starvation or
prolonged hypoglycemia, the ketone bodies (KB), ace-
toacetate and B-hydroxybutyrate (BHB) can substitute for
glucose. KB improve neuronal survival in diverse injury
models, but the mechanisms by which KB prevent neuronal
damage are still not well understood. In the present study
we have investigated whether protection by the D isomer of
BHB (D-BHB) against neuronal death induced by glucose
deprivation (GD), is related to autophagy. Autophagy is a
lysosomal-dependent degradation process activated during
nutritional stress, which leads to the digestion of damaged
proteins and organelles providing energy for cell survival.
Results show that autophagy is activated in cortical cul-
tured neurons during GD, as indicated by the increase in
the levels of the lipidated form of the microtubule associ-
ated protein light chain 3 (LC3-II), and the number of
autophagic vesicles. At early phases of glucose reintro-
duction (GR), the levels of p62 declined suggesting that the
degradation of the autophagolysosomal content takes place
at this time. In cultures exposed to GD and GR in the
presence of D-BHB, the levels of LC3-II and p62 rapidly
declined and remained low during GR, suggesting that the
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KB stimulates the autophagic flux preventing autophago-
some accumulation and improving neuronal survival.

Keywords Autophagy - Cortical cultures -
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Abbreviations

GD Glucose deprivation

GR Glucose reperfusion

LC3 Microtubule associated protein light chain 3

LC3-I Lipidated form of the microtubule associated
protein light chain 3

BHB B-Hydoxybutyrate

D-BHB D isomer of B-hydoxybutyrate

3-MA 3-Methyl adenine

KB Ketone bodies

Introduction

Correct brain functioning depends on the continuous sup-
ply of glucose from blood. Disruption of blood flow during
an ischemic episode or a decrease in blood glucose con-
centration during severe hypoglycemia, leads to brain
injury. Other energy sources such as the ketone bodies
(KB) acetoacetate and PB-hydroxybutyrate (BHB) can be
used by brain as alternative substrates to glucose in certain
conditions. KB are breakdown products of fatty acid
metabolism in the liver, and normally during adulthood
their concentration in blood is low (0.1 mM) [1]. However,
during the suckling period, KB concentration in blood
increases due to the high fat content in maternal milk,
representing the major fuel for the immature brain [2, 3].
Nevertheless, the adult brain is capable to transport and
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oxidize KB whenever their concentration rises due to
ketogenesis, during starvation, prolonged hypoglycemia [4]
or when KB are supplied by the ketogenic diet or an
exogenous infusion [5, 6].

Protection of neuronal death by KB has been demon-
strated in several pathological conditions associated with
energy depletion, including hypoxia [7] ischemia [8—10]
excitotoxicity [11, 12] and severe hypoglycemia [13, 14].
We have recently reported that the D-isomer of BHB (D-
BHB) prevents the decline in ATP levels induced by glu-
cose deprivation (GD), improves ATP recovery during
glucose reperfusion (GR) and reduces neuronal death in
cortical neurons, suggesting it can be used as an energy
substrate [15]. In addition, a significant reduction in the
number of degenerating neurons is observed in the cerebral
cortex of severe hypoglycemic animals rescued with glu-
cose and D-BHB [15]. The mechanism underlying the
protective effect of KB is not completely understood, but it
has been mainly attributed to the improvement of mito-
chondrial metabolism as KB incorporate to the tricar-
boxylic acid cycle [15-17].

To further investigate the actions of KB, in the present
study we have explored whether autophagy is involved in
the protective effect of D-BHB against GD-induced neu-
ronal damage in cortical cultured neurons. Macroautophagy
(here named as autophagy) is an intracellular catabolic
process dependent on lysosome hydrolytic activity respon-
sible for the recycling and digestion of damaged or altered
proteins and organelles [18, 19]. Autophagy is a highly
conserved process occurring in physiological conditions and
stimulated under different types of stress including nutri-
tional stress, as a mechanism to provide energy and sustain
cell survival [20-22]. However, excessive autophagic
digestion can lead to cell death [23, 24]. Autophagy is ini-
tiated by the formation of a multiprotein complex containing
Beclin 1 and class III PI3K, which are essential for the
formation of double membrane vesicles or autophagosomes.
During autophagosome formation, the microtubule-associ-
ated protein 1 light chain 3 (LC3-I), is conjugated with
phosphatidylethanolamine to form LC3-II, which translo-
cates from the cytosol to double membrane vesicles, where
damaged proteins and cellular components are engulfed and
degraded by lysosomal hydrolytic enzymes in
autophagolysosomes, formed by the fusion of autophago-
somes with lysosomes [25]. The processes of autophago-
some formation and the subsequent degradation of its
content in the autophagolysosome, is referred as the autop-
hagic flux. Impairment of the autophagic flux leads to the
excessive accumulation of autophagosomes, which can
result in neuronal cell death [26, 27].

The activation of autophagy under different conditions
of cellular stress is well known in the nervous system, and
its role in either neuronal survival [28-30] or neuronal

death [31, 32] has been suggested. The role of autophagy in
hypoglycemia- and GD-induced neuronal damage has not
been well characterized, but a recent study suggests that the
disruption of the autophagic flux during glucose reperfu-
sion is involved in the death of neurons exposed to glucose
starvation [33].

In the present study we have investigated the effect of
D-BHB on autophagy induced by GD in cultured neurons.
We have evaluated the changes in the levels of three key
autophagic proteins: Beclin 1, a protein that interacts with
class IIT PI3K and is part of the complex necessary for the
initiation of autophagosome formation [34], the transfor-
mation of LC3-I to LC3-II, which is essential for the
formation of double membrane vesicles [25]; and
SQSTM1/p62, a protein that interacts with LC3, recruits
ubiquitinated proteins to the autophagosome and is finally
degraded into the autophagolysosome [35]. Results show
a rapid conversion of LC3-I to LC3-II and autophagosome
formation during glucose withdrawal, followed by the
degradation of autophagosome content when glucose is
replenished. In the presence of D-BHB the transformation
of LC3-I to LC3-II and the formation of autophagosomes
decreases significantly and the rate of degradation of p62
occurs more rapidly, suggesting that D-BHB stimulates
the autophagic flux preventing the accumulation of
autophagosomes.

Materials and Methods
Materials

Neurobasal medium, B27, gentamicin and Dulbecco’s Mod-
ified Eagle Medium (DMEM) were obtained from Gibco life
technologies (Grand Island, USA); MTT (3-(4,5-dimethylth-
iazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide, L-Glutamine,
poly-L-lysine, NADH, pyruvate, Hoechst, 3-Methyl adenine
(3-MA) and chloroquine (CQ) from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA); D-BHB was from Fluka (Sigma-Aldrich). Cal-
cein-AM/ethidium homodimer (live/death kit, Molecular
Probe, Eugene, Oregon, USA); protease inhibitor cocktail
(Roche complete, 11626200, Indianapolis, IN, USA); anti-
LC3 antibody (MBL international, PD014); anti-Beclin 1
antibody (Sigma-Aldrich, PRS3613); anti-SQSTM1/p62
antibody (Cell signaling technology, 51146); anti-actin anti-
body (Chemicon, Merck, Millipore, MAB1501); goat anti-
mouse (Jackson Immunoresearch Laboratories, 115035-062);
goat anti-rabbit (Jackson Immunoresearch Laboratories,
115035-003) and goat anti-rabbit (Zymed, 62-6111) sec-
ondary antibodies; Chemiluminescent HRP substrate (Milli-
pore Corporation, P90720); Fluoromount-G™ (Electron
Microscopy Sciences 17984); Cyto-ID (autophagy detection
kit, Enzo Life Sciences, 51031-K200).
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Cell Culturing

Cortical primary cultures were prepared from Wistar rat
embryos of 17-18 days of gestation obtained from the ani-
mal house of the Instituto de Fsiologia Celular (Universidad
Nacional Auténoma de México, UNAM) as previously
described [15]. Animals were handled following the rules of
the National Institute of Health Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals (NIH publication No. 80-23 revised
1996) with the approval of the Animal Care committee
(CICUAL) of the Instituto de Fisiologia Celular. Briefly,
cells were suspended in Neurobasal medium supplemented
with 1 % B27 + 1 % B27 Minus AO, 0.5 mM L-glutamine
and 20 pg/ml gentamicin. Cells were plated at a density of
2.2 x 10°/cm? in 12-well plates precoated with poly-L-
lysine (5 pg/ml). Cells were cultured for 8 days in vitro
(DIV) at 37° C in a humidified 5 % CO,/95 % air atmo-
sphere. At 4 DIV, cytosine arabinoside (0.8 pM) and 400 pl
of fresh Neurobasal medium (containing 2 % B27 Minus
AO) was added.

Cell Treatment

At 8 DIV Neurobasal medium was withdrawn and cells
were exposed to glucose free (GD) medium (DMEM) for 1
and 2 h in the presence or the absence of 10 mM D-BHB.
Afterwards, GD medium was changed for the Neurobasal
glucose-containing medium previously withdrawn (GR)
containing or not 5 mM D-BHB. We have previously
determined that at these doses and following this protocol
of administration, D-BHB efficiently prevents GD-induced
neuronal death [15]. Cultures were also treated with the
class-III PI3K inhibitor 3-MA (10 mM) or chloroquine
(CQ) (20 uM), to inhibit autophagosome formation and the
autophagic flux, respectively. Trehalose (150 mM) was
used as an autophagy inducer and it was incubated during
4 h in Neurobasal medium.

Cell Survival

Cell survival was monitored 22 h after glucose reintroduc-
tion by the determination of lactic acid dehydrogenase
(LDH) activity present in the medium, MTT reduction and
the calcein-AM/ethidium homodimer method (live/death
kit) as previously described [15]. After 22 h of GR cells
were incubated with MTT (150 uM) for 1 hat37 °Cin 5 %
CO,/95 % air atmosphere; the medium was withdrawn and
acidic isopropanol was added to solubilize the precipitated
formazan salts. Formazan absorbance was measured spec-
trophotometrically at 570 nm. Cell viability is expressed as
percentage of MTT reduction relative to control. LDH
activity was determined in the culture medium by measuring
the decrease in the optical density resulting from the
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oxidation of NADH at 340 nm adding pyruvate as a sub-
strate. Culture medium was collected and added to potas-
sium phosphate buffer (0.05 M, pH 7.5) with NADH
(9.4 mM). Pyruvate (20 mM) was added to the mixture, and
the change in optical density was monitored after 5 min in a
spectrophotometer. Data are expressed as percent LDH
activity relative to control. LDH activity in control cultures
not exposed to GD was normalized to 100 %. To corrobo-
rate cell survival the fluorescent markers for live and dead
cells, calcein-AM and ethidium homodimer, respectively,
were used. These markers (calcein 2 pM and ethidium
homodimer 1 uM) were added to culture wells 22 h after
GR during 30 min, cells were washed with Lockey medium
and images were obtained using confocal microscopy (FV
1000; Olympus) motorized FVIOASW 2.1, with Ar 488
laser (for FITC) and Ar 596 nm (for ethidium) and images
from the different treatments were captured.

Immunoblotting

Cells cultured in 35 mm dishes were exposed to GD for 1 or
2hor2hof GD + 3, 6 and 20 h of GR. After the different
treatments cells were washed in ice-cold PBS 0.1 M and
lysed with a buffer containing: Tris—HCl pH 8.0 50 mM,
NaCl 150 mM, Triton X-100 1 %, sodium deoxycholate
0.5 % and SDS 1 % and 2 mg/ml of protease inhibitor
cocktail, and were centrifuged at 10 000 rpm at 4 °C for
5 min. Protein concentration was determined by the Lowry
method and 30 pg was separated in 10 % (Beclin 1 and p62)
or 20 % (LC3) SDS-PAGE and subsequently transferred to
PVDF membranes. Membranes were immunoblotted with
specific antibodies against the different autophagic markers:
LC3 antibody that recognizes both LC3-I and LC3-II
(1:1000), Beclin 1 (1:1000) and SQSTMI1/p62 (1:500).
Stripped blots were incubated with antibody against actin
(1:7000) used as a loading control. The reactions of primary
antibodies were detected using the respective horseradish
peroxidase, goat anti-mouse or goat anti-rabbit secondary
antibody and immunoreactivity was detected by chemilu-
minescent HRP substrate.

Immunocytochemistry

Cells were cultured on cover slips and exposed to 2 h of GD
and to 2 h of GD + 3 h of GR. They were washed with ice-
cold PBS 0.1 M and fixed with methanol for 20 min on ice.
They were blocked with PBS-albumin 5 %, horse serum
5 %, Triton X-100 0.1 % for 1 h at room temperature. Pri-
mary antibody anti-LC3 (1:500) was incubated overnight at
4 °C and detected using FITC-coupled secondary anti-rabbit
antibody (1:500) incubated at room temperature for 2 h.
Cells nuclei were stained with Hoechst 0.001 % in PBS
immediately after immunostaining and cells covered with
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Fluoromount-G™. Images were obtained by confocal
microscopy (Leica TCS SPS5) using a 63X objective with
UV-405 nm laser for Hoechst and Arg-488 nm for LC3

immunoreactivity.
Live Imaging of Autophagosome Formation

Cyto-ID Autophagy detection kit was used to label
autophagosomes in living cells [43]. Cells cultured in
35 mm dishes were exposed for 30, 60 and 90 min to GD.
Before the onset of GD, Cyto-ID was incubated for 20 min
in culture medium. Neurobasal medium was washed using
a reperfusion chamber and progressively substituted with
DMEM free-glucose medium. Confocal images (Leica
TCS SP5 using 63X water immersion objective with UV-
405 nm laser for Hoechst and Arg-488 nm for Cyto-ID)
were taken at the onset of GD and at different times after
GD. Hoechst was used as a nuclear counterstain. The
number of Cyto-ID-positive vesicles was counted in the
different experimental conditions from confocal images
taken from 3 independent experiments using the Fiji image
analysis software (Image J) [36]. We used the maximum
projection and resorted parameters at the “analyze parti-
cles” plugin and an area of 0.3-1.5 pm? and a circularity
from 0.2 to 1.0 were fixed as parameters for the identifi-
cation of posivite particles. The average size of the parti-
cles was 0.52 um?.

Statistics

All data are expressed as Mean = SEM and were analyzed
by One-way ANOVA followed by a Fishers’ post hoc
multiple comparison test.

Results

The effect of D-BHB on neuronal death induced after 2 h
GD and 22 h GR is shown in Fig. 1. LDH activity in the
medium of cultures exposed to GD/GR increased by 100 %
relative to non-treated cultures, while a 60 % increase in
LDH activity was observed in the medium of cells exposed
to GD/GR in the presence of D-BHB (10 and 5 mM,
respectively) (Fig. 1a). Similarly, MTT reduction decreased
to 40 % of control values in cultures exposed to GD/GR in
the absence of D-BHB, while treatment with the KB
restored MTT reduction to 70 % of the control (Fig. 1b).
These results are in agreement with our previous observa-
tions showing efficient protection against GD-induced neu-
ronal death by D-BHB [15]. The effect of the KB on
neuronal viability was corroborated by the fluorescent
markers, calcein-AM (green) and ethidium homodimer
(red), for live and dead neurons, respectively. As observed in
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Fig. 1 Protective effect of D-BHB against GD-induced neuronal
death in cortical cultures. Cultures were exposed to 2 h of GD and
22 h of GR in the presence of D-BHB (10 and 5 mM, respectively)
and cell survival was assessed by LDH activity (a) and MTT
reduction (b). Bars represent mean + SEM (n = 6). Data were
analyzed by One-way ANOVA followed a Fisher’s post hoc test
#p < 0.005 versus control and ¢p < 0.005 versus GD. Representative
images from cells stained with calcein (green) and ethidium
homodimer (red) to monitor live and dead cells, respectively after
the different treatments, are shown in ¢

Fig. 1c, many green cells with a normal morphology are
present in the control condition. In cells exposed to 2 h GD
and 22 h GR the number of green cells is substantially
reduced while numerous red cells appear. In contrast, cul-
tures treated with D-BHB show more green and well-pre-
served cells and few red cells as compared to cultures not
treated with D-BHB, demonstrating the improvement of cell
survival by D-BHB. Neuronal viability was monitored at
different times after GR. No significant increase in the
number of cells positive to ethidium homodimer was
observed before 8 h of GR and this number increased from 8
to 16 h (data not shown). Only a small elevation in the
number of death cells occurred from 16 to 22 h, suggesting
that most of the cells die between 8 and 16 h.

We then aimed to evaluate the changes in the levels of
Beclin 1 and SQSTM1/p62, and in the LC3-II/LC3-I ratio.
Figure 2a shows a significant decrease in Beclin 1 levels
relative to control 3 h after GR, while no significant change
was observed during GD. The autophagy inductor trehalose
showed no effect on Beclin 1 levels after 4 h incubation, as
shown in the representative immunoblot (Fig. 2a). In cul-
tures treated with D-BHB, Beclin 1 content significantly
decreased during 1 and 2 h of GD and at 3 h after GR Beclin
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Fig. 2 Changes in Beclin 1, LC3-II/LC3-I ratio and p62 in cultures
exposed to GD/GR in the presence or the absence of D-BHB.
Representative western-blots and quantification of the changes in
Beclin 1/actin levels (a), LC3-II/LC3-I ratio (b) and p62/actin levels

1 levels were very low. The transformation of LC3-Ito LC3-
II increases substantially when glucose is withdrawn and
remains elevated at 3 h after glucose replenishment,
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(c) are shown. Bars represent mean £ SEM (n = 3-6). Data were
analyzed by One-way ANOVA followed by a Fisher’s post hoc test
#p < 0.05 versus control and ¥p < 0.05 versus D-BHB. OD optical
density

suggesting an increase in autophagosome formation
(Fig. 2b). The levels of LC3-II also increased in cultures
exposed to trehalose during 4 h consistent with its action as
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an autophagy inducer (Fig. 2b). When D-BHB is added to
the culture media during GD, the transformation of LC3-I to
LC3-II significantly increases after 1 h of GD relative to
control cultures but decreases at 2 h GD and 3 h after GR
LC3-II content reaches control values (Fig. 2b).

To monitor autophagic degradation, the levels of p62, a
protein hydrolyzed within the autophagolysosome, were
measured. As can be observed in Fig. 2c, p62 levels did not
change during 1 and 2 h of GD whereas they decreased
significantly 3 h after glucose replenishment suggesting it
is degraded at this time. When cultures were treated with
D-BHB, p62 levels significantly diminished below control
levels after 1 and 2 h of GD and remained low at 3 h GR
(Fig. 2c¢).

To corroborate that the transformation of LC3-I to LC3-
I corresponds to the formation of autophagosomes, we
performed immunocytochemistry using an antibody that
recognizes both LC3-I and LC3-II, after the exposure of
cortical cultures to 2 h GD and to 2 h GD followed by 3 h
GR. As observed in Fig. 3, LC3 immunoreactivity increa-
ses 2 h after GD as compared to control and at 3 h after
GR, LC3 puncta are visible in many cells. In contrast, in
D-BHB-treated cultures immunoreactivity is more diffuse
and basically no cells containing LC3 puncta are observed
after GR. To confirm these data we followed autophago-
some formation by time-lapse live confocal microscopy
using the fluorescent marker Cyto-ID, which labels
autophagic vesicles [37]. As observed in Fig. 4 (upper
panel), 30 min after GD the number of Cyto-ID-positive
green vesicles increased in many cells as compared to the
control condition (time 0), and were still present after
60 min. After 90 min GD the number of autophagosomes

Fig. 3 Anti-LC3
immunocytochemistry (green)
and Hoechst nuclear
counterstain (blue) in cultures
exposed to 2 h GD or 2 h GD/
3 h GR in the presence or the
absence of D-BHB, and 2 h GD/
3 h GR + D-BHB + CQ

Control

2h GD/3h GR

diminished in many cells although in some others Cyto-ID-
positive vesicles remained. These observations were con-
firmed by the quantification of Cyto-ID-positive vesicles,
as shown in Fig. 4b, and suggest that the formation of
autophagic vesicles increases when glucose is withdrawn
and progressively decreases during the last phases of GD.
In cells exposed to GD in the presence of D-BHB, the
number of Cyto-ID-positive vesicles increases at 30 min,
but decreased substantially at 60 and 90 min of GD
remaining only few cells containing green particles
(Fig. 4a). These observations were confirmed by the
quantification of the number of Cyto-ID-positive-puncta
(Fig. 4b). Overall, these results suggest that a lower num-
ber of autophagosomes is accumulated in the presence of
D-BHB, possibly due to the stimulation of the autophagic
flux.

To investigate the time-course of the changes in
autophagy proteins and its correlation to neuronal death,
we monitored LC3-II and p62 levels at longer times after
GR, in the presence or the absence of D-BHB. As indicated
in Fig. 5a, the increased transformation of LC3-I to LC3-II
is sustained at 6 and 20 h after GR, while in cells treated
with D-BHB, LC3-II levels remain below those of non-
treated cells. These observations suggest that the KB
stimulates the rate of autophagosome degradation. To test
this hypothesis we used CQ to inhibit lysosome acidifica-
tion and thus the autophagic flux. As observed (Fig. 5a)
LC3-II levels significantly increased when CQ was added
to cultures non-treated with D-BHB, and the effect of
D-BHB was completely abated by CQ. This result is con-
sistent with immunocytochemistry observations showing
that more cells containing LC3 puncta were evident when

2h GD 2h GD + D-BHB

2h GD/3h GR + D-BHB  2h GD/3h GR + D-BHB CQ
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D-BHB

Number of Cyto-ID

1.5 h GD

= GD
= GD + D-BHB

0

Fig. 4 Time-lapse of in vivo autophagosome formation in cortical
cultures exposed to GD in the presence or the absence of D-BHB.
Representative images showing autophagosome formation using the
Cyto-ID detection kit (green) and Hoechst counterstaining (blue),
during GD (from 0.5 to 1.5 h). The graph below shows the number of

CQ was added to D-BHB-treated cultures (Fig. 3). These
observations support the hypothesis that the autophagic
flux is accelerated in the presence of D-BHB. To further
confirm these findings the changes in p62 content were also
analyzed at longer times after GR in the presence or
absence of D-BHB with and without CQ. As observed in
Fig. 5b, p62 levels returned to control values at 6 and 20 h
after GR. In the presence of D-BHB, p62 also increased
after 6 and 20 h relative to the levels observed at 3 h, but
remained below control values (Fig. 5b). When cells were
exposed to D-BHB in the presence of CQ, p62 levels
increased in agreement with the hypothesis that D-BHB
stimulates the autophagic flux. Overall, the above-de-
scribed results suggests that the accumulation of
autophagosomes along the GR period precedes neuronal
death and that protection by D-BHB is related to an
accelerated rate of autophagic degradation.

Finally, we tested the effect of the autophagy inhibitor,
3-MA, which blocks the activity of class III PI3K, on
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_# s
0.5 10 15 h

Cyto-ID puncta in cells exposed to GD in the presence or the absence
of D-BHB. *p < 0.05 versus GD (time 0), *p < 0.05 versus GD
(0.5 h with or without D-BHB, respectively),“p < 0.05 versus GD
(0.5 h without D-BHB)

neuronal viability. As shown in Fig. 6a, 3-MA significantly
improved cell survival as LDH activity in the medium was
significantly reduced in cells exposed to GD in the pres-
ence of 3-MA. Similarly, MTT reduction was restored to
72 % of control values as compared to cells not treated
with 3-MA, which showed a 60 % decrease in MTT
reduction relative to controls (Fig. 6b). The effect of 3-MA
on autophagosome formation was corroborated by LC3-II
immunoblotting. As shown in Fig. 6c, the transformation
of LC3-I to LC3-II decreased substantially in cultures
treated with 3-MA, suggesting that inhibition of autophagy
prevents neuronal death induced by glucose starvation.

Discussion
It is well-known that autophagy is up-regulated after the

ischemic episode and its role in ischemic injury has been
suggested [38, 39], either due to the excessive degradation
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Fig. 5 Effect of Chloroquine (CQ) on LC3-1I/LC3-I and p62 levels
in cultures exposed to 2 GD and 3, 6 and 20 h GR in the presence or
the absence of D-BHB. Representative western-blots and quantifica-
tion of LC3-II/LC3-I and p62 levels are shown. Bars represent

of cellular components [31], or to impaired autophagy
leading to the accumulation of damaged proteins and
organelles within autophagosomes [27, 28, 40]. The role of
autophagy in GD- or low glucose-induced neuronal dam-
age has been poorly explored, but recent in vitro studies
suggest that the impairment of autophagy during these
conditions contributes to neuronal death [41, 33]. The
present results show that cultures exposed to glucose
starvation activate autophagy, possibly as a response to
nutritional stress and a mechanism to gain energy for cell
survival. However, blockade of class III PI3K activity
reduce neuronal death, suggesting a contribution of
autophagy to neuronal damage in the present conditions.
We and others have shown that KB preserve the energy
status of neurons, sustain synaptic activity and prevent cell
death in different in vitro models of energy depletion [14,
15, 42]. Furthermore, KB prevent neuronal damage
induced by ischemia and hypoglycemia in vivo [8, 9, 13—
15]. We now show that D-BHB stimulates the autophagic
flux and that this effect is involved in its protective action.
According to the results, the levels of LC3-II and p62
rapidly decline at 3 h after GR, suggesting that the fusion

2h GD/3h GR  2h GD/6h GR  2h GD/20h GR

mean = SEM (n = 3-6). Data were analyzed by One-way ANOVA
followed by Fisher’s post hoc test *p < 0.05 versus control,
&p < 0.05 versus GD without D-BHB, *p < 0.05 versus cells exposed
to GD/GR without CQ

of autophagosomes with lysosomes and the autophagic
degradation take place soon after GR. This hypothesis is
further supported by the results showing that the decline in
these proteins is abated by CQ, which is commonly used to
block the autophagic flux [43]. At later times after GR (6
and 20 h) the levels of LC3-II remained elevated and p62
returned to control values. In contrast, when GD occurs in
the presence of D-BHB, LC3-II and p62 levels decrease to
control values or below during GD and remain low during
the entire GR period. The effect of D-BHB is completely
abated by CQ suggesting that the autophagic flux is
reestablished in the presence of the KB.

These present observations lead us to conclude that
D-BHB stimulates the autophagic flux under energy-defi-
cient conditions, possibly because the ATP levels of the
cells are better preserved, preventing the overload of
autophagosomes and improving neuronal survival. These
results add new knowledge about the actions of KB and the
mechanisms by which they can prevent neuronal death
induced by energy failure. To our knowledge, this is the
first study to suggest that protection by D-BHB against
GD-induced neuronal death is mediated, at least in part, by

@ Springer



(o)
(=]
e

Neurochem Res (2016) 41:600-609

A B
— 230 { 'S 120
[e] -
= i * c
E 210 S 100 I &
U ] Y
- 190 & c: % f
o 170 1 * s
< | c 60
> 150 | ] *
S S 40
g 190 4 S
© °
T 1oq{ o 20
28 w E o
Control 3-MA = Control 3-MA
GD/GR GD/GR
Cc 1h GD
£ =
c
3 o
kDa
LC3-I 18
LC3-Il | 16

B-actin WS E———— 42

Fig. 6 Protective effect of 3-MA against GD-induced neuronal death
in cortical cultures. Cultures were exposed to 2 h of GD in the
presence of 3-MA (10 mM) and 22 h of GR and cell survival was
assessed by LDH activity (a) and MTT reduction (b). Bars represent
mean = SEM (n = 6). Data were analyzed by One-way ANOVA
followed by Fisher’s post hoc test *p < 0.005 versus control and
&p < 0.05 versus GD. Representative western-blot showing the
inhibitory effect of 3-MA on the transformation of LC3-I to LC3-II
is shown in ¢

the stimulation of the autophagic flux. The molecular
mechanisms by which D-BHB modulates autophagy are
currently studied.
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