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Efecto del cuerpo cetonico beta-hidroxibutirato sobre la activacion
de la autofagia en neuronas corticales en cultivo sometidas a la

privacion y reintroduccién de glucosa

Resumen

Al ser la glucosa la principal fuente de energia del sistema nervioso, las
neuronas son altamente vulnerables a alteraciones en su metabolismo o a
interrupciones en su suministro. Una de las principales respuestas celulares
inducidas en el cerebro durante la privacion de nutrientes es la autofagia. No
obstante, su desregulacién puede conducir a la muerte neuronal, como se ha
observado en diferentes modelos in vivo e in vitro en nuestro laboratorio, durante
eventos de excitotoxicidad y de privacidén de glucosa. Alternativo a la glucosa, otros
sustratos energéticos como los cuerpos cetdnicos: acetoacetato, y B-hidroxibutirato
(BHB) también pueden ser utilizados como fuente de energia en el cerebro. En
estudios anteriores de nuestro laboratorio, se ha demostrado, tanto en modelos in
vitro como in vivo, que en condiciones de privacion de glucosa existe un defecto en
la degradacion de autofagosomas que contribuye de manera importante a la muerte
neuronal. En estas condiciones, la adicion del isbmero D del BHB (D-BHB) estimula
el flujo autofagico. Sin embargo, todavia se desconoce si el BHB puede regular a la
baja sefales involucradas en el inicio de la autofagia en neuronas expuestas a

privacién de glucosa.

La presente tesis tiene como objetivo el investigar el papel de la via mTOR/AMPK
en la activacion de la autofagia durante diferentes periodos de privacion y
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reintroduccion de glucosa en neuronas corticales cultivadas, y el posible efecto
regulador del cuerpo ceténico D-BHB. Para responder a nuestra pregunta de
investigacion, Se determinaron los cambios en el estado de fosforilacion de las
proteinas involucradas en la autofagia: ULK1, mTOR y AMPK, y en la abundancia
de BECN1, SQSTM1/p62 y LC3-II/LC3-I, después de los diferentes tratamientos.
Los resultados presentados indican que la autofagia se activa en el periodo de
privacion de glucosa, como sugiere el aumento observado en la activacion de AMPK
(PAMPK T172) y ULK1 (pULK1 S317) y una disminucion de la activacion de mTOR
(mTOR pS2448). Mientras que, durante la reintroduccion de glucosa no se observa
una reactivacion de la autofagia, sino la degradacion de autofagosomas.
Finalmente, aunque el D-BHB no mostré algun efecto significativo sobre la iniciacion
de la autofagia, éste acelerd la degradacion autofégica, y por lo tanto restauré el

flujo autofagico.



Abstract

As glucose is the main source of energy in the nervous system, neurons are
highly vulnerable to dysregulation of its metabolism or disruptions in its supply. One
of the main adaptive cell responses induced in the brain during nutrient deprivation
is autophagy. Nevertheless, dysregulation of autophagy under acute excitotoxicity
and glucose deprivation can lead to neuronal death, as identified in different in vivo
and in vitro models in our laboratory. Alternative energy substrates such as ketone
bodies: acetoacetate, and B-hydroxybutyrate (BHB) can be used as energy fuel in
the brain when glucose is unavailable and protect neurons against cell death.
Although, the mechanisms involved in its protective effects are yet to be well
understood. In previous studies from our group, it has been shown in both in vitro
and in vivo models that under glucose deprivation, impaired autophagosome
degradation contributes to neuronal death. In these conditions, addition of the D
isomer of BHB (D-BHB) stimulates the autophagic flux. However, whether BHB can
downregulate autophagy initiation in neurons exposed to glucose deprivation is still
unknown. In the present thesis we aimed to investigate the role of the mTOR/AMPK
pathway in the activation of autophagy during periods of glucose deprivation followed
by periods of glucose reintroduction in cultured cortical neurons, as well as the
possible regulatory effect of the ketone body D-BHB. The changes in total content
and phosphorylation status of the autophagy proteins, ULK1, mTOR and AMPK, and
in the abundance of BECN1, SQSTM1/p62 and LC3-I1I/LC3-I, were monitored at
different times after glucose deprivation and its reintroduction. Results indicate that

autophagy is activated in the glucose deprivation period, as suggested by an



increase in AMPK (pAMPK T172) and ULK1 (pULK1 S317) and a decreased in
MTOR (MTOR pS2448). Meanwhile, during glucose reintroduction no reactivation of
autophagy was found, but rather degradation of autophagosomes. D-BHB showed
no effect on autophagy initiation, but accelerated autophagic degradation, therefore

restoring the autophagic flux.



1. Introduccién

1.1 Laglucosaen el cerebro

El cerebro humano es uno de los 6rganos metabdlicamente més activo, siendo la
glucosa la principal fuente de energia. En el sistema nervioso central, el consumo
de glucosa representa alrededor del 20% de la glucosa circulante (Mergenthaler et
al., 2013), con la mayor parte de la glucosa, aproximadamente 90%, utilizada para

la sintesis de ATP (Henderson, 2008).

El metabolismo de la glucosa proporciona la energia necesaria para diversas
funciones fisiologicas en el cerebro como el mantenimiento de los potenciales de
membrana en reposo, la generacion de potenciales de accién y es importante para
el reciclaje y la sintesis de diversos precursores de neurotransmisores y
neuromoduladores como el glutamato, aspartato, glicina y serina (Ritter, 2017 &
Mergenthaler et al., 2013). Por lo que el suministro y la regulacién metabdlica de la

glucosa es critica para la funcion fisioldgica del cerebro.

Dado que las neuronas no pueden sintetizar glucosa ni almacenarla en forma
de glucégeno como en los astrocitos, el cerebro requiere de un suministro continuo
de glucosa procedente de la circulacion sanguinea. Debido a la naturaleza
hidrofilica de la glucosa, esta no puede atravesar la barrera hematoencefalica (BHE)
por simple difusion. No obstante, gracias a la existencia de un gradiente de
concentracion de la glucosa entre la sangre y el cerebro, su transporte es impulsado
por medio de difusidn facilitada a través de la BHE mediada por los transportadores

de glucosa (GLUT) (Mergenthaler et al., 2013).



Entre los principales transportadores de glucosa en el cerebro estdn GLUT1
y GLUT3. Ambos transportadores se encuentran distribuidos de manera
heterogénea en el cerebro, debido a las diferencias en la demanda local de glucosa

(Duelli & Kuschinsky, 2001; Koepsell, 2020 & Vultur et al., 2022).

Especificamente, el trasportador de glucosa GLUT1 existe en dos isoformas
en el cerebro. La isoforma mas glicosilada se localiza en las membranas de las
células endoteliales cerebrales y asegura el transporte de la glucosa a través de la
BHE. Mientras que la isoforma menos glicosilada se expresa en el extremo
perivascular de los astrocitos (Duelli & Kuschinsky, 2001). Después de que la
glucosa es transportada a los astrocitos por GLUTL, esta se metaboliza a lactato
gue se transporta por medio de los transportadores de monocarboxilatos (MCTs) a

las neuronas para ser utilizado como fuente de energia (Koepsell, 2020).

Por otro lado, GLUT3 es el transportador de glucosa con mayor expresion en
neuronas, principalmente en axones y dendritas (Ritter, 2017). La capacidad de
transporte de GLUT3 es aproximadamente cinco veces mayor que la de GLUTL1
(con una constante de Michaelis-Menten menor para GLUT3 en comparacion de
GLUTZ1, es decir el transportador GLUT3 necesita menor concentracion de glucosa
(~3mM) que GLUT1 (~10 — 20mM) para alcanzar el 50% de la velocidad maxima
de reaccion), garantizando que las neuronas tengan suministros de glucosa
continuos y niveles de glucosa poco variables (Custddio et al., 2021; Duelli &

Kuschinsky, 2001; Ritter, 2017 & Mergenthaler et al., 2013).



Ademas del suministro de energia para llevar a cabo la actividad neuronal,
los transportadores cerebrales de glucosa participan en la deteccion de las
concentraciones de glucosa en la sangre, el liquido cefalorraquideo y el intersticio
cerebral, como un proceso de regulacion central de la homeostasis de la glucosa

(Koepsell, 2020).

1.2 Hipoglucemia

En condiciones fisiolégicas (80- 90mg/dl de glucosa), la tasa de transporte
de glucosa de la sangre al cerebro supera la tasa de metabolismo cerebral (Haces
del Blanco & Massieu, 2005; & Cryer, 2007). No obstante, existen diversos factores
gue disminuye la concentracion de glucosa en plasma, como la hipoglucemia
severa, limitando su metabolismo energético que resulta en dafio neuronal en
diversas regiones del cerebro, como la corteza, el hipocampo y el cuerpo estriado

(Haces del Blanco & Massieu, 2005; Blomqvist et al., 1991 & Cryer, 2007).

Durante la hipoglucemia, diversas defensas fisiologicas se activan para

contrarrestar esta respuesta (Cryer, 2007):

1. La disminucion en la secrecion de insulina de las células B pancreaticas
cuando se alcanzan niveles glicémicos de aproximadamente 81mg/dl
(4.5mM).

2. El aumento de la secrecion de glucagén de las células B pancreaticas y de
adrenalina de las células cromafines cuando los niveles glicémicos

descienden por debajo del rango fisioldgico de 68mg/dl (3.8mM).



3. Si los niveles glicémicos siguen disminuyendo a 54mg/dl (3 mM), se
desencadena una serie de sintomas neurogénicos y neuroglucopénicos que

provocan la defensa conductual que consiste en la ingesta de alimentos.

Cuando estas defensas no consiguen prevenir el episodio hipoglucémico
(<50mg/dl o 2.8 mM), esto resulta en alteraciones en la funcion cognitiva,
convulsiones, coma (<20mg/dl) (Haces del Blanco & Massieu, 2005) y dafio
neuronal, el dltimo como consecuencia de la liberacion excesiva de glutamato y la
activacion de receptores glutamatérgicos provocando un desbalance en la
homeostasias i6nica de Na* y Ca?* de las neuronas (Haces del Blanco & Massieu,
2005), la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), y la activacion

excesiva de la NADPH oxidasa (Suh et al., 2007).

1.3 Tipos de autofagia

La autofagia es un mecanismo altamente conservado en la evolucion de
supervivencia y homeostasis celular que esta presente en células eucariontes, por
el cual las células degradan macromoléculas y organelos. Este reciclaje de
componentes celulares, a partir de su degradacion en el lisosoma, es crucial para
obtener elementos para la sintesis de nuevas macromoléculas y moléculas
necesarias para el metabolismo normal y homeostético en las células (Gerénimo-
Olvera & Massieu, 2019). A su vez, la autofagia promueve la sobrevivencia celular
en condiciones patologicas como son la ausencia de nutrientes o de factores
troficos, el estrés oxidante, la proteotoxicidad causada por la acumulacion de
proteinas dafadas, el dafio mitocondrial y el dafio lisosomal, al promover la

degradacion de proteinas, asi como de las moléculas y organelos dafiados.



Existen diferentes tipos de autofagia denominados microautofagia,

macroautofagia y autofagia mediada por chaperonas:

»= Microautofagia:

Es el proceso por el cual el contenido citoplasmatico (incluyendo proteinas
citosélicas solubles (Sahu et al., 2011)) es degradado en el lisosoma o endosoma
por medio de invaginaciones o deformaciones de la membrana lisosomal (Parzych

& Klionsky, 2014).

= Autofagia mediada por chaperonas:

Este tipo de autofagia, descrita Unicamente en células de mamiferos, es
altamente especifica para proteinas marcadas con un motivo pentapéptidico
relacionado bioquimicamente con KFERQ (Parzych & Klionsky, 2014). En general,
las chaperonas citosolicas despliegan las proteinas marcadas con este motivo y las
translocan a la membrana lisosomal para posteriormente ser transportadas al
interior del lisosoma para su degradacion a través de la proteina asociada a los

lisosomas 2A (LAMP2) (Dice, 2007).

*= Macroautofagia:

Este estudio experimental se centra en la macroautofagia y sera referida

como autofagia de aqui en adelante en esta tesis.

A diferencia de la microautofagia, la autofagia se distingue debido a que el
lugar de secuestro de los componentes celulares se inicia lejos de la membrana

limitante del lisosoma e implica la formacion de vesiculas de secuestro (Parzych &
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Klionsky, 2014). En la autofagia, los componentes citoplasmicos como porciones de
citoplasma, proteinas y organelos, se aislan del resto de la célula dentro de una
vesicula de doble membrana conocida como autofagosoma que, posteriormente se
fusiona con un lisosoma formando un autolisosoma el cual se encarga de la
degradacion de los componentes celulares contenidos en el autofagosoma (Hurley
& Young, 2017), teniendo como funcion promover el mantenimiento de la
homeostasis celular al aumentar el suministro celular de lipidos, amino&cidos,
carbohidratos y nucle6tidos que seran usados posteriormente para la formacién de

proteinas y componentes celulares necesarios para la sobrevivencia celular.

1.3.1 Sefales de activacion de la autofagia

La autofagia es un mecanismo homeostatico de las células que ocurre de
manera basal pero que se activa como una respuesta adaptativa o de proteccion
bajo estrés metabdlico celular como la privacion de nutrientes. Si en estas
condiciones la autofagia es deficiente o excesiva puede conducir a la muerte celular

(Kroemer, Marifio & Levine, 2010; Geronimo-Olvera & Massieu, 2019).

En los mamiferos, la detecciébn de aminoéacidos, carbohidratos y sefales
adicionales, como factores de crecimiento y especies reactivas de oxigeno regulan
la actividad de dos proteinas cinasas: mTOR que forma parte del complejo mTORC1
y la cinasa de AMP (AMPK), las cuales regulan rio arriba la autofagia a través de la

fosforilacion de ULK1 (Fig. 1).

Especificamente, mTORC1, integra varias vias de sefalizacion para

promover distintos procesos anabolicos que involucran el crecimiento celular, como
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la sintesis de proteinas y a su vez inhibir el catabolismo celular (Schmeisser &
Parker, 2019). Ademas, mMTORCL1 se encuentra regulado rio arriba por la via de
sefalizacion PISK/AKT, la cual suprime al Complejo de Esclerosis Tuberosa 1y 2
(TSC1/TSC2) (Garza-Lombd, Schroder, Reyes-Reyes & Franco, 2018). Esto es de
gran relevancia debido a que TSC1/2 es un importante regulador negativo de
MTORC1. Por lo que, durante condiciones normales o de exceso de nutrientes,
TSC1 se encuentra regulado negativamente, lo que promueve la actividad de
MTORCL1 quien inhibe la autofagia al fosforilar la Ser757 de ULK1 impidiendo su
activacion. Esto promueve la sintesis de proteinas al fosforilar a la cinasa de la
proteina ribosomal S6 (p70 S6K) y a la proteina de union al factor de inicio de la
traduccion en eucariontes (4E-BP). Por el contrario, en condiciones de deficiencia
de nutrientes, estrés metabdlico o en tratamiento con rapamicina, la inactivacion de
MTORC1 induce la activacion de la autofagia por medio de su incapacidad de

fosforilar e inhibir a ULK1 (Fig. 1).

Por otro lado, y opuesto a la actividad de mTORC1, se encuentra la AMPK,
gue es considerada un sensor en la relacion ADP/ATP en la célula (Alers, Loffler,
Wesselborg & Stork, 2011). Estados de estrés metabdlico, es decir cuando la
relacion de ADP/ATP es alta, la activacion de la AMPK por su fosforilaciéon en la
Thrl72 da como resultado la iniciacidbn de la autofagia por dos mecanismos
diferentes: por un lado la activacion de la AMPK bloquea la actividad inhibidora del
complejo mTORC1 sobre complejo ULK1 impidiendo su fosforilacion en la Ser757,
y alternativamente la AMPK activa directamente la autofagia al activar el complejo

ULK1 por su fosforilacién en la Ser317, para iniciar la formaciéon de autofagosomas

12



(Hurley & Young, 2017) (Fig. 1). Por lo que la sobreactivacion de la AMPK y como
consecuencia la inhibicion de la via de mTOR, puede ser una de las responsables
de la iniciacion de la autofagia y por ende del aumento en la formaciéon de

autofagosomas observada durante el estrés metabdlico.

1.3.2 Maquinaria de la autofagia
La autofagia es un proceso complejo que se divide en diferentes etapas, entre
ellas: la iniciacion, nucleacion, elongacion y maduraciéon del autofagosoma, fusion

(formacion del autolisosoma) y degradacion del cargo.

= |piciacion:

El primer paso es la iniciacién y ocurre por la activacion de la cinasa ULK1
(por ejemplo: en condiciones de deficiencia de nutrientes), la cual es parte de un
complejo proteico que contiene a las proteinas ATG13, ATG101 y FIP200 (Kohli &

Roth, 2010; Chang N. C., 2020).

= Nucleacion:

Después de la activacién del complejo que contiene a ULK1, esta enzima
fosforila y activa a Beclin-1 (BECN1). Los complejos activos ULK1 y BECN1 se
reubican en el sitio de iniciacion del autofagosoma, llamado el fagéforo, que en la
mayoria de los casos corresponde a la membrana del reticulo endoplasmico. En
este sitio, la nucleacion de la vesicula involucra la activacion de VPS34, una
fosfatidil-inositol 3-cinasa de clase Il (PI3K), que ocurre mediante la formacion de
un complejo que contiene a las proteinas BECN1, UVRAG, AMBRA1, VPS15 y
ATG14, y que produce fosfatidil-inositol-3fosfato (PI3P) (Kohli & Roth, 2010; Chang
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N. C., 2020). El PI3P es necesario para la nucleacién y formacion inicial de la
membrana del fagoéforo al reclutar las proteinas relacionadas con la autofagia con

dominios de union a PI3P (Kocaturk & Gozuacik, 2018).

= Elongacion:

La elongacion de la membrana autofagosomal depende de dos sistemas de
conjugacion tipo ubiquitina y del transporte de precursores de membrana mediado

por ATG9 (Yang et al., 2015).

En el primer sistema, ATG12 se conjuga covalentemente a la proteina ATG5
por medio de la accion de la enzima tipo E1: ATG7 y de la enzima tipo E2: ATG10
(Kohli & Roth, 2010 & Chang N. C., 2020). Posteriormente, el reclutamiento de la
proteina ATG16L1 al dimero formado por ATG12/5 resulta en la formacion de un
complejo mas grande que sirve como ligasas E3, que ancla a la proteina LC3 a la
membrana del fagoéforo al ligarla covalentemente a la fosfatidiletanolamina (PE) y
promueve la elongacién de la membrana autofagica (Kocaturk & Gozuacik, 2018;

Chang N. C., 2020).

El segundo sistema, involucra la conversion de la forma soluble de
LC3/ATG8, conocido como LC3, a la forma asociada a la membrana autofagosomal
conocida como LC3-Il, que se conjuga con PE. La conversion de LC3 a LC3-Il es
mediada por la accién de una proteasa: ATG4, que corta a LC3 en LC3-I, luego una
enzima tipo E1l: ATG7, la enzima tipo E2: ATG3 y el complejo E3: ATG5-
ATG12&ATGI16L lipidan a LC3-I. resultando en LC3-1l (Kohli & Roth, 2010; Chang

N. C., 2020). La lipidacion y redistribucion de la proteina LC3 (LC3-1l) al fagéforo
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contribuye al aislamiento de los componentes o cargos a degradar dentro la vesicula
de doble membrana, que fueron reconocidos anteriormente por un receptor

autofagico como el receptor SQSTM1/p62.
= Maduracion y degradacion de componentes celulares:

Finalmente, los autofagosomas se fusionan con los lisosomas y su contenido
se degrada por la actividad hidrolitica de las enzimas lisosomales. Ademas, la
degradacion de SQSTM1/p62 sirve como un indicador de la degradacion del
contenido cargo, es decir el flujo autofagico (Kroemer, Marifio & Levine, 2010;

Chang N. C., 2020).

ELONGACION )
usosomn DEGRADACION

ATG4 ATG7 ATG3

AUTOFAGOSOMA

NUCLEACION
OMEGASOMA
AUTOFAGOLISOSOMA
G PIP3 5QS5TM1/p62
/ p 52448
vps:s mTOR — CRECIMIENTO CELULAR
BT — 5157 / ALTA GLUCOSA
vpsaa o HA ULKL ATG13
| S317 [FIZLN]
Complejo PI3K
/‘ AMINOACIDOS
AMF‘K - - NUCLEOTIDOS
. 7 P72 IN ICIACION CARBLG!)pl-II?DORSATOS
ESTRES CELULAR
BAJA GLUCOSA

Figura 1: Esquema de las etapas de la autofagia. La autofagia comprende diversas etapas: iniciacion, nucleacién y elongacion del fagéforo,
maduracién del autofagosoma, y degradacion del autofagosoma después de su fusion con el lisosoma. (Modificado de Chang N. C.,, 2020).
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1.3.2 Autofagiay SNC

Aungue inicialmente la autofagia fue caracterizada como una via de
degradacion inducida para proteger contra la deficiencia de nutrientes, se ha vuelto
cada vez mas claro que la autofagia también juega un papel importante en la
homeostasis de las células que no necesariamente tienen deficiencias de
nutrientes. Los defectos en la autofagia se han relacionado con varias
enfermedades humanas, incluidas las neurodegenerativas y el cancer, por lo que
ha aumentado el interés en encontrar mecanismos por los cuales se pueda modular
la autofagia como un tratamiento potencial para diversas enfermedades (Thellung

et al., 2019).

La autofagia es particularmente relevante en el caso de las neuronas para el
mantenimiento de la homeostasis neuronal y el reciclamiento de los componentes
celulares, ya que al ser células postmitéticas no son reemplazadas después de su
pérdida o dafio debido a que el proceso de neurogénesis es limitado. Por lo que, es
fundamental que las neuronas sean capaces de activar mecanismos que las
protejan contra la acumulacién de proteinas citosolicas o membranas dafiadas

como la autofagia (Tooze & Schiavo, 2008).

Como ya se menciond anteriormente, las células nerviosas son altamente
vulnerables a la alteracion o interrupciéon en el suministro de glucosa, las cuales son
un factor importante de la fisiopatologia de distintas enfermedades y trastornos
cerebrales. Por ejemplo, la interrupcion del suministro de glucosa en el cerebro,
observado durante la isquemia cerebral contribuye de manera importante al dafio

cerebral subsecuente. Adicionalmente, se ha observado que estados
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hipoglucémicos, asociados al tratamiento con insulina en pacientes con diabetes
tipo |, alteran el funcionamiento normal del cerebro. Mas aun si la disminucion de
glucosa llega a ser tan severa que conduzca al estado de coma, se produce dafio

cerebral irreversible (Languren et al., 2013).

Se han identificado diversos mecanismos que contribuyen a la muerte por
privacion de glucosa (GD), entre ellos la deficiencia de ATP y la disfuncién de la
bomba de Na*/K* tanto en modelos in vivo e in vitro. La GD induce dafio excitotoxico
debido a la liberacién excesiva de glutamato y a la deficiencia en su remocion. La
falla energética induce la despolarizacion de la membrana presinaptica, la entrada
de Ca?'y la liberaciéon de glutamato. El glutamato no es removido eficientemente
del espacio sinaptico debido al funcionamiento deficiente o inverso de los
transportadores de aminoacidos excitadores dependientes de Na*, encargados de
capturarlo. El exceso de glutamato sinaptico induce la entrada de Ca?* por los
receptores a glutamato de tipo NMDA, lo que altera la homedstasis de Ca?
intracelular y activa diversas enzimas dependientes de calcio como proteasas,
fosfatasas y lipasas, y aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno, lo
gue contribuye a la muerte neuronal (Paramo et al. 2010, Julio-Amilpas et al. 2015;
Langurén et al. 2013). No obstante, las respuestas adaptativas del cerebro ante el
estrés energético causado por la GD, entre ellas la autofagia, no se conocen del

todo, ni su contribucién a la sobrevivencia o dafio subsecuente.

Se conoce que el ayuno por 24 a 48 h induce la autofagia en distintas
regiones del cerebro posiblemente como una respuesta a la ausencia de nutrientes

(Alirezaei et al., 2010). Sin embargo, la autofagia también puede contribuir a la
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muerte en condiciones agudas de la GD y excitotoxicidad como recientemente
identificamos en distintos modelos in vivo (Montiel et al. 2020; Torres Esquivel 2020;

Montiel et al. en preparacion).

La supresion de la autofagia basal debido a la delecion de genes esenciales
para la formacion de autofagosomas como ATG5 o ATG7 se ha relacionado con la
induccion de neurodegeneracion (Hara et al., 2006), y defectos en la autofagia se
han sugerido como factores asociados a la neuropatologia de desoérdenes
neuroldgicos agudos como el trauma y la isquemia cerebral (Sarkar et al., 2015) y
enfermedades neurodegenerativas progresivas como la esclerosis lateral
amiotréfica (Valenzuela, Nassif & Hetz, 2018), la enfermedad de Alzheimer (Uddin
et al., 2018) y la enfermedad de Parkinson (Zhu et al., 2019). La deficiencia en la
respuesta autofagica, observada en enfermedades analogas en animales
experimentales, contribuye a la acumulacion de agregados de proteinas en distintas
regiones del cerebro, y a la formacion de cuerpos de inclusion que afectan la funcion
neuronal. Por lo que el actuar sobre las sefiales reguladoras rio arriba de la
autofagia como mTOR o la AMPK podrian ejercer mecanismos compensatorios a

su desregulacion.

1.3.3 Papel de la autofagia durante estados hipoglucémicos

En estudios previos, se ha descrito el papel de la autofagia y su dinamica
durante el dafio inducido por la GD y reintroduccion de glucosa (GR) en neuronas
(Gerénimo-Olvera et al. 2017). En este estudio se realizé un curso temporal de la

formacion de los autofagosomas y la degradacion del contenido autofagolisosomal
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durante los periodos de GD y GR en neuronas corticales en cultivo, a través del
analisis de los cambios en las proteinas BECN1, LC3-1ly SQSTM1/p62. Se observé
que, las neuronas responden rapidamente a la GD aumentando la formacion de
autofagosomas, que se acumulan durante la GR, consecuencia de un flujo
autofagico deficiente que posiblemente se deba al agotamiento de ATP necesario
para la actividad de la bomba de H* lisosomal, resultando en la disminucion de la
actividad de los lisosomas y su correcta fusion con el autofagosoma. Por lo que, la
autofagia defectuosa inducida durante la GD/GR contribuye a la muerte neuronal
observada en estas condiciones, ya que al silenciar con RNAs de interferencia a la
proteina ATG7, que es esencial para la formacion de los autofagosomas, aumenta

la viabilidad de las neuronas (Gerénimo-Olvera et al. 2017).

Por otro lado, durante la GR se observlo que la actividad de la proteasa
activada por calcio, calpaina, promueve la disfuncién lisosomal al realizar el corte
proteolitico de la proteina de membrana lisosomal, LAMP2, lo que induce un
aumento en la permeabilidad de la membrana y la salida de proteasas como la
catepsina B al citosol. Esta disfuncion lisosomal mediada por calpaina produce una
respuesta autofagica defectuosa, lo que contribuye a la muerte neuronal (Gerénimo-

Olvera et al. 2017).

De manera similar en un estudio in vivo, en donde se induce la GD en el
cerebro mediante la administracion de una sobredosis de insulina, se observo que
la autofagia es activada durante el periodo de hipoglucemia severa, lo que da lugar
a la acumulacion de autofagosomas debido a una degradacion deficiente,

evidenciada por un aumento en LC3-Il que no se acomparfa de una disminucién en
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el contenido de SQSTM1/p62, tanto en la corteza cerebral como en el hipocampo

(Torres-Esquivel et al. 2020).

En este estudio también se observo que horas después del rescate con glucosa del
coma hipoglucémico, la autofagia se activa en el hipocampo de una manera
dependiente de activacion de AMPK, pero independiente de mTOR, induciendo la
fosforilacion de ULK1 en la Ser317 (Torres-Esquivel et al. 2020). Estos resultados
sugieren que la acumulacién de autofagosomas observada en condiciones de GD,
puede deberse no solo a una falla en la degradacion lisosomal que conduce a la
acumulacion de autofagosomas, sino ser consecuencia de la activacion de sefales
rio arriba que participan en la iniciacién de la autofagia produciendo su activacion
sostenida por un largo periodo de tiempo. Estos resultados nos llevan a concluir
gue, durante la privacion aguda de glucosa, la autofagia no tiene una funcién

adaptativa sino por el contrario contribuye a la muerte (Torres-Esquivel et al. 2020).

Los efectos deletéreos de la autofagia deficiente o excesiva pueden
compensarse utilizando herramientas que atenten su activacion o que mejoren la
degradacion autofagica. Este es el caso de las neuronas corticales en cultivo en
donde se observd que la inhibicién del corte proteolitico de LAMP2, a través de la
inhibicién de la actividad de la calpaina, restablece la funcion lisosomal y mejora la
sobrevivencia celular (Gerénimo-Olvera et al. 2017). Alternativamente, hemos
observado que la incubacidon con un sustrato energético alternativo a la glucosa,
como el cuerpo ceténico B-hidroxibutirato (BHB), restaura el flujo autofagico en

neuronas de corteza en cultivo y atenua la activacion de la autofagia inducida por la
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lesion excitotoxica y por la hipoglicemia severa mejorando la sobrevivencia neuronal

(Geronimo-Olvera et al. 2017; Montiel et al. 2020; Torres-Esquivel 2020).

1.4 Cuerpos cetonicos

Aunque la glucosa es la principal fuente de energia para el cerebro, en los
ultimos afios se ha reconocido que los cuerpos cetonicos, también pueden ser
utilizados como fuente de energia, particularmente en situaciones de ayuno,

ejercicio o en dietas altas en grasa y privacion de glucosa.

Los cuerpos cetbnicos son producidos principalmente por el higado a partir
de la oxidacién de acidos grasos. Durante el ayuno se estimula la lipolisis en los
adipocitos lo que lleva a la liberacion de acidos grasos y a la cetogénesis a partir de
la produccién de aceti-CoA por la beta-oxidacion. La cetogénesis requiere la accion
de al menos tres enzimas: la acetoacetil-CoA tiolasa mitocondrial, la hidroxi-metil-
glutaril-CoA sintasa HMG-CoA sintasa (HMGCS2) y la HMG-CoA liasa. El primer
paso de la cetogénesis es la formacion de acetoacetil-CoA, que se deriva de dos
moléculas de acetil-CoA por la enzima tiolasa, posteriormente se forma HMG-CoA
por medio de la HMGCS2, siendo este paso el limitante de la velocidad de reaccién,
y que esta regulado por la insulina y el glucagéon. La enzima HMG-CoA liasa
posteriormente elimina una acetil-CoA de la HMG-CoA para producir el
acetoacetato. Este a su vez se puede degradar por una reaccion espontanea a
acetona, que tiene una contribucion metabdlica minima debido a su volatilidad, o
puede formar el BHB, el cuerpo cetonico mas abundante en la circulacion humana,
por medio de la B-hidroxibutirato deshidrogenas (BDH) (Grabacka, Pierzchalska,

Dean & Reiss, 2016).
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Ya sintetizados el acetoacetato y BHB, son liberados a la circulacion
sanguinea para su metabolismo en tejidos extrahepéticos, ya que no son utilizados
en el higado al carecer de la enzima succinil-CoA: 3-cetoacido coenzima A

transferasa (SCOT) importante para la cetdlisis.

1.4.1 Transporte y metabolismo de los cuerpos cetdonicos en el cerebro

La captacion de cuerpos cetonicos al cerebro se da a través de la barrera
hematoencefalica (BHE) y depende de los transportadores de monocarboxilatos
(MCTs), el trasportador MCT1 en la BHE, MCT4 en astrocitos y MCT2 (mayor
afinidad por el BHB) en neuronas (Fig. 2), sugiriendo que una mayor absorcion del
BHB se deba a una regulacion positiva de la expresion de los MCTs (Jensen,
Wodschow, Nilsson & Rungby, 2020). Una vez que el BHB y el acetoacetato son
transportados al cerebro, se vuelven a convertir en acetil-CoA, que entra en el ciclo
de los &cidos tricarboxilicos (TCA) para la generacion de ATP. La conversion ocurre
dentro de las mitocondrias donde el BHB se transforma en acetoacetato por la BDH
produciendo NADH y después el acetoacetato se cataboliza a acetoacetil-CoA por
la succinil-CoA: 3-cetoacido coenzima A transferasa (SCOT), y finalmente la
acetoacetil-CoA se convierte de nuevo en dos acetil-CoA para ingresar al TCA
produciendo NADH utilizado para el transporte de electrones en la mitocondria

requerido para la sintesis de ATP (Fig. 2).
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Figura 2: Sintesis, transporte y metabolismo de cuerpos cetonicos. (Jensen, Wodschow, Nilsson & Rungby, 2020)

A diferencia de la glucosa, el catabolismo del BHB y acetoacetato no requiere
de la via glucolitica, por lo tanto, no utiliza ATP y provee de forma directa acetil-CoA
mediante su oxidacion directa en la mitocondria (Garcia-Rodriguez & Giménez-
Cassina, 2021). Ademas, la oxidacion del BHB reduce Unicamente una molécula de
NAD+ en el citosol, mientras que la glucosa reduce cuatro moléculas de NAD+
(Elamin, Ruskin, Masino & Sacchetti, 2017), por lo que menos moléculas de NAD+
son consumidas para producir ATP en comparacién a la glucosa resultando en un
aumento del cociente NAD+/NADH, lo que constituye una ventaja energética (Fig.
3). Ademas, el NAD+ es una molécula sefializadora y un cosustrato de enzimas que

participan en otras rutas como las sirtuinas.
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Figura 3: Diferencias en el consumo de NAD+ durante el catabolismo de la glucosa y -hidroxibutirato. (Modificado de
Elamin, Ruskin, Masino & Sacchetti, 2017), MPC: Carreador mitocondrial de piruvato. TCA: Ciclo de los dcidos tricarboxilicos.
1.4.2 Efectos protectores de los cuerpos ceténicos
Hoy en dia, existen numerosos estudios que muestran los efectos protectores
de los cuerpos ceténicos en el SN, debido a que son una fuente de energia
alternativa en el cerebro durante estados deficientes de nutrientes y pueden
compensar el hipometabolismo de la glucosa asociado al envejecimiento y a las
enfermedades neurodegenerativas (Yang, Shan, Zhu, Wu & Wang, 2019). En
distintas enfermedades y trastornos neurolégicos, como la epilepsia (Simeone,
Simeone & Rho, 2017), la enfermedad de Alzheimer (Hertz, Chen &
Waagepetersen, 2015) y de Parkinson (Norwitz, Hu & Clarke, 2019), los cuerpos
cetonicos, en especial el BHB se ha utilizado como tratamiento coadyuvante,
surgiéndose como una herramienta terapéutica, recientemente denominada como

cetoterapéutica, que actualmente representa un area de investigacion muy activa.
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La neurocetoterapéutica propone basicamente dos alternativas para elevar los

niveles de los cuerpos cetonicos:

1) promover la produccion enddgena de cuerpos ceténicos utilizando los
lipidos almacenados en el tejido adiposo y la cetogénesis hepéticay,

2) utilizando la administracion exdgena de los cuerpos ceténicos.

Dentro de la primera alternativa se encuentran la dieta cetogénica, el
consumo de triglicéridos de cadena media, la restriccion caldrica y el ayuno
intermitente. La segunda alternativa comprende tratamientos basados en la
administracion intravenosa, parenteral, u oral de los cuerpos ceténicos 0 sus

derivados como los ésteres del BHB (Camberos-Luna et al. 2020).

Ambas intervenciones aumentan los niveles de cuerpos cetonicos en sangre
y favorecen su utilizacion como combustible energético en tejidos extrahepéticos
como el cerebro. No obstante, existen diversos factores que las diferencian, uno es
que el enfoque enddgeno requiere del uso de tratamientos continuos o cronicos
antes de que se estimule la cetogénesis y se observen niveles elevados de estos
en sangre. De igual forma, se ha observado que esta intervencion regula a la alta la
expresion de MCTs, importantes en el transporte de cetonas a las células. Mientras
que, en el enfoque exdgeno se observa una réapida elevacién de cetonas en la
sangre, aproximadamente entre 30 minutos hasta 6 horas de la administracion
exogena, pero al igual que el enfoque enddgeno el mantenimiento del metabolismo

de cetonas requiere de administraciones repetidas (Camberos-Luna et al. 2020).
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Debido a que la administracion exégena de cuerpos cetonicos tiene menores
efectos secundarios (como la acidosis metabdlica e hipercolesterolemia) y no
requiere de muchos esfuerzos para seguir dietas estrictas y poco apetecibles por
grandes periodos de tiempo, el abandono por parte de los pacientes de este tipo de

intervencion es muy poca a diferencia de la intervencion endogena.

En general, la reduccién del consumo de glucosa en una dieta cetogénica da
lugar a un cambio hacia el metabolismo de grasas, mejorando la disponibilidad y
utilizacion de la energia. El uso de cuerpos ceténicos como principal fuente de
energia aumentan la razon de NAD+/NADH y disminuyen la razon de
NADP+/NADPH (Elamin et al. 2017 & Veech, 2004), los cuales son esenciales para

modular el metabolismo celular y mantener la homeostasis redox celular (Tabla 1).

Varios estudios han mostrado que los cuerpos cetonicos tienen una gran
diversidad de efectos sobre las células y especialmente las neuronas. Los cuerpos
cetébnicos dan lugar a respuestas inmediatas al modular canales ibnicos,
transportadores y receptores, y neurotransmisores como el GABA; asi como
respuestas adaptativas a largo plazo, ya sea al modular la expresién genética o la
regulacion epigenética al inhibir las deacetilasas de histonas (HDACSs) y aumentar
la expresion de genes relacionados con la neuroproteccion como son el BNDF,
genes relacionados con respuestas antioxidantes como SOD, CAT y GSH, y genes
gue atenuan la neuroinflamacion y la neurodegeneracion (Field et al., 2021, Garcia-

Rodriguez & Giménez-Cassina, 2021, & Newman & Verdin, 2017) (Tabla 1).
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De la misma manera, y a lo que nos concierne, los efectos de la dieta

cetogénica y la administracion exdégena de cuerpos cetdnicos, pueden proteger al

cerebro de la hipoxia, excitotoxicidad,

hipoglicemia vy

neurodegenerativas (Camberos-Luna et al., 2020) (Tabla 1).

enfermedades

Sin embargo, los mecanismos subyacentes de los efectos neuroprotectores

de los cuerpos cetdnicos aun no se han dilucidado completamente.

Accibn Cuerpo Ceténico Mecanismo

Aumento en la razén NAD+/NADH
Dieta Cetogénica (MCT) / Reduccion en la razén NADP+/NADPH
BHB Aumento de eficiencia en la produccion de ATP

Disminucién en la produccion de especies reactivas de oxigeno y
lipoperoxidacion
BHB / AcAc Regulacidn a la alta de enzimas SOD, CAT y GSH

BHB Mejora en la estructura y funcién mitocondrial: produccion de energia y
mejor balance redox.

Antioxidante

Inhibicion del inflamosoma NLRP3, al inhibir la salida de K+

Antiinflamacion BHB Reduccion de la expresion de IL-1B y TNF-a
Activacién del receptor GPR109a
Promueve el flujo autofagico: reduccion de la relacion de LC3-1I/LC3-1 y de
SQSTM1/p62.
Autofagia BHB Q ) 'p .
Regulacion de |a autofagia
Inhibe AKT, promueve expresion de FOXO y activa a la AMPK
B-hidroxibutirilacién de la H3K9, asociado a promotores de genes
- . . transcripcionalmente activos.
Genética - Epigenética BHE Inhibicion de la Deacetilasas de histonas de clase | (HDACs), dando lugar
a la expresion de genes como: FOXO3A, MT2, BDNF
Promueve sintesis de GABA
BHB Eleva la transcripcion de las subunidades GRIN2A and GRIN2B de los
Neurotransmision NMDAR, restaurando la funcion sinaptica mediada por NMDAR
AcAc Inhibe los transportadores de glutamato (VGLUT) por inhibicion

competitiva con el Cl-, disminuyendo la liberacion de glutamato

Tabla 1: Efectos protectores de los cuerpos ceténicos.

Relevancia Terapéutica / Fisiolégica

Neurodegeneracion, EA, Parkinson,
longevidad y condiciones fisiologicas
Privacion de glucosa, hipoglicemia
Isquemia Cerebral, Hipoglucemia
Dafio renal

Lesion Cerebral Traumatica

Enfermedades mediadas por NLRP3
Depresion / Trastornos relacionados con el
estrés

Enfermedad de Parkinson

EA, Privacion de glucosa

Hipoglucemia, Excitotoxicidad mediada por
NMDA

Condiciones Fisiolégicas

Condiciones fisiolégicas - relevancia en
trastornos metabdlicos (Diabetes Tipo |
(inducida por estreptozocina))
Proteccion estrés oxidante

Ejercicio - Aumento en bioenergética
Neuroproteccion

Epilepsia
Autismo

Epilepsia

Autores

Elamin et al. 2017
Veech, 2004
Kashiwaya et al. 2000
Xin et al. 2018
Julio-Amilpas et al. 2015
Cambreros-Luna 2016
Suzuki et al. 2001
Wei etal. 2014
Davis et al. 2008

Youm et al. 2015 & Freeman &
Ting, 2015.
‘Yamanashi et al. 2017
Fu et al. 2015

Hu et al. 2017
Camberos-Luna et al. 2016
Torres-Esquivel et al. 2020 &
Montiel et al. 2020
Newman & Verdin, 2017

Xie et al. 2016
Shimazu et al. 2013
Sleiman et al. 2016

Hu et al. 2018

Yudkoff et al. 2005 & 2007
Qin, Ma & Yan, 2021
Juge, et al. 2010
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1.4.3 Quiralidad del B-Hidroxibutirato
La quiralidad es la propiedad que tiene una molécula de no superponerse a

su imagen especular mediante traslaciones o rotaciones (Liu, Tian & Jiang, 2017).

La quiralidad puede tener efectos bioquimicos y biofisicos importantes
debido a su interaccién con otras biomoléculas. Por ejemplo, la quiralidad puede
afectar: la velocidad de disolucion, su transporte y/o captacion, ya que se pueden
unir de manera diferente a su transportador; su metabolismo, afectando su union al
sitio activo de las enzimas que la metabolizan, su toxicidad, etcétera (Di & Kerns,

2016).

El BHB es una molécula quiral en su grupo 3’-OH, es decir existen dos
enantiomeros de este compuesto, el S/L-BHB y el R/D-BHB. Este ultimo
enantiomero es el Unico que es producido metabdlicamente en el organismo de
mamiferos en condiciones normales mediante la restriccién calérica, el ejercicio, 0
la dieta cetogénica. Esta especificidad quiral se debe a la enzima BDH1, que
cataliza el paso final de la sintesis del BHB, dando como resultado que el D-BHB
pueda ser facilmente catabolizado en acetil-CoA y ATP en el cerebro (Newman &

Verdin, 2017).

No obstante, aunque el L-BHB no es un producto fisiolégico del metabolismo
de los mamiferos, este puede actuar como un intermediario transitorio en la B-
oxidacion (Lincoln, Des Rosiers & Brunengraber, 1987). De igual forma, puede
unirse a los receptores celulares del D-BHB, pero con menos afinidad (Mierziak,

Burgberger & Wojtasik, 2021). Finalmente, se ha encontrado evidencia de que el L-
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BHB es un sustrato preferente para la sintesis de esteroles y &cidos grasos, y menos
preferente para el metabolismo oxidativo, a diferencia del D-BHB (Webber &

Edmond, 1977).

1.4.4 Efectos del D-BHB en la proteccién inducida por hipoglicemiay
privacion de glucosa

Dos modelos experimentales que han sido relevantes para investigar los
mecanismos detras de la proteccién del BHB y sus posibles efectos sobre la
autofagia, son el modelo in vivo de hipoglucemia severa inducida por insulina y el
modelo in vitro de GD/GR. Estos modelos experimentales estan ligados a una
reduccion de la disponibilidad de glucosa para las neuronas favoreciendo el uso de
otras fuentes de energia. Durante la hipoglucemia prolongada, los cuerpos
cetdnicos pueden sustituir a la glucosa y promover un estado energético favorable

en el organismo, previniendo la muerte neuronal.

A lo que nos concierne, en estudios de GD en neuronas corticales in vitro, se

ha investigado el rol neuroprotector del isémero D del BHB.

A nivel general, la administracion del BHB actia mejorando la supervivencia
neuronal al reducir la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y evitando
la disminucion de los niveles de ATP al preservar y estimular su produccion (Julio-
Amilpas et al. 2015). Estos hallazgos resaltan la importancia de BHB como
neuroprotector en condiciones de estrés metabolico y su posible uso como un
tratamiento ante eventos que limiten el aporte metabdlico y energético a las

neuronas.
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De igual forma se ha estudiado la relacién del BHB con la autofagia en este
modelo experimental en neuronas corticales in vitro (Camberos-Luna, 2016). En
condiciones control se observa una rapida formacion de autofagosoma durante la
GD detectado por el aumento de LC3-Il, seguida de la degradacion del contenido
del autofagosoma, evidenciada por la disminuciéon de la proteina SQSTM1/p62,
cuando se reintroduce la glucosa. Mientras que, en presencia de D-BHB, la
formacion de autofagosomas disminuye significativamente (se reducen los niveles
de LC3-1l) y la tasa de degradacion de SQSTM1/p62 es mayor. Los resultados
sugieren que el D-BHB suplementado en este modelo promueve un flujo autofagico
eficiente en las neuronas tanto durante la GD como GR, evitando la acumulacién de

autofagosomas y mejorando la supervivencia neuronal.

La reduccion en los niveles de autofagosomas observada en las neuronas
privadas de glucosa y suplementadas con D-BHB, podria ser consecuencia de la
regulacion de sefales involucradas en la iniciacion de la autofagia como la via

AMPK/mTOR.

Recientemente se investigo la dinAmica de la autofagia en el cerebro de ratas
sometidas a un periodo corto de coma hipoglucémico seguido de una infusion de
glucosa, asi como el posible efecto neuroprotector del BHB y su relacion con la
dindmica de la autofagia (Torres-Esquivel, 2020). En este estudio, se observo que
en las ratas sometidas al coma hipoglucémico y rescatadas con glucosa, los niveles
de LC3-1l aumentaron en la corteza cerebral y en el hipocampo. Dicho aumento no
se acompafio de una disminucion en los niveles de SQSTM1/p62, sugiriendo la

acumulacion de autofagosomas en ambas areas, posiblemente por una autofagia
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defectuosa. Al evaluar el efecto del BHB administrado inmediatamente después del
coma, se observd una reduccién de los niveles de LC3-Il y SQSTM1/p62,
reestableciendo el flujo autofagico y mejorando la supervivencia neuronal. De igual
forma, se observé un aumento en la fosforilacion de activacion de ULK1 en la S317
inducida por AMPK después de rescatar a las ratas del coma hipoglucémico al
administrar glucosa. No obstante, los niveles de ULK1 S317 mostraron una
reduccion significativa por el tratamiento con BHB en las mismas condiciones, lo que
sugiere la atenuacion de las sefiales involucradas en la iniciacion de la autofagia.
Estos resultados, destacan la importancia del tratamiento con BHB en la modulacion
y en el restablecimiento de la dinamica autofagica después de un evento de estrés

energético en neuronas.

2. Planteamiento del problema

De acuerdo con las observaciones descritas anteriormente la administracion de
BHB a ratas después del coma hipoglucémico y la incubacion con HB en neuronas
en cultivo expuestas a la privacién de glucosa, estimula el flujo autofagico evitando
la acumulacién de autofagosomas. Por otra parte, la fosforilacion de ULK1 en la
S317 por la AMPK, disminuye en las ratas tratadas con BHB después del coma
hipoglucémico sugiriendo una menor activacion de la autofagia. En el presente
estudio nos propusimos investigar en el modelo in vitro de privacion y reintroduccion
de glucosa en neuronas corticales, el papel de la via de mMTOR/AMPK en la
activacion de la autofagia, asi como el efecto del cuerpo cetonico BHB sobre la

activacion de la autofagia a través de esta via.
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3. Hipotesis

La inhibicion de la via de mTOR vy la activacion de la AMPK participaran en
la iniciacion de la autofagia durante la privacion y reintroduccion de glucosa en
neuronas corticales primarias cultivadas. El BHB promovera un estado energético
favorable que atenuara la activacion de la autofagia a través de la via de mTOR y
AMPK, evitando que la autofagia se active de forma excesiva o disfuncional lo que

favorecera la supervivencia neuronal.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general:
e Conocer el papel de la via de mTOR y AMPK en la iniciaciéon de la autofagia
durante la privacion y reintroduccion de glucosa en neuronas corticales

cultivadas y su posible regulacién por BHB.

4.2 Objetivos especificos:
e Someter a neuronas de corteza cerebral en cultivo a diferentes periodos de
GD y GR en presencia o ausencia de BHB.
e Determinar los cambios en el contenido total de proteinas que participan en
la iniciacion de la autofagia: ULK1, BECN1, mTOR, AMPK, SQSTM1/p62, y
LC3-1I/LC3-1y en el estado de fosforilacion de ULK1, mTOR y AMPK durante

las condiciones control y experimentales.
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5. Metodologia

5.1 Cultivo primario de neuronas de corteza cerebral obtenidas de embriones
de ratas de 17-18 dias de gestacion

Los cultivos primarios neuronales de corteza se prepararon a partir de
embriones de rata de 17-18 dias de gestacion (E17-18), los cuales fueron
manejados de acuerdo con los criterios de ética y de manejo de animales del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM y al protocolo fue aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del IFC (CICUAL

LMT160-20).

Se extrajo la corteza cerebral de los embriones y las células se suspendieron
en medio Neurobasal ((Gibco, NY, USA) conteniendo 25 mM de D-glucosa, 0.22
mM de piruvato de sodio, aminoacidos, vitaminas y sales inorganicas)
suplementado con 1% de B27, 1% de B27 sin antioxidantes (Gibco, NY, USA), 0.02
mg/ml de gentamicina (Gibco, NY, USA) y 0.5 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich,
Missouri, USA). Las células fueron sembradas en cajas de Petri de 35 mm,
previamente recubiertas con Poli-L-lisina a 5 pyg/ml, a una densidad de 2.2 x 10°
células / cm?. A los 4 dias in vitro (DIV) se afadi6é citosina-D-arabinosa 0.54 uM

(Sigma-Aldrich, Missouri, USA) para evitar la proliferacion de células gliales.

Las células se cultivaron durante 10 DIV a 37°C en una atmoésfera

humidificada con 5% de CO2 / 95% de aire.
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5.2 Tratamientos experimentales

5.2.1 Privacion de Glucosa:

A los 10 DIV, las células se expusieron a la GD con o sin D-Bhidroxibutirato
10 mM (D-BHB, Sigma-Aldrich, Missouri, USA), durante diferentes periodos de
tiempo: 0.5 h, 1 hy 2 h. La GD se realiz6 al eliminar el medio Neurobasal y sustituirlo
por medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, NY, USA) sin glucosa

con o sin D-BHB

5.2.2 Reintroduccién de Glucosa:

Para los experimentos de GR, primero se realizé la GD por 120 minutos con
o sin D-BHB (10 mM). Seguido del periodo de GD, el medio sin glucosa (DMEM) se
reemplazo por el medio Neurobasal en el que se cultivaron originalmente las células
(periodo de reperfusién de glucosa, GR) con o sin D-BHB (5 mM) durante diferentes

periodos de tiempo: 2 h, 4 h, 8 h,y 16 h.

5.3 InmunoBlot

Después de los tratamientos previamente descritos, las células fueron
lavadas con PBS 0.1M vy se realiz6 el raspado de células sobre hielo con 100 pl de
buffer de lisis: Tris-HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, SDS 1%, Triton X-100 1%,
desoxicolato de sodio 0.5%, NaPPi 5mM, NasVO4 2mM y 2mg/ml de buffer de lisis
con un coctel de inhibidores de proteasas (Roche complete). Posteriormente, el
raspado de células obtenido fue sonicado y centrifugado a 4,000 g durante 5
minutos a 4°C y el sobrenadante (proteinas) fue desnaturalizado en buffer de
Laemmli 2x y B-mercaptoetanol. Por medio del ensayo de Lowry se realiz6 la

cuantificacion de proteinas (kit DC Protein Assay, Bio-Rad, CA, USA).
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Se corrieron 20 pg de proteina en geles de acrilamida (10% o 16%) obtenido de las
condiciones control y de las distintas condiciones experimentales por medio de
SDS-PAGE. Posteriormente se realizé la transferencia de las proteinas en los geles
de acrilamida a membranas de fluoruro de polivinildieno (PVDF, Millipore,

Massachusetts, USA).

5.4 Inmunoensayo

Las membranas se bloquearon en TBS/BSA 5% durante 1hry se incubaron
con anticuerpos primarios especificos contra las diferentes proteinas autofagicas:
ULK1, pULK1l S317, pULK1 S757, BECN1, mTOR, p-mTOR S2448, AMPK, p-
AMPK T174, SQSTM1/p62 y LC3. Como control de carga se utilizé un anticuerpo

contra actina.

Después de la incubacién con el anticuerpo primario se realizaron 3 lavados con
TBS x 10 minutos y finalmente se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP) (anti-conejo / anti-ratdn)

en TBS + leche descremada al 5%.

Geles 10%:

= AMPK

Anticuerpo primario - 1:1000 x 1 hr.

Anticuerpo secundario anti-conejo — 1:1000 x 1hr.
= p-AMPK T174

Anticuerpo primario - 1:1000 x 1 hr.

Anticuerpo secundario anti-conejo — 1:1000 x 1hr.
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MTOR

Anticuerpo primario - 1:2000 x 1 hr.

Anticuerpo secundario anti-conejo — 1:4000 x 1hr.
p-mTOR

Anticuerpo primario - 1:1000 toda la noche a 4°C.
Anticuerpo secundario anti-conejo — 1:2000 x 1hr.
ULK1

Anticuerpo primario - 1:1500 x 1 hr.

Anticuerpo secundario anti-conejo — 1:5000 x 1hr.
p-ULK1 S757

Anticuerpo primario - 1:2000 toda la noche a 4°C.
Anticuerpo secundario anti-conejo — 1:5000 x 1hr.
p-ULK1 S317

Anticuerpo primario - 1:1500 toda la noche a 4°C.
Anticuerpo secundario anti-conejo — 1:5000 x 1hr.
BECN1

Anticuerpo primario - 1:5000 x 1 hr.

Anticuerpo secundario anti-conejo — 1:5000 x 1hr.
Actina

Anticuerpo primario - 1:9000 x 20 minutos.

Anticuerpo secundario anti-raton — 1:9000 x 20 minutos.
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Geles 16%:

= LC3

Anticuerpo primario - 1:6000 x 1 hr.

Anticuerpo secundario anti-conejo — 1:6000 x 1hr.
= SQSTM1/p62

Anticuerpo primario - 1:2000 x 1 hr.

Anticuerpo secundario anti-conejo — 1:2000 x 1hr.

Finalmente, la inmunorreactividad se detect6 por quimioluminiscencia con el
sustrato de HRP *Luminata* (Millipore, Massachusetts, USA) utilizando el escaner
C-Digit Blot (LI-COR Biosciences), y fue cuantificada mediante densitometria

utilizando ImageJ.

5.5Anélisis Estadisticos

Los datos son expresados como la media + error estandar, conunan=3-9
diferentes cultivos primarios de embriones de ratas E17 por condicion experimental.
Las diferencias entre los tratamientos experimentales y control fueron evaluadas
mediante un Analisis de Varianza (ANOVA) de una via (p<0.05), seguido de una
prueba post-hoc de comparacion multiple de Fisher. Todos los andlisis estadisticos

y las graficas obtenidas se realizaron en GraphPad Prism 7.
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6. Resultados

6.1 Papel de la activacion de AMPK e inhibicién de mTOR en lainiciacion de
la autofagia después de la privacion de glucosa en neuronas

En estudios previos del laboratorio se observaron dos fases de formacion de
autofagosomas (transformacion de LC3-1 a LC3-1), una durante la GD y otra durante
la GR (Gerénimo-Olvera et al. 2017). Dicho aumento se debe, por lo menos en
parte, a la acumulacién de autofagosomas debido a su falla en la degradacion
(aumento de SQSTM1/p62). Sin embargo, a la fecha, en este modelo in vitro de GD
y GD/GR, no se conoce si la formacién de autofagosomas puede deberse a la
activacion de la autofagia de una forma dependiente de la via de mTOR/AMPK.
Para conocer el mecanismo de activacion de la autofagia, se determinaron los
niveles de fosforilacion de AMPK en la treonina 172 (T172) y de mTOR en la serina
2448 (S2448). Ambas fosforilaciones son de activacion, y son sefiales involucradas
en la activacion e inhibiciébn de la autofagia, respectivamente. Asi mismo, se
evaluaron los niveles de fosforilacion de ULK1, una proteina del complejo de
iniciacion de la autofagia que es blanco de AMPK y mTOR. Cuando es fosforilada
en la S317 por AMPK se activa, y cuando es fosforilada en la S757 por mTOR se

inactiva ya que se interrumpe su interaccion con AMPK.

Los resultados muestran que durante la GD tienden a aumentar los niveles
de p-AMPK T172 en comparacién con las células control, que se vuelve significativa
a las 0.5 h y después de 2 h de GD. Durante la GR se observo el pico maximo en
los niveles de p-AMK T172 a las 2 h, mientras que entre las 4 hy 16 h después de

la GR los niveles de p-AMPK disminuyen a valores que, si bien son mas altos que
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los niveles control, no son estadisticamente diferentes a éstos (Fig. 4A). Esto indica
gue la AMPK se activa fundamentalmente durante la GD y las primeras horas de la
GR para después volver a los valores basales. Por otro lado, se puede observar que
en presencia de D-BHB el nivel de p-AMK se mantuvo elevado durante la GD y las
primeras 2 h de la RG y no tuvo un efecto diferente al inducido por la GD o la GR.

Lo que sugiere que el BHB no altera la activacion de la AMPK.

En relacién con la activacion de ULK1 por fosforilacion dependiente de AMPK
(p-ULK1 S317), se observo que, durante la GD, hay un aumento en los niveles de
p-ULK1S317 en comparacion con las células control, que es significativo a la 1 h de

GD y coincide con el aumento en la fosforilacion de AMPK.
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Figura 4: Actividad de la AMPK y ULK1 en neuronas corticales in vitro expuestas a GD y GD/GR con o sin D-BHB. A) Niveles de
fosforilacién de AMPK T172 (n=5). B) Niveles de fosforilacién de ULK1 S317 (n=3). Las barras representan la media # el error estdndar.
Los datos se analizaron por un ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de Fisher. *p<0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, y
*#*¥p<0.0001 vs control
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Sin embargo, durante la GR se observa una disminucién notable en la
fosforilaciéon de ULK1 S317 durante las primeras horas y tiende a recuperarse a las
16 h de la GR (Fig. 4B), lo que sugiere que no hay nueva formacion de
autofagosomas en la etapa GR. El D-BHB, mostr6 una tendencia a disminuir la

fosforilaciéon de ULK1 S317 durante la GD y durante las 2y 16 h de GR (Fig. 4B).

Respecto a la actividad de mTOR, se observé una disminucién en los niveles
de p-mTOR S2448 durante la GD alcanzando una reduccion significativa a las 2 h.
Durante la GR se observa que los niveles de p-mTOR S2448 se reestablecen a los
niveles control a las 2 h de GR y vuelven a disminuir entre las 4 y 8 h de GR y con
una recuperacion alas 16 h de GR (Fig. 5A). Estos resultados sugieren que la cinasa
MTOR se inhibe rapidamente durante la GD, recupera su actividad durante las
primeras horas de la GR para inhibirse nuevamente en etapas mas tardias. Al
comparar los tratamientos con y sin D-BHB durante la GD y la GR, no se observo
alguna diferencia significativa (Fig. 5A), sugiriendo que el cuerpo cetdnico no afecta

la inhibicion de mTOR.

En cuanto a la inhibicién de ULK1 dependiente de mTOR, se observé una
disminucién significativa en los niveles de p-ULK1 S757 a partir de las 2 h de GD y
entre las 4 a las 8 h de GR, que corresponden a la inhibicion de mTOR en esos
tiempos. Esto podria sugerir la iniciacion de la autofagia dependiente de mTOR en
tiempos largos de GD y durante la GR (Fig. 5B). El D-BHB no tuvo efecto sobre la
fosforilacion de ULK S757 a excepcion de las 16 h en donde se observa una
disminucién con respecto a la GD, que sin embargo no muestra una disminucion

correspondiente en la fosforilacion de mTOR.
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150 kDa
50kDa

- 150kDa

- 50kDa

pmTOR S2448/3-Actin

pULK S757/B-Actin

1.5

1.0+

0.5-

0.0-

|__[c3]
WD

2 4 8 1.6 ()

0.0-

2hGD+GR

2 4 8 16 (h)

2hGD+GR

un ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de Fisher. *p<0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, y ****p<0.0001 vs control

En conjunto, los resultados sugieren que, durante la GD hay un aumento en

las sefiales de activacion de la autofagia, ya que tiende a aumentar la fosforilacién

activadora de AMPK (p-AMPK T172) lo que promueve el inicio de la autofagia al

fosforilar a ULK1 en la S317. De misma forma, en el caso de mTOR, se observa

una disminucion en su fosforilacion activadora (p-mTOR S2448) después de 2 h de

GD, sugiriendo la disminucién de su actividad, que corresponde con una

disminucion en la fosforilacion inhibidora de ULK1 (p-ULK1 S757).

Ademas, durante la GR, p-mTOR S2448 disminuye entre las 4 y 8 h lo que

se acompafa de una disminucion correspondiente en la fosforilaciéon de ULK S757.

Estos resultados sugieren que la activacion tardia (durante la GR) de la autofagia

depende de la inhibicion de mTOR. Es importante mencionar que durante la GR la
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fosforilacion de ULK en S317 disminuye notablemente, lo que sugiere que la

autofagia no se activa por la via de AMPK durante en esta etapa.

Por otro lado, el D-BHB podria atenuar la iniciacion de la autofagia activada
durante la GD ya que disminuye p-ULKS317, aunque este efecto no es significativo

estadisticamente.

6.2 Modulacién de ULK1 a nivel de traduccion de proteinas por mTOR

Ademas del cambio observado en la fosforilacion de ULK1 dependiente de
AMPK y mTOR, se observdé que los niveles totales de ULK1 disminuyeron
significativamente durante 4 y 8 h de GR. Esto concuerda con estudios que han
mostrado que los niveles de ULK1 disminuyen después de 2 h de la privacién de
factores de crecimiento y aminoacidos, como un mecanismo para limitar la autofagia
y mantenerla bajo umbrales fisioldégicos, que se debe a sistemas de degradacion
por proteasomas, por autofagia y a nivel de traduccién de proteinas, siendo esta
tltima la que persiste en periodos prolongados de privacion de nutrientes (Nazio et

al., 2016/2017 & Allavena et al., 2016).

A pesar de la disminucion en los niveles totales de ULK1, también se ha
observado que, durante la privacion de nutrientes, el RNAm de ULK1 se transcribe
activamente y, después se traduce tras la reactivacion de mTOR, al ser éste un
activador de la traduccion. Esto sugiere un papel importante de mTOR en la
modulacién de ULK1 generando periodos de autofagia seguidos por periodos de
traduccion de proteinas, gracias a la restauracion de aminoacidos (Nazio et al.,

2017).
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Esta modulaciéon de mTOR sobre ULK1 se puede observar a partir de las 4
h de GR. Durante las 4 y 8 h de GR se observo una disminucién en los niveles
totales de ULK1 que coinciden con una disminucion en la activacion de mTOR (p-
S2448) (Fig 6), mientras que a partir de las 16 h de GR se observa un incremento
en los niveles totales de ULK1 que de nuevo coinciden con un aumento en los
niveles de p-mTOR S2448. Esto sugiere que durante la GR mTOR probablemente

esté modulando la actividad de ULK1 a nivel de sintesis de proteinas.
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Figura 6: Modulaciéon de mTOR sobre ULK1 en neuronas corticales in vitro expuestas a GD y GD/GR. A) Niveles totales de ULK1 (n=6).
B) Niveles de fosforilacion de mTOR S2448 (n=4). Las barras representan la media # el error estdndar. Los datos se analizaron por un ANOVA
de una via seguido de una prueba post hoc de Fisher. *p<0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, y ****p<0.0001 vs control
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6.3 Induccion de la autofagia durante la privacion y reintroducciéon de glucosa
en neuronas

Para corroborar la nucleacion y elongacién de la autofagia a diferentes
tiempos después de la GD y la GR, se analizaron los niveles de BECN1 y LC3-ll,

los cuales estén involucrados en la elongacion y formacion de autofagosomas.

Primero, se observo que los niveles de BECN1 no cambian durante la GD y
durante las 2 h de primeras de la GR, y empiezan a disminuir a partir de las 4 h de
la GR (Fig. 7A). Ademas, durante la GR, se observé una mayor disminucion en los

niveles de BECN1 cuando a las neuronas se les traté con D-BHB.

En cuanto a los niveles de LC3-11, el cual nos da un indice de formacion de
autofagosomas, se observa que los niveles de LC3-Il aumentan durante la GD, y
disminuyen durante la GR (Fig. 7B). El D-BHB no modificé el aumento en la
transformacion de LC3-1 a LC3-Il inducida durante la GD, aunque mostré una

tendencia a disminuir los niveles de LC3-llalas 2y 16 h de GR.

Estos resultados sugieren que la autofagia se induce durante la GD ya que
hay un aumento en los niveles de LC3-Il, y se degradan durante la fase de GR al
observarse una disminucion de BECN1 y LC3-ll en comparacion de la fase de GD.
En experimentos previos del laboratorio se demostré que el D-BHB disminuye los
niveles de BECNL1 y la lipidacion de LC3-ll tanto durante la GD como la GR,
sugiriendo que abate la formacion de los autofagosomas. Sin embargo, en este

trabajo, aunque no se encontro diferencias significativas entre los grupos sin y con
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D-BHB, el D-BHB tuvo una mayor disminucion en los niveles de BECN1 y una

tendencia a disminuir los niveles de LC3-ll alas 2 y a las 16 h de GR.
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Figura 7: Niveles de proteinas relacionadas con la autofagia en neuronas corticales in vitro expuestas a GD y GD/GR con o sin
D-BHB. A) Niveles de BCN1 (n=3). B) Niveles de LC3-1I (n=3). Las barras representan la media # el error estdndar. Los datos se
analizaron por un ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de Fisher. *p<0.05, *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 vs control.

Por ultimo, en un estudio previo del laboratorio se report6é que el tratamiento
con D-BHB en neuronas corticales in vitro expuestas a GD/GR estimula el flujo
autofagico, ya que induce la degradacion de SQSTM1/p62, la cual es contrarrestada
en presencia de cloroquina, un inhibidor de la degradacién autofagica. Ademas, este
efecto correlaciona con un aumento en la supervivencia de las neuronas
(Camberos-Luna et al., 2016). Teniendo en cuenta estos resultados previos, se

determinaron los niveles de SQSTM1/p62 durante la GD y la GR (Fig. 8).
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Se observé que durante la GD los niveles de SQSTM1/p62 no cambian
significativamente a comparacion del control. Mientras que, durante el inicio de la
GR (2hrs GD/GR) los niveles de SQSTM1/p62 disminuyen y posteriormente durante
la GR aumentan progresivamente y recuperan sus niveles (8 y 16 h GD/GR). No
obstante, se observa que cuando se agrega D-BHB a las neuronas, los niveles de
SQSTM1/p62 disminuyen mas alas 2y 16 h de GR, lo que coincide con la tendencia

en los niveles de LC3-1l de disminuir observada en presencia de D-BHB.
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Figura 8: Niveles de SQSTM1/p62 (n=3), como indice de flujo autofdgico, en neuronas corticales in vitro expuestas a GD y
GD/GR con o sin D-BHB. Las barras representan la media * el error estdndar. Los datos se analizaron por un ANOVA de una via
seguido de una prueba post hoc de Fisher. *p<0.05 y **p<0.01 vs control. &&&&p<0.0001 vs sin BHB.

En conjunto, estos resultados sugieren que la autofagia aumenta durante la
privacion de glucosa, dando lugar a la formacién de autofagosomas. Mientras que,
durante la GR ya no se forman nuevos autofagosomas, pero aquellos que se
formaron durante la GD se degradan entre las 2 y 4 h de la GR. En las etapas mas
tardias de la GR (16 h) se recuperan los niveles basales de autofagia y en las células

gue fueron incubadas con D-BHB hay mayor degradacion (menor BECN1, LC3-lI

SQSTM1/p62) y menor acumulacién de autofagosomas.
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7 Discusion

Aunque se sabe que la autofagia es una via de degradacion inducida para
proteger contra la deficiencia de nutrientes, su activacion deficiente o excesiva
puede conducir a la muerte celular (Gerénimo-Olvera & Massieu, 2019). Diversos
estudios han relacionado la autofagia deficiente o excesiva con diversas
enfermedades, entre ellas enfermedades neurodegenerativas (Park et al, 2020). Por
tal motivo, han incrementado los esfuerzos para encontrar mecanismos para

modular la autofagia.

A lo que nos concierne, varios estudios han demostrado que la autofagia se
encuentra desregulada tras episodios de isquemia e hipoglucemia, lo que sugiere
su papel en el dafio neuronal agudo. A pesar de que en resultados previos del
laboratorio se habia descrito que en neuronas corticales in vitro expuestas a GD y
GR ocurre un incremento muy rapido en el nUmero de autofagosomas debido a
deficiencias en su degradacién (Geronimo-Olvera et al., 2017), aun se desconocia
si la autofagia es activada durante la GD o la GR y si dicha activacién esta mediada
por las proteinas AMPK y mTOR, que son importantes sensores de los niveles

energéticos de la célula y que participan en las sefales de activacion de la autofagia.

Como primeros resultados, se muestra que la GD activa la autofagia y esto
podria deberse a la activacion de la AMPK ya que aumentan sus niveles de
fosforilacién en la T179, y a la inhibiciébn de la cinasa mTOR como sugiere la
disminucién en la fosforilacion de la S2448. Ademas, en consecuencia, de esta

actividad aumentada de AMPK, se observé la activacion de ULK1 debida a su
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fosforilacién en S317. La activacion de ULK1 es de suma importancia en el inicio de
la autofagia, al formar parte del complejo proteico formado por
ATG13/ATG101/FIP200, que junto con BECN1 se reubican en el sitio donde
empezara a formarse el autofagosoma. La activacion de la autofagia durante la GD
posiblemente sea un mecanismo adaptativo para obtener energia debido al estrés

metabolico al que fueron sometidas las neuronas.

En cuanto al papel de mTOR, en la activacién de la autofagia durante la GD
aparentemente éste no es muy relevante ya que Unicamente disminuyen marginal,
aunque significativamente los niveles de p-mTOR a las 2 h de GD, lo que coincide
con la disminucién de p-ULK S757. Durante la GR los niveles de p-AMPK bajan a
los niveles control, lo que sugiere que ya no esta activada y notoriamente los niveles
totales de ULK1 y de pULK317 disminuyen de manera importante sugiriendo su
degradacion, por lo que en esta etapa no hay una activacion de la autofagia
dependiente de AMPK. Sin embargo, entre las 4 y 8 h de la GR la fosforilacion de
MTOR S2448 y la de ULK1 en la S757 disminuyen significativamente lo que sugiere
gue hay una inhibicion de esta cinasa, la cual podria contribuir a la activacién de la

autofagia en etapas tardia de la RG en las células que sobreviven.

En la investigacion de Geronimo-Olvera et al. (2017), ademas de observar la
acumulacion de autofagosomas (aumento en LC3-IlI) durante la GD, también se
mostré que durante la GR la autofagia se vuelve deficiente debido a una disfuncién
lisosomal que da lugar a la acumulacién de los autofagosomas y que contribuye de

manera importante a la muerte neuronal.
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En un estudio previo se demostré que la presencia del D-BHB disminuye la
transformacién de LC3-1 a LC3-ll, los niveles de BECN1 y los niveles de
SQSTM1/p62 (Cambreros-Luna, et al. 2016), tanto en el periodo de GD como de
GR, siendo el ultimo periodo donde tuvo mayor efecto en la disminucion de estos
marcadores. Esto sugiere que, los autofagosomas que se formaron durante el
periodo de GD son degradados rapidamente gracias a la estimulacion del flujo
autofagico que se promueve con el tratamiento de D-BHB, posiblemente por una
mejora en el estado energético de las neuronas. Corroborando estos resultados, en
este mismo trabajo se encontré que el D-BHB promueve la degradacion de
autofagosomas y evita su acumulacion, ya que se observé una tendencia a disminuir
los niveles de BECN1 a partir de las 4 h de GR, y de SQSTM1/p62 y LC3-Il, a las 2
y 16 h de la GR, siendo en los tiempos tardios de la GR (16 h) donde se observa

una reduccion significativa de SQSTM1/p6 con el tratamiento con D-BHB.

Estimular el flujo autofagico seria el principal mecanismo a través del cual el
D-BHB evita la acumulacién de autofagosomas durante la GR, ya que el D-BHB tuvo
un efecto marginal sobre la actividad de AMPK. No obstante, se observd una
tendencia a disminuir p-ULK S317 alas 2 y 16 h de GR, lo que podria sugerir una
tendencia del D-BHB a disminuir la iniciacion de la autofagia a estos tiempos
probablemente porque mejore el estado energético de las neuronas, como se ha
observado previamente en este modelo experimental (Julo-Amilpas et al. 2015), y
por lo tanto atenue la estimulacion de la formacién de autofagosomas. En el caso

de la activacion de mTOR, el D-BHB también tuvo un efecto sobre la p-ULK1 S757,
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Unicamente a las 16 h sugiriendo que mantiene un menor nivel de autofagia a este

tiempo en las células que sobreviven.

8 Conclusioén

El presente trabajo muestra que la GD en neuronas corticales cultivadas in
vitro activa la autofagia posiblemente como mecanismo de obtencion de energia
debido al estrés metabdlico al que fueron sometidas las neuronas. Ademas, la
activacion de la autofagia en estas condiciones es dependiente de sefiales que
involucran la actividad de AMPK/mTOR/ULK1 durante la GD, mientras que, en las
fases tardias de la GR estd mediada principalmente por la inhibicion de mTOR. Por
otro lado, se muestra que el D-BHB tiende disminuir esta activacion de la autofagia
al disminuir la fosforilacion de ULK1 S317 y al estimular el flujo autofagico,
posiblemente por ser un sustrato energético alterno y mejorar el estado energético

de las neuronas.
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Figura 9: Efecto de la privacién y reintroduccion de glucosa (GD/GR) y el tratamiento con D-BHB sobre la iniciacién de la autofagia en
neuronas corticales in vitro. La autofagia se activa durante la GD debido al sefiales dependientes de AMPK/mTOR/ULK1. Esta activacion aumenta
los niveles de LC3-11 y como consecuencia un aumento en la formacién de autofagosomas. Debido a que no se observa una disminucién en los niveles
de SQSTM1/p62 durante la GD, es probable que los autofagosomas se acumulen debido a una disminucidn en el flujo autofdgico. El tratamiento con
D-BHB redujo los niveles de autofagosomas al estimular el flujo autofdgico, que se observa como una reduccion en los niveles de SQSTM1/p62.
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