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Organizacion de la Tesis
La presente tesis comprende las siguientes secciones:

l. Introduccion. Comprende una breve descripcion de la principal patologia
asociada a la falta de glucosa en el cerebro, asi como los mecanismos
celulares y moleculares asociados al dafo neuronal hipoglucémico.
Posteriormente se presentan 2 secciones: 1) comprende la descripcion de
mecanismo de autofagia, su asociacion con otros mecanismos y su funcion en
la sobrevivencia celular. 2) comprende la descripcion de la respuesta a
proteinas mal plegadas, su interaccion con la autofagia y su funcion en la
sobrevivencia neuronal.

ll. Planteamiento del problema, hipotesis y objetivos

lll. Metodologia. Se describen los fundamentos, pasos y técnicas a seguir para
dar respuesta a las preguntas planteadas en la tesis.

IV Resultados. Comprende dos secciones:

Seccion |. Descripcion de la dinamica de la autofagia en respuesta a la AG/RG
y su funcion en la sobrevivencia neuronal

Seccion Il. Descripcion de la dinamica de la UPR en respuesta a la AG/RG, su
funcién en la sobrevivencia neuronal y su interaccion con la autofagia.

VI. Discusién global de los resultados obtenidos en el trabajo de tesis y una
conclusion general.

VII. Articulo publicado con los resultados que corresponden a la seccion |.
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ABREVIATURAS

AG ausencia de glucosa

RG reintroduccién de glucosa

ROS especies reactivas de oxigeno

UPR respuesta a proteinas mal plegadas

RE reticulo endoplasmico

LDH lactato deshidrogenasa

LMP permeabilidad de la membrana lisosomal

CTSB catepsina B

MTT bromuro 3-(4, 5-dimitiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio
NMDA N-metil-D-aspartato

PARP-1 Poli (ADP-ribosa) polimerasa 1

LAMPZ2a proteina asociada a la membrana lisosomal 2

CMA autofagia mediada por chaperonas

mTOR blanco de rapamicina de células de mamifero

ULK1 cinasa activadora de autofagia de tipo unc-51

BECN1 beclina 1

FIP200 proteina de 200 kDA relacionada a las cinasas de la familia FAK
PI3K fosfatidil inositol 3 cinasa

VPS34 proteinas de clasificacion vacuolar 34

LC3 proteina de asociacion a microtubulos de cadena ligera 3
ATG genes relacionados a la autofagia

Rab7 proteina relacionada a Ras 7

P62/SQSTM1 sequestrosoma 1

3-MA 3-metil adenina

BCL2 proteina de linfoma 2 de células B

Hsp70.1 proteina de choque térmico 70.1

DRAM1 modulador 1 de autofagia regulado en respuesta al dafio a ADN

BAX proteina X asociada a Bcl-2



BID proteina BH3 de tipo Bax

PERK cinasa del RE de tipo proteina cinasa RNA
ATF6 factor de transcripcion activador 6

IRE1 cinasa dependiente e inositol 1

GRP78 proteina regulada por glucosa de 78 kDa

elF2 subunidad alfa de factor 2 de iniciacion eucariotico
CHORP proteina homologa de C/EBP

XBP1 proteina 1 de union a la caja X

TRAF2 factor 2 asociado al receptor de necrosis tumoral a
ASK1 cinasa 1 reguladora de la sefial de apoptosis
JNK cinasas C-jun N terminal

Bcl-xL proteina extra larga de linfoma de célula B

Bim proteina 11 de tipo Bcl-2

BAK antagonista homologo de Bcl-2

ERO1 reticulo endoplasmico oxigenasa

DAPK1 proteina cinasa asociada a la muerte 1

CQ cloroquina (inhibidor de la degradacion autofagica)



RESUMEN

En respuesta al estrés energético las células activan diversos mecanismos
adaptativos para mantener o restablecer la homeostasis celular entre los que
se encuentran la autofagia y la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). En
el sistema nervioso, la disfuncién en la autofagia y la activacion cronica de la
UPR estan implicadas en las enfermedades neurodegenerativas y en el dafo
isquémico. Sin embargo, su participacion en el dafio hipoglucémico no se
conoce del todo y la interaccién entre ambas vias no ha sido estudiada bajo
estas condiciones. En el presente trabajo analizamos la dinamica de activacion
de la autofagia y de la UPR, siguiendo mediante inmunoblot los niveles de
proteinas relacionadas con cada mecanismo a lo largo de la ausencia de
glucosa (AG) y reintroduccion de glucosa (RG). Asimismo, investigamos la
interaccion entre la autofagia y la UPR, y su funcion en la sobrevivencia
neuronal. De acuerdo con los resultados, la AG induce una deficiencia en el
flujo autofagico, el cual es restablecido cuando la glucosa se reintroduce.
Durante la RG las neuronas mueren progresivamente por apoptosis
correlacionando con el incremento en la actividad de la calpaina, que resulta en
la disfuncion lisosomal a través del corte de la proteina LAMP2. Por tanto la
inhibicion de la calpaina previene la disfuncién lisosomal, la salida de la
catepsina B y la muerte neuronal. Por otra parte, la activacion temprana de las
vias PERK e IRE1 de la UPR en respuesta a la AG, cumplen una funcién
adaptativa, ya que al inhibirse disminuyen la sobrevivencia. Sin embargo la
activacion cronica de estas vias durante la RG contribuye al dafio neuronal y al
inhibirse aumenta la sobrevivencia. La via de PERK interrumpe el flujo
autofagico provocando la acumulacion de autofagosomas, mientras que la via
de IRE1, a través de la activacion de JNK, induce la formacion de

autofagosomas en las etapas tardias de la RG.



ABSTRACT

In response to energy stress cells activate several adaptive mechanisms,
including autophagy and the unfolded protein response (UPR) to maintain or
reestablish cellular homeostasis. In the central nervous system, autophagy
dysfunction and the chronic activation of the UPR have been implicated both in
neurodegenerative diseases and ischemic damage. However, their role in the
hypoglycemic damage is not completely understood and the crosstalk between
autophagy and the UPR has not been explored. In the present study, we have
analyzed the dynamics of autophagy and the UPR following the levels of
proteins related with autophagy or UPR along glucose deprivation (GD) and
glucose reintroduction (GR). Moreover, we have explored the interplay between
the autophagy and the UPR and their role in neuronal survival. According to the
results, GD induced the impairment of the autophagy flux, which was
reestablished upon GR. During GR, neurons progressively died by apoptosis,
which correlated with lysosome dysfunction and LAMP2 cleavage mediated by
calpain activation. Therefore, inhibition of calpain prevents lysosome
dysfunction, cathepsin B release and the neuronal death. On the other hand,
the early activation of the PERK and the IRE1 branches of the UPR in response
to GD play a role as adaptive mechanisms, since their inhibition decreased
neuronal survival. However, chronic activation of PERK and IRE1 during GR
contribute to neuronal damage and their inhibition during this phase prevents
neuronal death. PERK pathway activation disrupts the autophagy flux leading to
autophagosome accumulation, while IRE1 activation through JNK activity
induce the formation of autophagosome at late stages of GR.



INTRODUCCION

El cerebro requiere del aporte continuo de oxigeno y glucosa de la circulacion
sanguinea para su buen funcionamiento (McKenna et al., 2006). La
disminucién de los niveles de glucosa sanguinea (hipoglucemia) pueden
causar alteraciones en la funcién cerebral y conducir al dafio neuronal (Cryer,
2007). La hipoglucemia resulta de la complicacion en el tratamiento con
insulina y la falla de la respuesta contra-reguladora simpato-adrenal en
pacientes con Diabetes Mellitus tipo 1 (Cryer, 2007). Asi mismo, se considera a
la hipoglucemia como un componente importante de la neuropatologia
isquémica producida por la presencia de un coagulo o un émbolo en alguna

arteria cerebral o por un derrame cerebral.

La concentracion de glucosa en plasma normalmente se encuentran entre 70-
110 mg/dl (3.9-6.1 mmol/l). Cuando los niveles de glucosa disminuyen a 81
mg/dl (4.5 mmol/l) se activan defensas fisiolégicas como el decremento en la
secrecion de insulina. Si la concentracion de glucosa continua bajando hasta
68 mg/dl (3.8 mmol/l) se incrementa la secrecién de glucagon y adrenalina. La
hipoglucemia moderada se presenta cuando la glucosa en plasma alcanza
niveles menores a (60 mg/dl; 3.3 mmol/l). Durante este periodo se produce una
respuesta mas intensa que da lugar a sintomas que pueden ser de dos tipos:
neurogénicos (sudor, mareos, nausea, temblores) provocados por la liberacion
de noradrenalina y adrenalina, y sintomas neuroglucopénicos causados por la
ausencia de glucosa (AG) cerebral (debilidad, vision borrosa, confusién) que
inducen a la ingesta de alimento. Finalmente, si las defensas tanto fisiologicas
como conductuales no restablecen la caida de glucosa en plasma se puede
presentar la hipoglucemia severa (<40mg/dl; 2.2 mmol/l) (Cryer, 2007).

Episodios prolongados de hipoglucemia severa que llevan al estado de coma
causan falla cerebral y muerte neuronal irreversible (Cryer, 2007). Tras 30-60
minutos de hipoglucemia severa con coma, el cerebro sufre dafio
principalmente en areas vulnerables como la corteza, el hipocampo y el
estriado, mientras que otras areas como el tallo cerebral y el cerebelo son
menos vulnerables (Auer et al., 1985). No obstante, se ha demostrado que
episodios prolongados de hipoglucemia severa en ausencia de coma causan



dano celular, aunque limitado, en la corteza cerebral (Tkacs et al., 2005; Ennis
et al., 2008; Haces et al. 2010).

La excitotoxicidad inducida por la liberacion de aminoacidos excitadores vy la
activacion de receptores de glutamato es el mecanismo iniciador del dafio
hipoglucémico (Wieloch, 1985). El tratamiento con antagonistas del receptor de
glutamato de tipo NMDA reduce significativamente el dafo producido por el
coma hipoglucémico (Wieloch, 1985). En condiciones de AG (hipoglucemia) o
de inhibicion de la oxidacion de la glucosa (inhibicion de la glicdlisis) la entrada
de calcio extracelular y la liberacién de Ca?* de los almacenes intracelulares
participan en la generacibn de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Hernandez-Fonseca & Massieu 2005, 2008; Paramo et al. 2010). Diversos
sistemas productores de ROS se activan produciendo dafio a componentes
celulares, entre los que se encuentran la mitocondria y enzimas pro-oxidantes
como la xantina oxidasa, la lipooxigenasa y la NADPH oxidasa (Paramo et al.,
2010). Por otra parte, se conoce que la presencia de ROS favorece la
activacion de la calpaina, una proteasa dependiente de calcio, que se
considera como un importante ejecutor de la muerte producida por
excitotoxicidad (Paramo et al., 2013). Asimismo, durante la privacion de
glucosa se propicia el estrés reticular, particularmente la activacion de la via de
la cinasa PERK de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR), la cual
precede la activacion de la caspasa 12 (Garcia de la Cadena et al., 2014). A
pesar del gran numero de procesos que son iniciados durante la AG, la muerte
neuronal no resulta necesariamente de la falla energética inicial, si no de la
secuencia de eventos iniciados durante este periodo y que prosiguen durante
la reintroduccion de glucosa (RG) (Suh et al., 2007).

Cuando la concentracién de glucosa en sangre se restablece, la actividad
cerebral se normaliza y los niveles extracelulares de aspartato y glutamato
disminuyen (Sandberg et al., 1986). Sin embargo, el dafio celular continua
durante la fase de reintroduccion de glucosa atribuyéndose a la excesiva
generacion de ROS, de especies reactivas de nitrégeno, a la disminucién de
glutation reducido y a la activacion de la PARP-1, los cuales contribuyen de
manera importante a la muerte neuronal hipoglucémica (Suh et al., 2003: 2004;
Kim et al., 1999). Es mas, los niveles de ROS y el grado de muerte neuronal



dependen de la concentracion de glucosa alcanzada durante el periodo de
reperfusion (Suh et al., 2007). Entre mayor sean los niveles de glucosa

alcanzados en sangre, mayor muerte neuronal se producira.

En respuesta al estrés energético y a la excitotoxicidad, la célula cuenta con
diversos mecanismos que le ayudan a mantener o restaurar la homeostasis
celular y finalmente sobrevivir. Dentro de estas respuestas se encuentran la
autofagia y la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR), encargadas de
mantener la proteostasis, eliminar componentes celulares dafiados y evitar la

acumulacion de agregados.

1.0 Autofagia

La autofagia es un mecanismo catabodlico intracelular mediado por los
lisosomas, responsable de la degradacién o reciclamiento de componentes
citoplasmaticos, proteinas u organelos dafados y disfuncionales (Mizushima
and Komatsu 2011). Dependiendo de como se incorporan los componentes
citoplasmaticos hacia los lisosomas, se han caracterizado 3 tipos de autofagia:
micro-autofagia, autofagia mediada por chaperonas (CMA) y macro-autofagia.

La macro-autofagia (referida comunmente como autofagia): Se caracteriza por
la captura de los componentes del citoplasma en vesiculas de doble o multi-
membrana, denominadas autofagosomas, que finalmente se fusionaran con los
lisosomas para formar autolisosomas donde el contenido se degrada por
proteasas lisosomales (Klionsky et al., 2016). La micro-autofagia involucra la
captura de pequefias porciones del citoplasma a través de invaginaciones de la
membrana del lisosoma (Li et al., 2012). Por otra parte, en la CMA las
proteinas blanco se etiquetan y redirigen hacia el lisosoma donde se translocan
a través de la membrana lisosomal por medio de la proteina LAMP2a (Cuervo
2010)

Diversos estimulos extracelulares e intracelulares son capaces de inducir la
autofagia, la cual representa un mecanismo de adaptacion ante condiciones de
estrés, principalmente la falta de nutrientes. Sin embargo, la autofagia ocurre a

niveles basales en todos los tipos celulares manteniendo la homeostasis



celular, proteostasis y balance energético (Ravikumar et al., 2010; Tanida,
2011).

1.1 Mecanismo de la autofagia

Un gran numero de complejos proteicos estan involucrados en la regulaciéon de
la autofagia. Bajo condiciones normales mTORC1 inhibe la autofagia, sin
embargo en condiciones de estrés o falta de nutrientes mMTORC1 es inactivado
permitiendo la formacion de complejo ULK1, compuesto por ULK1, ATG13,
FIP200 y ATG101. La activacion de ULK1 propicia la formacion del fagéforo y
el reclutamiento del complejo PI3K clase Ill, formado por VPS34, BECN-1,
ATG14 y VPS15 (Rubinztein et al., 2012) (Esquema 1).

Autolisosoma

Lisosoma

"—’—’—’@
i T \‘Bﬂ’v
GaeD I

Autofagosoma

/
o-2-8-8

Esquema 1: En el mecanismo de autofagia participan un gran nimero de complejos proteicos para la formacion del auto-
fagosoma el cual captura el contenido citosoélico. Finalmente el autofagosoma se fusiona con el lisosoma formando el au-
tolisosoma. En el autolisosoma las enzimas cataliticas degradan el contenido citosdlico para proveer a la célula de com-
ponentes esenciales y energia.

10



La formacion del autofagosoma se regula por dos series de reacciones de tipo
ubiquitinacién iniciadas por la enzima activadora de ubiquitina E1, ATG7. En la
primera, el complejo ATG12-ATG5-ATG16 se recluta en la membrana de
aislamiento (membrana que dara lugar al fagoforo y finalmente al
autofagosoma) propiciando su crecimiento para la captura de los componentes
citoplasmaticos y se disocia cuando el autofagosoma esta completamente
formado (He & Kliosnky, 2009; Ravikumar et al., 2010; Tanida, 2011). La
segunda reaccion de tipo ubiquitinacion involucra la proteina LC3, la cual se
proteolisa por ATG4B para producir la forma citosélica LC3-l. LC3-| se conjuga
con fosfatidil etanolamina en su proceso dependiente de ATG7 y ATG3 para
formar LC3-Il, la cual se asocia a ambos lados del autofagosoma (Esquema 1).

Los autofagosomas se movilizan hacia los lisosomas a través del transporte
dependiente de dineina, donde la membrana externa del autofagosoma se
fusiona con el lisosoma para formar el autolisosoma, proceso dependiente de
las proteinas LAMP-2 y Rab7. La degradaciéon de la vesicula interna del
autofagosoma y su contenido incluida LC3-ll, es un proceso dependiente de
hidrolasas lisosomales tales como la catepsina B, D y L. El contenido
degradado del autolisosoma se libera hacia el citosol para la sintesis proteica y
el mantenimiento de la homeostasis celular (He & Kliosnky, 2009). El proceso
de formacion de los autofagosomas, su fusion con los lisosomas y degradacion
del contenido autolisosomal es conocido como flujo autofagico (Esquema 1).

El secuestro de los cargos citosolicos puede ser un proceso selectivo donde
receptores o adaptadores son responsables de la selectividad reconociendo los
cargos previamente etiquetados con sefiales de degradacion. La proteina de
unién a ubiquitina p62/SQSTM1 es el receptor autofagico mejor caracterizado y
su degradacion dentro del autofagosoma ha sido ampliamente utilizada como
medida del flujo autofagico (Stolz et al., 2014).

1.2 Autofagia y la sobrevivencia celular

En células post-mitéticas como las neuronas la autofagia tiene una funcion
crucial en el mantenimiento de la homeostasis y la sobrevivencia neuronal. La
importancia de su funcion como mecanismo de control de calidad, se evidencia

en los modelos animales en los cuales genes esenciales de la autofagia fueron
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suprimidos genéticamente. Ratones deficientes de Afgs, Atg7 y FIP200,
muestran déficit neuroldgico, conductual y neurodegeneracion que resulta en la
muerte temprana de los animales (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006;
Liang et al., 2010).

Ademas de su funcion en el mantenimiento de la homeostasis, la autofagia
actua como una respuesta adaptativa que ejerce funciones citoprotectoras y
anti-inflamatorias bajo condiciones de estrés. Por tanto, la inhibicion
farmacoldgica o genética de la autofagia disminuye la capacidad de las células
para responder en contra del estrés, indicando que la respuesta adaptativa de
la autofagia contribuye al restablecimiento de la condiciones fisiologicas. Sin
embargo, bajo ciertas circunstancias, sobre todo de dafio agudo (i.e. isquemia,
TBI), el mecanismo de autofagia puede dar lugar a la muerte autofagica,
ejerciendo una funcion citotoxica (Liu et al., 2013; Galluzi et al., 2016).

La funcion de la autofagia en la muerte celular ha sido-controversial. En un
principio un gran numero de estudios correlativos asociaron el incremento de
los marcadores de autofagia con la muerte celular, sin contar con evidencias
contundentes de que la autofagia era la causa de la muerte celular 6 que ésta
estaba acompafnada de un proceso de muerte como el apoptético. Es asi que
la muerte por autofagia se define como aquella que resulta del incremento en el
flujo autofagico y no por el incremento en los marcadores de autofagia, siendo
independiente de la muerte apoptoética y que puede ser bloqueada por la
inhibicién farmacoldgica o genética de sus componentes (Liu and Levine 2015).

En distintos modelos in vivo o in vitro de isquemia se ha observado la
activacion de la autofagia, asi como su funcién tanto citoprotectora como
citotoxica (Adhami et al., 2006; Rami et al., 2008; Galluzi et al., 2016). En estos
modelos su papel en la muerte se ha sugerido usando inhibidores de la
autofagia como el 3-metil adenina (3-MA) 6 el silenciamiento de genes que
participan en la autofagia, los cuales se ha observado que previenen el dafo
(Wen et al., 2008; Carloni et al., 2008; Koike et al., 2008; Qin et al., 2008). Por
el contrario su papel en la sobrevivencia se ha sugerido al observar que la
induccion de la autofagia tiene un efecto de pre-condicionamiento isquémico

que previene el dafo (Sheng et al., 2010). La funcién en la sobrevivencia
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neuronal parece depender del modelo, intensidad o duracion del dafo.
Particularmente en el modelo de ausencia y reintroduccion de glucosa
(AG/RG), en células de nueroblastoma (neuro2a) se observd que la
interrupcion del flujo autofagico durante el periodo de RG propicia la muerte
neuronal (Jang et al., 2013). No obstante, poco se conoce de la autofagia
adaptativa en este modelo y en menor medida en respuesta a la hipoglucemia
inducida in vivo. Se desconoce si ésta contribuye al dafio neuronal

hipoglucémico.

1.3 Interaccion entre la autofagia y la apoptosis

Existe una compleja interaccion entre la autofagia y la apoptosis. Diversos
estudios han demostrado la participacion de ambos mecanismos de manera
simultdnea o subsecuente en la ejecucién de la muerte. Los mecanismos
moleculares y celulares por los cuales dichos procesos pueden interactuar son

diversos y aun no se conocen del todo.

El mecanismo mas estudiado es la interaccion entre BECN1 y BCL2.
Originalmente BECN1 fue identificada como una proteina de unién a la
proteina anti-apoptética BCL2, donde la unién de BCL2 a BENC1 inhibe la
autofagia. Asi, células con mutaciones en BCL2 incapaces de unirse a BECN1
pierden su efecto inhibidor e inducen niveles excesivos de autofagia y por tanto
muerte autofagica. Estos resultados han llevado a hipotetizar que la interaccion
entre BECN1-BCL2 actua como una especie de freno de la autofagia (Pattingre
et al., 2005).

Por otra parte, las calpainas, proteasas dependientes de calcio, pueden actuar
como enlaces moleculares entre la autofagia y la apoptosis. En células
deficientes de calpaina 1, la autofagia se activa eficientemente, sugiriendo que
la calpaina regula a la autofagia (Demarchi et al., 2006). Diversas proteinas
involucradas en la autofagia son blancos proteoliticos de la calpaina durante la
muerte celular e influyen en la funcion de la autofagia (Norman et al., 2010).
Células de la retina expuestas a isquemia sufren la inhibicién de la autofagia
debido al corte proteolitico de BECN1, mediado por la activacién de la calpaina
(Russo et al., 2011). Bajo condiciones apoptoticas ATG5 puede ser cortado por

calpaina produciendo un fragmento de 24 kDa el cual promueve la actividad de
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la caspasa-3. La inhibicion de las calpainas 1 y 2 bloquea por completo la
aparicion del fragmento de 24 kDa de ATG5 y disminuye la muerte apoptotica
(Yousefi et al., 2006). Asimismo, la calpaina también corta proteinas presentes
en la membrana lisosomal como Hsp70.1 (Sahara & Yamashima, 2010),
LAMP2 (Villalpando Rodriguez & Torriglia, 2013) y la subunidad b2 de la v-
ATPase (Arnandis et al.,, 2012), produciendo la permeabilizacion de la
membrana lisosomal (LMP) y en consecuencia la salida de los componentes

lisosomales.

Algunas otras proteinas lisosomales han sido involucradas en la muerte celular,
por ejemplo DRAM 1 (DNA-damage regulated autophagy modulator 1), es una
proteina localizada en la membrana lisosomal la cual participa en la activacion
de la autofagia y estimula el flujo autofagico potenciando la actividad de la v-
ATPasa y la acidificacion lisosomal (Zhang et al., 2013; Guan et al., 2015). En
cultivos celulares expuestos a la toxina mitocondrial acido 3-nitropropionico,
DRAM1 recluta a la proteina BAX hacia los lisosomas donde se propicia la
liberacion de la catepsina B. La liberacion del lisosoma de la proteasa lisosomal
induce el corte de BID llevando a la activacion de la via apoptética mitocondrial
(Guan et al., 2015).

2.0 El estrés reticular y la UPR

El reticulo endoplasmico (RE) es un organelo encargado del plegamiento,
modificacion post-traduccional y secrecion de proteinas (Deegan et al., 2012).
Las chaperonas residentes del RE son las encargadas del plegamiento
apropiado de las proteinas, asi como de la identificacion y marcado de
proteinas mal plegadas que finalmente seran degradadas.

La homeostasis del RE puede ser facilmente alterada por diversas condiciones
como el cambio en el estado redox intrareticular, la salida de calcio del RE, la
disminucién en la glicosilacion de proteinas y la disminucion de los niveles de
ATP. En estas condiciones se acumulan proteinas desplegadas o mal plegadas
lo que desata el estrés reticular y la activacion de la respuesta a proteinas mal
plegadas (UPR, por sus siglas en inglés). La UPR favorece la sobrevivencia
celular, atenuando la sintesis proteica e incrementando la expresion de la

maquinaria de plegamiento como chaperonas residentes del RE. Finalmente,
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se incrementa la degradacion a través del sistema de degradacion asociado al
RE (ERAD) y la autofagia. Sin embargo, cuando dichos mecanismos no son
capaces de mitigar el estrés reticular, se activa la muerte celular programada
(Deegan et al., 2012; Rashid et al., 2015).

La UPR esta orquestada por 3 receptores transmembranales del RE: 1) Cinasa
del RE de tipo proteina cinasa RNA (PERK), 2) El factor de transcripcion
activador 6 (ATF6), y 3) La cinasa dependiente de inositol 1 (IRE1). En
condiciones fisioldgicas libres de estrés reticular, la chaperona residente del
RE, GRP78 (proteina regulada por glucosa de 78 kDa) se une e inhibe a los 3
sensores transmembranales de la UPR. Sin embargo, bajo condiciones de
estrés la acumulacion de proteinas en el lumen del RE produce la disociacion
de GRP78 llevando a la activacion de la UPR (Merksamer & Papa 2010). A
continuacion se describen las 3 ramas de la UPR.

Via de PERK: La actividad cinasa de PERK fosforila la subunidad alfa de factor
2 de iniciacion eucaridtico (elF2a) resultando en la disminucién de la traduccion
de los mMRNAs con cap en el extremo 5. Sin embargo, el factor de transcripcion
ATF4 es selectivamente traducido y activa el factor de transcripcion CHOP
(proteina homologa de C/EBP), que regula genes relacionados con el
metabolismo de aminoacidos, balance redox, plegamiento proteico, autofagia y
apoptosis (Hetz 2012).

Via de ATF6: La activacion de ATF6 provoca su translocacion y procesamiento
en el aparato de Golgi, donde es cortado por dos proteasas S1P y S2P
formando un fragmento activo de 50 kDa el cual se transloca hacia el nucleo y
actua como factor de transcripcion. ATF6 es responsable de la regulacion
transcripcional de XBP1 que posteriormente sera procesado por la via de IRE1.
Ademas ATF6 regula la expresion de chaperonas (GRP78 y GRP94) y
miRNAS que mitigan el estrés reticular.

Via de IRE1: es la via mas conservada evolutivamente y posee dos
actividades: endoribonucleasa y un dominio cinasa. Tras su activacion, la
actividad RNasa permite la escision del intron del mensajero de XBP1. La
actividad transcripcional de XBP1 induce la traduccién estable de factores de
transcripcion involucrados en la activacion de proteinas reguladoras del RE.
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Por otra parte, el dominio cinasa de IRE1, se une al factor 2 asociado al
receptor de necrosis tumoral a (TRAF2) el cual recluta a la cinasa 1 reguladora
de la sefial de apoptosis (ASK1) resultando en la activacion de JNK1 (Hetz
2012).

2.1 Estrés reticular, UPR y apoptosis

El mantenimiento de la proteostasis y la capacidad para responder ante los
disturbios en la funcién del reticulo endoplasmico es crucial para la
sobrevivencia neuronal. Sin embargo el estrés reticular cronico o sin resolver
da lugar a la apoptosis. La activacion prolongada de cualquiera de las vias de
la UPR puede inducir la apoptosis bajo ciertas condiciones fisiolégicas o

patologicas a través de distintos mecanismos moleculares.

En condiciones de estrés prolongado la actividad endorribonucleasa de IRE1
induce la degradacion de mRNAs a través de un proceso denominado RIDD.
En principio la actividad RIDD ayuda a las células a aliviar el estrés reticular
limitando la carga de mRNAs y por tanto la sintesis de nuevas proteinas. No
obstante, este mecanismo degrada mRNAs de proteinas que favorecen la
sobrevivencia celular (i.e. proteinas de la familia BCL2), resultando en la
muerte celular apoptoética (Hollien & Weissman 2006). Por otra parte la
activacion de la via IRE1/TRAF2/JNK finaliza en la muerte celular, ya que la
activacion de JNK promueve la inhibicién de proteinas anti-apoptaticas (BCL2,
Bcl-xL) por fosforilacidn y la activacion de proteinas pro-apoptéticas (Bim, Bad).

Otro mecanismo por el cual el estrés reticular induce la apoptosis a través de
IRE1, es mediante la interaccion de proteinas involucradas en la sefalizacién
apoptodtica mitocondrial tales como BAX y BAK. Estas proteinas forman un
complejo en la membrana del RE e interacttan con IRE1 modulando su
activacion en respuesta al estrés reticular (Hetz et al., 2006).

La activacion de CHOP en respuesta al estrés reticular cronico induce la
muerte celular a través de la represion transcripcional de BCL2, que finalmente
se traduce en la activacion de la apoptosis por la via mitocondrial (Tabas & Ron
2011). Asimismo, se ha implicado a CHOP en la muerte celular por estrés

oxidativo, ya que CHOP induce la expresiéon de la reticulo endoplasmico
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oxigenasa (ERO1a) promoviendo condiciones oxidantes en el RE (Marciniak et
al., 2004).

El estrés reticular también puede inducir la apoptosis a través de la activacion
de la caspasa-12. Se ha propuesto que el mecanismo de activacion es por
medio de la interaccion con IRE1/TRAF2; sin embargo, poco se conoce de este
mecanismo asi como de los sustratos de esta caspasa (Tabas & Ron 2011).
Como hemos mencionado con anterioridad, durante la AG en cultivos de
neuronas de hipocampo se produce la activacion de la caspasa-12
contribuyendo al dafio neuronal. La activacion de la caspasa-12 bajo
condiciones de AG esta mediada por la activacion de la calpaina y la caspasa-
7 (Garcia de la Cadena et al., 2014).

2.2 Autofagia y su relacion con el estrés reticular

La autofagia se considera como el mecanismo de degradacion de proteinas
asociado al RE de tipo Il (ERAD Il), que ayuda a restablecer la homeostasis del
RE. Aunque la UPR y la autofagia pueden funcionar independientemente,
también cumplen funciones en comun, como proteger a la célula disminuyendo
el estrés o induciendo la muerte celular bajo condiciones extremas. Por otra
parte, la estrecha relacion entre ambos mecanismos es compleja y puede

determinar la sobrevivencia o muerte celular.

La manipulacién genética de la UPR evidencia la relacion existente entre la
autofagia y el estrés del reticulo. La delecion de ATF6 resulta en la intolerancia
contra el estrés reticular y la disminucion de la autofagia a través de la
disminucién de DAPK1, quien al fosforilar a BECN1 induce la pérdida de
afinidad del complejo BECN1/BCL2 estimulando la autofagia. Esto sugiere que
la autofagia puede ser regulada a través de esta via (Gade et al., 2014). En
contraste, el knock-down condicional de IRE1 o XBP1 resulta en el incremento
de la autofagia (Margaritti et al., 2013). Estas evidencias, sugieren que la UPR
puede regular la autofagia de distintas maneras en condiciones de estrés

reticular.

El estrés reticular inducido con tunicamicina o tapsigargina propicia la

activacion de la autofagia como mecanismo de sobrevivencia, a través de la via
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de IRE1. Particularmente, la fosforilacion de JNK1 subsecuente a la activacion
del domino cinasa de IRE, induce la autofagia como mecanismo que le permite
a la células adaptarse ante el estrés reticular (Ogata et al., 2006). El principal
blanco de la activacion de JNK1 es BCL2. La fosforilacion de esta proteina
desestabiliza su interacciéon con BECN1, promoviendo la autofagia a través de
la activacion de la PtdIns3K-Ill. La activacion de JNK1 en condiciones de estrés
puede mediar la induccion de autofagia o apoptosis, sugiriendo que dicha
cinasa actua como regulador molecular de la transicion autofagia-apoptosis. La
activacién transitoria de JNK1 promueve la autofagia mediante la disociacion
del complejo BCL2/BECNH1, sin afectar la interaccion BCL2/BAX. Sin embargo,
la activacion sostenida de JNK1 induce apoptosis debido a la completa
disociacion de BCL2 y BAX (Wei et al., 2008).

Por el contrario, la activacion de la via IRE/XBP1 inhibe la autofagia a través de
la regulacion negativa de FoxO1, regulador transcripcional de genes
relacionados con la autofagia (Zhao et al., 2010). Es asi que la deficiencia de
XBP1 confiere un efecto protector al estimular la autofagia y disminuir el
numero de agregados proteicos en modelos in vivo e in vitro de la enfermedad
de Huntington (Vidal et al., 2012).

Otro nivel de regulacion de la autofagia por parte del estrés reticular se da a
nivel transcripcional. Muchos de los genes necesarios para la formacion de los
autofagosomas deben ser regulados transcripcionalmente para mantener el
flujo autofagico. Los genes de ATG5, ATG12 y LC3 son regulados a través de
la via de PERK por medio de ATF4 o CHOP (Deegan et al., 2012).
Particularmente la formacion de agregados de polyQ72, involucrados en la
enfermedad de Huntington, induce la formacién de autofagosomas por medio
de la via PERK/elF2a, mediante el incremento en la expresion de ATG12,
resultando en la formacion del complejo ATG12-ATG5-ATG16 (Kouroku et al.,
2007). Por otra parte, la activacion de CHOP también puede inducir la
formacion de autofagosomas por medio de la disminucion en la expresion de
BCL2, y por tanto el aumento de BECN1 libre necesaria para la activacion del
complejo PI3K-IlI (McCullough et al., 2001). La activacion de la autofagia por
medio de PERK/elF2a/ATF4 tiene una funcion principalmente protectora

permitiendo a la célula contrarrestar el estrés del reticulo endoplasmico. Sin
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embargo, bajo ciertas circunstancias y dependiendo de la duracion e intensidad
del estrés, la induccion de la autofagia a través de esta via puede contribuir a la
muerte celular (Senft & Ronai 2015).

Por su parte la actividad transcripcional de ATF6 regula la induccion de la
autofagia, a través de la expresion de GRP78, la cual forma un complejo con
Akt evitando su activacion por fosforilacion y por tanto la actividad de mTOR
(Yung et al., 2001). Es mas, el pre-condicionamiento isquémico incrementa los
niveles de GRP78 y la formacion de autofagosomas, esto a través de la
regulacion de la via AMPK-mTOR (Zhang et al., 2015). Por otra parte, ATF6
también induce la expresiéon de DAPK1 que a su vez induce la pérdida de
afinidad del complejo BECN1/Bcl-2 mediante la fosforilacion de BECN1
estimulando la autofagia (Gozuacik et al., 2008). Es asi que células deficientes
de ATF6, fallan en inducir autofagia debido a la disminucion en la expresion de
DAPK1 (Gade et al., 2014).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La homeostasis celular depende de la accidén coordinada de sistemas celulares
de control de calidad, los cuales bajo condiciones normales sensan y rectifican
cualquier alteracion en la homeostasis. El buen funcionamiento del reticulo
endoplasmico a través de la maquinaria de plegamiento de proteinas y de los
sistemas de degradacion como la autofagia, son responsables del
mantenimiento de la proteostasis y de la homeostasis celular. Bajo condiciones
de estrés energético como la AG/GR, estos sistemas se encargan de preservar
la funcidn celular, sin embargo si el estrés persiste su capacidad se rebasa
produciendo citotoxicidad y muerte celular.

En experimentos previos hemos demostrado la activacion de la autofagia y de
la UPR en respuesta al estrés energético inducido por la AG/RG (Garcia de la
Cadena et al., 2014; Camberos-Luna et al., 2016). A pesar de esto, cerca del
60 % de las células mueren, sugiriendo que estas respuestas fallan en
contrarrestar el estrés celular, o que incluso pueden contribuir a la muerte. De

aqui que es importante conocer como es la dinamica de la autofagia y de la
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UPR durante el estrés energético en neuronas, determinar si existe una
relacion entre ambas y dilucidar si la falla en estas respuestas contribuye a la

muerte neuronal.

HIPOTESIS

El estrés energético causado por la AG/GR produce el desbalance de la
homeostasis neuronal desencadenando la activacion de la autofagia y de la
UPR como respuestas adaptativas. Sin embargo, la autofagia ocurrira de
manera deficiente debido a la interrupcion del flujo autofagico y fallara en
prevenir el dafio neuronal. Por su parte la activacion sostenida de la UPR
contribuira a la disfuncién del flujo autofagico y por tanto al dafio neuronal.

OBJETIVO
Determinar la dinamica de la autofagia y de la UPR, asi como la interaccion

entre ambas vias y su participacion en la sobrevivencia neuronal en respuesta

al estrés energeético.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar la presencia de autofagia y de las distintas vias de la UPR en cultivos
de neuronas corticales sometidos a la AG/RG.

Determinar la contribucion de la autofagia a la sobrevivencia neuronal inducida
por la AG/RG.

Determinar la contribucién de la UPR a la sobrevivencia neuronal inducida por
la AG/RG.

Estudiar el mecanismo de interaccidon entre la UPR y la autofagia durante el
dafio neuronal inducido por la AG/RG.

20



METODOLOGIA

1. Cultivo Neuronal

A partir de tejido fetal de ratas Wistar de 17 dias de gestacion se realiza la
diseccion de la corteza cerebral. El tejido se corta utilizando un rebanador de
tejido (Mcllwan laboratory Engineering Co.) y disocia con Tripsina-EDTA en
solucion Ringer Krebs (KRB) durante 3 minutos a 37°C. La reaccion de
disociacion se detiene utilizando inhibidor de tripsina al 0.08% y DNAsa al
0.52%. Para asegurar una disociacion completa, las células se disgregan
mecanicamente pasandolas por una malla. Finalmente las células se
resuspenden en medio Neurobasal (25 mM glucosa) suplementado con 2 % de
B27 mixto (50% con antioxidantes y 50 % sin antioxidantes), 0.5 mM L-
glutamina y 0.02 mg/ml gentamicina. Las células se siembran en cajas
precubiertas con poli-L-lisina (5 pg/ml) a una densidad de 2.2 x 10° células/cm?.
Las células se mantienen por 8 dias in vitro (DIV) a 37°C con una atmosfera de
5 % de CO2-95 % aire; al 4 DIV se afade medio Neurobasal fresco,
suplementado con 2 % B27 sin antioxidantes y 0.9 uM de citosina arabinosa.

2. Tratamientos

A los 8 DIV los cultivos son expuestos a un medio libre de glucosa DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) por diferentes periodos de tiempo
(periodo de AG); finalizado este periodo el medio libre de glucosa es sustituido
por el medio en el que inicialmente fueron sembradas las células (periodo de
reintroduccion de glucosa, RG). Las células se trataron con 3-metil adenina (3-
MA) 10 mM (inhibidor de PtdIns3K-IIl; Sigma-Aldrich), Pepstatina A 2 uM
(inhibidor de Catepsina D; Sigma-Aldrich), CA074 50 pM (inhibidor de
Catepsina B; Sigma-Aldrich), Cloroquina (CQ) 20 pM (inhibidor del flujo
autofagico; Sigma-Aldrich), NH4Cl 20 yM, MDL 20 yM (inhibidor de Calpaina;
Biomol international), Calpastatina 1 pyM (inhibidor enddégeno de Calpaina;
Tocris), QVD-OPH 20 puM (inhibidor general de caspasas; MP Biomedicals
030PH109), Z-DEVD-FMK 20 uM (inhibidor de Caspase 3/7, Sigma-Aldrich),
GSK2606414 5 yM (inhibidor de PERK), STF083010 30 pM (inhibidor de la
actividad RNasa IRE1) y SP600125 10 uM (inhibidor de JNK). Estos inhibidores

se afnadieron durante la AG o RG.
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3. Inmunodeteccién (Western blot)

Después del periodo de exposicion a la AG/RG, las células se lavaron con PBS
0.1 M y se homogenizaron con buffer de lisis que contiene (Tris-HCI pH 8.0 50
mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, deoxicolato de sodio 0.5% and SDS 1%)
y 2 mg/ml de inhibidores de proteasas (Complete, Roche). La concentracion de
proteinas se determind por el ensayo de Lowry y 30 pg de muestra se
separaron por SDS-PAGE vy transferieron a membranas de PVDF. Las
membranas se incubaron con los anticuerpos especificos: LC3 (MBL
international) 1:1000, BECN1 (Sigma-Aldrich) 1:1000 and SQSTM1/p62 (Cell
signaling technology) 1:500, CTSB (Santa Cruz Biotechnology) 1:250, a-
Spectrin (Chemicon Millipore) 1:3500, LAMP2 (Sigma-Aldrich) 1:1000, p-elF2a
(Cell signaling technology) 1:500, ATF4 (Cell signaling technology) 1:500, p-
IRE1 (Abcam) 1:1000, p-JNK (Cell signaling technology) 1:500, JNK (Cell
signaling technology) 1:500, GRP78 1:3000, GRP94 1:1000. La reaccion del
anticuerpo primario se detectd utilizando anticuerpos secundarios acoplados a
peroxidasa, cabra anti-raton o cabra anti-conejo (Jackson Immunoresearch
Laboratories) y la inmunoreactividad se detect6 con sustrato HRP
quimioluminiscente (Millipore Corporation). Actina (1:7000; Merck Millipore) se

utilizé como control de carga.

4. Inmunocitoquimica

Las células se sembraron sobre cubreobjetos y sometidas a la AG/RG. Al
finalizar el tratamiento se realiza 1 lavado con PBS 0.1 M; posteriormente se
fijaron con metanol 100% durante 20 minutos sobre hielo. Las células se
permeabilizaron con una solucion de Triton X al 0.1% en PBS por 5 min. El
bloqueo se realiz6 con PBS-Albumina 5 % durante 1 hora a temperatura
ambiente. El anticuerpo primario se incubé durante 1 noche a 4°C en solucidn
de PBS-Albumina 2%. El anticuerpo secundario se incubd durante 1 hora en
PBS-Albumina 5% protegido de la luz a temperatura ambiente.
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5. Viabilidad Celular

51 MTT

Las células se expusieron a 2 h de AG y 22 h después se evalud la
sobrevivencia a través de la reduccion del bromuro 3-(4, 5-dimitiltiazol-2-il)-2, 5-
difeniltetrazolio (MTT), que es un indice de la actividad de las deshidrogenasas
mitocondriales en células vivas. Se anadieron 60 pg/ml de MTT y se incubo
durante 1 hora a 37°C; al término la sal de formazan se disolvio con
isopropanol-HCI y se determind la absorbancia con un espectrometro de luz
visible a 570 nm.

5.2 Liberacién de LDH

Como indice de sobrevivencia también se cuantifico la actividad de la lactato
deshidrogenasa (LDH) en el medio de las mismas células en las que se midid
el MTT. Las células se expusieron a 2 h AG y 22 h RG, se colectdé medio para
determinar la actividad de la LDH. Las muestras fueron incubadas con NADH
9.4 mM en buffer KzHPO4/KH2PO4 1mM durante 5 min a temperatura ambiente.
La reaccion se inicid con piruvato 20 mM y se cuantifico la disminucién de la

fluorescencia del NADH a 340 nm durante 5 minutos.

5.3 Ensayo de muerte/vida

La Calceina-AM es un fluoréforo verde (488nm) que se transporta a través de
la membrana plasmatica y transforma por la actividad de esterasas en las
células vivas. Por el contrario el homodimero de etidio (EtH) es un fluoréforo
rojo (594nm) impermeable a la membrana plasmatica, que se internaliza en las
células muertas o con dafios en la membrana e interacciona con el ADN.
Después del periodo de exposicidn a la AG/RG, las células fueron incubadas
con EtH (EtH) 1uM y Calceina-AM 2 uM durante 20 min a 37°C. Tras la
incubacion las células se lavaron con solucion Lockey que contiene (NaCl 154
mM, KCI 5.6 mM, NaHCO3; 3.6 mM, CaCl, 2.6 mM, HEPES 5 mM pH 7.4 y
glucosa 5.6 mM). Los cultivos se observaron en un microscopio de
epiflourescencia y se cuantificaron las células positivas a Calceina-AM/EtH.
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6. Monitoreo de células positivas a Anexina V

Para realizar el monitoreo de células apoptoéticas se utilizo Anexina V-Alexa
594, un fluorocromo acoplado a la proteinas anexina V la cual tiene una alta
afinidad por la fosfatidilserina, un marcador de apoptosis el cual se transloca a
la cara externa de la membrana plasmatica. Las células se cultivaron sobre
cubreobjetos y expuestas a AG/RG. Después del tratamiento, el fluorocromo
contra Anexina V (Life technologies) y el fluorocromo marcador de
autofagosomas, Cyto-ID (ver mas adelante) se incubaron durante 20 min a 37
°C. Tras la incubacién las células se lavaron con solucion Lockey vy las
imagenes confocales se tomaron después de 20 h de RG con un microscopio
Leica TCS SP5 utilizando un objetivo 63x en inmersion de agua con un laser
UV-405 nm para Hoechst 33342, Arg-488 nm para Cyto-ID y He/Ne-543 para
Anexina V.

7. Formacion de autofagosomas en células vivas

Después del periodo de exposicion a la AG/RG, las células se incubaron con
Cyto-ID (Enzo life sciences) un fluorocromo verde que tifie especificamente
autofagosomas y no autolisosomas o lisosomas, ya que la fluorescencia verde
es labil en un ambiente acidico. Antes del inicio de la AG, el Cyto-ID fue
incubado durante 20 min a 37°C. El medio Neurobasal fue sustituido
progresivamente por medio DMEM; después de 2 h de AG el medio fue
sustituido por medio Neurobasal. Las imagenes confocales se tomaron al inicio
de la AG y a diferentes tiempos después de haber iniciado el periodo de AG ¢
de RG con un microscopio Leica TCS SP5 utilizando un objetivo 63x en
inmersion de agua con un laser UV-405 nm para Hoechst y Arg-488 nm para
Cyto-ID. Se utilizé Hoechst 33342 para marcar los nucleos. EI numero de
autofagosomas se determiné utilizando el software FIJI para analisis de
imagenes como se describido en Camberos-Luna et al. (2016), considerando
tres experimentos independientes y tres repeticiones de cada muestra

8. Silenciamiento de Atg7

A los 4 DIV las células se trataron con Atg7 RNAi. El medio de cultivo fue
remplazado por medio Accell RNAi delivery (GE Healthcare Dharmacon)
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suplementando con 2% B27 conteniendo 50 nM o 100 nM de Smart pool Atg7
RNAi o 100 nM de scrambled RNAIi. Después de 8 h de incubacion el medio
Accell fue remplazado por el medio en el que originalmente fueron cultivadas
las neuronas. Las células se mantuvieron por 8 DIV en las condiciones

previamente descritas.

9. Tincion de Lysotracker

Las células cultivadas en cubreobjetos se expusieron a AG/RG. Después del
tratamiento se incubaron con Lysotracker (Life technologies, DND-99) por 20
min a 37°C. Las imagenes confocales se capturaron después de 20 h de RG
con un microscopio Leica TCS SP5 utilizando un objetivo 63x en inmersion de
agua con un laser UV-405 nm para Hoechst y He/Ne-543 para Lysotracker. Se
utiliz6 Hoechst 33342 como co-tincion de nucleos. El numero de vesiculas
positivas a Lysotracker se cuantificéd utilizando el software FIJI para analisis de
imagenes, considerando tres experimentos independientes y tres repeticiones
de cada muestra. Utilizando la proyeccion maxima, el analisis de las particulas
se hizo con las siguientes especificaciones: tamafio de area 0.2-25 um? y
circularidad 0.1-1.

10. Ensayo de integridad de la membrana lisosomal (Naranja de acridina)

Las células fueron expuestas a 2 h de AG y 12 h de RG. Después del
tratamiento se incubaron con 2 pg/ml de naranja de acridina por 10 min a 37°C
y se lavaron con solucion Lockey. El naranja de acridina es un fluoréforo que
es capturado en los compartimentos acidicos (i.e. lisosomas y/o
autolisosomas). Bajo condiciones de pH bajo emite una fluorescencia
anaranjada/roja. Sin embargo, en condiciones de permeabilizacion de la
membrana lisosomal (LMP) el naranja de acridina es liberado de los lisosomas
e interactua con los acidos nucleicos emitiendo una fluorescencia verde. Las
imagenes confocales se tomaron con un microscopico Leica TCS SP5
utilizando un objetivo 63x de inmersién de agua con un laser Arg 458/650 nm
(rojo; vacuolas acidicas) y Arg 488/525 nm (verde; nucleos). El numero de
particulas positivas a naranja de acridina fue determinado como se describio

para los lisosomas.
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11. Fraccionamiento sub-celular

Células sembradas en cajas Petri de 100 mm se expusierona 2 hde AGy 12 h
de RG. Después del tratamiento se lavaron con PBS 0.1 M a 4°C y
recolectaron con PBS 0.1 M con 2mg/ml de inhibidores de proteasas. Las
muestras se centrifugaron por 10 min, 1000 g a 4°C. El pellet se homogeniz6
con 15 pases utilizando un embolo de teflon en sacarosa 0.32 M con 2 mg/ml
de inhibidores de proteasas. Los homogenizados fueron centrifugados a 1000 g
por 5 min para precipitar los nucleos. El sobrenadante fue centrifugado a 3000
g por 10 min. Posteriormente el sobrenadante fue centrifugado a 17000 g por
15 min para obtener una fraccidn lisosomal enriquecida. El sobrenadante se
cnetrifugdb a 60000 g por 30 min para limpiar completamente la fraccion
citosolica.

RESULTADOS

Seccion |

l. La AG/RG induce la formacién de autofagosomas

Para investigar la dinamica de la autofagia en respuesta a la AG/RG,
analizamos 3 proteinas que participan en diferentes etapas de la autofagia.
BECN1 proteina necesaria para la iniciacion de la autofagia, muestra la
disminucién de sus niveles durante la AG y primeras horas de la RG. Alas 4 h
de RG los niveles de BECN1 se recuperan e incrementan al final de la RG (Fig.
1A). Posteriormente se evalud la lipidacion de LC3-I a LC3-ll, marca
caracteristica de la formacion de autofagosomas, y p62/SQSTM1 como
indicativo del flujo autofagico. LC3-Il y p62/SQSTM1 incrementaron
significativamente durante el periodo de AG (Fig. 1B-C). La inhibicion de la
degradacion lisosomal con CQ durante este periodo no incrementé los niveles
de ambas proteinas (Fig. 2A y B), sugiriendo la deficiencia en el flujo autofagico
debido a la falla energética. Sin embargo, inmediatamente después de la RG,
LC3-Il y p62/SQSTM1 disminuyeron significativamente (Fig. 1B-C) y el
tratamiento con CQ durante 2 y 4 h de RG incremento6 los niveles de LC3-Il y
p62/SQSTM1 (Fig. 2A y B) sugiriendo el restablecimiento del flujo autofagico.
Finalmente en etapas tardias de la RG, LC3-ll y p62/SQSTM1 mostraron un
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segundo pico de acumulacion, indicando la acumulacion de autofagosomas y la
disminucion del flujo autofagico (Fig. 1B-C).
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Figura 1. Incremento en la formacion de autofagosomas en los cultivos corticales expuestos a AG/RG. Inmunob-
lot representativo y cuantificacion de BECN1/actina (A), LC3-ll/actina (B) y p62/SQSTM1/actina (C). Las barras
representan la media + ES (n=4-5). Los datos fueron analizados por ANOVA de una via seguido de la prueba de
Fisher *p<0.05 vs control, and &p<0.05 vs 2 h of GD.

Para corroborar la formacion de autofagosomas, se realiz6 un curso temporal
en ceélulas vivas utilizando Cyto-ID, un fluorocromo verde que marca
especificamente autofagosomas. Después de 15 min de AG, autofagosomas
aparecieron en la mayoria de la neuronas y permanecieron durante todo el
periodo de AG. Sin embargo desaparecieron durante la primera hora de RG,
sugiriendo la maduracién a autolisosomas (Fig. 3A y C). Durante las etapas
tardias de RG, los autofagosomas solo se observaron en aquellas células que

presentaban un nucleo intacto sugiriendo su viabilidad (Fig. 3B y C). Estos
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resultados son consistentes con las proteinas analizadas por western-blot y
sugieren la rapida acumulacién de autofagosomas debida al deficiente flujo
autofagico, el cual es restablecido con la RG. Durante los tiempos tardios de
RG la autofagia es reactivada formando autofagosomas en aquellas neuronas

con un nucleo intacto.
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Figura 2. Restablecimiento del flujo autofagico durante la RG. Inmunoblot representativo y cuantifi-
cacién de LC3-ll/actina (A) y p62/SQSTM1/actina (B) en presencia o ausencia de CQ. Las barras rep-
resentan la media + ES (n=4-5). Los datos fueron analizados por ANOVA de una via seguido de la
prueba de Fisher *p<0.05.

.1 La muerte neuronal ocurre durante la RG

De acuerdo con los resultados anteriores, unicamente aquellas neuronas con
un nucleo bien preservado muestran autofagosomas. Para determinar el
progreso de la muerte neuronal durante la AG/RG, se realizé un curso temporal
utilizando el ensayo de muerte/vida (homodimero de etidio/calceina AM). Los
cultivos expuestos unicamente a la AG no mostraron cambios en la viabilidad.
Sin embargo, cuando los cultivos fueron expuestos a 2 h de AG y diferentes
tiempos de reintroduccion, se observo la aparicion progresiva de neuronas
muertas (positivas EtH), acompafado de la disminucion de neuronas vivas
(positivas a calceina-AM) a partir de las 8-24 h de RG (Fig. 4A). Estos datos
sugieren que la ejecucion de la muerte neuronal ocurre durante la RG.
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Figura 3. La formacién de autofagosomas se presenta durante la AG y etapas tardias de la RG.
Imagenes representativas del curso temporal de la formacion de autofagosomas de los cultivos cortica-
les expuestos a AG/RG utilizando el kit Cyto ID (verde) y Hoechst como co-tincién (azul) (A y B). La
Gréfica muestra el nimero de autofagosomas a diferentes tiempos de la AG/RG (C). Los asteriscos
indican las zonas de magnificaciéon. Las barras representan la media + ES (n=3-6). Los datos fueron
analizados por ANOVA de una via seguido de Fisher *p<0.05 vs control.

Posteriormente para evaluar el mecanismo por el cual las neuronas estan
muriendo durante la RG y si la autofagia es participe del dafio, se realizd un
curso temporal de Cyto-ID y Anexina V como marcador de la muerte
apoptotica. Las células positivas a Anexina V (rojas) incrementaron
significativamente a partir de las 12-20 h de RG (Fig. 4B), contrario a la
disminucién en las células positivas a Cyto-ID. Interesantemente, las células
positivas a Anexina V no mostraron autofagosomas, sugiriendo que las células

en proceso de apoptosis, no forman autofagosomas. Es mas, el tratamiento
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durante la RG con QVD-OPH (inhibidor general de caspasas) y Z-DEVD-FMK
(inhibidor de caspasas-3, -7) incremento la sobrevivencia neuronal y disminuyo

el numero de nucleos positivos a TUNEL (Fig. 4C), confirmando que la muerte

es ejecutada durante el periodo de RG por apoptosis.
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LIl La autofagia participa en la muerte neuronal inducida por la AG/RG

Los resultados anteriores sugieren que las neuronas sobrevivientes inducen
autofagia posiblemente como mecanismo de sobrevivencia, mientras que las
apoptdticas no fueron capaces de formar autofagosomas. Por tanto,
analizamos si la inhibicion de la autofagia reduciria la sobrevivencia neuronal.
Sin embargo, la inhibicion de la formacién de autofagosomas con 3-MA,
inhibidor de la PtdIns3K-Ill, protegid a las neuronas de la muerte cuando fue
incubado durante el periodo RG (Fig. 5A-B). Para confirmar este resultado, se
silencié la expresion de Atg7 utilizando un RNAI. El silenciamiento, redujo
significativamente la expresion de ATG7 e incrementd la viabilidad neuronal
(Fig. 5C). Este resultado confirma que la inhibicion de la formacion de
autofagosomas previene la muerte neuronal. Ademas analizamos si la
degradacion autofagica contribuye al dafio neuronal. La inhibicion de la
degradacion con CQ o NH4Cl durante la RG incrementd la sobrevivencia
neuronal (Fig. 4A). Estos resultados sugieren que la autofagia no es capaz de
prevenir la muerte neuronal, mas aun contribuye al dafio neuronal. Sin
embargo, aquellas neuronas sobrevivientes a la RG fueron capaces de
reactivar la autofagia ya que presentan autofagosomas y se observa lipidacion
de LC3-Il en las fases finales de la RG.

LIl La actividad de la calpaina durante la RG induce la disfuncion
autofagica y contribuye a la muerte neuronal.

Como se menciond anteriormente, las calpainas participan como enlaces
moleculares entre la autofagia y la apoptosis ya que pueden cortar proteinas
que participan en el proceso de autofagia 6 proteinas de la membrana
lisosomal. Previamente hemos reportado que la activacién de la calpaina
durante la AG contribuye a la muerte neuronal en cultivos de neuronas de
hipocampo (Garcia de la Cadena et al., 2014). Para demostrar si la calpaina
contribuye a la disfuncion autofagica y a la subsecuente muerte neuronal, se
realizé un curso temporal de su actividad. Se analiz6 mediante inmunoblot el
procesamiento de la a-espectrina en productos de 150-145 kDa producidos por
la calpaina. Los productos de la calpaina incrementaron significativamente
durante la AG y en las etapas tardias de la RG (6-24 h), coincidiendo con el

inicio de la muerte neuronal y la acumulacion de autofagosomas (Fig. 6A).

31



®
o
T

140
120 ]
100

@ N
o o
P

o
o
P

80 *

60:

40

100
80
60
40
20

0

2hAG +22h RG

20

Reduccion MTT (% del control)

Cl
Actividad LDH (% del control)
PO AN
o oo & o
Q |—‘ "'
Nuamero de autofagosomas (Cyto-ID)

NH,CI

*
< [¢]
= o
)

NH
-MA
C

Control 3-MA
2hAG +20 hRG

Control
Control
3

2hAG +22h RG

5
c
% =
© o
s = £ 14 [ S 100
o T S S 12 z 1
& o 2o 8 e &0
3 ) v - = 1.0 =
o
0 o
Lo §
ATc7M - 70, 2 -
2 - ° -
S : ¢ = = i E B T %
a & £ 8 8 5 § 2 8
I S 5
Actina [ S S . 42 kDa 8 g 2 G
x 4 ] x
] % >
Atg7 2hAG +22hRG
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(A-B) 6 vs scrambled siRNA (C). 3-MA (10 mM), CQ (20 uM,) NH4CI (20 uM).

Posteriormente analizamos si la inhibicion de la calpaina con MDL (inhibidor no
especifico) 6 Calpastatina (inhibidor endégeno) prevenia la muerte neuronal.
Como era de esperarse el tratamiento con ambos inhibidores redujo los
productos de 150-45 kDa y la muerte neuronal cuando se incubaron durante la
RG de acuerdo a los ensayos de reduccion de MTT y de actividad de LDH (Fig.
6B). Estos datos sugieren que la activacion de la calpaina durante la RG

contribuye a la ejecucion de la muerte neuronal.

Posteriormente, analizamos si la actividad de la calpaina podia inhibir la
autofagia. La inhibicion de la calpaina durante la RG con MDL 6 Calpastatina
incremento significativamente los niveles de LC3-Il y p62/SQSTM1, asi como el
numero de autofagosomas cuando fueron analizados a las 20 h después de la
RG (Fig. 6C-D). Estos datos sugieren que la activacion de la calpaina induce la
disfuncion de la autofagia y que su inhibicion incrementa el numero de

neuronas viables capaces de activar la autofagia.
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La calpaina puede cortar proteinas de la membrana lisosomal induciendo la
permeabilizacién de la membrana lisosomal (LMP) y por tanto la liberacion de
las catepsinas y la degradacion celular. Para investigar esta posibilidad
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monitoreamos la actividad e integridad lisosomal utilizando Lysotracker y
naranja de acridina (NA). Las neuronas control presentan en el citosol
vesiculas positivas a Lysotracker (lisosomas y autolisosomas) indicativo de
lisosomas activos, mientras que el numero de lisosomas disminuyé tras la
AG/RG. La inhibicién de la calpaina incrementd el numero de neuronas viables
y el total de lisosomas después de la AG/RG (Fig 7A y D). Al igual que en los
experimentos de Lysotracker, las neuronas control muestran un gran numero
de vacuolas positivas a naranja de acridina y sin fluorescencia en el nucleo
indicativo de la presencia de lisosomas integros. En cambio, en las células
expuestas a AG/RG la fluorescencia anaranjada de las vesiculas se perdio y el
nucleo presenta fluorescencia verde, indicando que la LMP permite la perdida
del naranja de acridina de los lisosomas y su subsecuente translocacion hacia
el nucleo. Por su parte, en las neuronas tratadas con inhibidores de calpaina el
numero de vacuolas acidicas se preservo y se redujo la fluorescencia en el
nucleo (Fig. 7B y D). Estos resultados sugieren que la activacidn de la calpaina
durante la RG induce la LMP alterando la integridad lisosomal.

Para corroborar la hipotesis de la LMP, se realiz6 una inmunocitoquimica
contra la CTSB para demostrar si la actividad de la calpaina induce la
translocacion de la CTSB de los lisosomas hacia el citosol. La
inmunoreactividad de la CTSB en los cultivos control presenta un patron
punteado a lo largo del citosol sugiriendo su localizacion en los lisosomas.
Cuando se expuso a las células a AG/RG el patrén punteado de la CTSB se
perdié mostrandose difuso (Fig. 7C y D). Asimismo, el fragmento activo de 25
kDa de la CTSB disminuyo en la fraccion lisosomal tras la RG e incrementd en
el citosol (Fig. 8A), indicando la salida de la CTSB de los lisosomas. Por el
contrario, el tratamiento con Calpastatina recuperd el patrén punteado de la
CTSB observado en condiciones control y previno la liberacion del fragmento
activo de la CTSB de los lisosomas al igual que el MDL (Fig. 7C, D y 8A). Sin
embargo, el MDL disminuyé el numero de particulas positivas a CTSB,
sugiriendo un efecto inespecifico de la calpaina sobre la actividad de la CTSB.

Para investigar el mecanismo asociado a la LMP inducida por la AG/RG,
analizamos por inmunoblot, el corte de la proteina lisosomal LAMP2 mediado
por la calpaina. Las células expuestas a AG/RG mostraron el incremento
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significativo del producto de 30 kDa de LAMP2, el cual se previno por inhibicidon
de la calpaina (Fig. 8B). Estos resultados sugieren que la actividad de la
calpaina induce la LMP y la subsecuente liberacion de la catepsinas, que
finalmente contribuye a la muerte neuronal. Es asi, que la inhibicién de la
calpaina preserva la integridad lisosomal y promueve la sobrevivencia

neuronal.
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En su conjunto estos resultados sugieren que la autofagia se desata durante la
AG como una respuesta de sobrevivencia ante el estrés energético, pero que la
induccion de la LMP por la activacion de la calpaina interrumpe la autofagia y
promueve la muerte neuronal. Las neuronas capaces de sobrevivir al dafo
inducido por la AG/RG son capaces de lidiar con la actividad de la calpaina y
pueden reactivar la autofagia en etapas mas tardias de la RG, en las que la

autofagia tiene una funcion adaptativa.
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lot representavivo del fragmento de 30 kDa de LAMP2, en presencia y aus-
encia de los inhibidores de la calpaina (B). Las barras representan la media
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Seccién i
Il. La UPR se activa rapidamente en respuesta a la AG.
En respuesta al estrés reticular y como medida para restablecer la homeostasis

del RE, se activa la UPR. Esta es una senal adaptativa que favorece la

sobrevivencia celular. Por tanto analizamos la dinamica de activacion de las
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vias de la UPR en respuesta a la AG/RG. Primero analizamos la via
PERK/elF2a/ATF4 implicada en la atenuacion de la traduccion de proteinas y
finalmente en la transcripcion de chaperonas (Hetz, 2012). La fosforilacion de
elF2a y los niveles de ATF4 incrementaron significativamente durante la AG.
Sin embargo durante la RG se mantuvieron elevados durante las primeras
horas y disminuyeron progresivamente hasta alcanzar niveles control en etapas
tardias de la RG (Fig. 9A-B). La fosforilacion de elF2a disminuy6 desde las 8 h
de la RG en adelante, mientras que los niveles de ATF4 se mantuvieron por
arriba del control hasta las 16 h sugiriendo que esta proteina se mantiene hasta
etapas mas tardias. Estos datos sugieren que la AG induce rapidamente el
bloqueo de la traduccidon de proteinas para disminuir la entrada de proteinas
nacientes al RE y contrarrestar la acumulacion de proteinas mal plegadas.

Por otra parte la fosforilacion de IRE1 puede resultar en dos vias de
sefializacion; 1) el splicing alternativo de XBP1 a través de su actividad RNAsa,
2) el reclutamiento de TRAF2 y la subsecuente activacion de ASK y JNK. Sin
embargo en este trabajo solo nos enfocamos en la via IRE1/ASK/JNK
implicada en la activacion de la autofagia y la apoptosis (Tabas & Ron 2011).
Durante la AG, la fosforilacion de IRE1 incrementd rapidamente. Los niveles de
pIRE1 disminuyeron progresivamente a lo largo de la RG (Fig 9C). Por su parte
los niveles de p-JNK1/2 incrementaron parcialmente durante la AG, sin
embargo unicamente los niveles de JNK2 incrementaron significativamente en
etapas tardias de la RG (Fig. 9D). Estos resultados sugieren la rapida
activacion de la via de IRE1 en respuesta a la AG y su activacion sostenida
podria participar en la induccion de la autofagia y la apoptosis durante la RG.

Para contrarrestar la acumulacidon de proteinas mal plegadas y restablecer la
homeostasis del RE, la activacion de la UPR induce el incremento en la
expresion de chaperonas residentes del RE. La via de ATF6 es la que
principalmente contribuye a la regulaciéon de los niveles de las chaperonas
GRP78 y GRP94. Como medida indirecta de la activacion de ATF6 analizamos
los niveles de ambas chaperonas. Los niveles de GRP78 y GRP94 se
mantuvieron sin cambios a lo largo de la AG/RG (Fig. 9E), sugiriendo que la via
de ATF6 posiblemente no participa en nuestro modelo.
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IL.I Estrés reticular y la muerte neuronal apotética

El estrés reticular crénico y la activacion sostenida de la UPR puede resultar en
la muerte celular apoptdética (Tabas & Ron 2001). La caspasa-12 es una
proteasa residente del RE y su participacidn en la muerte inducida por AG se
ha reportado previamente. Por lo cual analizamos los niveles de la caspasa-12
activa a lo largo de la AG/RG. El fragmento activo de la caspasa-12 incremento
sus niveles rapidamente durante la AG. Cuando la glucosa se reintroduce sus
niveles permanecen elevados durante las primeras horas de RG y se
recuperan a nivel control en etapas tardias de la RG (Fig. 10A). Para
determinar la contribucion de la caspasa-12 en la muerte neuronal inducida por
la AG/RG, utilizamos el inhibidor especifico QATAD, el cual incubamos durante
la AG 6 la RG (Fig. 10B). Unicamente la inhibicién de la caspasa-12 durante la
RG incrementd significativamente la sobrevivencia neuronal, sugiriendo que la

activacion de la caspasa-12 durante la RG participa en la muerte apoptotica.

Posteriormente determinamos si la activacion de las vias de PERK o IRE1
participa en la muerte neuronal inducida por la AG/RG. Para ello, inhibimos la
via de PERK con GSK2606414 (inhibidor de la actividad cinasa de PERK)
durante la AG 6 RG. El tratamiento con GSK durante la AG exacerbo la muerte
neuronal (Fig. 10C panel izquierdo), sugiriendo que la atenuacion de la
traduccion de proteinas es una respuesta adaptativa ante la AG. Por el
contrario, la inhibicion de PERK durante la RG redujo la muerte (Fig. 10C panel
derecho), indicando que la inhibicidén sostenida de la traduccion de proteinas es
citotéxica. Para evaluar la participacion de IRE, utilizamos dos distintos
inhibidores, el STF083010 (inhibidor de la actividad de RNAsa) y el SP600125
(inhibidor de la actividad de la cinasa JNK, para evaluar indirectamente la
actividad cinasa de IRE que tiene como blanco a JNK). El tratamiento con STF
durante la AG, no tuvo efecto alguno en la sobrevivencia neuronal (Fig. 9C
panel izquierdo). No obstante, el tratamiento con este compuesto durante la
RG incrementd la sobrevivencia neuronal (Fig. 10C panel derecho). Estos
datos sugieren que la actividad RNAsa de IRE1 durante la RG contribuye al
dafio neuronal. Por su parte la inhibicion de JNK durante la AG exacerbo la
muerte (Fig. 10 panel izquierdo). Sin embargo, la inhibicion de JNK durante la
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RG previno el dafo (Fig. 10C panel derecho), sugiriendo la posible
participacion de la via IRE1/ASK/JNK en el dafio neuronal inducido por la
AG/RG.
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Figura 10. La activacion sostenida de la UPR contribuye a la muerte neuronal inducida por la AG/RG. Inmunoblot representativo y
cuantificacion de los niveles de caspasa-12 activa/actina a lo largo de la AG/RG (A). Efecto de la inhibicion de la caspasa-12 en la
sobrevivencia neuronal determinado por reduccién de MTT (B). El QATAD fue incubado durante la AG 6 RG (20 uM). Efecto de la
inhibicién de la UPR en la sobrevivencia neuronal determinado por la reduccién de MTT y actividad de LDH (C). Los Inhibidores
fueron incubados durante la AG (Graficas izquierda) 6 durante la RG (Gréficas derecha). GSK (inhibidor de PERK; 5uM), STF
(inhibidor RNasa IRE1; 30uM) y SP (inhibidor de JNK 10uM). Las barras representan la media * ES (n=3-5). Los datos fueron anali-
zados por ANOVA de una via seguido de Fisher *p<0.05 vs control 6 AG.

IL.Il La activacion de la autofagia tardia es dependiente de la via de IRE1

Bajo condiciones patoldgicas se ha observado la activacién de la autofagia a
través de la UPR. Para evaluar si la UPR esta implicada en la activacion de la
autofagia durante la RG, se utilizaron distintos inhibidores farmacologicos y se
evaluo a las 20 h de RG los niveles de proteinas y la presencia de vesiculas de
autofagia. La inhibicion de PERK con GSK no tuvo efecto sobre los niveles de
LC3-1l, pero disminuyd significativamente los niveles de p62 (Fig. 11A-B).

Ademas, el tratamiento con GSK durante la RG incrementd el nimero de
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Figura 11. Inhibicion de JNK disminuye la formacion de autofagosomas y lisosomas. Efecto de la inhibicion de la UPR sobre los marca-
dores 6 vesiculas de autofagia durante la etapa tardia de la RG. Inmunoblots representativos y cuantificacion de los niveles de LC3-
ll/actina (A) 6 p62/SQSTM1/actina (B). Imagenes representativas y cuantificacion del nimero de autofagosomas, Cyto-ID (verde) 6 liso-
somas, Lysotracker (rojo) (C). Hoechst (azul). Las barras representan la media * ES (n=4-5). Los datos fueron analizados por ANOVA
de una via seguido de Fisher *p<0.05 vs AG.

autofagosomas y el numero total de lisosomas sugiriendo una mayor actividad
autofagica en presencia de este inhibidor (Fig. 11C). Estos resultados sugieren
que el bloqueo de la traduccion de proteinas por la activacion de la via de
PERK impide el flujo autofagico a etapas tardias de la RG y que la inhibicion de
esta via restablece el flujo, posiblemente al restablecerse la sintesis de
proteinas. Por otra parte, la inhibicidn de la actividad RNAsa de IRE con el
STF083010 no tuvo efecto alguno sobre el nivel de las proteinas de autofagia o
la presencia de las vesiculas autofagicas (Fig. 11A-C). Sin embargo, la
inhibicién de JNK con el SP600125 durante la fase de RG, no tuvo efecto sobre

los niveles de LC3 o p62 (Fig. 11A-B), pero disminuy6 drasticamente el numero
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total de autofagosomas vy lisosomas (Fig. 11C), sugiriendo que la activacion de
JNK durante la RG es importante para formacion de autofagosomas y la

subsecuente formacion de lisosomas.

DISCUSION

La autofagia adaptativa y la activacion de la UPR en respuesta al estrés agudo,
contribuyen a restaurar las condiciones fisioldgicas y ejercer una funcidn
citoprotectora. Sin embargo, la autofagia es vulnerable a otras sefiales de
estrés que pueden impedir su funcidén. A su vez, la activacion sostenida de la
UPR puede ir en detrimento de la funcion celular y contribuir a la activacion de
mecanismos de muerte neuronal. Los mecanismos moleculares en respuesta
al estrés energético provocados por la hipoglucemia no se conocen del todo, ni
tampoco su dinamica a través de la AG y RG. Por tanto, hemos analizado la
dinamica de activacion de la autofagia y de la UPR a lo largo de la AG/RG, y
hemos evidenciado el mecanismo por el cual la autofagia falla en prevenir la
muerte neuronal inducida por el estrés energético. Asimismo, hemos mostrado
que la activacion sostenida de la UPR contribuye al dafio neuronal y a la
activacion de la autofagia tardia.

Los resultados muestran la formacion y acumulacidon de autofagosomas
durante la AG, mientras que el flujo autofagico es reactivado ante la RG.
Estudios previos realizados en neuronas hipocampales y granulares han
mostrado que el dafio excitotoxito induce el bloqueo del flujo autofagico y la
acumulacion de autofagosomas, lo cual contribuye al dafo neuronal
(Sadasivan et al., 2010; Kulbe et al., 2014). Los resultados de este trabajo
demuestran que la excesiva acumulacion de autofagosomas durante la AG,
resulta de un flujo autofagico deficiente posiblemente debido a la falla
energética. A favor de esta hipotesis hemos demostrado que la administracion
de beta-hidroxibutirato (BHB), un cuerpo cetdnico que puede actuar como
sustrato energético alterno a la glucosa, previene la caida de los niveles de
ATP y la muerte neuronal estimulando el flujo autofagico (Camberos-Luna et
al., 2015)
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La muerte neuronal inducida por la AG/RG, ocurre progresivamente durante las
etapas tardias de la RG. Durante el progreso de la muerte, encontramos que
las células que contenian autofagosomas, no fueron positivas a Anexina V,
sugiriendo que aquellas neuronas sobrevivientes activaron la autofagia como
una senal de sobrevivencia. Sin embargo, este resultado contrasta con el
hecho, de que la inhibicion farmacolégica o genética de la autofagia, confirid
proteccion en contra de la muerte neuronal. Mas aun, la inhibicion de la
degradacion autofagica por cloroquina o cloruro de amonio también previno la
muerte. Estos datos, sugieren que previniendo la sobrecarga de
autofagosomas durante la AG y la subsecuente degradacion excesiva durante
la RG, se incrementa la viabilidad neuronal. Es mas, el tratamiento con 3-MA,
que reduce el numero de autofagosomas, también reduce el numero de
lisosomas. De esta forma se disminuyen los posibles blancos moleculares de la
calpaina y se previene la LMP. Estos resultados concuerdan con los publicados
recientemente, donde la inhibicion de la autofagia reduce la LMP debido al
incremento de la expresion de la Hsp70 y por tanto se previene la apoptosis
(Zhou et al., 2017). Sin embargo, no podemos descartar que el efecto protector
del 3-MA, CQ y NH4CI se deba a la participacion de muerte autofagica, debida

a la excesiva degradacion de componentes celulares.

Los resultados sugieren que la autofagia es activada en la mayoria de las
células como sefal de sobrevivencia en respuesta a la AG. Posteriormente
durante las primeras horas de la RG, el flujo autofagico es restablecido y es
seguido de la activacion de la calpaina. La actividad de la calpaina genera la
degradacion de la proteina de membrana lisosomal, LAMP2, lo que resulta en
la LMP y la muerte neuronal. Los resultados sugieren que las neuronas
sobrevivientes al dafo son aquellas capaces de lidiar con la disfuncion
autofagica mediada por la calpaina, ya que presentan un gran numero de
autofagosomas, autolisosomas/lisosomas y particulas inmunoreactivas a
CTSB.

Los datos sugieren que la activacion de la calpaina interfiere con la respuesta
adaptativa de la autofagia convirtiéndola en una sefal aberrante que finalmente

contribuye a la muerte neuronal. Reportes previos demuestran que la calpaina
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participa en la muerte neuronal tanto en modelos de isquemia como de AG
(Bevers et al., 2008; Paramo et al., 2013). La calpaina tiene como blancos
moleculares distintas proteinas de la membrana lisosomal, resultando en la
LMP y la liberacion del contenido lisosomal hacia el citosol. Durante la RG la
disminucién del numero de lisosomas, de vesiculas positivas a naranja de
acridina y de particulas inmunoreactivas a CTSB sugieren la LMP. Ademas, el
fragmento de LAMP2 y la liberacion del fragmento activo de la CTSB a la
fraccion citosdlica durante la RG confirman la LMP. Importantemente, la
inhibicion de la calpaina previno la LMP e incrementé considerablemente la
sobrevivencia neuronal, sugiriendo que la LMP contribuye a la muerte

neuronal, siendo las catepsinas importantes efectoras de la muerte.

Las catepsinas son proteasas lisosomales involucradas en la degradacion
autofagica y son las principales efectoras de la LMP llevando a la apoptosis
(Boya & Kroemer 2008). Por tanto se les considera como enlaces moleculares
entre la autofagia y la apoptosis. La liberacién de la CTSB de los lisosomas y
su redistribucidén hacia el citosol a causa de la LMP inducida por la calpaina, ha
sido propuesta como factor importante en la muerte neuronal isquémica
(Yamashima et al., 1996; 1998; 2016). La recuperacion de la inmunoreactividad
de la CTSB correlaciona con el incremento en la sobrevivencia neuronal. Es asi
que estos resultados indican que la actividad de las catepsinas extra-
lisosomales podrian contribuir al dafio neuronal. Acorde con estos datos, se ha
propuesto que después de la LMP, la CTSB induce el corte de la proteina Bid,
la liberacion del citocromo C y la activacion de caspasas (Arnandis et al., 2012).
Asimismo, la CTSB puede traslocarse al nucleo e inducir dafio nuclear y la
condensacion de la cromatina (Li et al., 2003). En el esquema 2 se describen
graficamente los mecanismos que llevan a la falla de la autofagia durante la

GD/GR que se dilucidaron en esta tesis.

Para contrarrestar el estrés reticular y la acumulacion de proteinas mal
plegadas, la célula activa la UPR, la cual tiene como tarea primaria restablecer
la homeostasis del RE y de la célula. Nuestros resultados muestran que la falla
energética inducida por la AG, provoca la rapida activacion de la UPR (PERK e
IRE1), contrarrestando la acumulacién de proteinas mal plegadas. Cuando la
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glucosa es reintroducida, la UPR persiste y se resuelve en etapas tardias de la
RG.

Neuronas que { [Ca2+]
mueren durante
laRG l

APOPTOSIS

\

SOBREVIVENCIA

Esquema 2: La autofagia es activada como mecanismo adaptativo en respuesta al estrés energético. Sin embargo es vulne-
rable a la actividad de la calpaina, convirtiendo una respuesta adaptativa en aberrante a través de la disfuncién lisosomal,
llevando a la muerte celular. La inhibicion de la autofagia previene la acumulacion de vesiculas autofagicas disminuyendo
los blancos posibles de la calpaina, favoreciendo la sobrevivencia celular.

Estudios previos de nuestro laboratorio, han demostrado la participacién de la
via de PERK/elF2a en el dano neuronal inducido por la AG en neuronas
hipocampales (Garcia de la Cadena et al., 2014). Tras la activacién de PERK el
incremento en los niveles de CHOP puede resultar en la disminucién de los
niveles de BCL2 y por tanto en la activacion de la via apoptoética mitocondrial
(Tabas & Ron 2011). Sin embargo, bajo nuestras condiciones no se pudieron
detectar los niveles de CHOP por inmunoblot, sugiriendo que posiblemente
CHOP no esta involucrada en el dafio neuronal inducido por AG/RG. La
inhibicién farmacoldgica de PERK durante la AG, incrementé el dafio inducido

por la AG/RG, sugiriendo que disminuir la traduccion de proteinas es una
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respuesta adaptativa que favorece la sobrevivencia neuronal ante el estrés
energético. Por el contrario la inhibicion de PERK durante la RG confirid
proteccion contra la AG/RG. Estos datos concuerdan con estudios previos
donde la inhibicion de PERK reduce la neurodegeneracion inducida por la
acumulacion de la proteina tau o la proteina prionica (Moreno et al., 2013;
Radford et al., 2015). La activacién cronica de PERK puede inducir la pérdida
sinaptica y la neurodegeneracion por medio de la disminucion de la sintesis de
proteinas que esta controlada por la fosforilacion de elF2a. Es por ello que
cualquier intervencion farmacolégica capaz de restablecer la sintesis de
proteinas a pesar de no resolver el estrés reticular, favorece la sobrevivencia

neuronal y previene la neurodegeneracion (Halliday et al., 2017).

La apoptosis inducida por estrés reticular también puede ser mediada por la
activacion de la caspasa-12 a través de IRE1/TRAF2 (Yoneda et al., 2001).
Nuestros resultados muestran la participacion de la caspasa-12 durante la
AG/RG, la cual correlaciona con la aparicion de células positivas a EtH y
Anexina V. Particularmente la activacion de la caspasa-12 durante la RG
participa en la muerte apoptética. Acorde con estos datos, estudios previos en
cultivos de neuronas hipocampales mostraron que la activacion de la caspasa-
12 mediada por la calpaina y la caspasa-7 contribuye a la muerte neuronal
durante la AG (Garcia de la Cadena et al., 2014). Sin embargo, se requiere
realizar mas experimentos para conocer los blancos moleculares rio debajo de

la activacion de la caspasa-12.

Bajo condiciones de estrés reticular, se considera que la activacion de IRE1
determina el destino celular (Chen & Brandizzi 2013). La inhibicién de la
actividad RNAsa de IRE1 durante la RG protegid contra el dafio inducido por la
AG/RG. Estos datos sugieren que la excesiva actividad RNAsa de IRE1
contribuye al dafio neuronal, sin embargo se requiere realizar mas
experimentos para conocer el mecanismo rio abajo responsable del dafio
celular. Ademas, del splicing no convencional de XBP1, IRE1 promueve la
apoptosis a traves de la activacion de RIDD (regulated IRE1-dependent decay),
el cual induce la represion de miRNAs anti-apoptoticos (Chen & Brandizzi
2013). Por otra parte, la activacion de JNK a través de IRE1 es determinante
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para la sobrevivencia celular bajo condiciones de estrés reticular, ya que se
encarga de regular la activacion de proteinas apoptdéticas y anti-apoptoticas.
Bajo nuestras condiciones, la inhibicion de JNK durante la RG incrementoé la
sobrevivencia neuronal, sugiriendo que JNK promueve la apoptosis
posiblemente a través de la fosforilacion e inhibicion de proteinas anti-
apoptoticas (Bcl2, Bcl-XL) o por medio de la activacion de Bid/Bim que

favorecen la apoptosis (Merksamer & Papa 2010).

La autofagia puede ser activada a través de la UPR como mecanismo de
degradacion y asi ayudar a disminuir la acumulaciéon de proteinas mal
plegadas. Bajo condiciones patolégicas como las enfermedades
neurodegenerativas, se ha observado la activacion de la autofagia a través de
la via de PERK o IRE1 (Rashid et al., 2015). La inhibicion de PERK
aparentemente restablecio el flujo autofagico ya que se incrementd el numero
de lisosomas y disminuyeron los niveles de p62/SQSTM1. Posiblemente la
disminucion de la traduccidn debida a la activacion prolongada de PERK/elF2a
evita la expresidn de proteinas esenciales para la autofagia (i.e. ATGS5,
ATG12). Por tanto, facilitar la traduccion de proteinas al inhibir PERK permite la
expresion de proteinas de la autofagia permitiendo restablecer el flujo y

contrarrestar el estrés reticular.

La inhibicién de JNK durante la RG disminuyé drasticamente la formacion de
autofagosomas y el numero total de lisosomas. Sin embargo, no tuvo efecto
sobre los marcadores de autofagia. Estos datos sugieren que la activacion de
la autofagia en etapas tardias de la RG, podria ocurrir a través de la activacion
de IRE1/JNK. Previamente se ha reportado la activacién de la autofagia como
sefal de sobrevivencia a través de la via IRE1/ASK/JNK, donde la inhibicion de
la actividad cinasa de IRE1 evita la formacion de autofagosomas, aunque no la
lipidacion de LC3-Il (Ogata et al., 2006). La activacion de JNK disminuye la
interaccion Bcl2/BECN1 promoviendo la autofagia. De aqui que la induccién de
la autofagia tardia durante la RG pueda ser consecuencia de la activacion de la
via de IRE1/JNK. El efecto protector del inhibidor de JNK durante la RG, es
compatible con los datos de 3-MA y del silenciamiento de ATG7, que indican
que la inhibicion de la autofagia previene la muerte, ya que en las presentes
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condiciones ésta ocurre de manera aberrante. En el esquema 3 se muestran

las vias por las que la UPR puede estimular la autofagia.
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Esquema 3: Las vias de PERK e IRE1 se activan rapidamente en respuesta al estrés energético. Sin embargo la activacion
sostenida de la via de PERK impide el flujo autofagico causando la acumulacién de autofagosomas. Por el contrario la via
de IRE1 a través de la activacion de JNK favorece la formacién de autofagosomas.

En conclusion, los resultados de este estudio sugieren que la autofagia y la
UPR son rapidamente activadas como sefiales de sobrevivencia en respuesta
al estrés energético. Durante la RG, la activacion de la calpaina induce la LMP
y la salida de la CTSB dando lugar a la autofagia deficiente. Mas aun la
activacion persistente de la UPR a través de PERK evita el restablecimiento de
la sintesis de proteinas contribuyendo al flujo autofagico deficiente y la
apoptosis. Las neuronas sobrevivientes son capaces de inducir autofagia
posiblemente a través de IRE1/JNK.

Finalmente, en el presente trabajo demostramos por primera vez que la

respuesta adaptativa de la autofagia inducida por al AG/RG es vulnerable a la
actividad de la calpaina y falla en prevenir el dafio neuronal. No obstante, mas
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experimentos son necesarios para entender la interaccidon existente entre la

UPR vy la autofagia en las presentes condiciones.
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