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I. RESUMEN

La glucosa es el sustrato energético esencial en el cerebro y cuando el suministro de glucosa
disminuye o se interrumpe puede ocurrir dafio celular que podria llevar a la muerte de las
neuronas. La mitocondria es uno de los organelos méas afectados tras episodios
hipoglucémicos que pueden ocurrir en pacientes diabéticos por el uso incorrecto de insulina o
durante la privacion de glucosa (PG) asociada a la isquemia cerebral. Dado que las neuronas
poseen un perfil metabdlico principalmente oxidante, son altamente dependientes de la
mitocondria, por lo que el correcto funcionamiento de este organelo es de vital importancia
para la sobrevivencia neuronal. La mitocondria es un organelo que responde a las demandas
celulares a través de su fision, fusion, transporte, biogénesis y degradacion, procesos que en
su conjunto se denominan dinamica mitocondrial. Se ha observado que los cuerpos ceténicos
tienen un papel neuroprotector en modelos de estrés energético tanto in vivo como in vitro y,
aunque los mecanismos aun siguen siendo investigados, se sabe que uno de ellos es a través
del mantenimiento de la funcién mitocondrial. En el presente trabajo nos preguntamos si la
administracion del cuerpo cetonico B-Hidroxibutirato (BHB) es capaz de afectar algin
proceso de la dindmica mitocondrial neuronal en un modelo in vitro de privacion y
reintroduccion de glucosa (PG/RG, respectivamente). Los resultados sugieren que la PG
induce la fision mitocondrial y activa parcialmente la mitofagia, mientras que durante la RG
las neuronas inhiben la degradacién mitocondrial. La administracion de BHB durante la PG
no provoca cambios significativos en los procesos de fision y fusion mitocondrial; sin
embargo, los resultados sugieren que podria estar afectando la mitofagia via BNIP3/NIX, ya
que disminuye la interaccién de NIX con LC3. No obstante, el efecto del BHB sobre la
progresion de la mitofagia y sobre la sobrevivencia neuronal, asi como el mecanismo detras
de este efecto son aspectos de vital importancia para la interpretacion de este resultado que no

fueron explorados en este estudio.



. ABSTRACT

The brain relies on circulating glucose as its main source of energy; thus, interruption or
reduction in glucose supply to the brain causes cellular damage that can lead to neuronal
death. Mitochondria is among the most affected organelles after either hypoglycemic
events in diabetic patients due to wrong use of insulin, or ischemic glucose deprivation.
Neurons are highly dependent on mitochondria because of its oxidative metabolic profile;
as a result, mitochondrial health is indispensable for neuronal survival. Mitochondrial
dynamics refers to distinct processes, like fission, fusion, transport, biogenesis, and
degradation, that allow the adaptation of mitochondria to cellular demands. Since the
preservation of mitochondrial function is among the neuroprotective mechanisms of
ketone bodies, both in vivo and in vitro, the pourpose of this study was to determine if the
administration of one ketone body, B-Hidroxibutirato (BHB), could modify mitochondrial
dynamics in response to glucose deprivation/reintroduction (GD/GR). Results suggest that
GD induces mitochondrial fission and activates mitophagy; in contrast, neurons inhibit
mitochondrial degradation during RG. Whereas BHB administration has no effect on
neither mitochondrial fission nor mitochondrial fusion during GD, it appears to modify
BNIP3/NIX pathway of mitophagy, since administration of BHB decreases NIX-LC3
interaction. Nevertheless, the effect of BHB on mitophagy progression and neuronal

survival, apart from mechanistic aspects behind this effect remain to be elucidated.
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IV.  INTRODUCCION

1. Importancia de la glucosa para el funcionamiento del cerebro

La glucosa es un sustrato energético necesario para el correcto funcionamiento del cerebro
adulto de los mamiferos, ya que a través de su metabolismo se obtiene la energia necesaria
para procesos fundamentales como: la generacién de potenciales de accion y sefializacion
posinaptica, la regulacion del potencial de membrana en reposo y la liberacion y recaptura de
neurotransmisores, entre otros (Magistretti & Allaman, 2015; Niven, 2016). Asi pues, el
cerebro es altamente dependiente del suministro de la glucosa sanguinea, ya que es uno de los
6rganos con mayor demanda energética y, por otro lado, la alta selectividad de la barrera
hematoencefalica limita la entrada de otros compuestos potencialmente utilizables como

sustratos energéticos a este érgano (Mergenthaler et al., 2013).

1.1 Transporte y metabolismo de la glucosa en el cerebro

La glucosa que se encuentra en el torrente sanguineo es capaz de ingresar al cerebro mediante
los transportadores de glucosa que se expresan en las células endoteliales que forman parte de
la barrera hematoencefalica (Mergenthaler et al., 2013). Posteriormente, la glucosa es capaz
de ingresar a las células cerebrales mediante los transportadores que se encuentran en la
membrana plasmatica de cada célula. Dichos transportadores de glucosa son denominados
GLUTs (por sus siglas en inglés: Glucose Transporters). En las células endoteliales,
astrocitos, oligodendrocitos y microglia predomina el GLUTL1, mientras que las neuronas
expresan mayoritariamente el GLUT3, que es el que posee mayor tasa de transporte de
glucosa, debido a que posee mayor afinidad por este sustrato (Km de 2.6 mM contra Km de
9.5mM del GLUTL1 para 2-desoxiglucosa) (Mergenthaler et al., 2013; Custddio et al.,

2020). El metabolismo de la glucosa en el cerebro es un proceso dinamico, que responde a
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las necesidades locales de este 6rgano; adicionalmente, se ha sugerido que los astrocitos y las
neuronas poseen perfiles metabolicos distintos, pero complementarios (Bélanger et al., 2011,

Mergenthaler et al., 2013).

La tasa glucolitica se regula mediante tres reacciones irreversibles: la conversién de glucosa
a glucosa-6-fosfato mediante enzima la hexocinasa/glucocinasa, la conversién de fructosa-6-
fosfato a fructosa 1,6 bisfosfato mediante la enzima 6-fosfofructo-2-cinasa (PFK1, por sus
siglas en inglés) y la conversion de fosfoenolpiruvato a piruvato mediante la enolasa. Por ello,
la regulacion de estas enzimas es clave para la progresién de la glucolisis. La fructosa 2,6
bisfosfato es un potente activador de la PFK1 y es producida por otra enzima, la PFK2. Se ha
observado que la abundancia de PFK2 es mayor en astrocitos que en neuronas, lo que se ha
relacionado, por un lado, con que las neuronas contienen menos RNA mensajero de Pfk2 que
los astrocitos y, por otro lado, con que esta proteina es degradada constantemente via
proteosomal en neuronas (Herrero-Méndez et al., 2009; Zhang et al., 2014). Lo anterior ha

Ilevado a proponer que la tasa glucolitica de los astrocitos es mayor de la de las neuronas.

En el ultimo paso de la glucdlisis, el fosfoenolpiruvato es convertido a piruvato, que a su vez
puede convertirse a lactato o bien, puede entrar a la mitocondria y convertirse en Acetil-CoA,
un intermediario del TCA. Se ha sugerido que los astrocitos convierten una gran parte del
piruvato que producen a lactato, mientras que el piruvato es generalmente convertido a Acetil-
CoA en neuronas (Magistretti & Allaman, 2015). Dos hallazgos soportan esta teoria; por un
lado, los astrocitos expresan preferencialmente la isoforma de la enzima lactato
deshidrogenasa tipo b (Ldhb), cuyo equilibro esta desplazado hacia la produccion de lactato;
a diferencia de las neuronas, que expresan principalmente la de tipo a (Ldha), cuyo equilibrio
estéd desplazado hacia la produccion de piruvato (Zhang et al., 2014). Adicionalmente, Zhang
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et al. (2014) observaron que los astrocitos sobreexpresan Pdk4 (cuyo transcrito se encontrd
enriquecido hasta 30 veces mas en astrocitos que en neuronas), que codifica para la proteina
piruvato deshidrogenasa cinasa, una enzima que fosforila e inactiva al complejo piruvato
deshidrogenasa, que realiza la conversion de piruvato a acetil-coenzima Ay, por lo tanto, que

disminuye la proporcién de piruvato capaz de alimentar al ciclo de los acidos tricarboxilicos.

La glucosa también puede ser metabolizada a través la via de las pentosas fosfato (Magistretti
& Allaman, 2015). La via de las pentosas fosfato consiste en diversas reacciones de tipo
oxidante en las que a partir de glc-6-P se producen dioxido de carbono (CO2), ribulosa-5-
fosfato (Ribulosa-5-P) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) + 2H?
(McKenna et al., 2012). La ribulosa-5-P es un precursor de los azucares necesarios para la
sintesis de acidos nucléicos durante el desarrollo. Sin embargo, en neuronas post-mitoticas,

su importancia esta relacionada con la reparacion del DNA (Bolarios et al., 2010).

Por otra parte, el nucleétido NADPH es necesario para regenerar el glutation reducido (GSH).
El GSH es un antioxidante no enzimatico que lleva a cabo la detoxificacion de las especies
reactivas del oxigeno (ERO) producidas en muchas de las reacciones metabolicas celulares
de tipo oxidante (Fernandez-Fernandez et al., 2012). Asi pues, el metabolismo de la glucosa,
a través de la via de las pentosas fosfato, permite a las neuronas lidiar con el estrés oxidante
que conlleva su propio perfil metabdlico, que se lleva a cabo en la mitocondria, el principal

productor de EROs en la célula (Battin & Brumaghim, 2009; Magistretti & Allaman, 2015).
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1.2 Hipoglucemia

La hipoglucemia, o estado hipoglucémico, consiste en la disminucién de glucosa en la sangre
por debajo de los 65-70 mg/dl (3.6-3.9 mmol/L) (American Diabetes Association, 2005).
Ante un estado hipoglucémico, el sistema neuroenddcrino de los mamiferos es capaz de
promover diversos mecanismos que regulan los niveles de glucosa a su concentracion normal
(Rehni & Dave, 2018) la cual oscila entre 3.9y 7.1 mM (Amaral, 2013). El sistema endécrino
controla la tasa de utilizacion y sintesis de la glucosa mediante la secrecion de adrenalina, que

a su vez modula los niveles de insulina y glucagon (Fanelli et al., 1994).

Asi pues, cuando la concentracidn de glucosa en sangre decrece, la concentracion de insulina
disminuye también, mientras que la de glucagon aumenta, dando como resultado la
disminucion en la utilizacion de glucosa y la induccién de la gluconeogeénesis en el higado,
respectivamente (Rehni & Dave, 2018). Por lo anterior, la hipoglucemia es poco comdn o es
considerada un estado transitorio en humanos sanos sin trastornos metabolicos; no obstante,
representa una de las complicaciones mas comunes en pacientes con diabetes mellitus tipo 1,
ya sea por la administracion de dosis muy altas de insulina o porque la terapia insulino-
dependiente prolongada disminuye la eficiencia de los mecanismos adaptativos del cuerpo en
respuesta a la hipoglucemia (Haces del Blanco & Massieu, 2005; Cryer, 2007; Rooijackers et

al., 2015).

Cuando los niveles de glucosa se mantienen por arriba de los 40 mg/dl, se habla de
hipoglucemia moderada (HM); sin embargo, si los niveles de glucosa llegan a ser mas bajos

de 20 mg/dI, se le denomina hipoglucemia severa (HS) (Haces del Blanco & Massieu, 2005).
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Durante la HS, la tasa de consumo de la glucosa disponible en sangre es mayor que la de
transporte, por lo que la concentracién de glucosa en el cerebro puede caer hasta niveles
cercanos a cero (Amaral, 2013). Dado que el cerebro depende de la glucosa para llevar a cabo
muchas de sus funciones, la HS puede provocar dafio permanente en zonas vulnerables de este
6rgano, como la corteza y el hipocampo (Haces del Blanco & Massieu, 2005; Rooijackers et
al., 2015). Por otro lado, la HM también puede tener consecuencias negativas en el cerebro
cuando ocurre de manera crénica (Wang et al., 2007), en cuyo caso es denominada
hipoglucemia moderada recurrente (HMR); no obstante, los mecanismos mediante los cuales
la HMR induce dafio cognitivo aln se encuentran en proceso de investigacion (Zhou et al.,

2018).

1.2.1 Muerte neuronal asociada a la hipoglucemia

La disminucién del metabolismo de la glucosa esté relacionada con vias de muerte celular
asociadas con la neurodegeneracion (Mergenthaler et al., 2013), ya que los procesos
dependientes de energia dejan de llevarse a cabo adecuadamente, lo que lleva a la disfuncion
neuronal y finalmente a la muerte de estas células. La muerte asociada a la falta de glucosa
en el cerebro se debe principalmente al dafio excitotoxico provocado por la liberacién e
inhibicion de la recaptura de glutamato, desregulacion de los niveles intracelulares de Ca?*,

y disfuncién mitocondrial (Haces del Blanco & Massieu, 2005; Suh et al., 2007).

Para mantener el gradiente ionico después de llevarse a cabo los potenciales de accion y los
potenciales posinapticos, asi como para la recaptura de los neurotransmisores, la célula utiliza
transportadores de iones 0 bombas ubicadas en la membrana plasmaética de las neuronas que
son dependientes de energia. De manera que estas bombas dejan de funcionar adecuadamente
cuando la falta de glucosa disminuye la produccion de ATP. Esto ocasiona, por un lado, la
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despolarizacion de las neuronas y la liberacion de neurotransmisores excitadores como el
glutamato (Szydlowska & Tymianski, 2010) y, por otro lado, la inhibicion de la recaptura de
dicho neurotransmisor (Haces del Blanco & Massieu, 2005). Todo este fendmeno ocasiona la
hiperactivacion de los receptores de glutamato de la neurona postsindptica y una entrada
masiva de Na* y Ca?*, lo que contribuye a la pérdida de la homeostasis i6nica dentro de la

neurona (Haces del Blanco & Massieu, 2005).

El gradiente electroquimico generado en la cadena de transporte de electrones hace que el
interior de la mitocondria se encuentre cargado negativamente, permitiendo la entrada de Ca*
al interior de ésta. En condiciones de excitotoxicidad, en las que la concentracion intracelular
de Ca* es mas altas de lo normal, la entrada masiva de este ion a la mitocondria disminuye
el gradiente electroquimico necesario para la sintesis de ATP, afectando los procesos celulares

dependientes de energia (Szydlowska & Tymianski, 2010).

La disminuciéon de la produccién de ATP ocasionada por la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial aumenta la produccién de ERO. Aunado a esto, la falta de glucosa
disminuye la cantidad de NADPH generado por la via de las pentosas fosfato y, por lo tanto,
la regeneracion del GSH mediante la enzima glutation reductasa (GR) (Liu et al., 2003). Esto
provoca que las ERO generadas en la neurona puedan dafiar proteinas, lipidos, carbohidratos

y acidos nucleicos (Thorpe et al., 2004).

2. La mitocondria
La mitocondria es un organelo de que consta de dos membranas, la membrana interna
mitocondrial (MIM), que delimita la matriz mitocondrial y cuyas invaginaciones forman las

crestas mitocondriales y la membrana externa mitocondrial (MEM), que se encuentra en
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contacto con el citosol (Frey et al., 2002), pero que también puede tener puntos de contacto
con la MIM. El espacio que se encuentra entre la MIM y la MEM se denomina espacio
intermembranal. Ambas membranas tienen un contenido muy alto de proteinas; por ejemplo,
la MIM posee los complejos proteicos que llevan a cabo la fosforilacion oxidativa (OXPHQOS,
por sus siglas en inglés Oxidative phosphorylation) y en la MEM se encuentra una gran
cantidad de proteinas que realizan funciones muy diversas, desde el importe de otras proteinas
a la mitocondria hasta el contacto con otros organelos (Pernas & Scorrano, 2016).

La mitocondria posee su propio genoma (MtDNA, por sus siglas en inglés mitocondrial
Desoxyribonucleid Acid); sin embargo, éste sélo codifica para 13 proteinas mitocondriales
(en humanos) y dos rRNAs, asi como los tRNAs que son utilizados para la traduccion de sus
respectivos mMRNAs dentro de la misma mitocondria (Anderson et al., 1981). El resto de los
genes que codifican para las proteinas mitocondriales han sido transferidos al DNA nuclear,
por lo que estas proteinas deben ser transportadas a la mitocondria una vez sus mMRNAS han
sido traducidos (Anderson et al., 1981; Pagliarini et al., 2008).

Aungue la funcion mas descrita de la mitocondria es la produccion de ATP, este organelo
también participa en el ciclo celular, la respuesta inmune, la regulacion de la concentracion
intracelular de Ca?* y en respuestas de muerte celular como necrosis o apoptosis (Pagliarini
et al., 2008; Tilokani et al., 2018). Por lo tanto, el correcto funcionamiento de la mitocondria
es fundamental para la sobrevivencia celular en condiciones fisioldgicas y patoldgicas.

2.1 Dindmica mitocondrial

La dinamica mitocondrial se refiere al conjunto de procesos necesarios par asegurar el buen
funcionamiento de este organelo, por ejemplo, la biogénesis, degradacion, fision, fusion y
transporte mitocondrial, cuyo balance es indispensable para que la mitocondria sea capaz de

adaptarse a las necesidades celulares. Anteriormente, se denominaba dinamica mitocondrial
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a los cambios en la morfologia de las mitocondrias que ocurren mediante los procesos de
fusion y fision mitocondrial; sin embargo, recientemente, este término se ha ampliado a todos
los procesos ya mencionados (Pernas & Scorrano, 2016; Eisner et al., 2018). Esto se debe en
parte a la evidencia de la intima relacidn que existe entre las proteinas que participan en todos
estos procesos, lo que convierte ala dinamica mitocondrial en una compleja red de
interacciones y vias de sefializacion, que, a su vez, se encuentran altamente reguladas y cuya
perturbacion puede tener efectos desde la disfuncién mitocondrial hasta el desarrollo de

enfermedades neurodegenerativas (Eisner et al., 2018).

2.1.1 Fisién y fusion mitocondrial

La fusion y fision mitocondrial son procesos llevados a cabo por proteinas GTPasas de la
familia de la dinamina: mitofusina 1 (MFN1) y mitofusina 2 (MFN2) llevan a cabo la fusién
de las MEM; la proteina atrofia optica 1 (OPAL, por sus siglas en inglés) realiza la fusion de
las MIM vy la proteina relacionada a la dinamina 1 (DRP1, por sus siglas en ingles), que lleva

a cabo la fision mitocondrial (Burté et al., 2015; Wai & Langer, 2016; Dorn, 2019).

DRP1

Es una proteina citosolica que se transloca a la mitocondria bajo condiciones que inducen su
activacion, tales como estimulos pro-apoptéticos, dafio mitocondrial o la division celular
(Pagliuso et al., 2018). Una vez activada, DRP1 puede ser reconocida por distintos receptores
localizados en la MEM como Fisl, MiD49, MiD51 y MFF (Loson et al., 2013) que permiten
la acumulaciéon de DRP1 alrededor del sitio marcado para la fision mitocondrial;

posteriormente, DRP1 se oligomeriza y se une a GTP, lo que provoca un cambio
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conformacional que le permite formar una estructura tipo anillo que constrifie a la mitocondria

y da origen a dos “mitocondrias hijas” de distinto tamafio (Figura 1A) (Tilokani, et al., 2018).

DRP1 posee una estructura que consta de cuatro dominios: el dominio GTPasa (que contiene
un inserto denominado A en neuronas), un dominio medio, un dominio variable (también
llamado inserto b) y un dominio efector de GTPasa (GED, por sus siglas en inglés) que
controla la oligomerizacion de la proteina (Pagliuso et al., 2018). La actividad y/o interaccion
entre estos cuatro dominios es regulada por modificaciones post-traduccionales (MPT), lo

que permite el control de la fision mitocondrial a distintos niveles.

Entre las MPT que regulan la actividad de la DRP1 se encuentran la fosforilacion, acetilacion
nitrosilacién y SUMOilacion; cada una de las cuales es, a su vez, estrictamente controlada por
el contexto celular (Chang and Blackstone, 2010). La diversidad de receptores y de MPT que
posee DRP1 sugieren que el estricto control del proceso de fision mitocondrial es de suma

importancia para la funcion celular.

MITOFUSINAS 1y 2.

Son GTPasas de la MEM que poseen una homologia del 81% y son idénticas en ~60% de sus
aminoacidos; MFN1 posee mayor actividad de GTPasa y se expresa de manera homogénea
en la mayoria de los tejidos, mientras que MFN2 parece expresarse mayoritariamente en
tejidos altamente diferenciados (Pagliuso et al., 2018). Ambas proteinas llevan a cabo la
fusion de las membranas externas mitocondriales (Figura 1B) (Tilokani, et al., 2018), sin
embargo, también poseen funciones no redundantes. Por ejemplo, MFN2, a diferencia de
MFN1, se encuentra en los sitios de contacto de la mitocondria con el reticulo endoplasmico

(RE), participa en el trafico mitocondrial mediante su interaccion con la GTPasa mitocondrial
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Rho (MIRO) y representa la comunicacién entre los procesos de fusion y la degradacién
selectiva de mitocondrias denominada mitofagia, ya que puede actuar como receptor de

parkin (descrita méas adelante) (Dorn, 2019)

OPAl

Es una proteina capaz de realizar la fusion de las membranas internas de dos mitocondrias
una vez que MFN1/2 han fusionado las MEM (Figura 1B). No obstante, a diferencia de éstas,
OPAL1 puede llevar a cabo esta funcion incluso si se encuentra en una sola de las membranas
que seran fusionadas (Tilokani et al., 2018). Aunque la mayoria de OPA1 se encuentra
anclada a la MIM, esta proteina puede ser cortada por dos metaloproteasas (OMAly YMELL)
en dos sitios de corte independientes (S1y S2, respectivamente) (Tilokani et al., 2018) y dar
lugar a fragmentos cortos (denominados S-OPA1) que se encuentran de manera libre en la
matriz mitocondrial. Por el contrario, la porcion de OPA1 que se encuentra en la MIM esta
conformada por fragmentos largos de esta proteina denominados L-OPA1 (Head et al., 2009;
Anand et al., 2014; Baker et al., 2014). En condiciones normales, las cantidades disponibles
de L-OPA1 y S-OPAL1 se encuentran en equilibrio; sin embargo, la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial aumenta el corte de OPA1 y, dado que Unicamente L-OPAL puede
llevar a cabo la fusion de las MEM, esto puede afectar la tasa de fusion/fision (MacVicar &

Langer, 2016).

2.1.2 Mitofagia
La mitofagia es un proceso de control de calidad que permite mantener el balance entre la
biogénesis y la degradacion mitocondrial (Dorn, 2019). Durante la mitofagia, las porciones

mitocondriales dafiadas o mitocondrias disfuncionales son secuestradas en una estructura de
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doble membrana denominada autofagosoma (Pickles et al., 2018), que finalmente se fusiona
con un lisosoma, del que son liberadas enzimas proteoliticas capaces de degradar a las
mitocondrias (0 porciones de estas) en sustancias que pueden ser liberadas al citosol para su
reciclamiento (Glick et al., 2010; Green & Levine, 2014). Se han descrito dos mecanismos de

mitofagia: la via PINK1-Parkin y la via BNIP3/NIX.
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MITOCONDRIAL MITOCONDRIAL
TV 4Ty
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(?ﬂ})\\Jf v {: A ¥ 'i\i ks Ly
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Y mips1 ® OPA1 (short)

Figura 1. A, proceso de fisién mitocondrial, DRP1 es reconocida en la MEM mediante sus receptores
FIS1, MFF, MiD49 y MiD51, que permiten su translocacion a la mitocondria, donde se oligomeriza
y forma una estructura en forma de anillo que constrifie a la mitocondria mediante la hidrolisis de
GTP. B, fusion mitocondrial, MFN1 y MFN2 fusionan las MEMs mediante la formacién de homo o
heterodimeros, mientras que OPAL1-L fusiona las MIMs. OPA-S se encuentra en la matriz

mitocondrial y no puede llevar a cabo la fusién mitocondrial. Creado en Biorender.com

PINK1-PARKIN

La cinasa 1 inducida por PTEN (PINKZ, por sus siglas en inglés) es una proteina de 64kDa
que posee una secuencia de localizacion en la mitocondria; asi pues, bajo condiciones

normales, PINK1 es importada a la mitocondria y una vez ahi, sufre dos procesamientos
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proteoliticos: por un lado, la proteina de tipo romboide asociada a las presenilinas
mitocondrial (PARL, por sus siglas en inglés) escinde su secuencia de localizacidn
mitocondrial en el espacio intermembranal, mientras que su dominio transmembranal es
cortado en la matriz por la peptidasa de procesamiento mitocondrial (MPP, por sus siglas en
inglés) (Hamacher-Brady & Brady, 2016). Esta nueva version escindida de PINK1 (de ~55
kDa) es exportada al citosol y degradada via proteosomal, lo que mantiene bajos los niveles
basales de PINK1 (Hamacher-Brady & Brady, 2016). El procesamiento de PINK1 es
dependiente del potencial de membrana mitocondrial, por ello, cuando este se pierde PINK1
no es cortado y se estabiliza en la MEM, donde es capaz de fosforilar a diversas proteinas

mitocondriales, entre ellas, a la E3 ubiquitin ligasa, parkin (Zhang et al., 2016a).

Parkin es una proteina citosolica, que se transloca a la mitocondria cuando se induce la
mitofagia; una vez en la mitocondria, PINK1 fosforila a parkin en la serina 65, lo que
promueve su actividad de E3 ligasa, mediante la cual es capaz tanto de poliubiquitinar
proteinas mitocondriales de novo como de elongar las cadenas preexistentes de ubiquitina
(McWilliams & Mugit, 2017; Pickles et al., 2018). La poliubiquitinacién de diversas proteinas
mitocondriales es reconocida por receptores que reconocen cargo que debe ser dirigido hacia
los autofagosomas para su degradacion, tales como p62/SQSTM1 optineurinay NBR1 (Figura
2) (Hamacher-Brady & Brady, 2016; Kubli & Gustafsson, 2012; McLelland et al., 2014; Tang

et al., 2016).

BNIP3/NIX

La proteina 3 de interaccion con BLC2 (Bnip3, por sus siglas en inglés) y Bnip3L (Bnip3-

Like), también conocida como Nix, son dos proteinas homologas que se localizan en la
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membrana externa mitocondrial y que son capaces de promover la mitofagia mediante su
dominio de interaccién con LC3, que es una proteina asoaciada a microtubulos, pero que
cuando forma un conjugado con fosfatidiletanolamina, forma parte de la membrana de los
autofagosomas (Green & Levine, 2014). Asi pues, a través de su interaccion con LC3, Bnip3
y Nix son capaces de acoplar la MEM con la membrana de los autofagosomas (Figura 2)

(Novak et al., 2010).

El dominio de interaccion con LC3 (LC3-Interacting Region o LIR) de Bnip3 es activado
mediante la fosforilacion de dos sitios cercanos al LIR; primero, se lleva a cabo la
fosforilacion en la serina 17 de Bnip3, lo cual es indispensable para su interaccién con LC3y,
posteriormente, la fosforilacion en su serina 24 aumenta la afinidad de esta interaccion
(Hamacher-Brady & Brady, 2016; Zhu et al., 2013). Por otro lado, la fosforilacion de Nix en
sus serinas 34 y 35 incrementan de manera importante su afinidad por LC3 y parecen controlar
la eficacia de la mitofagia mediada por Nix (Rogov et al., 2017). No obstante, las cinasas
responsables de las fosforilaciones mencionadas de Bnip3 y Nix alun son desconocidas

(Hamacher-Brady & Brady, 2016).

2.2 Regulacion metabdlica de la dindmica mitocondrial

La estricta regulacion de la dindmica mitocondrial es necesaria para la sobrevivencia celular,
debido a que el correcto funcionamiento de los procesos que la componen determina la
funcionalidad de este organelo. Por un lado, la fision mitocondrial es necesaria para la
correcta segregacion de mitocondrias durante la division celular y esta vinculada a la herencia
del mtDNA; adicionalmente, la fisidn esta relacionada con el transporte mitocondrial dentro
de la célula, la mitofagia y la progresion de la apoptosis (Detmer & Chan, 2007). La fusion,
por otro lado, permite el intercambio de lipidos y proteinas entre mitocondrias y la interaccion
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de moléculas de mtDNA, lo que disminuye la acumulacion de mutaciones en una sola

mitocondria (Detmer & Chan., 2007; Pagliuso et al., 2018; Tilokani et al., 2018).

Potencial de
membrana
mitocondris

VIA BNIP3/NIX

? BNIP3 NIX T LC3

VIA PINK1-PARKIN

i BN Parkin T LC3-lI
1N

& PARL x OPTN/pb62

Figura 2. Proceso de mitofagia mediante las vias de PINK1-Parkin (izquierda) y BNIP3/NIX
(derecha). Cuando el potencial de membrana mitocondrial se encuentra intacto, PINK1 es
cortada en la mitocondria y, posteriormente, liberada al citosol para su degradacion via
proteosomal (izquierda abajo). Cuando se pierde el potencial de membrana mitocondrial, (1)
PINK1 se estabiliza en la MEM, (2) en donde es capaz de fosforilar a parkin, (3) que puede
poli-ubiquitinar a diversas proteinas. Asi, receptores de ubiquitina que también reconocen a
LC3-11 como OPTN, p62, y NBR1, unen a las mitocondrias dafiadas con la membrana del
fagoforo en formacién (izquierda arriba). Por otro lado, BNIP3 y NIX poseen un dominio de
interaccion con LC3, por lo que unen a las mitocondrias con el fagoforo de manera directa
(derecha). Una vez que el fagoforo se cierra se dice que se ha formado un autofagosoma que,
posteriormente, se fusiona con un lisosoma, del cual son liberadas enzimas proteoliticas que
degradan el cargo. Creado en de Biorender.com

La fision es regulada, en parte, por los diferentes tipos de MPT de DRP1 antes mencionadas,

que ocurren en respuesta al estado metabdlico de la célula. Las MPT de DRP1 maés estudiadas
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son la fosforilacion en la serina 616 (S616) llevada a cabo por CDK1, que correlaciona con
el aumento de la fision mitocondrial durante el ciclo celular y, por otro lado, la fosforilacion
en la serina 637 (S637) llevada a cabo por la proteina cinasa dependiente de AMP (PKA, por
sus siglas en inglés), que corresponde a la inactivacion de DRP1, ya que impide la interaccion
de sus dominios GTPasa y GED (Chang and Blackstone, 2010; Tilokani, et al., 2018; Kraus
et al., 2021). La proporcion de DRP1 fosforilada en la serina 637 0 616 puede ser regulada
por la proteina del proceso de fision mitocondrial 1 (MTFPL, por sus siglas en inglés), una
proteina de la membrana interna mitocondrial, cuya expresion depende de la actividad de
MTOR (diana de rapamicina en mamiferos), por lo que esta asociada a la disponibilidad de
nutrientes y oxigeno en el medio extracelular (Morita et al., 2017).

Dado que el potencial de membrana mitocondrial estd directamente relacionado con el
correcto funcionamiento de este organelo, su pérdida indica dafio mitocondrial, lo que
promueve la fision y eliminacion de dichas mitocondrias, asi como la degradacion de MFN1/2
via proteosoma (Kubli & Gustafsson, 2012; Escobar-Henriques, 2014). Asi pues, la
ubiquitinacion de las mitofusinas es una de las MPT que afectan la fusion (Escobar-
Henriques, 2014). Esta es llevada a cabo por E3-ubiquitin-ligasas como Parkin (Tanaka et al.,
2010) y Huwel (Leboucher et al., 2012). Por el contrario, el potencial de membrana
mitocondrial intacto es un requisito para que dos mitocondrias se fusionen, lo que constituye
un mecanismo que impide que las mitocondrias disfuncionales puedan fusionarse y mezclar
componentes de mala calidad con mitocondrias sanas (Detmer & Chan, 2007; Youle & van
der Bliek, 2012).

Los estimulos intra y extracelulares como el estado metabolico de las células, la demanda
energética, la disponibilidad de nutrientes y oxigeno y factores de crecimiento afectan la

dinamica mitocondrial (Wai & Langer, 2016). El estrés moderado y niveles altos de
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fosforilacion oxidativa promueven la fusion de las mitocondrias (Wai & Langer, 2016). Asi
pues, ante estimulos de estrés moderado (como la privacion de aminoacidos), la hiperfusion
de las mitocondrias es capaz de proteger a las células, ya que aumenta la produccién de ATP
y previene la fision, disminuyendo asi la degradacion mitocondrial y la progresion de la
apoptosis (Hoppins, 2014; Morita et al., 2017). Sin embargo, estimulos de estrés prolongados
u otros tipos de estrés nutricional considerados severos (como la privacién de glucosa en
algunos tipos celulares), asi como los niveles bajos de fosforilacion oxidativa, inducen la
fision mitocondrial (Rambold et al., 2011; Wai & Langer, 2016).

3. D-p-Hidroxibutirato

El B-Hidroxibutirato, junto con el acetoacetato y la acetona, se denominan cuerpos cetonicos.
Son compuestos sintetizados en el higado a partir del acetil-coA producido mediante la
oxidacion de acidos grasos en la mitocondria que no es procesado en el ciclo de Krebs
(Puchalska & Crawford, 2017; Yang et al.,, 2019). El acetoacetato (ACA) y el B-
Hidroxibutirato (BHB), que son interconvertibles mediante una sola reaccion, constituyen
una fuente de energia para diversos tejidos extrahepéticos, mientras que la acetona, formada
a partir de la descarboxilacién espontanea del acetato, es un copuesto altamente volatil que se
elimina durante la respiracion, por lo que no es considerada de importancia metabdlica

(Morris, 2005).

3.1 Metabolismo del D-B-Hidroxibutirato

La sintesis de cuerpos cetdnicos se denomina cetogénesis y ocurre en la matriz mitocondrial
de los hepatocitos; por otro lado, la descomposicion de cuerpos cetonicos se denomina
cetolisis y ocurre en la mitocondria de las células que conforman tejidos extrahepaticos de

alta demanda energética, tales como el cerebro, musculo esquelético, corazon y rifion (Figura
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3) (Puchalska & Crawford, 2017). La proporcion de sintesis/consumo, es decir, el
metabolismo de los cuerpos cetonicos depende principalmente de dos factores: de la
concentracion de cuerpos cetonicos que se encuentran circulando en la sangre y, en el caso

del cerebro, de su transporte a través de la barrera hematoencefalica (Morris, 2005).

Normalmente, la concentracion de cuerpos cetonicos en la sangre es baja; en humanos adultos
sanos, por ejemplo, esta concentracion oscila entre 100 y 250 uM (Puchalska & Crawford,
2017). No obstante, en estados fisiologicos en los que la disponibilidad de carbohidratos es
baja, por ejemplo, el ayuno, el periodo neonatal, las jornadas de ejercicio intenso y el
embarazo, se promueve la cetogénesis y la concentracion de cuerpos cetonicos en sangre

puede alcanzar niveles de 1 mM a 5 mM (Puchalska & Crawford, 2017).

La cetogénesis parte del acetil-CoA que proviene de la oxidacion de los &cidos grasos
(Newman, 2014). Primero, la enzima tiolasa condensa dos moléculas de acetil-CoA y produce
acetoacetil-CoA. Posteriormente, la enzima hidroximetilglutaril (HMG)-CoA sintasa
condensa el acetil-CoA con acetoacetil-CoA para formar hidroximetilglutaril-CoA (HMG-
CoA), a partir del cual la HMG-CoA liasa libera acetoacetato (Newman, 2014). Asi pues, el
acetoacetato es el primer cuerpo ceténico en formarse y, por lo tanto, es el precursor de los
dos restantes (Newman, 2014). Por un lado, la acetona se produce a partir de la
descarboxilacion no enzimética del acetoacetato (Morris, 2005), mientras que la produccion
de BHB se da mediante una reaccion que requiere de NADH + H* y que es llevada a cabo
por la enzima PB-hidroxibutirato deshidrogenasa; por lo que la proporcion de ACA/BHB
depende a su vez de la proporcién de NAD* /NADH (Newman, 2014; Yang et al., 2019). Una
vez que se producen los cuerpos cetdnicos, éstos son liberados al torrente sanguineo, donde

son distribuidos a los tejidos de mayor demanda energética.
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En el caso del cerebro, los cuerpos cetonicos deben atravesar la barrera hematoencefalica a
través de los transportadores de monocarboxilatos (MCT’s, por sus siglas en inglés
Monocarboxylate Transporters) que se encuentran en las células endoteliales (MCT1)
(Morris, 2005). Los transportadores de monocarboxilatos también les permiten a los cuerpos
cetdnicos entrar a los astrocitos (MCT1y MCT4) y a las neuronas (MCT2) (Achanta & Rae,
2017; Halestrap, 2013). Una vez que se encuentran dentro de las células cerebrales, los
cuerpos cetdnicos son nuevamente procesados hasta producir Acetil-CoA mediante el proceso
denominado cetolisis. En el caso del BHB, éste es convertido a acetoacetato mediante la
enzima B-Hidroxibutirato deshidrogenasa mediante una reaccién que requiere de NAD* y
libera NADH (Achanta & Rae, 2017). Posteriormente, el acetoacetato es convertido mediante
la enzima succinil CoA-transferasa (SCOT) a acetoacetil-CoA, a partir del cual la enzima
tiolasa genera 2 Acetil-CoA capaces de entrar al ciclo de Krebs y asi producir ATP (Achanta

& Rae, 2017).
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Figura 3. A, Cetogeénesis, proceso por el que se producen los cuerpos cetonicos ACA, BHB y
acetona a partir del acetil-CoA gue se genera mediante la f-oxidacion de los acidos grasos
que ocurre en la mitocondria de los hepatocitos. B, Cetolisis, los cuerpos cetonicos son
liberados del higado al torrente sanquineo y son capturados por las células de los tejidos
extrahepaticos de alta demanda energética como astrocitos y neuronas, en el caso del cerebro.
Posteriormente, el ACA y BHB son convertidos nuevamente a acetil-CoA, que es
metabolizado mediante el ciclo de Krebs. Creado en Biorender.com

3.2 Efecto neuroprotector del D-pB-Hidroxibutirato

La funcion metabolica del cuerpo ceténico BHB en condiciones en las que la concentracion de
glucosa es baja fue de las primeras en reconocerse; sin embargo, por estudios mas recientes, ahora
se sabe que el BHB es méas que un metabolito, ya que desempefia también diversas funciones de
sefializacion (Newman, 2014). Muchas de las vias en las que participa el BHB han sido elucidadas
al estudiar los posibles mecanismos que puedan explicar su efecto neuroprotector, el cual ha sido
probado en diversos modelos de estrés. Uno de los mecanismos mas descritos del BHB que se sabe
contribuye a su efecto neuroprotector es la disminucion de estrés oxidante, que a su vez es un
mecanismo que contribuye en gran parte a la muerte celular asociada a diversas neuropatologias

(Camberos-Luna & Massieu, 2020).

El efecto antioxidante del BHB es multifactorial y esta dado por la combinacion de diversos
mecanismos que tienen que ver, por un lado, con su papel a nivel epigenético y por otro, con
el aumento del cociente NAD*/NADH. Respecto a su papel epigenético, Shimazu et al.
(2013), demostraron que el BHB es un inhibidor enddgeno de las deacetilasas de histonas
(HDAC) de clase I. La acetilacion es una de las modificaciones de histonas que pueden alterar
la expresion génica, ya que promueve el estado relajado de la cromatina que facilita el acceso
de factores de transcripcion a sitios especificos del DNA. Asi pues, la acetilacion es
considerada una marca de “activacion génica”, que es removida por las HDAC. Por lo tanto,
al ser un inhibidor de las HDAC, la administracion de BHB promueve la transcripcién de
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algunos genes; entre ellos, dos que son importantes para la resistencia al estrés oxidante:

Foxo3a y Mt2 (Shimazu et al., 2013).

El segundo mecanismo que contribuye al efecto antioxidante del BHB es el aumento del
cociente NAD* (Maalouf et al., 2007) mediante el incremento de la funcién del complejo |
de la cadena de transporte de electrones, que es el encargado de la oxidacion de NADH
(Maalouf et al., 2009). El incremento de NAD* intracelular es censado por proteinas
denominadas sirtuinas, que son capaces de modificar la actividad de otras proteinas mediante
su deacetilacion (Shimazu et al., 2013). Yin et al. (2015) describieron que el BHB activa a la
sirtuina 3 y aumenta la abundancia de dos de sus blancos: FOX0O3a y SOD2, dos proteinas
gue forman parte de la defensa antioxidante. Es importante recalcar que al estudiar el efecto
antioxidante del BHB en condiciones de hipoglucemia, Haces et al (2008) encontraron que
ambos isdmeros, D-BHB y el L-BHB, tienen la capacidad de disminuir la presencia del
radical hidroxilo ("OH), lo que sugiere que el papel metabdlico del D-BHB no es esencial para

su efecto antioxidante.

Al disminuir los altos niveles de ERO que se producen durante eventos de excitotoxicidad, el
BHB protege de manera indirecta la funcionalidad de las mitocondrias y, por lo tanto, previene
la muerte celular programada (Maalouf et al., 2009). Adicionalmente, gracias a su papel
metabdlico, el isdbmero fisiologico del Betahidroxibutirato, el D-BHB, es capaz de mantener
los niveles de ATP necesarios para disminuir la muerte neuronal inducida por la privacion de
glucosa (Julio-Amilpas et al., 2015) o por la inhibicion de la glucolisis (Haces et al., 2008).
Por otro lado, el D-BHB (1mM) también es capaz de aumentar la tasa de consumo de oxigeno
y el contenido de ATP incluso en presencia de glucosa, aunque a bajas concentraciones de

ésta (ImM) (Marosi et al., 2016).
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En estas mismas condiciones de baja concentracion de glucosa el D-BHB es capaz de
promover la translocacion al nacleo del factor de transcripcién NF-kB, que a su vez activa la
transcripcion de Bdnf y aumenta los niveles celulares del factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) (Marosi et al., 2016). Este aumento de BDNF es
interpretado por los autores como una de las respuestas adaptativas que el BHB es capaz de
promover ante condiciones de escasez de glucosa (Marosi et al., 2016). Otra respuesta
adaptativa inducida por el BHB, que tiene un papel neuroprotector en condiciones de ausencia
de glucosa, es la estimulacion del flujo autofagico (Camberos-Luna et al., 2016). El flujo
autofagico se refiere a la degradacion de los componentes dafiados de la célula que han sido
sido capturados por los autofagosomas, lo cual requiere de su fusion con un lisosoma, ya que
en este Ultimo se encuentran las enzimas proteoliticas (Green & Levine, 2014). En condiciones
de estrés, puede ocurrir que se promueva la respuesta autofagica y ésta inicie de manera
correcta, pero si no hay flujo autofagico, esto resulta en la acumulacion de autofagosomas
dentro de las células, lo que no ayuda a aliviar el estrés en el que se encuentran y que, incluso
puede conducir a la muerte neuronal; por lo tanto, al inducir el flujo autofégico, el D-BHB
induce la autofagia funcional en condiciones de estrés energético, lo que esta relacionado con

un aumento en la sobrevivencia de las neuronas (Camberos-Luna et al., 2016).

V. ANTECEDENTES

Los estudios de los cambios en la dindmica mitocondrial en respuesta a diversos estimulos
comenzaron por realizarse en tipos celulares no neuronales; posteriormente, al comparar lo
descrito en células no neuronales con la dindmica mitocondrial neuronal, se encontraron
algunos aspectos que hacen a las neuronas distintas, tales como la morfologia de sus

mitocondrias o la velocidad a la que realizan la degradacién mitocondrial. Las neuronas
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poseen mitocondrias pequefias y tubulares, lo que contrasta con las notables redes
mitocondriales altamente interconectadas que se pueden observar en condiciones normales en

células como los fibroblastos o los astrocitos (Uo et al., 2009; Wappler et al. 2013).

Para explicar las diferencias morfoldgicas entre las mitocondrias neuronales y las de los
astrocitos y fibroblastos, Uo et al. (2009) compararon la abundancia de las principales
proteinas que llevan a cabo los procesos de fisién y fusién y encontraron que las neuronas
sobreexpresan la proteina de fision DRP1. La presencia de mitocondrias tubulares, pequefias
y poco interconectadas sugiere que el balance de los procesos de fusién/fision se inclina hacia
la fision en las neuronas y no asi en astrocitos y fibroblastos (Uo et al., 2009). Se ha propuesto
que las mitocondrias pequefias son mas faciles de transportar a través de las proyecciones
celulares, lo cual es de vital importancia en las células polarizadas como las neuronas, ya que
el transporte mitocondrial es necesario para que se lleven a cabo los eventos de alta demanda
energeética en estos sitios, generalmente muy alejados del soma neuronal (Li et al., 2004). En
concordancia con lo anterior, se ha demostrado que DRP1 es necesaria para el transporte de
las mitocondrias hacia las espinas dendriticas y los axones (Li et al., 2004; Berthet et al., 2014)

y, ademaés, favorece la formacién de sinapsis (Li et al., 2004; Li et al., 2008).

Finalmente, la fision mitocondrial es un proceso importante para la viabilidad neuronal, ya
que el silenciamiento de Drpl mediante un RNA de interferencia en neuronas primarias
aumenta la proporcién de neuronas con sefiales de dafio celular, tales como la condensacion
del nacleo y cuerpo celular hinchados y, por otro lado, disminuye la arborizacion de estas
celulas; no obstante, el silenciamiento de Drpl no provoca cambios que indiquen dafio celular

al realizarse en células HeLa (Uo et al., 2009).
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La importancia de DRP1 y su sobreexpresion en neuronas en condiciones basales ha hecho
aln mas interesante la pregunta de si la fision mitocondrial aumenta en condiciones de estrés
tal y como lo hace en otros tipos celulares (Yu et al., 2008). El aumento de la fision
mitocondrial en respuesta al estrés energético en neuronas ha sido demostrado en diversos
modelos tales como OGD, MCAO Yy excitotoxicidad inducida por NMDA (Wappler et al.,
2013; Martorell-Rieraet al., 2014; Kumar et al., 2016; Guo et al., 2018) y, sorprendentemente,
esto generalmente coincide con una disminucién tanto de DRP1 total (Wappler et al., 2013;
Martorell-Riera et al., 2014) como de su fosforilacion en residuos de activacion como la
serina-616 (Wappler et al., 2013).

Los modelos de isquemia, ya sea in vitro (OGD) o in vivo (MCAOQ) se caracterizan por poseer
una segunda fase de estrés celular asociada a la reperfusion de oxigeno y glucosa. Se ha
observado que durante la reperfusién temprana las mitocondrias recuperan su morfologia
basal de manera transitoria; sin embargo, la reperfusion tardia provoca una segunda ola de
fragmentacion mitocondrial que culmina en la muerte neuronal (Martorell-Riera et al., 2014;
Kumar et al., 2016). A diferencia de la fase de fragmentacion inducida por la privacion de
oxigeno y nutrientes, la fision mitocondrial inducida por la reperfusion no esta asociada a un
aumento en la translocacion de DRP1 a la mitocondria, sino a la disminucion de MFN2

(Martorell-Riera et al., 2014) y al procesamiento proteolitico de OPA1 (Kumar et al., 2016).

Aunque de manera clasica la dinamica mitocondrial ha hecho referencia Gnicamente a los
eventos de fision y fusion, es cada vez mas comun que ahora se incluya a otros procesos como
la biogénesis, el transporte y la degradacién mitocondrial, ya que su regulacién es también
fundamental para el correcto funcionamiento de estos organelos. En ese sentido, la mitofagia

es un proceso particularmente interesante en neuronas, ya que parece regularse de manera
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muy diferente a otros tipos celulares. Por un lado, Melser et al. (2013) observaron que cuando
se estimula el metabolismo mitocondrial, se estimula también la mitofagia, lo que sugiere que
las células con alta tasa metabolica mitocondrial poseen también una alta tasa de recambio de
este organelo en condiciones basales, o que contrastaria con otros tipos celulares cuya tasa
metabdlica mitocondrial es mas baja.

Dado que las neuronas tienen un perfil metabolico de tipo oxidativo que ocurre principalmente
en la mitocondria, los resultados de Melser et al. (2013) sugieren que la tasa de recambio
mitocondrial basal podria ser alta en las neuronas; sin embargo, esto no se ha demostrado. Por
otro lado, en condiciones de estrés se ha observado que la despolarizacién mitocondrial
inducida por CCCP (un desacoplante mitocondrial artificial) no aumenta la colocalizacion de
parkin con LC3 en cultivos primarios de neuronas, contrario a o que ocurre en otros tipos
celulares e incluso en lineas celulares que han sido diferenciadas a neuronas, por ejemplo, las
lineas SH-SY5Y (humano) y PC6-3 (rata) (Van Laar et al., 2011), sugiriendo que el recambio
de mitocondrias dafiadas por mitofagia no es tan alto en las neuronas, atn cuando se ha perdido
el potencial de membrana mitocondrial. Sin embargo, no se ha descartado la posibilidad de
que la pérdida del potencial de membrana mitocondrial pueda inducir la mitofagia en las
neuronas a través de la via de BNIP3/NIX. También se ha observado que las neuronas inhiben
la mitofagia durante la etapa de recuperacion, una vez que ha ocurrido dafio mitocondrial, por
lo que se ha sugerido que en las neuronas la degradacion mitocondrial es el Gltimo recurso

ante un estrés energeético (Puri et al., 2019; Evans et al., 2020).

La dindmica mitocondrial y el estado energético de las células estan estrechamente
relacionados, por lo que el papel de los cuerpos ceténicos como sustratos energéticos alternos

a la glucosa y su accion antioxidante (en el caso del BHB) arroja la interrogante de si es, en
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parte, a través de modular la dindmica mitocondrial, que los cuerpos ceténicos ejercen su
efecto neuroprotector. Guo et al. (2018) describieron que tratar a células SH-SY5Y (derivadas
de neuroblastoma humano) con BHB (10 mM) antes de someterlas a OGD, disminuye la
fragmentacion y translocacion de DRP1 a la mitocondria inducidas por la OGD, por lo que
promueve una morfologia mitocondrial tubular y previene la disminucién en la produccion de
ATP vy la pérdida del potencial de membrana mitocondrial. Por otro lado, Hasan-Olive et al.
(2019) encontraron que el estrés oxidante inducido por H,0, disminuye la abundancia de
DRP1 y PGCla, lo cual es prevenido por el tratamiento con BHB (7mM) en neuronas
hipocampales de rata. Por otro lado, aunque aun no se sabe si el BHB tiene un efecto sobre el
proceso de mitofagia, se ha observado que su administracion aumenta el flujo autofagico
durante la fase de recuperacion en un modelo de privacion y reintroduccion de glucosa
(Camberos-Luna et al. 2016), lo que arroja la posibilidad de que también pueda estimular la

degradacion selectiva de mitocondrias.

Como se menciono anteriormente, las lineas celulares parecen no replicar con exactitud las
cualidades de la dindmica mitocondrial neuronal, por lo que el uso de modelos in vivo o el
empleo de cultivos neuronales primarios son de vital importancia. Por otro lado, los estudios
sobre dindmica mitocondrial generalmente se enfocan en un solo proceso, por lo que los datos
disponibles se encuentran aislados, lo que dificulta su integracion para describir lo que ocurre
en un mismo tejido y mas auan, un mismo tipo celular. Es por ello que este estudio pretende
analizar el efecto de la privacion y reintroduccion (PG/RG) de glucosa sobre diversas proteinas
que llevan a cabo los procesos de fisidn, fusion y mitofagia en un cultivo primario de neuronas

corticales y, posteriormente, determinar si el efecto neuroprotector del cuerpo cetonico BHB
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estd relacionado con algin cambio en uno de los procesos que conforman la dinamica

mitocondrial.

VI.  HIPOTESIS
La privacién de glucosa aumentara la fision mitocondrial y la mitofagia, lo cual seré prevenido
por la administracion de BHB, mientras que la reintroduccion de glucosa permitira la

recuperacion de la dinamica mitocondrial basal.

VIl.  OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar los efectos del BHB en la dindmica mitocondrial en un modelo in vitro de

PG/RG en neuronas corticales.

Objetivos particulares

- Evaluar los niveles relativos de proteinas involucradas en la fision, fusion y
degradacién mitocondrial a distintos tiempos de PG/RG en presencia y ausencia de
BHB en neuronas corticales en cultivo.

- Evaluar los cambios en la activacion de proteinas involucradas en la fision, fusion y
degradacién mitocondrial (modificaciones post-traduccionales, translocacién hacia la
mitocondria, dimerizacion o procesamiento proteolitico) a distintos tiempos de
privacién y reintroduccion de glucosa en presencia y ausencia de BHB en neuronas
corticales en cultivo.

- Determinar los cambios en la morfologia y el potencial de membrana mitocondrial en

presencia y ausencia de BHB durante la PG/RG
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VIIl. MATERIAL Y METODOS

1. Cultivo primario de neuronas corticales de rata

Los cultivos primarios de neuronas corticales fueron realizados a partir de embriones de rata
Wistar de 17-18 dias de gestacion obtenidos del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular,
Universidad Nacional Auténoma de México, UNAM. Todos los animales fueron
manipulados siguiendo la NOM-062-Z00-1999 y con la aprobacion del Comité Interno para
el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL, LMT160-20) del Instituto de
Fisiologia Celular.

Se extrajo la corteza de 10-13 cerebros y el tejido fue disgregado de manera mecanica y
enzimatica mediante tripsina (0.10%). Posteriormente, se agreg6 solucion con DNAsa
(0.08%, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) e inhibidor de tripsina (0.52%, Gibco, NY, USA) y
se disgregaron mediante una malla. Las células fueron suspendidas en medio neurobasal
(Gibco, NY, USA) suplementado con 1% de B27 (Gibco, NY, USA) y 1% B27 sin
antioxidantes (Gibco, NY, USA), 0.5 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) y 20
ng/ml de gentamicina (Gibco, NY, USA) y se sembraron a una densidad de 2.2x10° células/
cm?. Todas las cajas y cubreobjetos en los que fueron sembradas las células fueron
previamente cubiertos con poly-I-lisina (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) (5 ug/ml) durante 4
h. Finalmente, a los 4 dias in vitro (DIV) se agregaron 0.5 ml de medio neurobasal con citosina
arabinosido (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) para inhibir la proliferacion de células gliales.
Las células se cultivaron durante 9 DIV a 37° C en una atmosfera humidificada con
5%C02/95% aire.

2. Tratamientos

A los 9 DIV se retird el medio neurobasal y se reemplazé por medio DMEM (Gibco, NY,

USA) sin glucosa (fase de PG) para cada tiempo analizado. Se realizaron raspados celulares
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de las cajas correspondientes a los tiempos de 30 min, 1y 2 h PG. Por otro lado, se analiz6 la
fase de RG. Para ello, se sometio a las células a 2 h PG; posteriormente, se retird el medio
DMEM vy se afiadié nuevamente el medio neurobasal en el que inicialmente fueron sembradas
las células. Finalmente, se realizaron los raspados celulares de los tiempos correspondientes a
2,4, 8,16 y 20 h posteriores a la reintroduccion de glucosa. Para el tratamiento con BHB
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA), éste se agregd al medio DMEM al momento de realizar la
PG a una concentracion de 2, 50 10 mM.

3. Fraccionamiento mitocondrial

La obtencién de la fraccion celular enriquecida con mitocondrias fue obtenida mediante
centrifugacion utilizando el kit de aislamiento mitocondrial (Abcam, ab110170). Primero, las
células cultivadas en cajas de 60 mm que fueron expuestas a PG/RG con o sin BHB, fueron
lavadas con 1ml de PBS 0.1M e incubadas con 1 ml de buffer A mas inhibidores de proteasas
durante 10 min. Posteriormente, se rasparon delicadamente para preservar la integridad de las
mitocondrias y fueron transferidas a un homogeneizador Dounce. Utilizando el pistilo B, se
dieron 15 golpes a las células con cuidado de no hacer burbujas y luego se transfirieron a un
tubo de 1.5 ml. Se centrifugaron a 1,000 g durante 10 min a 4°C, se recuperd el sobrenadante
en otro tubo de igual capacidad (S1) y se resuspendio el pellet en buffer B; este Gltimo tubo
fue etiquetado como “nticleo”. Se centrifugd S1y nicleo a 1,000 g durante 10 mina 4°Cy se
descart6 el sobrenadante de nucleo. Luego, se recuperé el sobrenadante de S1 en otro tubo
(S2) y se centrifugd a 12,000g durante 15 min a 4°C. El pellet resultante de esta ultima
centrifugacion fue etiquetado como “mitocondria” y el sobrenadante fue etiquetado como

“citoplasma”.
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4. Inmunoblot

Las células fueron lavadas con PBS 0.1 M y tratadas con buffer de lisis con Tris—HCI pH 8.0
50 mM, NaCl 150 mM, Tritén X-100 1 %, desoxicolato de sodio 0.5 % y SDS 1 % y se
agregaron 2 mg/ml de inhibidores de proteasas. Posteriormente, las muestras se sonicaron y
se centrifugaron a 10 000 rpm a 4° C durante 4 min. La concentracién de proteina de cada
muestra fue determinada mediante el método de Lowry utilizando el kit “DC Protein Assay”
(Bio-Rad, CA, USA) y 25ug de proteina fueron separados en geles de 10 % de acrilamida
para OPA 1y de 12 % para el resto de las proteinas mediante electroforesis. Posteriormente,
las proteinas fueron transferidas a membranas de PVDF (Millipore, Massachusetts, USA) y
las membranas fueron incubadas con anticuerpo primario (Apéndice 1) y, posteriormente, con
anticuerpo secundario anti-rabbit, anti-mouse o anti-goat, segun el caso (Apéndice 1).
Finalmente, la inmunoreactividad fue detectada con sustrato HRP quimioluminiscente
(Millipore, Massachusetts, USA) utilizando un fotodocumentador (LI-COR Biosciences) v,
posteriormente, fue cuantificada mediante densitometria utilizando ImageJ. Los niveles de
todas las proteinas analizadas se expresaron como abundancia relativa a la de B-actina
(1:8000) (Chemicon, Millipore, Merck Group), incluyendo a aquellas que se muestran como

cocientes (OPAS/OPAL, BNIP3 dimero/monomero y NIX dimero/monémero).

5. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial

Las celulas cultivadas en placas de 12 pozos sembradas sobre cubreobjetos que fueron
sometidas PG, asi como la condicion control, fueron tratadas con el fluorocromo JC-1 a una
concentracion final de 1 pM durante 20 min. Posteriormente, Se retiré el cubreobjetos de la
cajade 12 pozosy se colocé en una placa con medio neurobasal (control) o DMEM sin glucosa
(PG) y fueron observadas mediante microscopia confocal (Leica TCS SP5) utilizando un

objetivo 63X. El potencial de membrana mitocondrial fue analizado mediante los cambios en
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el cociente de la intensidad de fluorescencia obtenida a 590 nm respecto a la obtenid a 530
nm. Por lo menos tres imagenes independientes para cada condicion experimental de tres
experimentos independientes fueron procesadas mediante el software LAS X (Leica
Microsystems). Se obtuvo la proyeccion maxima de 10 stacks de cada replicado de cada
condicion experimental y se elimino el fondo utilizando los mismos parametros para todas las
imagenes de cada experimento independiente. Posteriormente, se obtuvieron los valores de

fluorescencia mediante Image J generando un histograma de color.

6. Inmunoprecipitacion

En cajas de 60 mm de diametro, las células fueron sometidas a PG en presencia y ausencia
de BHB 5mM durante 2 h. Posteriormente, se lavaron con PBS 0.1 M y se rasparon tras
agregar 200 pl de buffer de lisis (Tris HCI 20 mM pH=7.5, EDTA 1mM, NaCl 20mM y triton
1%) con inhibidor de proteasas (Roche diagnostics, Indianapolis, USA). Luego, se
transfirieron a tubos de 0.6 ml y se sonicaron con un pulso de 3 segundos. Enseguida, se
determind la concentracion de proteina de cada muestra mediante el método de Lowry y se
transfirieron 200 pg de proteina a un volumen total de 100 pl de buffer “A” (NaH,P0, 0.02
M, NaCl 0.15 M, pH=8) a un tubo limpio; posteriormente, se agregd 1 ul de anticuerpo contra
NIX a cada tubo y se dejaron en agitacion a 4°C durante toda la noche. A la mafiana siguiente,
se agregaron 20 ul de solucidn de Proteina-A sefarosa de Staphylococcus aureus (Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) en un volumen total de 100 ul de buffer “A” y se dejaron en
agitacion a 4°C durante 2 h. Posteriormente, se centrifugaron 3 veces a 12,000 g durante 2
min, descartando el sobrenadante y resuspendiendo la muestra en 200 ul de buffer “A”
después de cada centrifugacion, excepto en la Gltima, en cuyo caso, se agregaron 30 ul de

buffer Laemmli 4X (0.5 M Tris HCI, pH 6.8, glicerol, SDS 10%, azul bromofenol 0.5% y
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10% de B-mercaptoetanol. Finalmente, 25ug de proteina para el caso del input (procesadas
como se describio en la seccion 4) o 30 pl de la inmunoprecipitacion de NIX fueron separados
en geles de 16% de acrilamida, transferidos a membranas de PVDF, incubadas con Anti-LC3
(1:5,000) /Anti-rabbit (1:5000) o Anti-NIX (1:3,500) /Anti-rabbit (1:3500) y reveladas con

sustrato HRP quimioluminiscente utilizando un fotodocumentador.

7. Analisis estadistico

Los datos son presentados como la media + error estdndar (n=3-5) y las diferencias entre los
grupos fueron evaluadas mediante ANOVA de una via, en la que P<0.05 fue considerado
estadisticamente significativo, seguido de la prueba post hoc de comparacion multiple de

Fisher. Todos los analisis estadisticos fueron realizados mediante GraphPad Prism 7.

IX. RESULTADOS

La PG disminuye el potencial de membrana mitocondrial y aumenta la translocacion
de DRP1 a la mitocondria

Los complejos de la cadena de transporte de electrones generan una diferencia tanto en la
concentracion de protones como en la carga entre ambos lados de la MIM; esto da lugar al
potencial de membrana mitocondrial (A¥m), que es necesario para la produccion de
ATP (Zorova et al., 2018). En términos generales, dado que los complejos I, 111y IV expulsan
los protones hacia el espacio intermembranal, éste se carga positivamente, mientras que la
matriz mitocondrial esta cargada negativamente, lo cual favorece el importe de cationes
(Zorova et al., 2018). Es precisamente esta ultima propiedad la que permite medir el potencial
de membrana mitocondrial mediante el uso de fluoroforos catidnicos, tales como el JC1. Este
compuesto emite fluorescencia verde (~530nm) cuando se encuentra a bajas concentraciones;

sin embargo, una vez que entra a la mitocondria, el JC1 es capaz de formar agregados que

41



emiten fluorescencia roja (~590nm) (Sivandzade, Bhalerao & Cucullo, 2019). Dado que el
JC1 sélo entra a la mitocondria cuando esta se encuentra cargada negativamente, los cambios
en el cociente de fluorescencia roja respecto a la verde son considerados como un reflejo de
los cambios en el potencial de membrana mitocondrial (Sivandzade, Bhalerao & Cucullo,

2019).

Con el objetivo de relacionar a la PG/RG con la funcién mitocondrial, se analiz6 el A¥Ym
mediante el uso de JC1. Los resultados mostraron que 2 h de PG provocan una caida drastica
en el potencial de membrana mitocondrial (pérdida de la fluorescencia roja respecto a la
verde), que se recupera de manera parcial tras 30 min de RG, aunque a este tiempo el AYm
sigue siendo significativamente menor al del control (Figura 4A, B). La disminucién en el
potencial de membrana se ha asociado con un aumento en la fision mitocondrial (Ishihara et
al., 2003). Para saber si la pérdida del A¥m observada durante la PG coincide con la induccion
de la fision mitocondrial, se analizé la translocacion de DRP1 hacia la mitocondria mediante
un fraccionamiento mitocondrial (Figura 4C). Se observo que 2 h de PG producen un aumento
en los niveles de DRP1 en la mitocondria respecto al control (Figura 4D). Estos resultados

sugieren que la PG induce la fision mitocondrial.

La PG/RG disminuye la fosforilacién de DRP1 en la serina 616

Para explorar los cambios en la activacion de DRP1 durante la PG/RG y relacionarlos con la
pérdida del A¥m y la translocacion de DRP1 a la mitocondria que se observo durante la fase
de PG, se analiz6 la abundancia de DRP1 y su fosforilacion en la serina 616 (pS616DRP1)
en la fraccion celular total en un curso temporal de PG/RG (Figura 5A, B). Los resultados
muestran que la abundancia de DRP1 se mantiene constante durante toda la fase de PG; sin
embargo, ésta disminuye ligera, pero significativamente durante las 2, 4 y 8 h de RG,
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recuperandose al nivel control desde las 16 y hasta las 20 h de RG (Figura 5A). Por otro lado,
la fosforilacion de DRP1 en la serina 616, disminuye ligeramente tras 1 h de PG y luego cae
drasticamente a las 2 h de PG; esta caida en pS616DRP1 se mantiene durante casi todos los
tiempos de RG, y aunque parece recuperarse a las 16 h de RG, su abundancia sigue siendo

significativamente mas baja que la del control (Figura 5B).

La fosforilacion en la serina 616 se ha asociado con la activacion de DRP1, por lo que una
disminucion en los niveles de pS616DRP1 indicaria menos fision mitocondrial. No obstante,
tras 2 h de PG, una condicion en la que el AWm es bajo y DRP1 se transloca a la mitocondria
(Figura 5A, D), los niveles de pS616DRP1 son drasticamente mas bajos que en el control,
sugiriendo que esta fosforilacion no esta relacionada con la translocacién de DRP1 a la

mitocondria.

El BHB no evita la disminucidén de la fosforilacion de DRP1 ni su translocacion a la
mitocondria inducidos por la PG

Se ha observado que la inhibicion de la fision mitocondrial puede disminuir el dafio
ocasionado por la isquemia cerebral (Ma et al., 2016). Con el objetivo de investigar si el papel
neuroprotector del cuerpo ceténico D-BHB (Haces et al., 2008; Julio-Amilpas et al., 2015;
Camberos-Luna et al., 2016) esté relacionado con la disminucion de la fision mitocondrial
durante la PG, se analiz6 la abundancia de DRP1 y de su fosforilacion en la serina 616 en

ausencia y presencia de tres dosis distintas de BHB (2, 5y 10 mM) (Figura 6A, B).

Los resultados obtenidos mostraron que ninguna dosis de BHB es capaz de evitar la
disminucion en los niveles totales de DRP1 ni la disminucion de su fosforilacién en la serina
616 inducidos por la PG. Dada la inconsistencia entre la pérdida del A¥Ym, el aumento en la

translocacion de DRP1 a la mitocondria (que sugieren aumento en la fision mitocondrial) y
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la disminucion de pS616DRP1 (que sugiere disminucién en la activacion de DRP1), se
analizo el efecto del BHB en la fraccion mitocondrial (Figura 6C) y se observé que la
abundancia de DRP1 mitocondrial en presencia de BHB no es diferente significativamente a
la del control, pero tampoco lo es la abundancia de DRP1 mitocondrial durante la PG en
ausencia de BHB, por lo que se concluye que la administracion de BHB no es capaz

de prevenir la translocacién de DRP1 a la mitocondria inducida por la PG.

La PG aumenta la fosforilacion del receptor MFF mientras que la RG la disminuye

Con el objetivo de complementar los resultados obtenidos respecto a DRP1 y su fosforilacion
en la serina 616, se analizo el efecto de la PG/RG en la abundancia de su receptor, MFF y su
fosforilacion (Figura 7). Primero, se observo que la PG no afecta los niveles totales de MFF;
sin embargo, tras 1 h de RG, la abundancia de MFF disminuye de manera significativa
respecto al control, lo cual se mantiene hasta las 8 h de RG y parece recuperarse tras 16 h de
RG (Figura 7A). Excepto por el tiempo de 1 h de RG, los tiempos de RG en los que los niveles
de MFF son més bajos coinciden con aquellos en los que DRP1 disminuye de manera
significativa (Figura 7A), por lo que es probable que, durante los tiempos de 2, 4y 8 h de RG

la tasa de fision mitocondrial sea baja.

Por otro lado, se observé que la PG aumenta rapidamente la fosforilacion de activacion de
MFF, aumentando de manera significativa con tan s6lo 30 min de PG (Figura 7B). La
fosforilacion de MFF parece ser una respuesta rapida y transitoria, ya que disminuye
nuevamente tras 1 h de PG, recuperando el nivel control a las 2 h de PG. Esto sugiere que la
activacion de MFF podria ser uno de los primeros eventos que inducen la fision mitocondrial
en condiciones de ausencia de glucosa. En contraste, la RG parece tener el efecto opuesto en
la fosforilacion de MFF, ya que ésta disminuye de manera significativa tras 30 min de RG y
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se mantiene asi hasta las 8 h de RG, recuperando el nivel control tras 16 h de RG, aunque

parece disminuir nuevamente a las 20 h de RG (Figura 7B).
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Figura 4. A, Imégenes representativas de la determinacion del potencial de membrana mitocondrial mediante JC1

obtenidas mediante microscopia confocal. B, Cuantificacion del cociente de fluorescencia roja (590nm) /verde(530nm)

n=3, *P<0.05. C, Inmunoblot de DRP1 en un fraccionamiento mitocondrial. D, Cuantificacién de DRP1 en la fraccion

mitocondrial, abundancia relativa a TOM20, n=3, *P<0.05.
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Figura 5. A, Inmunoblot de DRP1 en un lisado total de células (izquierda) y cuantificacién de su abundancia relativa a actina

(derecha), n=3, *P<0.05. B, Inmunoblot de DRP1 fosforilado en la serina 616 (izquierda) y su abundancia relativa (derecha),

n=3, *P<0.05. Todos los tiempos de RG se realizaron tras someter a las células a 2 h de PG.
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Figura 6. A, Inmunoblot de DRP1 total en un lisado total de células, en ausencia y presencia de distintas dosis (2, 5y 10 mM)
del cuerpo cetonico D-betahidroxibutirato (BHB) (arriba) y su abundancia relativa (abajo), n=3, *P<0.05. B, Inmunaoblot de
DRP1 fosforilado en la serina 616 n=3, *P<0.05. C, Fraccionamiento mitocondrial que muestra los cambios en la localizacion
subcelular de DRP1 (izquierda) y cuantificacion de su abundancia relativa a TOM20 Gnicamente en la mitocondria (derecha)

en ausencia y presencia de BHB (5mM) n=3, *P<0.05. El BHB fue administrado en el medio de PG.

El BHB aumenta la abundancia de MFF en la mitocondria durante la PG

Tras observar que la administracion de BHB no previene la translocacion de DRP1 a la
mitocondria, se investigd si este cuerpo cetonico podria ejercer algun efecto sobre la
abundancia o fosforilacion de MFF tras 2 h de PG (Figura 8A). Los resultados obtenidos
mostraron que la administracion de una dosis de 2 mM de BHB durante la privacion de
glucosa, produce un aumento en la abundancia de MFF respecto a la PG sin BHB (Figura 8A,
B). Las otras dos dosis de BHB (5 y 10 mM) no modifican ni la abundancia ni fosforilacion
de MFF cuando se analizan en un lisado celular total. Por otro lado, al analizar la abundancia

de MFF en un fraccionamiento mitocondrial, se observo que la dosis de 5mM de BHB
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aumenta la abundancia de este receptor en la mitocondria respecto al control y también
respecto a la PG sin BHB. No obstante, el analisis de la interaccion MFF/DRP1 o de la
longitud mitocondrial son necesarios para concluir si este aumento en la abundancia de MFF

es suficiente para inducir la fisibn mitocondrial.

La PG/RG no altera el procesamiento de OPAL ni la abundancia de MFN2

La morfologia mitocondrial es controlada simultaneamente por los procesos de fisién y fusion;
por ello, se analiz6 también la abundancia de dos proteinas esenciales para la fusion
mitocondrial, OPA1y MFNZ2, en el modelo de PG/RG (Figura 9). La fusion de las membranas
internas mitocondriales es realizada mediante la actividad de OPA1 “Long” (OPAI1L), cuyo
corte genera una variante soluble OPA1 “Short” (OPAIS) que es incapaz de fusionar
membranas (Tilokani et al., 2018). El balance entre la proporcion de OPALS/L es una
caracteristica de condiciones basales, por lo que la alteracion de este cociente altera también
la tasa de fision/fusion; asi pues, cuando la fision aumenta, se espera que el cociente de OPAL

S/L aumente y viceversa (MacVicar & Lange., 2016).
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Figura 7. A, Inmunoblot de MFF en un lisado total de células (izquierda) y cuantificacion de su abundancia relativa a actina

(derecha), n=3, *P<0.05. B, Inmunoblot de MFF fosforilado en la serina 172 (izquierda) y su abundancia relativa (derecha),

n=3, *P<0.05.

En la figura 9A se puede observar que tras 30 min y 1 h de PG, la abundancia de OPAL1 (L)
no cambia respecto a la del control; sin embargo, tras 2 h de PG, el nivel de OPA1 (L)
aumenta. Este aumento se mantiene tras 1 h y hasta las 4 h de reintroduccion de glucosa;
posteriormente, la abundancia de OPAL comienza a disminuir progresivamente a las 8 h de
RG, hasta alcanzar un nivel significativamente mas bajo que el control a las 20 h de RG. Dado
que la relacion de las variantes S/L de OPA1 permanece constante durante todo el curso
temporal de PG/RG, es posible concluir que los cambios en la concentracion de glucosa

producen el mismo efecto en la abundancia tanto de OPA1-L como de OPA1-S.
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Figura 8. A, Inmunoblot de MFF, en ausencia y presencia de distintas dosis de BHB (arriba) y su abundancia relativa (abajo),
n=3, *P<0.05. B, Inmunoblot de MFF fosforilado en la serina 172 (arriba) y su abundancia relativa (abajo), n=3, *P<0.05. C,
Andlisis de la abundancia de MFF en un fraccionamiento mitocondrial (izquierda) y cuantificacion de su abundancia relativa a

TOM20 (derecha) en ausencia y presencia de BHB (5mM), n=3, *P<0.05.

La fusion mitocondrial ocurre mediante dos pasos, la fusion de las MEM y de las MIM; este
altimo, como se menciond anteriormente, es llevado a cabo por OPAL-L. Por otro lado, la
fusion de las MEM ocurre mediante dos proteinas, también con actividad de GTPasas:
mitofusinas (MFNs) 1y 2. Al analizar la abundancia de MFN2 durante la PG/RG se observé
que los cambios en la concentracion de glucosa no alteran los niveles de MFN2 que hay en

las neuronas (Figura 9B).
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Figura 9. A, Inmunoblot de OPAL en un lisado total de células (izquierda), cuantificacion de su abundancia relativa a actina
(derecha, arriba), relacion de la abundancia OPAL(S)/OPAL(L) (derecha, abajo) n=3, *P<0.05. B, Inmunoblot de

MFNZ2 (izquierda) y su abundancia relativa (derecha), n=3, *P<0.05.

Distintas dosis de BHB tienen distintos efectos sobre las proteinas de fusién
mitocondrial durante la PG

Para investigar si el BHB es capaz de inducir la fusion mitocondrial en condiciones de PG,
se analiz6 la abundancia de MFN2 y OPAL en un lisado total (Figura 10A, B) y en un
fraccionamiento mitocondrial (Gnicamente MFN2) (Figura 10C) en ausencia y presencia de
distintas dosis de BHB. Como se observo anteriormente (Figura 9B), el nivel de MFN2 no
cambia tras 2 h de PG respecto al control. No obstante, administrar 5SmM de BHB aumenta la
abundancia de MFNZ2 respecto al control y respecto a la condicion de 2 h de PG sin BHB

(Figura 10A). Sorprendentemente, este cambio es especifico para esta dosis, ya que una dosis
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mas baja (2 mM) y una dosis mas alta (10 mM) no tienen ningun efecto sobre la abundancia

de MFN2 (Figura 10A).

Para confirmar que el aumento de MFN2 producido por la administracion de 5 mM de BHB
esta relacionado con la fusion mitocondrial, se analiz6 su abundancia en un fraccionamiento
mitocondrial (Figura 10C). Dado que no hay un aumento significativo en la abundancia de
MFN2 mitocondrial ocasionado por la administracién de BHB en la mitocondria, es probable
que este cuerpo cetdnico esté aumentando el nivel de MFN2 en el reticulo endoplasmico. Esto

es dificil de observar debido a que la mayoria de MFN2 se encuentra en la mitocondria.

Por otro lado, se analiz6 la abundancia de OPA1 en presencia y ausencia de BHB en
condiciones de PG (Figura 10B). Anteriormente se mostrd que la relacion de las variantes
S/L de OPA1 permanecen constantes a pesar del cambio en la concentracion de glucosa
(Figura 9A); sin embargo, en la gréfica de la Figura 10B se puede observar claramente que el
tratamiento de 2h de PG aumenta la relacion OPAL(S)/OPAL(L), el cual se mantiene a pesar
de la administracién de las dosis de BHB 2 mM y 5 mM. El aumento en OPA1S/L s6lo es
significativo respecto al control en el caso de la administracion de BHB 5mM, probablemente
por ser la condicién con menor dispersion; no obstante, tanto la PG en ausencia de BHB,
como la PG + BHB 2 mM muestran niveles muy similares de la relacion OPA1 S/L a la
condicién de PG + BHB 5 mM (Figura 10B). Sorprendentemente, Unicamente la dosis de
BHB 10 mM parece evitar el aumento del corte de OPA1(L), manteniendo la relacién S/L en
niveles muy similares al control. Dado que Gnicamente OPA1(L) puede llevar a cabo la fusion
de las MIM, un aumento en el cociente de OPAL (S/L) disminuiria la tasa de fusién, lo que
estaria ocurriendo durante la PG, mientras que la administracion de BHB a una concentracion
de 10 mM podria estar previniendo el corte de OPAL (Figura 10B).
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Hasta el momento, los resultados obtenidos sugieren que la PG podria estar aumentando la
fision mitocondrial, lo que estaria asociado al aumento de la fosforilacion de MFF a los 30
min de PG (Figura 6) y, a las 2 h de PG a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial
(Figura 4), a la translocacion de DRP1 a la mitocondria (Figura 4) y al corte de OPAL (Figura
7). La administracion de D-BHB, un cuerpo cetonico que ha mostrado tener efectos
neuroprotectores en modelos de estrés energético, no es capaz de prevenir la translocacion de
DRP1 a la mitocondria (Figura 6) e incluso parece aumentar la abundancia de MFF (dosis
5mM) (Figura 8), por otro lado, aunque la dosis de 10 mM es capaz de prevenir el corte de
OPAL1 (Figura 10), no se confirmd que esto sea suficiente para evitar la induccion de la fision
mitocondrial. Durante la RG temprana (2-4 h) la abundancia de DRP1 y MFF es baja,
mientras que la de OPA1 aumenta, lo que sugiere que durante la RG la tasa de fusion es mayor
a la de fision; sin embargo, durante la RG tardia (16-20 h), los niveles de DRP1 y MFF se
recuperan y la abundancia de OPA1 disminuye; sin embargo, se requiere de un analisis

morfoldgico para comprobar si esto provoca una segunda fase de fision durante la RG tardia.

La PG induce la activacion parcial de la mitofagia via PINK1/Parkin y la RG la inhibe

La degradacion selectiva de mitocondrias a través de la maquinaria autofagica es un proceso
de control de calidad que permite mantener el balance en la cantidad de mitocondrias que hay
en la célula. Hasta el momento, se ha observado que la mitofagia puede ocurrir mediante dos
vias: PINKZ1/Parkin y BNIP3/NIX. Para determinar si la PG/RG provoca algiun cambio en el
proceso de mitofagia, primero se analizo la abundancia de PINK1/Parkin (Figura 11). PINK1
es constantemente degradada bajo condiciones normales, por lo que es posible identificar por

lo menos dos versiones de esta proteina en las células: una de 64kDa que se localiza en la
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MEM vy favorece la progresion de la mitofagia y otra de 55kDa que serd degradada via

proteosomal (Hamacher-Brady & Brady, 2016).
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Figura 10. A, Inmunoblot de MFN2, en ausencia y presencia de distintas dosis de BHB (arriba) y su abundancia relativa (abajo),
n=3, *P<0.05. B, Inmunoblot de OPA1 (arriba) y relacion de la abundancia de OPA1(S)/OPA(L) (abajo), n=3, *P<0.05. C,
Anadlisis de la abundancia de MFN2 en un fraccionamiento mitocondrial (izquierda) y cuantificacion de su abundancia relativa

a TOM20 (derecha) en ausencia y presencia de BHB (5mM), n=3, *P<0.05.

En la figura 11A se puede observar que en la condicién control se detectd una sola banda,
que corresponde con el peso de PINK1 escindida, es decir, que serd degradada, lo que sugiere
que el nivel de mitofagia basal mediante la via PINK1/Parkin es bajo. Por otro lado, durante
la PG se pudo detectar una banda adicional que corresponde con el peso de PINK1 que no ha

sido cortada (64kDa), lo que sugiere que se encuentra en la MEM y es capaz de activar a
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parkin; ademas, también se observa una gran cantidad de la banda que corresponde a PINK1
escindida (Figura 11A). Por el contrario, durante la RG ya no se observa la banda de PINK
de 62kDa y la abundancia de PINK1 escindida también disminuye, lo sugiere que gran parte

de ésta ha sido degradada (Figura 11A).

Por otro lado, al analizar la abundancia de parkin, se observo que, si bien la PG no aumenta
los niveles de esta proteina de manera significativa, es posible observar una tendencia a
aumentar (Figura 11B). Lo anterior sugiere que la PG induce la activacion parcial de la
mitofagia mediante la via de PINK1/Parkin. En contraste, durante RG los niveles de ambas
proteinas disminuyen de manera significativa. Aparentemente, la degradacion de PINK1 es
mas rapida que la de parkin, ya que, desde 1 h de RG, la abundancia de PINK1 disminuye de
manera significativa respecto al control, y se mantiene asi hasta las 20 h de RG, mientras que
la abundancia de parkin es significativamente méas baja que la del control a partir de las 8 h
de RG y hasta las 20 h de RG (Figura 11A). Lo anterior sugiere que la degradacion
mitocondrial mediante la via de PINK1/parkin disminuye notablemente durante la fase de

RG.

El BHB no modifica la via de PINK1/Parkin en condiciones de PG

Con el objetivo de investigar si el BHB es capaz de inducir la mitofagia durante la PG, se
analizo la abundancia de las proteinas PINKZ1/Parkin tras 2 h de PG (Figura 12). Los
resultados mostraron que ni la PG ni la administracion de BHB alteran la abundancia de
PINK1 de 55kDa, que es aquella que sera degradada via proteosomal. Respecto a PINK1
64kDa, que se encuentra en la MEM, se pueden observar dos bandas difusas en la condicion

control, que se vuelven una sola banda, mas densa, en las condiciones de 2 h de PG sin 'y con
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BHB 5 mM, pero no asi con la administracion de las dosis de 2 y 10 mM de BHB (Figura

12A).
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Figura 11. A, Inmunoblot de PINK1 en un lisado total de células (izquierda), cuantificacion de su abundancia relativa a actina

(derecha) n=3, *P<0.05. B, Inmunoblot de parkin (izquierda) y su abundancia relativa (derecha), n=3, *P<0.05.

La PG disminuye la dimerizacion de BNIP3, pero no la de NIX, mientras que la RG
disminuye la abundancia de ambas proteinas

La mitofagia también puede ocurrir mediante la via BNIP3/NIX, que son proteinas
localizadas en la MEM, que poseen un dominio de reconocimiento para LC3, una proteina
cuya forma lipidada, LC3-1l forma parte de la membrana de los autofagosomas. Para
investigar las diferencias en los cambios provocados por la PG/RG entre la via de
PINKZ1/parkin y BNIP3/NIX, también se analiz6 la abundancia de estas dos Gltimas proteinas
(Figura 13). BNIP3 y NIX poseen un alto grado de homologia, y aunque el patron de
abundancia que se observo en respuesta a la PG/RG es muy similar, es interesante que no sea

idéntico. Primero, respecto a BNIP3, es claro que la PG provoca un aumento en la abundancia
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del mondémero; sin embargo, esta comienza a disminuir de manera progresiva tras 1 h de RG,
hasta alcanzar un nivel significativamente méas bajo que el control tras 20 h de RG (Figura
13A). Se ha sugerido que la homodimerizacion de BNIP3 (Hanna et al., 2012), por un lado y
de NIX por otro (Marinkovi¢ et al., 2021), favorece su interaccion con LC3, por lo que un
cociente del dimero/mondmero podria determinar la proporcién de la proteina que esta
involucrada en el proceso de mitofagia. Al analizar la proporcion de dimero/monémero de
BNIP3 se observo que esta disminuye durante la PG vy, posteriormente, disminuye ain mas

durante la RG, aumentando nuevamente hasta las 20 h de RG (Figura 13A).
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Figura 12. A, Inmunoblot de PINKZ1, en ausencia y presencia de distintas dosis de BHB (arriba) y su abundancia relativa (abajo),

n=3, *P<0.05. B, Inmunoblot de Parkin (arriba) y su abundancia relativa (abajo) en ausencia y presencia de distintas dosis de
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BHB, n=3, *P<0.05. C, Andlisis de la abundancia de Parkin en un fraccionamiento mitocondrial (izquierda) y cuantificacion

de su abundancia relativa a TOMZ20 (derecha) en ausencia y presencia de BHB (5mM), n=3, *P<0.05.

Por otro lado, respecto a NIX, se observé que la PG no altera la abundancia del monémero,
mientras que la RG lo disminuye significativamente desde 1 y hasta las 20 h (Figura 13B).
Al realizar la proporcién dimero/mondmero de NIX se obtuvo que esta disminuye desde las
2 h de RG y disminuye ain mas tras realizar la reintroduccion de glucosa, de manera similar
a lo que ocurre con BNIP3, s6lo que, a diferencia de éste, la proporcion dimero/monémero

de NIX cae hasta valores cercanos a 0 desde las 8 y hasta las 20 h de RG (Figura 13B).

Todo lo anterior sugiere que la RG provoca una disminucion significativa de las principales
proteinas involucradas en las dos vias conocidas de mitofagia (Figuras 11y 13), lo que podria
reflejar la inhibicién de la degradacion selectiva de mitocondrias dafiadas durante la etapa de
recuperacion en el modelo de PG/RG. Para descartar la posibilidad de que la disminucion de
las proteinas involucradas en la mitofagia sea debido a un aumento en la degradacién de las
mitocondrias, se analizé la abundancia de TOMZ20, una proteina del complejo de
translocacion de la MEM que se expresa de manera constitutiva (Figura 14) y se observé que
la PG/RG no provoca cambios significativos en la abundancia de esta proteina. Esto sugiere
que la disminucién en la abundancia de las proteinas de mitofagia se debe a la inhibicion de

este proceso.

El BHB previene el aumento de la interaccion NIX/LC3 inducida por la PG

Dado que se observo que la administracion de BHB no modifica la via de PINK1/parkin en
condiciones de privacion de glucosa, se investigdo también la via de BNIP3/NIX, para
comprobar que el BHB no tuviera ningun efecto sobre la mitofagia. Al analizar la abundancia

del monomero de BNIP3 (Figura 15A) tras 2 h de PG, ya no fue posible observar el aumento
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que se observé en la Figura 13A; por el contrario, parece haber una ligera disminucién en la
abundancia del monémero de BNIP3 respecto al control. Por otro lado, la administracion de
una dosis de 2 mM de BHB no afecta la abundancia de BNIP3 ni su relacion
dimero/mondémero respecto al control y aunque las dosis de 5y 10 mM parecen provocar un
ligero aumento en la relacion dimero/mondmero (que entre mayor sea indica mas interaccion
con LC3 y méas mitofagia) respecto a la condicion de 2 h de PG sin BHB, este cambio no es
significativo (Figura 13A). Los resultados obtenidos al analizar la abundancia de NIX
muestran un patrén casi idéntico al de BNIP3; es decir, que 2 h de PG disminuyen la relacién
dimero/monomero respecto al control, la dosis de 2 mM no cambia la abundancia de NIX'y
las dosis de 5y 10 mM aumentan la relacién dimero/mondmero de esta proteina; sin embargo,

en este caso, este aumento si es significativo (Figura 15B).

Con el objetivo de comprobar que el aumento de la relacion dimero/monoémero que provoca
la administracion de BHB corresponde a un aumento en la interaccion de NIX con LC3, se
realizo la inmunoprecipitacion de NIX'y se reveld LC3 tras 2 h de PG en ausencia y presencia
de 5mM de BHB (Figura 15C). Sorprendentemente, los resultados mostraron lo opuesto a lo
esperado baséndose en la relacion dimero/monémero observada en la Figura 14B, ya que se
ha reportado que la dimerizacién de NIX favorece su interaccion con LC3 y también el
reclutamiento de la maquinaria autofdgica a la mitocondria (Marinkovi¢ et al., 2021). No
obstante, en la figura 15C se puede observar claramente que en la condicion control LC3 no
interactia con NIX, mientras que después de 2 h de PG, esta interaccion aumenta
considerablemente, lo cual es dréasticamente disminuido al administrar BHB durante la PG.

Este resultado sugiere que la administracion de BHB es capaz de prevenir el aumento en la
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interaccion LC3/NIX provocado por la PG; no obstante, no es posible concluir si esto es

suficiente para evitar la progresion de la mitofagia.

X. DISCUSION

La PG disminuye el potencial de membrana mitocondrial y aumenta la translocacion de
DRP1 a la mitocondria

La morfologia mitocondrial esta intimamente relacionada con las demandas energéticas de
las células, asi pues, mientras que la fusion mitocondrial requiere que el potencial de
membrana mitocondrial esté intacto, la pérdida de éste promueve la fisién (Legros et al.,
2002). Esto permite, por un lado, evitar que mitocondrias dafiadas se fusionen con
mitocondrias sanas y por otro, permite aislar fragmentos mitocondriales defectuosos que
requieren ser reparados o degradados (Pernas & Scorrano., 2016). Durante la PG, la pérdida
del potencial de membrana mitocondrial esta asociada con la entrada masiva de calcio a la
mitocondria, lo que afecta la sintesis de ATP y los procesos dependientes de energia (Haces
del Blanco & Massieu, 2005). En concordancia con lo anterior, los resultados observados en
la Fig. 3 muestran que tras 2 h de privacion de glucosa la pérdida del potencial de membrana
correlaciona con la translocacion de DRP1 a la mitocondria, es decir, sugieren que la PG

induce la activacion de la fision mitocondrial.

Se ha reportado que la inhibicion de DRP1 en un modelo in vitro de privacion de oxigeno y
glucosa (OGD) es capaz de prevenir la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y
aumentar la sobrevivencia (Guo et al., 2018), por lo que es probable que en el modelo de PG
la fision esté asociada al dafio mitocondrial y que contribuya al estrés neuronal, a pesar de
que DRP1 sea una proteina esencial para la sobrevivencia de las neuronas y que se

sobreexpresa en este tipo celular (Uo et al., 2009).
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Figura 13. A, Inmunoblot de BNIP3 en un lisado total de células (arriba, izquierda), abundancia relativa del dimero respecto al
mondmero (derecha, arriba) y abundancia relativa del mondémero (derecha, abajo), n=3, *P<0.05. B, Inmunoblot de
BNIP3L/NIX (abajo, izquierda), abundancia relativa del dimero respecto al mondmero (derecha, arriba) y abundancia relativa

del monomero (derecha, abajo), n=3, *P<0.05.
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BHB, n=3, &P<0.05, diferencia respecto a 2h PG. C, Inmunoblot de LC3 en inmunoprecipitacién de NIX en ausencia y

presencia de BHB (5mM).

La PG/RG disminuye la fosforilacion de DRP1 en la serina 616

DRP1 es una proteina cuya activacion esta altamente regulada por MPT (Pagliuso et al.,
2018). Entre ellas, las mas estudiadas son sus fosforilaciones en la serina 616 y en la serina
637, que se han asociado, clasicamente, con la activacion y la inhibicidn de esta proteina,
respectivamente (Chang and Blackstone, 2010). No obstante, en este trabajo se observo una
disminucion de la fosforilacion de DRP1 en la serina 616, que indicaria menor activacion de
la proteina, al mismo tiempo que se observo el aumento de su translocacién a la mitocondria,
lo que sugiere que DRP1 no sélo esté activa, sino que esta participando en la constriccion de

la MEM (Fig. 5).

Este trabajo no es el primero en reportar este tipo de inconsistencias; de hecho, el aumento de
la fision mitocondrial a pesar de la disminucion de DRP1 y/o pS616DRP1 ha sido observado
en condiciones de privacion de oxigeno y glucosa (Wappler et al., 2013) y de excitotoxicidad
inducida por NMDA (Martorell-Riera et al., 2014) en neuronas corticales y tras la induccion
de la apoptosis mediante estaurosporina en neuronas granulares de cerebelo (Cid-Castro &
Moréan., 2021). Esto ha sido interpretado, por un lado, como induccion de la fision
mitocondrial independiente de DRP1 (Wappler et al., 2013), mientras que Martorell-Riera et
al. (2014) sugieren que la activacion de DRP1 mediante nitrosilacion y no mediante
fosforilacion es un evento clave durante la fragmentacion inducida por la excitotoxicidad, ya
que la inhibicion de la éxido nitrico sintasa mediante 7-nitroindazol (7-Ni) es capaz de
prevenir la fisiébn mitocondrial inducida por NMDA y no asi la inhibicion de calcineurina

(fosfatasa que activa a DRP1 removiendo su fosforilacion en la serina 637) ni la inhibicion
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de CaMK, cinasa que también fosforila a DRP1 en la serina 616. Adicionalmente, Cid-Castro
& Moréan (2021) demostraron que el cambio en la abundancia pS616DRP1 tras dos
tratamientos pro-apoptéticos que inducen la fragmentacion mitocondrial a través del aumento

de ERO es estimulo-dependiente.

Para el caso especifico de neuronas, Cho et al. (2014) reportaron que DRP1 es fosforilado en
la serina 616 por CDKS5, una cinasa dependiente de ciclina que sélo se expresa en este tipo
celular. CDKS5 fosforila a DRP1 principalmente durante los primeros 10 dias in vitro (DIV)
del cultivo neuronal, mientras que CDK5 y pS616DRP1 son poco abundantes en el cerebro
murino adulto; sorprendentemente, la fosforilacion de DRP1 mediante CDKS5 esta asociada
con la inhibicion de DRP1 y no con su activacion (Cho et al., 2014). En concordancia con lo
anterior, Wappler et al. (2013), reportaron un aumento en la fragmentacion mitocondrial, pero
una dréstica disminucion en la abundancia de pS616DRP1 en respuesta a la OGD, en cultivo
primario de neuronas corticales durante los primeros 10 DIV, al igual que en el presente
trabajo. Esto arroja la posibilidad de que, en neuronas, el mismo residuo de serina de DRP1
pueda ser fosforilado por distintas cinasas y tener efectos contrarios sobre la actividad de esta

proteina.

Si se considera que en neuronas jovenes la fosforilacion de DRP1 en la serina 616 ocurre
principalmente mediante CDKS5, que inhibe a esta proteina, la disminucion de pS616DRP1
tras 2 h de PG seria consistente con el aumento de su translocacion a la mitocondria y la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial. No obstante, esto también significaria que
la fision mitocondrial se mantiene activa durante toda la etapa de reintroduccion de glucosa
temprana (30 min-8 h de RG), para disminuir parcialmente sélo tras 16 h de RG, lo que
contrasta con los estudios que han reportado la recuperacion transitoria de la morfologia
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mitocondrial control durante la etapa temprana de recuperacion tras un evento de estrés como
OGD (Kumar et al., 2016) o administracion de NMDA (Martorell-Riera et al., 2014). Por
ello, es necesario comparar la abundancia de pS616DRP1 con un andlisis morfolégico de las
mitocondrias para determinar el efecto de esta fosforilacion sobre la activacion de la fision
mitocondrial en condiciones de PG/RG.

El BHB no evita la disminucion de la fosforilacion de DRP1 ni su translocacion a la
mitocondria inducidos por la PG

Dado que entre los mecanismos de neuroproteccion de los cuerpos cetdnicos se encuentran la
disminucion del estrés oxidante (Haces et al., 2008) y el mantenimiento de los niveles de ATP
(Haces et al., 2008; Julio-Amilpas et al., 2015), la conexion entre estos sustratos energéticos
y la mitocondria habia sido establecida desde hace ya algunos afios. No obstante,
recientemente se ha abordado la pregunta de si estos efectos podrian estar relacionados con
cambios en la dindmica mitocondrial. En el presente trabajo se encontré que la administracion
de BHB no tiene ningun efecto sobre la fosforilacién y translocacion de DRP1 a la
mitocondria, lo que sugiere que no es capaz de prevenir la induccion de la fision mitocondrial
que podria estar ocurriendo dutante la PG. Este resultado contrasta con un estudio realizado
en células de neuroblastoma humano SH-SY-5Y, en el que se encontro que tras 6 h de OGD
y 1 h de reoxigenacion/reintroduccion de glucosa, el BHB es capaz de prevenir la

translocacion de DRP1 a la mitocondria y asi inhibir la fision mitocondrial (Guo et al., 2018).

Para descartar la posibilidad de que este cambio sélo ocurriera durante la fase de
recuperacion, en este estudio también se analizo el efecto de la administracion de BHB
durante la RG y tampoco se encontraron cambios (datos no mostrados). Asi pues, las

discrepancias entre los resultados de Guo et al. (2018) y los aqui presentados podrian deberse,
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por un lado, a las diferencias en los modelos utilizados, o bien a diferencias entre los tipos
celulares estudiados. Respecto al Gltimo punto, se ha observado que las neuronas poseen una
dindmica mitocondrial Unica (Uo et al., 2009), que esta intimamente relacionada con su perfil
metabdlico de tipo oxidativo; sin embargo, las lineas celulares, aun habiendo sido
diferenciadas a neuronas, parecen conservar el metabolismo glucolitico (Van Laar et al.,
2011), lo que podria ocasionar diferencias importantes en la regulacion de la dindmica
mitocondrial. En concordancia con lo anterior, Newell et al. (2016) reportaron que la dieta
cetogénica de una duracion de 10-14 dias provoca cambios en la abundancia de las proteinas
que controlan la dinamica mitocondrial en el higado, pero no asi en el cerebro. Finalmente,
respecto al efecto antioxidante del BHB, recientemente fue reportado que la administracion
de un agente antioxidante que mimetiza la actividad de la enzima super6xido dismutasa, no
es capaz de disminuir la fragmentacion mitocondrial inducida tanto por el tratamiento con
estaurosporina como por la privacion de potasio en neuronas granulares de cerebelo (Castro
& Morén., 2021), lo que apoya la nocién de que la dinamica mitocondrial es un conjunto de
procesos altamente regulados que dependen de una gran cantidad de sefiales, por lo que la
disminucion de ERO podria no ser suficiente para prevenir el aumento en la fision

mitocondrial inducido por diversos agentes estresores.

La PG aumenta la fosforilacion del receptor MFF mientras que la RG la disminuye

El factor de fision mitocondrial, MFF es uno de los principales receptores de DRP1 e incluso
se ha observado que la sobreexpresion de MFF es suficiente para inducir la fision
mitocondrial y viceversa (Otera et al., 2010). Es por ello, que cambios en la abundancia y/o
activacion de MFF podrian inducir la fision mitocondrial tanto como la activacion de DRPL1.

En este trabajo, se observo que la PG aumenta rapida y transitoriamente la fosforilacion de
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MFF (Fig. 7B). Aungue existe poca informacion sobre la fosforilacion de MFF, se sabe, por
un lado, que esta se ocurre a través de AMPK, una proteina cuya activacion ocurre cuando
hay un aumento en el cociente de AMP/ATP vy, por otro lado, se ha observado que esta
fosforilacion esta relacionada con un aumento en la fision mitocondrial (Toyama et al., 2016).
Tomando esto en cuenta, el aumento en la fosforilacién de MFF que se observa tras 30 min
de privacion de glucosa sugiere que la produccién de ATP disminuye rapidamente, lo que
podria activa a AMPK, que, a su vez, podria fosforilar a MFF e iniciar la induccion de fision
mitocondrial, incluso antes de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y de la
translocacion de DRP1 hacia la mitocondria. Acorde con la activacion de AMPK, una vez
que se realiza la RG, la fosforilacion de MFF disminuye drésticamente, lo que sugiere que el
cociente de AMP/ATP disminuye y AMPK se inactiva. Aunque DRP1 posee mas recepores
ademés de MFF, se ha obsevado que la presencia de esta proteina es de gran importancia para
que se lleve a cabo la fision mitocondrial (Otera et al., 2010). Por ello, seria interesante
determinar si la disminucion en la abundancia y en la fosforilacién de MFF que se observd

durante la RG es suficiente para impedir que se lleva a cabo la fision mitocondrial.

El BHB aumenta la abundancia de MFF en la mitocondria durante la PG

DRP1 y MFF participan no s6lo en la fisibn mitocondrial, sino también en la fision
peroxisomal (Gandre-Babbe & van der Bliek, 2008), por lo que analizar su presencia en el
organelo de interés es vital para un mejor analisis. En el presente estudio se encontr6 que la
administracion de BHB durante la privacion de glucosa aumenta de manera significativa la
abundancia de MFF en la mitocondria, a pesar de que no modifica su fosforilacion (Figura
8C). Aunque se sabe que AMPK regula la activacién de MFF y favorece la fision, ain se

desconoce como se regula la abundancia de este receptor mediante la transcripcion y
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traduccion de este gen y su respectiva proteina. No obstante, dado que el BHB parece
modificar la abundancia de MFF exclusivamente en la mitocondria y no en la célula en
general, una posible explicacion es que este cuerpo cetdnico pueda regular la eliminacion de
MFF y no su sintesis. Lee et al. (2019) observaron que, bajo condiciones normales, parkin
ubiquitina a MFF y promueve su eliminacion via lisosomal de manera independiente al estrés
mitocondrial, pero dependiente de PINK1, ya que la eliminacion ya sea de PINK1 o parkin
es suficiente para aumentar la abundancia de MFF. No obstante, al analizar el efecto del BHB
sobre dichas proteinas, este no parece disminuir ninguna de ellas, lo que arroja la posibilidad
de que, bajo condiciones de estrés como la PG, MFF sea eliminado mediante una via
independiente a PINK1/parkin. Acorde con lo anterior, se ha observado que la eliminacion
de MFF disminuye la translocacion de parkin hacia la mitocondria tras la pérdida del potencial

de membrana mitocondrial inducida por CCCP (Gao et al., 2015).

La PG/RG no altera el procesamiento de OPAL ni la abundancia de MFN2

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los cambios en dinamica mitocondrial
que ocurren durante la privacion y reintroduccion de glucosa estan dados por modificaciones
en el proceso de fision y no de fusion mitocondrial. Esto contrasta con los estudios en los que
se ha descrito que la pérdida del potencial de membrana mitocondrial induce el procesamiento
proteolitico de OPAL1 (Guillery et al., 2008), ya que en el presente trabajo la proporcion de
OPAI1(S)/(L) permaneci6 constante incluso tras la pérdida del Ay a las 2 h de PG (Figura

9B).

Por otro lado, la disminucion de OPA1 y MFN2 se ha observado durante la fase de
recuperacion tras un periodo de OGD o administracion de NMDA y se ha identificado como
la causa de induccion de una fase de fision mitocondrial excesiva que culmina en la muerte
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neuronal (Wappler et al., 2013; Martorell-Riera et al., 2014). De manera consistente, nuestros
resultados mostraron que la abundancia de OPAl1 y MFN2 disminuyen tras 20 h de
reintroduccion de glucosa (aunque solo significativamente en el caso de OPAL), un tiempo
en el que los niveles de DRP1 y MFF se han recuperado casi hasta alcanzar niveles control
(Figura 5 y 7). No obstante, el analisis de la morfologia mitocondrial se requiere para
determinar si, al igual que los modelos de OGD y excitotoxicidad por NMDA, la PG/RG
consta de dos fases de fision mitocondrial.

Distintas dosis de BHB tienen distintos efectos sobre las proteinas de fusion mitocondrial
durante la PG

Se ha observado que durante la privacion de nutrientes la fusion mitocondrial es capaz de
mantener los niveles de ATP, prevenir la mitofagia y disminuir la muerte celular (Gomes et
al., 2011); sin embargo, es bajo la privacion de aminoacidos y no la privacion de glucosa que
se induce esta fusion mitocondrial adaptativa (Rambold et al., 2011). Es por ello que se evaluo
si el efecto neuroprotector del cuerpo cetonico BHB podria estar relacionado con un aumento
de la fusion mitocondrial, ya que esto podria preservar la integridad de las mitocondrias y
disminuir la muerte neuronal. Los resultados obtenidos mostraron que la dosis de BHB
utilizada determina su efecto sobre las proteinas de fusién mitocondrial, asi pues, mientras
que la dosis de 5 mM aumenta la abundancia de MFN2 (Figura 10A), la dosis de 10 mM
previene el procesamiento proteolitico de OPAL que podria impedir que esta lleve a cabo la
fusion mitocondrial (Figura 10B). No obstante, el analisis de la morfologia mitocondrial, asi
como la produccion de ATP y de la sobrevivencia celular son necesarios para concluir que la
administracion de BHB es capaz de inducir la fusion mitocondrial y asi proteger a las

neuronas sometidas a PG.
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Adicionalmente, es importante recalcar que el aumento de MFN2 ocasionado por la
administracion de BHB parece no estar relacionado con la fusion mitocondrial, ya que ocurre
fuera de este organelo (Figura 10C). MFN2 también se localiza en el reticulo endoplasmatico
(ER, por sus siglas en inglés) y, aunque se ha observado que estd involucrada en el
establecimiento de los contactos ER-mitocondria, ain no esté claro si los mantiene o los
previene (De Brito & Scorrano, 2008; Puri et al., 2019), por lo que es un aspecto interesante

que requiere ser estudiado mas a fondo.

La PG induce la activacion parcial de la mitofagia via PINK1/Parkin y la RG la inhibe
Actualmente, la mitofagia parece ser el aspecto mas interesante de la dindmica mitocondrial
neuronal, ya que se han observado diferencias importantes en este proceso respecto a otros
tipos celulares. La primera de estas diferencias es que, mientras que la pérdida del potencial
de membrana mitocondrial induce la mitofagia mediante la via de PINK1/Parkin en lineas
celulares como SH-SY5Y, PC6-3 y Hela, el tratamiento con CCCP no aumenta la
colocalizacion de parkin con LC3 en neuronas (Van Laar, 2011). Nuestros resultados
mostraron que la PG disminuye el corte de PINK1, lo que sugiere que esta se encuentra en la
membrana externa mitocondrial y es capaz de fosforilar y activar a parkin (Figura 11A). No
obstante, aunque la abundancia de parkin parece aumentar ligeramente en la célula, la
estabilizacion de PINK1 no corresponde con un aumento en la translocacion de parkin a la

mitocondria (Figura 12C).

Estos resultados sugieren que la PG es capaz de activar parcialmente la mitofagia, pero es
probable que haya un paso limitante que impide que esta se lleve a cabo. En corcondancia
con lo anterior, Evans & Holzbaur (2020) demostraron que la mitofagia en las neuronas se
trata de un proceso lento, cuyos pasos estan restringidos en el tiempo y que la degradacion
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mitocondrial puede ocurrir en horas o incluso dias después de que estos organelos son
secuestrados por los autofagosomas. Asi pues, la gran cantidad de tiempo que se requiere para
que las neuronas degraden las mitocondrias dafiadas es la segunda diferencia respecto a la

mitofagia en otros tipos celulares.

Estas diferencias han apoyado la idea de que la alta dependencia de las neuronas al
metabolismo mitocondrial promueve que tras estimulos que dafian a las mitocondrias, estas
sean reparadas y no degradadas, dejando a la mitofagia como ultimo recurso para eliminar
aquellas que no pudieron recuperarse (Puri et al., 2019; Doxaki & Palikaras, 2021). Los
resultados obtenidos tras realizar la RG mostraron una drastica disminucién en la abundancia
de PINKL1 y parkin, sugiriendo que ambas proteinas son degradadas, probablemente para

inhibir la mitofagia y promover otros mecanismos de reparacion mitocondrial.

El BHB no modifica la via de PINK1/Parkin en condiciones de PG

Defectos en la mitofagia se han asociado con enfermedades neurodegenerativas y
envejecimiento, por lo que la bdsqueda de moléculas capaces de inducir este proceso ha
cobrado gran importancia en los ultimos afios (Doxaki & Palikaras, 2021). Al investigar si el
BHB es capaz de promover la degradacién mitocondrial tras 2 h de PG se observo que la
dosis de 10mM disminuye la abundancia de PINK1 que no ha sido cortado, lo que sugiere
que disminuye la activacién de la mitofagia; sin embargo, no tuvo ningun efecto sobre la
abundancia de parkin (Figura 12). Dado que el procesamiento de PINK1 depende del
potencial de membrana mitocondrial (Hamacher-Brady & Brady, 2016), es ldgico pensar que
si el BHB es capaz de mantener la funcionalidad de la mitocondria (Maalouf et al., 2007),

esto disminuye la estabilizacion de PINK1 en la MEM y, como ocurre bajo condiciones
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basales, esta sea degradada. Sin embargo, es necesario conocer el efecto del BHB sobre el
potencial de membrana mitocondrial.

La PG disminuye la dimerizacion de BNIP3, pero no la de NIX, mientras que la RG
disminuye la abundancia de ambas proteinas

Dada su relacion con la enfermedad de Parkinson, los trabajos sobre mitofagia en neuronas
se han centrado mas en el estudio de la via PINKZ1/Parkin; sin embargo, como se mencion6
anteriormente, se ha encontrado que la induccion de esta via en condiciones de estrés es un
fendmeno poco observado que ocurre en unas cuantas neuronas (Van Laar, 2011; Puri et al.,
2019). Es por ello que el estudio de la via BNIP3/NIX ha captado la atencion en los Gltimos
afios; no obstante, los detalles sobre esta via apenas comienzan a ser dilucidados (Puri et al.,
2019; Doxaki & Palikaras, 2021). Los resultados obtenidos en el modelo PG/RG mostraron
que la PG aumenta la abundancia del monémero de BNIP3, y disminuye la proporcion del

dimero respecto al monémero.

Dado que se ha sugerido que la dimerizacion de BNIP3 es necesaria para su interaccion con
LC3 (Hanna et al., 2012), esto indicaria que la PG disminuye la mitofagia mediante esta via.
Por otro lado, se ha observado que BNIP3 es la proteina que permite la estabilizacion de
PINKL1 en la membrana externa mitocondrial, interactuando con ella e impidiendo que esta
sea cortada y, posteriormente, degradada (Zhang et al., 2016b). Esto apoya la idea de que la
PG induce la activacién de la via PINKZ1/parkin, pero refuerza la nocién de que PINK1
requiera mas que encontrarse en la MEM para ser capaz de fosforilar y activar a parkin. Por
otro lado, la PG no parece alterar la abundancia del monémero o la proporcion

dimero/monoémero de NIX (Figura 13B).
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Actualmente se han descrito dos mecanismos mediante los cuales las neuronas previenen la
mitofagia tras un evento de estrés mitocondrial, uno es mantener los contactos de la
mitocondria con el reticulo endoplasmico (Puri et al., 2019) y otro es limitar la acidificacion
de los autofagosomas que contienen mitocondrias (Evans & Holzbaur, 2020). Sin embargo,
nuestros resultados sugieren que la eliminacion de las principales proteinas que llevan a cabo
la mitofagia, también podria contribuir a la inhibicién de este proceso, ya que, tras la RG, se
observo una dréstica disminucion no sélo de PINK1/parkin, sino también de BNIP3/NIX. A
pesar de que, tanto PINK1/parkin como BNIP3/NIX se degradan junto con las mitocondrias
cuando ocurre la mitofagia, el analisis de la abundancia de una proteina mitocondrial
constitutiva, TOM20, mostré que ésta no disminuye durante la RG, lo que sugiere que la
degradacion de las proteinas de mitofagia podria ser selectiva y no una consecuencia de la
degradacion mitocondrial. Adicionalmente, los niveles de las proteinas de fision y fusion
mitocondrial (DRP1, MFF y MFN2) no son significativamente menores a los del control
durante la RG tardia, lo que apoya la nocién de que son solo las proteinas involucradas en la
mitofagia las que se estdn degradando. Sorprendentemente, los niveles de PINK1, parkin,
BNIP3 y NIX permanecen bajos incluso tras 20 h de reintroduccion de glucosa, por lo que
seria interesante investigar si la inhibicion de la mitofagia es un proceso irreversible o si es

posible que ocurra tras uno o varios dias después del evento de estrés.

El BHB previene el aumento de la interaccion NIX/LC3 inducida por la PG

Finalmente, para descartar que el BHB pudiera tener algun efecto sobre la dindmica
mitocondrial en condiciones de PG, se analiz6 la proporcién del dimero/monémero tanto de
BNIP3 como de NIX en presencia y ausencia de BHB y se encontr6 que las dosis de 5y 10

mM aumentan esta proporcion respecto a la condicion de 2 h de PG sin BHB, mientras que
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no alteran la proporcién de dimero/mondémero de BNIP3. Tomando en cuenta lo reportado
por Marinkovi¢ et al. (2021), esto significaria que el BHB favorece la interaccion de NIX con
LC3Yy, por lo tanto, la mitofagia. Sin embargo, tras realizar una inmunoprecipitacion de LC3
y revelar NIX, se puede observar que en condiciones normales LC3 y NIX no interactdan,
mientras que esta interaccion aumenta notablemente tras 2 h de PG, interaccion que

disminuye al tratar a las neuronas con BHB.

Aunque la inconsistencia entre la abundancia del dimero de NIX y su interaccidon con LC3 es
un resultado inesperado, es importante sefialar que, ademas de la dimerizacion de NIX, se ha
demostrado que la fosforilacion también influye de manera importante su interaccién con
LC3 (Rogov et al., 2017). De hecho, mientras que la mutacion de las serinas 34 y 35
adyacentes al LIR de NIX por alaninas (que no pueden ser fosforiladas) elimina por completo
la interaccion NIX/LC3 (Rogov et al., 2017), la mutacién de las glicinas 204 y 208 del
dominio transmembranal de NIX, que son necesarias para su dimerizacion disminuye de
manera importante su interaccion con LC3 (Marinkovi¢ et al., 2021). Estos resultados indican
que, si bien la dimerizacion de NIX favorece, de manera significativa, su interaccion con
LC3, no es un requisito para que se lleve a cabo esta interaccion y, por lo tanto, para la
progresion de la mitofagia. Aunque aln se desconoce la cinasa responsable de la fosforilacion
de NIX que favorece su interaccién con LC3, una vez que se identifique, seria interesante
investigar si dicha cinasa se activa durante el estrés energético y si el BHB es capaz de

disminuir su activacion y, por lo tanto, la interaccion NIX/LC3.

XI.  CONCLUSION

La PG induce la translocacién de DRP1 a la mitocondria y aumenta la fosforilacion de MFF,
lo que sugiere la activacién de la fision mitocondrial; adicionalmente, la PG incrementa los
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niveles de PINK1, pero no aumenta la translocacién de parkin a la mitocondria, sugiriendo la
activacion parcial de la mitofagia. Por otro lado, la RG disminuye la abundancia de proteinas
de la fusion mitocondrial e inhibe la degradacion mitocondrial mediante las vias PINK1-
parkin y BINP3/NIX. EI D-BHB no provoca cambios significativos en la abundancia de las
proteinas de fision y fusion durante la PG, por lo que se concluye que su efecto neuroprotector
no estd mediado a través de la modulacion de los procesos de fision y fusién mitocondrial.
Por otro lado, la administracion de D-BHB durante la PG disminuye la interaccion del
receptor mitocondrial NIX con la proteina LC3, por lo que podria tener algun efecto sobre la
mitofagia; sin embargo, esto requiere mayor investigacién para elucidar el mecanismo a

través del cual esto podria estar sucediendo.

XIl.  PERSPECTIVAS

- Determinar si la inhibicion de DRP1 previene la disminucion del potencial de
membrana mitocondrial durante la PG.

- Analizar la translocaciéon de DRP1 a la mitocondria durante la fase de RG y
relacionarlo con su fosforilacion en la serina 616.

- Observar la morfologia mitocondrial mediante mitotracker green para confirmar que
la PG induce la fision y, por otro lado, determinar si la RG permite la recuperacion de
la morfologia mitocondrial basal.

- Determinar los niveles de mitofagia mediante el plasmido mitokeima durante la PG,
para confirmar que la iniciacion de la mitofagia culmina en la eliminacion de las
mitocondrias dafiadas y si el BHB es capaz de reducir este proceso. Por otro lado,

durante la RG, confirmar que no ocurra mitofagia.
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XIV. APENDICE I.

Lista de anticuerpos y reactivos

Anticuerpos

Anticuerpo | Especie Producto Dilucio6n anticuerpo 1° Dilucion
anticuerpo 2°
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(1 horaa

temperatura
ambiente)
OPAl Conejo 80471 1:3,000 1:3,000
Cell signaling 1 hora a temperatura
technology ambiente
p-DRP1 Conejo 4494 1:2,000 1:2,000
(S616) Cell signaling Toda lanochea4°Cy1
technology hora a temperatura
ambiente
DRP1 Conejo 8570 1:2,000 1:2,000
Cell signaling Toda lanochea4°Cy1
technology hora a temperatura
ambiente
MFF Conejo 84580 1:11,000 1:8,000
Cell signaling 1 hora a temperatura
technology ambiente
p-MFF Conejo 49281 1:5,000 1:5,000
Cell signaling Todalanochea4°Cy1
technology hora a temperatura
ambiente
Mitofusina- | Conejo 9482 1:2,000 1:2,000
2 Cell signaling Toda lanochea4°Cy1
technology hora a temperatura
ambiente
BNIP3 Raton sc-56167 1:500 1:500
Santa cruz Todalanochea4°Cy1
hora a temperatura
ambiente
NIX Conejo 12396S 1:3,500 1:3,500
Cell signaling Toda lanochea4°Cy1
technology hora a temperatura
ambiente
LC3 Conejo PMO036 1:5,000 1:5,000
MBL 1 hora a temperatura
international ambiente
PINK-1 Conejo AB23707 1:500 1:500
Abcam
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Toda lanochea4°Cy1
hora a temperatura
ambiente
Parkin Raton 4211S 1:3,500 1:3,500
Cell signaling 1 hora a temperatura
technology ambiente
Actina Raton MAB1501 1:10,000 1:10,000
Merck Millipore 1 hora a temperatura
ambiente
Enolasa Cabra Sc-271384 1:500 1:500
Santa Cruz Toda lanochea4°Cy1
hora a temperatura
ambiente
Reactivos
Reactivo Proveedor
Medio de cultivo neurobasal Gibco
Medio de cultivo DMEM sin glucosa Gibco
Gentamicina Gibco
Suplemento B27 Gibco
Suplemento B27 minus AO Gibco
L-Glutamina Sigma
Tripsina Sigma
Inhibidor de tripsina Gibco
DNAsa Sigma
AraC Sigma
Poli-L-Lisina Sigma
ECL (WBLUF0500) Millipore Corporation
D-BHB Sigma
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JC-1 Invitrogen
Mitotracker Green Invitrogen
Hoechst Enzo

Inhibidor de proteasas

Roche diagnostics

Proteina-A sefarosa Sigma
Kits
Nombre Proveedor

Ensayo de proteinas

DC Protein Assay
500-0115

Fraccionamiento mitocondrial

Abcam
ab110170
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